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RESUMEN 

Se ha asumido durante mucho tiempo que el sistema inmune de los invertebrados carece 
de memoria y especificidad. Este punto de vista ha cambiado con el tiempo, ya que un 
número de estudios recientes indican que una exposición primaria del hospedero a un 
patógeno aumenta su resistencia a un desafio patogénico posterior, un fenómeno conocido 
como "inmune priming" o estimulación inmunitaria. Un grupo de insectos en donde se ha 
investigado poco la estimulación inmunitaria son los chinches hematófagos de la 
subfamilia Triatominae. El objetivo de este estudio fue poner a prueba experimentalmente 
la capacidad del chinche Rhodnius pallescens, vector primario de Tripanosoma cruz¡ en 
Panamá, para resistir hongos entomopatógenos. Se utilizaron cohortes de R. pallescens 
criadas en el laboratorio y provenientes de campo para investigar la estimulación 
inmunitaria y la resistencia al hongo patógeno Beauveria bassiana. Se prepararon 
soluciones conidiales del hongo B. bassiana para evaluar la estimulación inmunitaria y la 
tasa de supervivencia de los chinches. Los chinches que fueron expuestos a una dosis baja 
de B. bassiana no mostraron mayor resistencia al ser expuestos a una segunda inoculación 
con el mismo hongo, en comparación con los chinches del control, también inoculados una 
segunda vez con el mismo tratamiento. Por tanto, no se encontró evidencias de "inmune 
priming" o estimulación inmunitaria. Adicionalmente, se hicieron pruebas para estimar los 
niveles de fenoloxidasa total, una enzima involucrada en la respuesta inmune, obteniendo 
que los chinches inoculados con una dosis baja de B. bassiana presentaron niveles más 
altos de fenoloxidasa total que los chinches del control. Esto sugiere que a pesar de que, el 
hongo activa el sistema inmune del chinche, posiblemente existan otras variables que 
interactúen sobre su supervivencia ante la infección con el hongo. Este trabajo es uno de 
los pocos estudios que ha investigado la interacción hongo entomopatógeno - hospedero 
en un insecto hematófago de importancia en salud pública. Para futuros estudios se 
recomienda utilizar otras especies de hongos entomopatógenos, estudiar el efecto de la 
interacción hongo - Wolbachia - T. cruz¡ y considerar factores como la edad y la dieta de 
los chinches como covariables influyentes para combatir el hongo. 
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SUIVIMARY 

It has long been assumed that the invertebrate immune system lacks memory and 
specificity. This view has changed over time, as a number of recent studies indicate that a 
primary exposure of the host to a pathogen increases its resistance to a subsequent 
pathogenic challenge, a phenomenon known as "immune priming" or immune stimulation. 
One group of insects in which immune priming has been little investigated is the 
hematophagous bugs of the subfamily Tnatominae. The objective of this study was to 
experimentally test the ability of the bedbug Rhodnius pallescens, primary vector of 
Trypanosoma cruz¡ in Panama, to resist entomopathogenic fungi. Laboratory-reared and 
fleid-reared cohorts of R. pallescens were used to investigate immune stimulation and 
resistance to the pathogenic fungus Beauveria bassiana. Conidial solutions of the fungus 
B. bassiana were prepared to evaluate immune stimulation and survival rate of bedbugs. 
Bedbugs that were exposed to a low dose of B. bassiana did not show increased resistance 
when exposed to a second inoculation with the same fungus, compared to control bedbugs, 
also inoculated a second time with the same treatment. Therefore, no evidence of immune 
priming or immune stimulation was found. In addition, we tested for levels of total 
phenoloxidase, an enzyme involved in the immune response, and found that bugs 
inoculated with a low dose of B. bassiana had higher levels of total phenoloxidase than the 
control bugs. This suggests that although the fungus activates the immune system of the 
bedbug, there may be other variables that interact on its survival in the face of infection 
with the fungus. This work is one of the few studies that have investigated the 
entomopathogenic fungus-host interaction in a hematophagous insect of public health 
importance. For future studies it is recommended to use other species of entomopathogenic 
fungi, to study the effect of the fungus - Wolbachia - T. cruz¡ interaction and to consider 
factors such as age and diet of the bedbugs as influential covariates to combat the fungus. 
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INTRODUCCION 

Se ha asumido durante mucho tiempo que el sistema inmune de los invertebrados carece 

de memoria y especificidad. Este punto de vista ha cambiado con el tiempo, ya que un 

número de estudios recientes han documentado que una exposición primaria del hospedero 

a un patógeno aumenta su resistencia a un desafio patogénico posterior, un fenómeno 

conocido como "inmune priming" o estimulación inmunitaria (Kurtz & Franz, 2003; 

Schmid-Hempel, 2005; Rowley & Powell, 2007). La protección podría ser a largo plazo 

contra patógenos específicos, por lo que sería funcionalmente similar a la inmunidad 

adquirida por los animales vertebrados (Little et al., 2005; Rowley & Powell, 2007). Sin 

embargo, la generalidad, el significado adaptativo y la base mecanística de la preparación 

inmunológica siguen sin estar claros en animales invertebrados (Hauton & Smith, 2007). 

En los últimos tiempos se ha considerado que la memoria inmunológica está ampliamente 

distribuida en los animales (Lanz Mendoza & Contreras-Garduño, 2021). Los datos sobre 

la estimulación inmunitaria aún son escasos, por lo que es dificil evaluar si la ocurrencia 

es universal o si está restringida a combinaciones específicas de huéspedes, patógenos y 

condiciones experimentales (Rowley & Powell, 2007). La estimulación inmunitaria se ha 

documentado en varias especies de insectos expuestos a bacterias o moléculas bacterianas 

LPS (Rosengaus et al., 1999; Sadd & Schmid-Hempel, 2006; Roth et al., 2009), protozoos 

(Rodrigues, 2010) y virus (Tidbury et al., 2011). 

Hasta ahora, la evidencia de la estimulación inmunitaria individual en respuesta a hongos 

entomopatógenos es limitada, con un caso en termitas expuestas a Metarhizium anisopliae 

(Rosengaus et al., 1999), otra en moscas de la fruta expuestas a Beauveria bassiana (Pham 
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et al., 2007) y  reinas de hormigas Lasius niger (Gálvez & Chapuisat, 2014). En general, se 

necesitan más estudios empíricos para dibujar una imagen precisa de la ocurrencia, 

duración y especificidad de la estimulación inmunitaria entre invertebrados y sus patógenos 

(Rowley & Powell, 2007; Hauton & Smith, 2007). Algunas clases de patógenos, como los 

hongos entomopatógenos, han sido poco estudiados, son un grupo de microorganismos 

heterótrofos, eucariotas o unicelulares, filogenéticamente diversos que se reproducen por 

esporas sexuales, asexuales o ambas y se agrupan en cuatro subórdenes: Deuteromycota, 

Zygomycota, Ascomycota y Basidiomycota (Inglis et al., 2001). Estos patógenos varían en 

sus vías de infección, en los componentes del sistema inmune que desencadenan, así como 

también en su capacidad para evadir la respuesta inmune de sus huéspedes (Schmid-

Hempel, 2005; Rowley & Powell, 2007; Sadd & Schmid-Hempel, 2009; Schmid-Hempel, 

2009). Además, la ecología, el comportamiento y la historia de vida de los huéspedes 

también pueden afectar su respuesta inmune y la sensibilidad a los patógenos (Sadd & 

Schmid-Hempel, 2009; Boughton et al., 2011). Uno de los hongos entomopatógenos 

utilizados para estudiar la interacción hospedero-patógeno es B. bassiana que infecta 

insectos a través de la unión y la descomposición enzimática de la cutícula, seguido por la 

penetración cutánea y proliferación dentro del hemocele (Leger et al., 1986). 

Evidencia reciente del genoma secuenciado de B. bassiana indica que también puede ser 

capaz de infectar oralmente ya que posee genes que se asemejan a los genes que codifican 

para la producción de toxina en la bacteria Bacillus thuringiensis (Xiao et al., 2012). 

Estudios anteriores han demostrado que la infección por B. bassiana provoca respuestas 

inmunitarias tanto a nivel de células (Hung & Boucias, 1992), como a nivel de defensas 

humorales (Wojda et al., 2009) del sistema inmune de insectos, incluida la cascada de 
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fenoloxidasa (Dubovskiy et al., 2013; Yassine et al., 2012). Por ejemplo, en los escarabajos 

Tribolium castaneum, la defensa inmune está regulada por la infección de B. bassiana 

(Pedrini et al., 2010), en consecuencia, es probable que la presión de selección de B. 

bassiana y otros hongos conduzca a un cambio evolutivo en múltiples brazos del sistema 

inmune de los insectos, presentando un desafio evolutivo potencial para el huésped. La 

interacción entre el parásito y el huésped es una herramienta para estudiar la posible 

coevolución de los mecanismos de defensa y la resistencia del huésped, y los factores de 

virulencia del patógeno (Schulte et al., 2010; Masri et al., 2015). Factores como el tamaño 

de la población y las infecciones con otros patógenos no detectadas podrían influir cii ci 

resultado de la coevolución huésped-hongo-entomopatógeno (Papkou & col., 2016; Bose 

et al., 2016), así como también en la tolerancia del huésped (Kutzer & Armitage, 2016). 

Comprender el impacto de estos factores en la interacción insecto-patógeno serían de gran 

ayuda para combatir las enfermedades, desarrollo de nuevos fármacos y evitar la aparición 

de poblaciones resistentes a parásitos, patógenos y plagas (Ortiz-Urquiza et al., 2015). 

En la cutícula de los insectos existen enzimas que activan el proceso de melanización o 

formación de melanina como mecanismo inmune primario contra infecciones por 

patógenos; estas sustancias están involucradas en la encapsulación fisica de cuerpos 

extraños. Además, las reacciones intermedias en la vía de la melanina participan en el 

proceso de curación de la herida por medio de la formación de enlaces covalentes en tejidos 

dañados que resultan en la esclerotización. Evidencia científica reciente indica que la 

cascada de melanización activa el sistema de la profenoloxidasa, la cual está íntimamente 

asociada con la aparición de factores que ayudan a la estimulación de la defensa celular 

promoviendo la fagocitosis. Algunos estudios han demostrado la importancia de la 
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reacción de melanización para varios encuentros patógeno-huésped, incluyendo 

infecciones bacterianas y fúngicas (Cerenius et al., 2008). Estudios recientes han 

demostrado que hay factores importantes en la reproducción, supervivencia e infección 

exitosa de hongos entomopatógenos en condiciones ambientales adecuadas y un 

hospedador susceptible (Waqar et al., 2021). Un grupo de insectos en donde se ha 

investigado poco la estimulación inmunitaria son los chinches hematófagos de la 

subfamilia Triatominae. 

Para esta investigación se utilizó como huésped a la especie de chinche triatomino 

Rhodnius pallescens (Fig. 1), el cual tiene un ciclo de vida hemimetábolo, que va desde el 

estado de huevo hasta completar cinco estadios ninfales y el adulto (Junberg & Rangel, 

1984). Este chinche es considerado desde hace muchos años como el principal vector de 

Trypanosoma cruz¡ en Panamá y el único triatomino trasmisor de Trypanosoma rangeli en 

el país (Barber, 1932). En Panamá se considera que la transmisión de T. cruz¡ y T. rangeli 

al ser humano se debe principalmente a la dispersión activa de los adultos infectados desde 

su ecotopo natural en las coronas de las "palmas reales" (Attalea butyracea) hacia las 

viviendas rurales (Calzada et al, 2006; Whitlaw & Chaniotis, 1978). Rhodnius pallescens 

ha sido reportado en Belice, Colombia, Costa Rica, México, Nicaragua, Panamá y 

Venezuela (Pizarro & Romaña, 1998). Entre sus hábitats naturales incluyen madrigueras 

de armadillo, huecos de árboles que sirven como refugios para pequeños mamíferos y nidos 

de loros. Rhodnius pallescens también se ha encontrado en hábitats pendomésticos como 

gallineros y palomares, y en viviendas humanas ocasionalmente atraídos por las luces 

(Carcavallo et al., 1998). Entre los animales selváticos más conocidos de los cuales se 
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Fig. 1. Rhodnius pallescens, chinche vector de Mal de Chagas. 

alimenta R. pallescens están armadillos y zarigüeyas (Didelphis marsupialis, Caluromys 

derbianus) entre otros (Sousa, 1972; Moreno & Jaramillo, 1996). 

1. FUNDAMENTOS TEÓRICOS 

1.1 La estimulación inmunitaria 

Los insectos pueden tener una respuesta inmune más eficiente cuando se exponen a un 

patógeno por segunda vez, ya que el contacto inicial origina una estimulación inmunitaria 

o "inmune priming", aunque esto varía en su nivel de especificidad (Zanchi et al., 2011). 

La estimulación inmunitaria ha sido documentada en varias especies de insectos expuestos 

a hongos (Rosengaus et al., 1999), bacterias (Sadd & Schmid - Hempel, 2006; Pham et al., 

2007; Rosengaus et al., 2013), protozoarios (Rodrigues et al., 2010) y virus (Tidbury et al., 

2011). 
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Estudios inmunológicos y pruebas de estimulación inmunitaria realizados con artrópodos 

hematófagos surgen de estudios hechos con arácnidos como las garrapatas por su 

importancia médica, con evidencias de regulación (Nakajima et al., 2001; Matsuo et al., 

2004); mayor supervivencia tras la exposición a un patógeno, controlado por vías 

moleculares que aparentemente son exclusivas de las garrapatas (Shaw & Col, 2017). 

Trabajos evaluando la estimulación inmunitaria en insectos hematófagos son menos 

comunes. Carmona-Peña et al., (2021) resaltan la necesidad de estudiar si la memoria 

inmune ocurre en triatominos, particularmente contra el protozoario Trypanosoma cruz¡ de 

diferentes cepas. Sin embargo, otro elemento fundamental sería si los triatominos muestran 

algún tipo de memoria contra patógenos como los hongos entomopatógenos. Dada la 

importancia médica de los triatominos, este trabajo ofrece un inicio en una línea de 

investigación que podría proveer información valiosa para desarrollar herramientas para el 

control de sus poblaciones. El objetivo de este estudio es poner aprueba experimentalmente 

la capacidad del chinche hematófago R. pallescens para desarrollar un tipo de inmunidad 

adquirida contra hongos patógenos (estimulación inmunitaria), definido como: la 

exposición a una dosis baja del patógeno vivo o muerto aumenta la resistencia del 

hospedero contra una dosis más alta del mismo patógeno en una segunda exposición. 

Además, el presente estudio intenta medir la resistencia del chinche ante la exposición a 

una dosis alta del hongo B. bassiana (resistencia). 
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1.2 Hongo entomopatógeno Beauveria bassiana 

El hongo entomopatógeno Beauveria bassiana, pertenece a la Clase Deuteromicetes, de 

acuerdo a la morfología de la estructura reproductora conidial (Alcazar et al., 1990) y 

comúnmente se encuentra infectando un alto número de especies de insectos. Beauveria 

bassiana se caracteriza por presentar células conidiógenas globosas a sub-globosas (2-3 x 

2.0-2.5 j.im) con un cuello muy corto. Las estructuras conidiógenas forman grandes grupos 

de conidióforos apiñados creando sinnemas o grupos de conidióforos muy juntos, las 

conidias son hialinas y lisas, globosas elipsoidales, raquis en zíg-zag y el desarrollo en 

medio de cultivo es levantado de color blanco, tomando coloraciones amarillentas en el 

reverso de la placa cuando tiene mucho tiempo (Alcazar et al., 1990; Fig. 2). 

Este hongo es uno de los patógenos más importantes en insectos. Es común encontrarlo en 

restos de insectos o bien en insectos que quedan adheridos a las hojas de plantas. Es un 

parásito facultativo, esto quiere decir que puede crecer tanto en su hospedante como sobre 

medios artificiales (Alves, 1986). La penetración de la cutícula del insecto por el hongo es 

la ruta directa de infección más común, aunque puede ocurrir por cualquier parte del 

insecto, incluyendo el ano o la boca (Brady, 1979). Luego de la germinación de las conidias 

en la cutícula del insecto, los tubos germinativos penetran el integumento, por acción 

mecánica y efectos enzimáticos, pasando a la hemolinfa donde ataca los tejidos internos 

(Bustillo, 1991). En condiciones favorables para el hongo entomopatógeno, se desarrolla 

micelio, conidióforos y conidias sobre la cutícula del insecto, proporcionando otra fuente 

de inóculo para afectar a otros individuos (Ferron, 1981). Beauveria bassiana es asociado 

generalmente con el término muscardina blanca, ya que el micelio y los conidios cubren el 
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cuerpo y los espacios articulares del hospedero con una capa de material polvoriento de 

color blanco (Glare, 1992). 

Fig. 2. Células conidiógenas globosas de Beauveria bassiana. 

Fuente: https ://inspirabiotech .  comI2O  1 8/03/09/biopesticidas-el-parasito-de-nuestro- 
parasito-es-nuestro-amigo/beauveria-bassiana/ 

1.3 Mecanismo de acción de los hongos entornopatógenos 

Los hongos entomopatógenos inician su proceso infectivo cuando las esporas viables son 

retenidas por contacto en la superficie del integumento de los insectos hospederos, mientras 

encuentran un espacio propicio para establecer la asociación patógeno-hospedero (Jones, 

1994) y formar los túbulos germinales, y a veces el apresorio, lo que facilitará aún más la 

invasión del hongo (Hajek, 1997; Deshpande, 1999; Milner, 2000; Asaif et al., 2002; 

Barranco et al., 2002). La germinación de la espora se inicia con el hinchamiento de la 
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misma, lo que es favorecido por una humedad alta (70% durante 14h); la germinación es 

disparada por mensajeros que generalmente son carbohidratos presentes en las proteínas 

cuticulares del insecto (Hegedus & Khachatourians, 1995; Khachatourians, 1996). La 

hidratación de la espora es favorecida por la acción antidesecante de su cubierta 

mucilaginosa, que además funciona como protector ante la presencia de polifenoles tóxicos 

y enzimas, secretadas por el sistema inmune del insecto. Después del hinchamiento de la 

espora, se da la formación del tubo germinativo mediante el proceso de polarización típico 

del crecimiento apical de los hongos, que estimula la síntesis de la pared celular. Los iones 

H+ y Ca2+ entran en la punta de la hifa a través de un mecanismo de transporte pasivo y 

son expulsados por mecanismos dependientes de energía. Este flujo transcelular permanece 

constante y mantiene el desarrollo del tubo germinativo y la formación del apresorio, una 

estructura especializada formada en el tubo germinativo (Riquelme et al., 1998; Harold, 

1999; Wessels, 1999). El tubo germinativo rastrea y reconoce la superficie del insecto para 

la localización de sitios receptores, habilitando a la hifa para la penetración de la cutícula 

(Wessels, 1999). El apresorio sirve para el anclaje de la espora y ejerce una presión hacia 

el interior del insecto. Paralelamente, el hongo excreta una gran cantidad de enzimas entre 

las que se incluyen proteasas, quitinasas, quitobiasas, lipasas, lipooxigenasas y otras 

enzimas hidrolíticas, que van degradando la cutícula y proporcionando nutrientes al hongo 

(Monzón, 2001). 

Una vez dentro del insecto, el hongo prolifera formando cuerpos hifales secundarios, que 

se ramifican en la procutícula conformada principalmente de fibrillas lameladas de quitina 

embebidas en una matriz proteínica que actúa como cubierta fisica protectora ante las 

secreciones extracelulares del patógeno. Posteriormente, los cuerpos hifales se encuentran 
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con la capa epidérmica y con su respectiva membrana basal y se diseminan a través del 

hemocele (Deshpande, 1999). De esta manera, los cuerpos hifales invaden diversas 

estructuras internas como tejidos musculares, cuerpos grasos, hemocitos, tubos de 

Malpighi, y organelos celulares como las mitocondrias, retículo endoplásmico y membrana 

nuclear. Al agotarse los nutrientes, el hongo inicia un crecimiento miceliar invadiendo 

todos los órganos de su hospedero. Finalmente, las hifas penetran la cutícula desde el 

interior del insecto y emergen a la superficie iniciando la formación de esporas cuando la 

humedad relativa es adecuada (Gillespie & Claydon, 1989). Durante la penetración del 

hongo desde la cutícula del insecto hasta el hemocele, la hifa queda inmersa en proteínas, 

quitina, lípidos, melanina, difenoles y carbohidratos; algunos de ellos son nutrientes, pero 

otros pueden inhibir su crecimiento, ya que el insecto activa su sistema inmune a través de 

procesos como la melanización, fagocitosis, nodulación y encapsulamiento (St. Leger & 

Roberts, 1997; Fig. 3). 

Invasión y 
adhesión al 
hongo 

  

MullipIicaciéi, 
liberación de toxinas 
y muerte 

   

Fig. 3. Ciclo de vida de un hongo entomopatógeno. a. Los conidios se adhieren al cuerpo 
de los insectos y se produce la germinación de las esporas, comienza la degradación de la 
cutícula del insecto. b. Una vez dentro de hospedero, los hongos producen toxinas que 
atacan al sistema nervioso del insecto provocando su muerte y volviendo a generar 
conidios. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 General 

• Investigar la ocurrencia del fenómeno de estimulación inmunitaria en Rhodnius 

pallescens ante la infección del hongo entomopatógeno Beauveria bassiana. 

2.2 Específicos 

• Estimar la inmuno-competencia (supervivencia) del chinche R. pallescens ante la 

exposición a dosis bajas y altas de B. bassiana. 

• Medir los niveles de fenoloxidasa y profenoloxidasa en R. pallescens expuesto aB. 

bassiana. 

• Evaluar el efecto del sexo de R. pallescens en su respuesta inmune ante la infección 

por B. bassiana. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 Chinches de laboratorio 

En este trabajo se utilizaron individuos de Rhodnius pallescens de colonias de laboratorio 

proporcionados por la profesora Indira Espino del Centro de Investigaciones Parasitarias 

de la Universidad de Panamá (CIDEP) y por el Doctor Azael Saldaña del Instituto 

Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud (ICGES), los cuales estaban libres de 

infección por T. cruz¡ y la bacteria Wolbachia. Los chinches reposaban en frascos de vidrio 

con acordeones de papel periódico en su interior y cubiertos con una malla tul, eran 

alimentados con sangre de gallina (Gallus gallus domesticus) las cuales también fueron 

proporcionadas por el CIDEP siguiendo los protocolos de uso de animales en laboratorios. 

Fueron alimentados por lapsos de 10 minutos, cada frasco con 20 chinches cada 21 días 

(Fig. 4a, b). Estos chinches fueron utilizados para las pruebas de resistencia y supervivencia 

(experimentos #1 y 42) con el hongo B. bassiana. 

Fig. 4. Rhodnius pallescens en el laboratorio. Frasco de vidrio con chinches (4a). 
Chinches alimentándose de sangre de gallinas Gallus gallus domesticus (4b). 
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3.2 Colecta de chinches en campo 

Los chinches de campo fueron colectados en la provincia de Panamá Oeste, distrito de 

Capira, corregimiento de Trinidad de las Minas, ente julio y agosto de 2019 (Fig. 5). Se 

colocaron 16 trampas cebadas con ratones blancos (Mus musculus), los cuales fueron 

criados en el bioterio del Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud (ICGES) 

y utilizados para este tipo de muestreos siguiendo los estándares de uso de animales en 

laboratorios aplicados por el ICGES. Las trampas fueron colocadas en palmas reales 

Attalea butyracea (Abad-Franch et. al., 2005), a razón de dos trampas por palma (Fig. 6a, 

b) abarcando un total de ocho (8) palmas por noche. Cada una de las trampas contenía una 

pequeña cantidad de alimento de ratón con el objetivo de proteger al animal de las bajas 

temperaturas nocturnas y evitar la muerte por inanición (Abad-Franch et al., 2005). Las 

trampas fueron colocadas en la parte interna de la corona de las palmas desde las 6:00 pm 

hasta las 6:00 am con la ayuda de una vara extensible. Las trampas fueron revestidas con 

cinta adhesiva de doble contacto para inmovilizar a los chinches, para luego retirarlos 

utilizando pinzas entomológicas (Fig. 7a, b). Los chinches fueron identificados utilizando 

claves taxonómicas para el estado adulto; para la distinción por sexos se utilizaron 

caracteres discriminativos como el número de segmentos abdominales visibles en la 

hembra que consta de nueve y el macho de diez. Otro carácter distintivo en los machos es 

el ápice abdominal redondeado mientras que en las hembras es truncado o puntiagudo 

(Méndez et al., 1997). Los chinches colectados en campo fueron almacenados en frascos 

de vidrio con acordeones de papel periódico en su interior y como tapa un pedazo de malla 

tul y fueron alimentados con el protocolo descrito anteriormente. Posteriormente, estos 
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chinches fueron utilizados para las pruebas de estimación de los niveles de fenoloxidasa 

total en el experimento #3. 

Fig. 5. Área de estudio: Distrito de Capira, Corregimiento de Trinidad de las Minas, 
Provincia de Panamá Oeste. Fuente: Imagenes©2021Landsatlgooglemaps. 

Fig. 6. Palma real Attalea butyracea, a) y ratones blancos utilizados como cebos (Mus 
musculus, b). 
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Fig. 7. Detalles de las trampas para colectar los chinches. Trampas listas para la 
colocación en las palmas con vara extensible (a, b). Chinches colectados en las trampas 

(c, d). 

3.3 Obtención de hongo entomopatógeno 

La cepa del hongo Beauveria bassiana utilizada fue donada por el Doctor Luis Ramírez 

del Instituto de Investigaciones Científicas y Servicios de Alta Tecnología de Panamá 

(INDICASAT-AIP), la cual había sido aislada de la broca del café (Hypothenemus 

hampei), en la provincia de Chiriquí, distrito de Boquete en los frutos de café de la variedad 

Geisha. Esta cepa fue replicada en agar papa dextrosa (PDA) (Cañedo & Ames, 2004), 

incubada a temperatura ambiente (25-27°C) en el laboratorio de fisiología de insectos del 
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Programa Centroamericano de Maestría en Entomología de la Universidad de Panamá 

(PCMENT; Fig. 8a, b). 

Fig. 8. Hongo entomopatógeno Beauveria bassiana en medio de cultivo PDA (a). 
Cadáver de chinche esporulando después de infección con el hongo (b). 

3.4 Inoculación de chinches con Beauveria bassiana 

Se prepararon soluciones conidiales del hongo B. bassiana por raspado con asa 

bacteriológica estéril de la superficie del cultivo y  2 mililitros (ml) de solución acuosa 

estéril tween 80(0,01 %). La concentración del hongo fue determinada mediante el conteo 

de conidios con una cámara de Neubauer (Cañedo & Ames, 2004; Fig. 9a, b). 

3.4.1 Pruebas de resistencia 

Para evaluar la resistencia de los chinches medida como tasas de supervivencia, se 

aplicaron tres tratamientos: Control-Control, Hongo-Control y Hongo-Hongo (Cuadro 1), 

separándolos en réplicas de solo machos o solo hembras. La mitad de los chinches de cada 

tratamiento fueron expuestos a dosis bajas del patógeno (1xlO"2 conidios/mi, 9x10'2 

conidiostml), colocando 2 jfi de solución sobre el tórax de cada chinche y la otra mitad fue 

tratada con 2 tl de la solución tween 80 (0,01 %) o control (Fig. 10). Siete días después 
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cada uno de estos grupos de tratamientos se inocularon la mitad de los chinches con dosis 

altas (Hongo-Hongo) y la otra mitad con la solución tween 80(0,01 %) o control (Control-

Control, Hongo-Control) (se repite tres veces: 1x10''4 conidios/mi, 9x10"4 conidios/mi, 

9x10"5 conidios/mi). Luego cada chinche fue colocado en recipientes plásticos de 460 ml 

(o 16 onzas) con tapa, con un trozo de algodón húmedo en el interior del recipiente y se 

mantuvieron en oscuridad en una cámara de ambientación. Se monitoreó diariamente la 

supervivencia de los chinches durante un periodo de 94 días (Fig. 11). Este monitoreo 

permitió determinar si el hongo podía permanecer activo, es decir infectivo por un largo 

periodo de tiempo. 

3.4.2 Pruebas de estimulación inmunitaria 

Para evaluar la "inmunización" y la tasa de supervivencia de los chinches, se aplicaron 

cuatro tratamientos: Control-Control, Hongo-Control, Control-Hongo y Hongo-Hongo 

(Cuadro 2), separándolos entre machos y hembras. La mitad de los chinches fueron 

expuestos a una dosis baja del patógeno (9x10"2 conidios/mi, Hongo), colocando 2 111 de 

solución sobre el tórax de cada chinche y la otra mitad fue tratada con la solución control 

(Fig. 10). Luego de siete días después cada uno de estos grupos se inocularon la mitad con 

una dosis alta (9x10"7 conidios/mi; Hongo - Hongo, Control - Hongo) y la otra mitad 

nuevamente con la solución control (Control-Control, Hongo-Control). Luego cada 

chinche fue colocado en recipientes plásticos, con un trozo de algodón húmedo en el 

interior del recipiente y se mantuvieron en oscuridad en una cámara de ambientación, se 

monitorearon diariamente la supervivencia de los chinches durante un periodo de 40 días 

(Fig. 11). 
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Fig. 9. Cuantificación de conidios con el uso de una cámara de Neubahuer (a) Detalle de 
los conidios de B. bassiana (b) 

CUADRO 1. Tratamientos utilizados para evaluar la tasa de resistencia individual de 
Rhodnius pallescens contra el hongo entomopatógeno Beauveria bassiana. 

Experimento Tratamientos # de 
réplicas 

Descripción Tiempo de 
duración del 
experimento 

(días) 
Control-Control 95 Ambas 

exposiciones 
fueron 	con 	la 
solución control 

94 
Hongo-Control 72 Exposición 

inicial 	a 	una 
dosis 	baja 	del 
hongo y segunda 
exposición 	a 
solución control 

Hongo-Hongo 45 Exposición 
inicial 	a 	una 
dosis 	baja 	del 
hongo y segunda 
exposición 	a 
dosis 	alta 	del 
hongo 
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CUADRO 2. 	Tratamientos utilizados para la prueba de estimulación inmunitaria 
individual de Rhodnius pallescens contra el hongo entomopatógeno Beauveria bassiana. 

Experimento Tratamientos # de 
réplicas 

Descripción Tiempo de 
duración del 
experimento 

(días) 

2 

Control-Control 38 Ambas 
exposiciones 
fueron 	con 	la 
solución control 

40 

Hongo-Control 38 Exposición 
inicial 	a 	una 
dosis 	baja 	del 
hongo y segunda 
exposición 	a 
solución control 

Control-! longo 38 Exposición 
inicial 	con 
solución control 
y 	segunda 
exposición 	a 
dosis 	alta 	del 
hongo 

Hongo-Hongo 40 Exposición 
inicial 	a 	una 
dosis 	baja 	del 
hongo y segunda 
exposición 	a 
dosis 	alta 	del 
hongo 
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Fig. 10. Inoculación del hongo B. bassiana. 

Fig. 11. Chinches en recipientes plásticos. 

3.5 Estimación de los niveles de fenoloxidasa total (fenoloxidasa más profenoloxidasa) 

La fenoloxidasa es una enzima crítica implicada en múltiples procesos fisiológicos 

incluyendo la inmunidad innata de los insectos y crustáceos (Ashida & Brey, 1997). En 

este estudio la expectativa es que esta enzima sea la estrategia más importante de los 

triatominos para combatir los hongos entomopatógenos (Flores-Villegas et al., 2015). Para 

estimar los niveles de fenoloxidasa total o fenoloxidasa más profenoloxidasa, se utilizaron 

los chinches de campo, a los cuales se les eliminó la cabeza y los tres últimos segmentos 
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del abdomen. El tórax y el resto del abdomen fueron colocados y macerados en envases 

con 60 j.il de cacodilato de sodio 0.2 M (Fig. 12), luego se sometió la muestra a vortex por 

1 minuto y se procedió a centrifugar por 10 minutos a una temperatura de 4 °C. Luego se 

recogió 15 t1 del sobrenadante para ser congelado a una temperatura de -20 °c hasta su 

uso posterior. Luego se utilizaron 4 j.il del sobrenadante el cual fue mezclado con 10 111 de 

PBS (Buffer Fosfato Salino), y a esta mezcla se agregaron 50 jid de tripsina en pocillos de 

microplacas y se dejaron reposar por 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se 

agregaron 10 lil de L-DOPA, finalmente se procedió hacer la lectura en el 

espectrofotómetro a una absorbancia de 492 nm y una temperatura de 30 °c cada 10 

segundos durante 50 minutos. Para estimar niveles de fenoloxidasa activa se utilizaron 4 

j.tl de solución del homogenizado y se mezclaron con 60 j.il de PBS (Buffer Fosfato Salino) 

y 10 j.i.l de L-DOPA para luego hacer la lectura en espectrofotómetro a una absorbancia de 

492 nm a una temperatura de 30 °c cada 10 segundos durante 50 minutos (modificado de 

castella et al., 2008 y  castella, christe & chapuisat, 2010). 
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Fig. 12. Maceración de chinches en Cacodilato de sodio 0.2 M. 

3.6 Análisis estadísticos 

Para evaluar la supervivencia de los chinches ante la inoculación del hongo B. bassiana se 

analizaron los datos con el paquete de supervivencia survival y la función survreg en el 

cual se compararon los diferentes tratamientos (R Core Team, 2020). Para la comparación 

pareadas de tasas de supervivencias de tratamientos se usó la función pairwise_survdiff, 

utilizando una corrección Bonferoni - Holm. Para determinar los niveles de fenoloxidasa 

total se realizaron curvas de la cinética de la reacción química (pendiente: velocidad 

máxima). Los resultados se analizaron utilizando una transformación logarítmica debido a 

la falta de normalidad en los datos, y se usó una regresión linear que incluyó como factores 

la inoculación inicial (hongo vs control), el sexo del chinche, y la interacción de estas 

variables. 
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4. RESULTADOS 

4.1 Experimento 1: Prueba de resistencia de R. pallescens contra B. bassiana y efecto 

del sexo 

Los individuos de R. pallescens que fueron expuestos exclusivamente a la solución control 

sobrevivieron los 94 días que duro todo el experimento (Control - Control) (Fig. 13; 

Cuadro 1) mientras que los chinches que fueron sometidos solo a una dosis baja durante la 

primera exposición y posteriormente a la solución control mostraron una supervivencia 

menor, y esta diferencia fue estadísticamente significativa (Hongo-Control vs Control-

Control, p < 0.0001). Por otro lado, los individuos de R. pallescens que fueron expuestos a 

una dosis inicial baja y luego a una dosis alta de B. bassiana (doble exposición) mostraron 

una supervivencia más baja que aquellos de los controles (Hongo-Hongo vs Control - 

Control, p <0.0001) y  que los chinches expuestos una sola vez a dosis bajas del hongo 

(Hongo - Control, p = 0.003) (Fig. 13), siendo estas diferencias estadísticamente 

significativa para los individuos doblemente expuestos y no significativa para los controles 

y los chinches expuestos una sola vez a dosis bajas. Ambos controles machos y hembras 

sobrevivieron a todo el experimento sin diferencias significativas entre sexos (X2  =0.47, p 

= 0.50). Tampoco hubo una interacción entre el sexo del chinche y el tipo de tratamiento 

(X2  =0.60, p = 0.75), indicando que ambos sexos respondieron de forma similar a todos los 

tratamientos (Fig. 14). En cuanto al crecimiento del hongo en los cadáveres de los chinches, 

del total de inoculados con dosis bajas y altas un 51.42% mostraron crecimiento del hongo. 
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Fig. 13. Supervivencia de R. pallescens a dos inoculaciones con la solución control 
(Control-Control, n = 95), una primera inoculación con el hongo y luego el control 
(Hongo-Control, n = 72) o doble inoculación con el hongo (Hongo-Hongo, n = 45). 
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Fig. 14. Supervivencia de R. pallescens a diferentes inoculaciones (Control-Control, 
Hongo-Control y Hongo-Hongo) evaluado con la variable sexo. 
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4.2 Experimento 2: Estimulación inmunitaria contra B. bassiana y efecto del sexo 

La inoculación con el hongo no redujo la supervivencia de los chinches inoculados 

inicialmente con el control (Control - Control vs Control - Hongo; p = 0.4) o de los 

chinches inoculados inicialmente con una dosis baja de B. bassiana (Hongo - Control vs 

Hongo - Hongo; p = 0.5). Los chinches expuestos dos veces al hongo mostraron menor 

Supervivencia, pero la diferencia no fue estadísticamente significativa luego de aplicar la 

corrección de Bonferoni - Holm (Control - Hongo vs Hongo - Hongo; p =0.06 con 

Bonferoni - Holm y Control - Hongo VS Hongo - Hongo; p = 0.01 Sin Bonferoni - Holm). 

Los machos murieron más rápido que las hembras, sin embargo, esta diferencia no fue 

estadísticamente significativa (X2  =3.6, p = 0.06; Fig. 15). El 64.28% de los cadáveres del 

total de los chinches inoculados con dosis bajas y altas mostraron crecimiento del hongo. 
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Fig. 15. Supervivencia de R. pallescens a dos inoculaciones con la solución control 
(Control-Control), una primera inoculación con el control y luego dosis alta del hongo 
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(Control - Hongo); una primera inoculación con una dosis baja del hongo y luego el control 
(Hongo-Control) y doble inoculación con el hongo; primero baja y luego alta (Hongo-
Hongo). 
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Fig. 16. Estimulación inmunitaria de R. pallescens y el efecto general del sexo 
(tratamientos combinados). 

4.3 Experimento 3: Estimación de los niveles de fenoloxidasa total (fenoloxidasa más 
profenoloxidasa). 

Los chinches inoculados con una dosis baja de B. bassiana presentaron niveles 

significativamente más altos de fenoloxidasa total que aquellos inoculados con la solución 

control (t = 2. 1, P = 0.04, Fig. 17). No hubo diferencias estadísticas significativas en los 

niveles de fenoloxidasa obtenidos de hembras y machos (t = 0. 8, P = 0.41). Tampoco hubo 

una interacción entre el sexo del chinche y la dosis del hongo (t = -1.3, P = 0.19), indicando 

que la activación de la cadena de producción de fenoloxidasa bajo exposición a un patógeno 

fúngico no varía entre sexos. 
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Fig. 17. Niveles de fenoloxidasa total (medido como velocidad máxima Vmax) en 
muestras de chinches inoculados con una dosis baja del hongo entomopatógeno (9x10"2 
conidios/ml, n = 22) y  con la solución control, n = 22. 
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S. DISCUSIÓN 

5.1 Experimento 1: Prueba de resistencia de R. pallescens contra B. bassiana y efecto 

del sexo 

En el experimento 1 los individuos de R. pallescens que fueron expuestos exclusivamente 

a la solución control sobrevivieron los 94 días que duró todo el experimento mientras que 

los chinches que fueron sometidos solo a una dosis baja durante la primera exposición y 

posteriormente a la solución control mostraron una supervivencia menor, y esta diferencia 

fue estadísticamente significativa. En el experimento 2 la inoculación con el hongo no 

redujo la supervivencia de los chinches inoculados inicialmente con el control o de los 

chinches inoculados inicialmente con una dosis baja de B. bassiana. Esta elevada 

mortalidad de los chinches en los experimentos 1 y 2, sugiere que la inoculación inicial con 

la dosis baja de B. bassiana representa un daño fisiológico sustancial y es perjudicial para 

R. pallescens; sin evidencias de que la estimulación inmunitaria este ocurriendo. Estos 

resultados también demuestran la capacidad del hongo para infectar mucho tiempo después 

de ser inoculado, esto podría ser debido a que B. bassiana desarrolla una serie de respuestas 

que les permiten evitar las defensas de los insectos, tales como cambios en la pared celular 

y producción de sustancias inmuno-modulatorias o toxinas fúngicas (Khachatourians, 

1991). Alternativamente, las esporas se mantuvieron sobre el cuerpo de los chinches o 

sobre la pared de los envases, hasta que las condiciones de germinación mejoraron (p.ej. 

después de humedecer el algodón). Además, esto indica que las conidias pueden 

permanecer vivas por largos periodos de tiempo en ambientes semi-naturales sin perder 

actividad enzimática para atacar la cutícula del insecto. Por ejemplo, Blanford et al. (2012) 
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encontró que las conidias de B. bassiana almacenadas en condiciones ideales de bajo 

contenido de humedad y baja temperatura sobrevivieron sin pérdida de viabilidad durante 

más de dos años, una vez que se retiraron de estas condiciones, la viabilidad de las esporas 

disminuyó de una manera dependiente de la temperatura que dieron como resultado una 

tasa de mortalidad más rápida que las temperaturas más frías. 

Futuros trabajos deberían considerar la capacidad de las conidias para sobrevivir por largos 

periodos de tiempo en ambientes naturales y particularmente sobre su potencial como 

controladores biológicos de R. pallescens en condiciones naturales, similar a trabajos en 

otros triatominos en otras áreas del Neotrópico (Pedrini, 2009; Forlani et al., 2011). 

5.2 Experimento 2: Estimulación inmunitaria contra B. bassiana y efecto del sexo 

En el experimento 2 hubo una leve diferencia en la sobrevivencia o respuesta inmune entre 

sexos de R. pallescens, los machos murieron más rápido que las hembras. Hay pocos 

estudios en insectos que investiguen la respuesta a la infección por hongos de las hembras 

y machos, uno de estos estudios fue realizado en Drosophila melanogaster ya que exhibe 

patología y supervivencia en respuesta a infecciones bacterianas, virales y fúngicas 

(Belmonte et al., 2020). Drosophila exhibe una supervivencia sesgada cuando son 

desafiadas mediante la inoculación de esporas de B. bassiana, ya que las hembras fueron 

más susceptibles a la infección que los machos, el dimorfismo parece ser, en parte, 

atribuible a la función de la vía Toll (Shahrestani et al., 2018). Estudios con Gryllodes 

sigillatus sugieren que los machos son menos inmuno-competentes que las hembras (Zuk 

& Mckean, 1996; Zuk, 1990; Rolff, 2002), mientras que otros trabajos sugieren que la 
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respuesta inmune es dinámica y depende de la dieta del insecto (Zuk et al., 2004; Mckean 

& Nunney, 2005). Por tanto, parecen existir variables influyentes sobre mis resultados que 

no se midieron. Por ejemplo, es complicado medir que tanto se aumentó cada hembra o 

macho de R. pallescens durante el experimento o si pequeñas variaciones en el tamaño 

(p.ej. grosor de la cutícula) o coloración fueron influyentes (p.ej. Dubovskiy et al., 2013). 

En el caso de los chinches utilizados de campo se desconoce la edad a la que estuvieron 

expuestos previamente. 

5.3 Experimento 3: Estimación de los niveles de fenoloxidasa total (fenoloxidasa más 
profenoloxidasa) 

Los resultados demuestran que los niveles de fenoloxidasa no correlacionan con la 

capacidad de supervivencia de R. pallescens ante la exposición con B. bassiana, ya que 

esta enzima también participa en funciones distintas a la inmunidad, y no se comprenden 

las interacciones, regulación de la fenoloxidasa, sus metabolitos y sustratos (Ratcliffe, 

1991; Ashida & Brey, 1997). Estos niveles de fenoloxidasa no correlacionaron con la 

supervivencia contra el hongo en estos chinches, como sucede de una manera similar a 

otros insectos contra otros patógenos (Adamo, 2004). Además, en algunos casos, la 

actividad de la fenoloxidasa en la hemolinfa disminuye en triatominos infectados en 

laboratorio con Trypanosoma cruz¡, en comparación con grupos control de laboratorio 

como es el caso de Meccus pallidipennis (Favila-Ruiz et al., 2018). Una comparación 

intrigante es el hecho de que inoculaciones de chinches en el laboratorio libres de 

Wolbachia y sin T. cruz¡ mostraron una alta mortalidad con una dosis letal relativamente 

baja (10''5). Por otro lado, los chinches del campo, probablemente infectados con 
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Wolbachia y T. cruz¡ mostraron mortalidades más bajas, aun utilizando dosis más altas del 

hongo (10t7),  contrario a la expectativa que la presencia de patógenos o parásitos reduce 

la capacidad inmune del chinche (Favila-Ruiz et al., 2018). 

La evidencia de la estimulación inmunitaria en insectos contra hongos es limitada, algunos 

casos de ellos son con Drosophila melanogaster inyectadas con esporas muertas por calor 

de B. bassiana (Pham et al., 2007). En el caso de D. melanogaster, la detección de la 

estimulación inmunitaria depende del patógeno que se utilice (Pham et al., 2007). También 

se ha detectado en pequeños grupos de termitas inoculadas con una solución 

extremadamente diluida de esporas de Metarhizium anisopliae, lo que sugiere que la 

estimulación inmunitaria fue provocada por una sustancia soluble y no por las esporas 

mismas (Rosengaus et al., 1999). Otros estudios en Drosophila examinaron la respuesta a 

patógenos fúngicos o bacterianos y revelaron que los insectos pueden modular su respuesta 

inmune a varias clases de microorganismos con la inducción de genes de péptidos 

antimicrobianos seleccionados (Lemaitre et al., 1997). Bergin et al. (2006) indicaron que 

la administración de componentes de la pared celular fúngica en larvas de Galleria 

mellonella conduce a una respuesta inmune mejorada y una resistencia elevada a la 

infección con la levadura Candida albicans. Moret & Siva-Jothy (2003) demostraron que 

la respuesta inmune luego de un pre-desafio con LPS en larvas de Tenebrio molitor 

proporciona resistencia contra posteriores estímulos ya que mostraron mejor supervivencia 

a la infección por hongos de 4 o 7 días después del desafio. Esta resistencia hacia la 

infección con hongos se correlacionó con niveles elevados de antimicrobianos y actividad 

en la hemolinfa de larvas tratadas con LPS para el periodo de las inoculaciones fúngicas. 
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En algunos estudios se han encontrado casos en donde la inmunización con hongos genera 

una estimulación inmunitaria contra bacterias. Adultos de Tenebrio molitor exhibían mejor 

estimulación inmunitaria contra bacterias Gram-positivas que contra bacterias (3ram-

negativas después de haber sido sometido a desafios inmunitarios con el hongo M 

anisopliae y esto podría explicarse por el hecho de que en el caso particular de T. molitor 

la estimulación puede haber evolucionado en respuesta a los patógenos más peligrosos 

como B. thuringiensis (Dhinaut, Chogne & Moret, 2017). Sin embargo, algunos estudios 

no encontraron evidencia de estimulación inmunitaria con hongos como es el caso de los 

desafios inmunológicos realizados con implantes de nylon o tratamientos con hongos en 

Tenebrio molitor machos donde disminuyó significativamente la vida útil de estos y se 

encontró que la exposición a hongos aumentaba las tasas de mortalidad significativamente 

más que una implantación repetida mediante la inserción de monofilamentos de nylon 

(Krams et al., 2013). 

Los hongos podrían ser menos efectivos para generar la estimulación inmunitaria que las 

bacterias; tal vez, el daño mecánico que genera el crecimiento de las hifas dentro del 

hospedero es demasiado destructivo para la mayoría de los insectos. En general, esto 

sugiere que las condiciones de los experimentos (p. ej. dosis, especie, temperatura, taxa del 

hospedero) determinan la probabilidad de detectar el fenómeno. Este trabajo provee un 

primer paso para entender la interacción de R. pallescens con hongos entomopatógenos. 

Particularmente ofrece el potencial de desarrollar herramientas para controlar las 

poblaciones del chinche con un agente biológico nativo; sin recurrir a métodos invasivos 

(p. ej. insecticidas) o exóticos. 
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

6.1 Conclusiones 

• Beauveria bassiana causó elevada mortalidad en adultos de R. pallescens, presentando 

conidiación visible en los cadáveres. 

• No hubo correlación entre la sobrevivencia de R. pallescens inoculado con B. bassiana 

y los niveles de fenoloxidasa en el insecto. 

• Hubo una leve diferencia entre sexos en la respuesta inmune de R. pallescens ya que 

los machos murieron más rápido que las hembras. 

6.2 Recomendaciones 

• Utilizar otras especies de hongos entomopatógenos como por ejemplo Metarhizium 

brunneum para comparar su acción sobre el sistema inmune del chinche. 

• Considerar la edad de las colonias de chinches como una variable influyente. 

• Considerar el efecto de la dieta sobre la capacidad del chinche para combatir el hongo. 

• Estudiar la supervivencia de las conidias de Beauveria bassiana en la naturaleza. 

• Estudiar el efecto de la interacción hongo - Wolbachia - T. cruz¡ sobre la capacidad 

inmune del chinche (p.ej. supervivencia y niveles de fenoloxidasa). 
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