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Resumen

Los insectos establecen una amplia variedad de interacciones
simbidticas con microorganismos, abarcando un espectro continuo y
dinamico que va desde el mutualismo hasta el parasitismo. En este
contexto, los insectos del orden Hemiptera, suborden Auchenorrhyncha,
gue se alimentan de la savia del xilema o floema de las plantas, se
destacan por  establecer interacciones mutualistas obligadas
principalmente con bacterias. Estos microorganismos se denominan
endosimbiontes, ya que residen dentro de tejidos o células especializadas
del hospedero y desempefan un papel crucial al complementar las dietas
nutricionalmente deficientes de los insectos. Por este motivo, también se
los llama endosimbiontes nutricionales. En particular, los representantes
de la familia Delphacidae (subfamilia: Delphacinae) se distinguen porque
sus endosimbiontes mutualistas obligados son hongos levaduriformes,
conocidos como yeast-like symbionts (YLS). Los YLS se alojan en las células
del cuerpo graso abdominal y se transfieren a la descendencia de forma
transovarial, por lo cual, se encuentran en todas las etapas del desarrollo de
los insectos. Anotaciones de genes metabdlicos de los YLS del delfacido
Nilaparvata lugens, una importante plaga del arroz en Asia, revelaron que
estos endosimbiontes le proporcionan funciones complementarias al
insecto hospedero en al menos tres aspectos: sintesis de aminoacidos
esenciales, reciclaje de nitréogeno y sintesis de esteroles. En la Argentina,
Delphacodes kuscheli es la principal especie vectora del Mal de Rio Cuarto
del maiz, enfermedad viral que afecta severamente a este cultivo. Dado
qgue la manipulacion de microorganismos que viven en simbiosis
mutualistas con insectos es un recurso escasamente explorado que puede
ser usado en el control de plagas, el objetivo general de este trabajo de
tesis fue evaluar la respuesta biolégica de D. kuscheli ante la reduccion de
sus YLS. A su vez, ya que el papel de los endosimbiontes nutricionales en la

defensa de los hospederos contra sus enemigos naturales no ha sido



estudiado en profundidad y nunca se ha investigado en particular con
endosimbiontes fungicos, también se propuso evaluar la capacidad
biocida del hongo entomopatdogeno Beauveria bassiana ante la reduccion
de los YLS en el insecto hospedero. Para abarcar el objetivo general, se
desarrollaron cuatro objetivos particulares detallados en los capitulos 2 al 5.
En el capitulo 2, se propuso desarrollar métodos efectivos y
especificos para reducir el numero YLS de D. kuscheli. Para lograrlo, se
testearon los siguientes fungicidas sistémicos: protioconazol (Brumby® 480
SC, Bayer CropScience) (P), protioconazol y trifloxistrobin (CRIPTON® SC,
Bayer CropScience) (PT), piraclostrobin y epoxiconazol (Opera®, BASF) (PE),
piraclostrobin, epoxiconazol y fluxapiroxad (Orquesta® Ultra, BASF) (PEF),
picoxistrobin y ciproconazol (Stinger® SC, DuPont Agro) (PC) y tebuconazol
(Tebuconazol® SC, Nufarm) (T). Los mismos fueron aplicados sobre las
plantas de avena de las que se alimentd el insecto y se cuantifico el
Nnumero de YLS en distintos estados (ninfas y adultos) y estadios (ninfas Il y
V) de desarrollo del insecto. La combinacidon mas exitosa en reducir el
numero de YLS en los adultos y obtener asi insectos subsimbiodticos fue
utilizando los fungicidas P, PT y PC desde el tercer estadio ninfal, logrando
mas del 80% de reduccion de YLS en hembras y mas del 59% en machos.
En el capitulo 3, se evalud el efecto de la reduccion del numero de
YLS sobre distintos parametros bioldgicos de D. kuscheli. Los resultados
obtenidos mostraron que ante la reduccion del ndmero de YLS, en los
insectos disminuyd la supervivencia ninfal, aumentd el tiempo de
desarrollo ninfal, disminuyo el peso y largo de las hembras, se extendio la
longevidad total de los insectos pero no se modificd la longevidad de los
adultos, aumento la concentracion de acido urico (producto de desecho
del metabolismo del nitrégeno que es metabolizado por los YLS), se aclaro
y cambiaron los patrones de coloracion de la cuticula de los insectos y
disminuyd la fecundidad y fertilidad. Estos aportes en conjunto,
contribuyen a comprender la importancia de los YLS en el éxito de este

insecto plaga del maiz.
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En el capitulo 4, se evalud el efecto de la reduccion del numero de
YLS sobre el comportamiento alimentario de D. kuscheli. Para esto, se
aplico la técnica Electrical Penetration Graph (EPG) que permitio analizary
cuantificar el comportamiento de exploracion, prueba e ingestion de savia
floematica que los insectos realizaron mediante la insercion de sus
estiletes en plantas de avena sobre las que se alimentaron. Se observd que
las hembras subsimbiodticas de D. kuscheli demoraron mayor cantidad de
tiempo en realizar la primera insercion de los estiletes en el tejido vegetal y
en lograr la ingestion en el floema. A su vez, permanecieron menos tiempo
ingiriendo savia floematica. A través de esta metodologia, se obtuvo
informacion sobre la interaccion entre la planta hospedera y los insectos
subsimbiodticos, mostrando que la seleccion y explotacion de la planta
hospedera como recurso nutricional, no solo esta determinada por las
capacidades metabdlicas de los propios insectos, sino que posiblemente
también por sus endosimbiontes asociados.

En el capitulo 5 se evalud el efecto de la reducciéon del numero de
YLS de D. kuscheli sobre la capacidad biocida de B. bassiana. Para esto se
propuso en primer término encontrar un fungicida compatible con dos
aislados de B. bassiana (CEP147 y CEPOO2) que a su vez redujera el numero
de YLS del insecto. Se selecciond al fungicida PT para la obtencion de
insectos subsimbiodticos ya que la compatibilidad con los aislados fungicos
fue mayor y se realizaron ensayos de patogenicidad y virulencia in vivo
aplicando una suspension de conidios de ambos aislados de B. bassiana
sobre los insectos. La probabilidad de supervivencia y el tiempo hasta la
muerte de los insectos fue menor en aquellos con carga natural de YLS
expuestos a la suspension de conidios de ambos aislados fungicos, en
comparacion a los subsimbiodticos. Los resultados de este capitulo desafian
la concepcion convencional de que la presencia de endosimbiontes
confiere resistencia a sus hospederos ante los patdgenos. La reduccion de

YLS parece haber desencadenado respuestas que mejoraron la capacidad
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de D. kuscheli para enfrentar la infeccion por el hongo entomopatdégeno B.
bassiana.

En sintesis, en la presente tesis se exploraron diferentes aspectos de
la interaccion entre D. kuscheli y sus endosimbiontes obligados (YLS) que
podrian ser utilizados en potenciales estrategias de control para reducir el
impacto de esta plaga del maiz en la regidon. Se considera que las
metodologias y técnicas seleccionadas para cumplir con los objetivos
propuestos, podrian ajustarse y aplicarse también al estudio de otras

especies de delfacidos y de hongos entomopatdégenos.
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Abstract

Insects establish a wide variety of symbiotic interactions with
microorganisms, covering a continuous and dynamic spectrum from
mutualism to parasitism. In this context, insects of the order Hemiptera,
suborder Auchenorrhyncha, which feed on the sap of the xylem or phloem
of plants, stand out for maintaining mainly obligate mutualistic
interactions  with  bacteria. These microorganisms are called
endosymbionts, as they reside within specialized tissues or cells of the host
and play a crucial role in supplementing the nutritionally deficient diets of
insects. For this reason, they are also called nutritional endosymbionts. In
particular, representatives of the family Delphacidae (subfamily:
Delphacinae) are distinguished because their obligate mutualistic
endosymbionts are yeast-like fungi, known as yeast-like symbionts (YLS).
The YLS are located in the cells of the abdominal fat body and are
transferred to offspring transovarially therefore, they are found in all stages
of insect development. Annotations of metabolic genes from the YLS of
the delphacid Nilaparvata lugens, an important rice pest in Asia, revealed
that these endosymbionts provide complementary functions to the insect
host in at least three aspects: essential amino acid synthesis, nitrogen
recycling and sterol synthesis. In Argentina, Delphacodes kuscheli is the
main vector of Mal de Rio Cuarto, a viral disease that severely affects this
crop. Considering that the manipulation of microorganisms living in
mutualistic symbioses with insects is a scarcely explored resource that can
be used in pest control, the main objective of this thesis was to evaluate
the biological response of D. kuscheli in the face of the reduction of its YLS.
Additionally, since the role of nutritional endosymbionts in host defense
against their natural enemies has not been studied in depth, and never
investigated in particular with fungal endosymbionts, it was proposed to
evaluate the biocidal capacity of the entomopathogenic fungus Beauveria

bassiana in response to the reduction of YLS in the host insect. To address
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the general objective, four specific objectives were developed and detailed
in chapters 2 to 5.

In Chapter 2, it was proposed to develop effective and specific
methods to reduce the YLS number in D. kuscheli. To achieve this, the
following systemic fungicides were tested: prothioconazole (Brumby® 480
SC, Bayer CropScience) (P), prothioconazole & trifloxystrobin (CRIPTON® SC,
Bayer CropScience) (PT), pyraclostrobin & epoxiconazole (Opera® BASF)
(PE), pyraclostrobin, epoxiconazole & fluxapyroxad (Orquesta® Ultra, BASF)
(PEF), picoxystrobin & cyproconazole (Stinger® SC, DuPont Agro) (PC) and
tebuconazole (Tebuconazole® SC, Nufarm) (T). These fungicides were
applied to the oat plants on which the insect feeds, and the number of YLS
was quantified in different stages (nymphs and adults) and instars
(nymphs Il and V) of the development of the insect. The most successful
combination in reducing the number of YLS in adults and, thus obtaining
sub-symbiotic insects, was using the fungicides P, PT and PC from the
third nymphal stage, achieving over than 80% reduction of YLS in females
and over than 59% in males.

In chapter 3, the effect of the reduction of the number of YLS on
various biological parameters of D. kuscheli was evaluated. The results
showed that in insects nymphal survival decreased, nymphal
development time increased, weight and length of females decreased,
total longevity of insects was extended but the was not modified longevity
of adults, increased concentration of uric acid (a waste product of nitrogen
metabolism that is metabolized by YLS), ightened and changed coloration
patterns of insect cuticle, and decreased fecundity and fertility. Overall,
these results help in understanding the importance of YLS in the success
of this insect pest of maize.

In chapter 4, the effect of the reduction of the number of YLS on the
feeding behavior of D. kuscheli was evaluated. For this, the Electrical
Penetration Graph (EPG) technigue was applied, which allowed us to

analyze and quantify the exploration, testing, and phloem sap ingestion

14



behavior that the insects performed by inserting their stylets into oat
plants on which they fed. It was observed that sub-symbiotic females of D.
kuscheli took longer to perform the first insertion of the stylets into the
plant tissue and to achieve ingestion in the phloem. Additionally, they
spent less time ingesting phloem sap. Through this methodology, we
obtained information on the interaction between the host plant and
sub-symbiotic insects, showing that the selection and exploitation of the
host plant as a nutritional resource is not only determined by the
metabolic capabilities of the insects themselves, but possibly also by their
associated endosymbionts.

In chapter 5, the effect of reducing the number of YLS of D. kuscheli
on the biocidal capacity of B. bassiana was evaluated. For this, it was first
proposed to find a fungicide compatible with two isolates of B. bassiana
(CEP147 and CEPOO02) that in turn would reduce the number of YLS of the
insect. The PT fungicide was selected to obtain subsymbiotic insects
because of the compatibility with the fungal isolates was greater, and in
vivo pathogenicity and virulence tests were carried out by applying a
suspension of conidia of both B. bassiana isolates on the insects. The
probability of survival and the time until death of the insects was lower in
those with natural YLS load exposed to the suspension of conidia of both
fungal isolates, compared to the sub-symbiotic ones. The results of this
chapter challenged the conventional conception that the presence of
endosymbionts confers resistance to their hosts against pathogens. YLS
reduction appears to have triggered responses that improved the ability of
D. kuscheli to cope with infection by the entomopathogenic fungus B.
bassiana.

In summary, various aspects of the obligate symbiotic interaction D.
kuscheli - YLS were explored in this thesis, which could be utilized in
potential control strategies to reduce the impact of this maize pest in the
region. It is considered that the selected methodologies and techniques to

meet the proposed objectives could also be adjusted and applied to the
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study of other species of delphacids and entomopathogenic fungi.
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CAPITULO T8 w

Introduccidén general,
objetivos, hipodtesis y predicciones
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1.1 Introduccion general

1.1.1 Simbiosis entre microorganismos e insectos: una intrincada red de

interrelaciones

En la historia de nuestro planeta, las primeras formas de vida fueron
los microorganismos. La evolucion de los insectos se produce en un
contexto en el que probablemente los microorganismos ya habian
desarrollado todos los tipos de metabolismos conocidos para la obtencion
de nutrientes y energia, y colonizado todos los ambientes. Como resultado,
los insectos evolucionaron en interaccion constante con los
microorganismos, lo que influyd profundamente en su éxito adaptativo, en
la conquista de nuevos nichos ecolégicos y en su diversificacion (Douglas,
2009; Bennett y Moran, 2015; Estrela et al., 2016; Cornwallis et al., 2023).

El término simbiosis deriva del griego “syn”" que significa juntos y
“bios" que significa vida. Fue introducido por Albert Bernhard Frank (1877)
y popularizado por Heinrich Anton de Bary (1879) para hacer referencia a la
relacion estrecha y duradera en la que estan involucrados dos o mas
organismos de diferentes especies al menos en una etapa de su ciclo de
vida (Klepzig et al, 2009; Tipton et al., 2019). Ambos autores utilizaron el
término simbiosis para referirse a las interacciones entre especies que van
desde el mutualismo donde las especies involucradas se benefician hasta
el parasitismo, donde una especie se beneficia a expensas de la otra
(Tipton et al, 2019). Sin embargo, actualmente se entiende que estas
categorias son parte de un espectro continuo y dinamico (Pérez-Brocal et
al., 201). A raiz del reconocimiento de la importancia de las comunidades
microbianas, se utiliza el término holobionte para hacer referencia a la
unidad bioldgica formada por un organismo (en este caso el insecto) y su
microbiota asociada (Margulis, 1990; Gordon et al., 2013, Guerrero et al,,
2013).
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En una asociacion simbidtica entre microorganismos e insectos, se
denomina a los participantes simbionte y hospedero respectivamente. A
su vez, dependiendo de la ubicacion de los simbiontes, se los clasifica
como ectosimbiontes si se encuentran fuera del cuerpo del hospedero, por
ejemplo sobre la superficie de la cuticula/ftegumento, o como
endosimbiontes si se alojan internamente, ya sea de forma extracelular o
intracelular, pudiendo hallarse en el tracto digestivo o en tejidos y células
del hospedero (Margulis y Chapman, 1998; Vega y Dowd, 2005; Gibson y
Hunter, 2010).

Los insectos ofrecen un excelente modelo biolégico para investigar
las relaciones simbidticas con microorganismos debido a que son el grupo
de animales mas exitoso en la Tierra, tanto en cantidad de especies como
en numero de individuos, ocupan los mas diversos ambientes, algunos
presentan ciertas facilidades para ser criados en laboratorio y ciclos de vida
relativamente cortos, y poseen una gran tolerancia a organismos foraneos,
lo que les permite coexistir con una gran variedad de microorganismos
(Grijalva y Giraldo, 2006; Gupta y Nair, 2020). Particularmente, entre los
insectos que se alimentan de la savia del xilema y floema pertenecientes al
orden Hemiptera, suborden Auchenorrhyncha, se encuentran los sistemas
de endosimbiosis mutualistas mas extraordinarios de todos los insectos

(Buchner, 1965; Sapp, 2002; Moran et al., 2005).

1.1.2 Endosimbiontes mutualistas en Hemiptera Auchenorrhyncha

Antes de que estuvieran disponibles los métodos moleculares, el
investigador Paul Buchner (1965) y sus colaboradores llevaron a cabo
estudios donde encontraron una gran diversidad de asociaciones entre
microorganismos y diferentes grupos de invertebrados, con especial
atencion en los insectos que se alimentan de savia. Una de las causas de la
abundancia de interacciones simbidticas en estos insectos es que la savia

del floema y del xilema es deficiente desde el punto de vista nutricional, ya
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gue en su composicion escasean los aminoacidos esenciales y, en el caso
de la savia del xilema, también las vitaminas y carbohidratos (Mattson,
1980; Douglas, 2006). Buchner, sostenia la idea de que los microorganismos
simbidticos compartian largas historias evolutivas con sus hospederos y
también la premisa de que el papel principal de los simbiontes era
proporcionar a los insectos los nutrientes faltantes en sus dietas (Moran,
2007). Particularmente, los Auchenorrhyncha muestran una notable
diversidad de asociaciones simbidticas y Buchner se refiriéo a este grupo
como "fairy land of insect symbioses".

El suborden Auchenorrhyncha comprende a las superfamilias
Cicadoidea, Cercopoidea, Membracoidea y Fulgoroidea, las cuales incluyen
a los insectos fitéfagos conocidos comunmente como “chicharritas”. Se
distinguen por presentar sus piezas bucales modificadas en forma de
estiletes, que emplean para perforar los tejidos vegetales e ingerir la savia
del xilema y floema (Cook y Denno, 1994; Hansen y Moran, 2013; Ankrah et
al., 2020). Moran et al. (2005) hipotetizaron que el ancestro comun de los
Auchenorrhyncha fue colonizado por un endosimbionte bacteriano hace
280-260 Ma, el cual coevoluciond con sus insectos hospederos dando
origen a la bacteria actualmente conocida como Candidatus Sulcia
muelleri (en adelante Sulcia) (Phylum: Bacteroidetes). Sulcia suele estar
acompanada de otro u otros endosimbiontes adicionales, pero en algunos
linajes de Auchenorrhyncha, se pierde o es reemplazada por otras
bacterias u hongos (Bennett y Moran, 2013; Gil y Latorre, 2019; Michalik et
al., 2023; Brentassi y de la Fuente, 2024).

Tradicionalmente los endosimbiontes de Auchenorrhyncha se
agrupan en dos categorias: simbiontes primarios y secundarios
(Baumann, 2005; Feldhaar, 2011; Douglas, 2015; Gil y Latorre, 2019). En las
asociaciones entre insectos y endosimbiontes primarios los
microorganismos viven en el interior de células del hospedero llamadas
bacteriocitos o micetocitos, segun alojen bacterias u hongos, y forman

6rganos conocidos como bacteriomas o micetomas respectivamente. Los
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endosimbiontes también pueden alojarse intracelularmente en células del
cuerpo graso ubicadas en el abdomen de los insectos. Estos
microorganismos se transmiten verticalmente a la descendencia y tienen
genomas muy reducidos (<1 Mb) (Bennett y Moran, 2013; Latorre y
Manzano-Marin, 2017). Como postulé Buchner (1965), la principal funcion
de estos microorganismos es la de proporcionar los nutrientes esenciales
qgue los insectos no pueden sintetizar por si mismos. Se considera que los
endosimbiontes primarios son mutualistas. Los beneficios que les aportan
al insecto fueron claramente definidos, y los microorganismos a cambio,
obtienen un entorno estable dentro del hospedero con una provision
permanente de recursos. Las asociaciones basadas en las necesidades
metabdlicas entre los endosimbiontes primarios y sus hospederos son
generalmente obligadas para ambos. El insecto depende de sus
simbiontes para la supervivencia, el desarrollo y la reproduccion, y el
simbionte, suele perder los genes necesarios para la vida libre a lo largo de
la evolucion, por lo que también muestra una alta congruencia filogenética
con su hospedero (Baumann, 2005; Husnik y Keeling, 2019). En gran
medida, la capacidad de los endosimbiontes primarios para proporcionar
los nutrientes esenciales que faltan en la savia del xilema y floema,
permitiod a los insectos fitdfagos picadores suctores acceder a estas dietas
tan especializadas y restrictivas (Janson et al., 2008; Sudakaran et al., 2015;
Skidmore y Hansen, 2017).

Por otro lado, los endosimbiontes secundarios suelen considerarse
facultativos desde la perspectiva del hospedero, ya que no son
indispensables para su supervivencia. La naturaleza de estas interacciones
es variada y, en muchos casos, resulta complejo determinar si los
endosimbiontes facultativos son beneficiosos o perjudiciales para el
insecto. Estos microorganismos no se limitan a residir en tejidos
especializados del insecto, sino que también pueden alojarse
extracelularmente en el hemocele, el intestino o en intersticios del cuerpo

graso, y su transmision puede llevarse a cabo tanto vertical como
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horizontalmente. En consecuencia, su presencia puede ser solo esporadica
O bien, pueden haberse establecido de manera permanente en las
poblaciones de la especie hospedera (Feldhaar, 2011). Ademas, no muestran
una alta congruencia filogenética con su hospedero, pudiendo asociarse
con varios taxones de insectos (Masson y Lemaitre, 2020; Cornwallis et al,,
2023). Los endosimbiontes secundarios facultativos con frecuencia
confieren rasgos ecoldgica y fisioldgicamente importantes para los
insectos. Entre las funciones que pueden aportar en beneficio del insecto
se mencionan algunos ejemplos: (i) Proteccién de su hospedero
excluyendo competitivamente a los patdégenos o a través de la produccion
de compuestos bioactivos contra bacterias, hongos, virus, parasitos o
depredadores (Flérez et al, 2015). (ii) Detoxificacion de insecticidas y/o
tolerancia a los insecticidas para los insectos (Blanton y Peterson, 2020). (iii)
Suplemento de aminoacidos y vitaminas que potencian el bienestar
general de su hospedero (Zhang et al., 2019). (iv) Aumento de la tolerancia
ante condiciones ambientales cambiantes o perjudiciales para el insecto
(Montllor et al.,, 2002). (v) Seleccion de plantas hospederas (Tsuchida et al,,
2004).

La mayoria de los estudios de endosimbiosis mutualistas obligadas
en insectos se centran en las comunidades bacterianas de la microbiota
por ser las mas frecuentes (Moran et al., 2003; Urban y Cryan, 2012; Gurung
et al, 2019). Una de las excepciones se presenta en los miembros de la
familia Delphacidae (subfamilia: Delphacinae), donde Sulcia se pierde y los
endosimbiontes  mutualistas obligados son  hongos, Ilamados

comunmente yeast-like symbionts (YLS).

1.1.3 Una asociacion obligada para la supervivencia: Delphacidae y sus

endosimbiontes fuUngicos yeast-like symbionts

La familia Delphacidae es la mas diversa dentro del infraorden

Fulgoromorpha, presentando una distribucion cosmopolita. Se han
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reconocido mas de 2226 especies pertenecientes a esta familia (Barringer
et al, 2019) y la mayoria de ellas se alimenta de la savia del floema de
distintas monocotiledéneas (Cook y Denno, 1994). Los delfacidos se
distinguen de otras chicharritas por el prominente espoldn o calcar moaovil
en la tibia del tercer par de patas (Remes Lenicov y Paradell, 2012). La
mayoria de las especies tienen dimensiones menores a los 5 mm y exhiben
dimorfismo alar, algunos ejemplares pueden ser macropteros, con alas
completamente desarrolladas y otros braquipteros, con alas reducidas mas
cortas (Denno y Roderick, 1990).

Ademas de su importancia bioldgica, los delfacidos también tienen
una implicancia econdmica significativa. Si bien existen especies
beneficiosas, como aquellas que se alimentan de malezas o plantas
invasoras (Grevstad et al, 2003; Sosa et al, 2007), otras son plagas
devastadoras de los principales cultivos agricolas (arroz, maiz, trigo, sorgo y
cana de azucar) a nivel mundial (Denno y Roderick, 1990; Wilson, 2019,
Rodriguez-Juarez et al., 2020, lamba y Dono, 2021). Estas ultimas provocan
danos directos en las plantas a través de la alimentacion y oviposicion
(Sdgawa y Cheng, 1979) y/o pueden actuar como vectores de patdégenos
vegetales (Nault y Ammar, 1989; Wilson, 2005).

En los ultimos anos, se ha puesto en evidencia la importancia de los
endosimbiontes fungicos y bacterianos en la biologia de las especies plaga,
las cuales han desarrollado resistencia a los cultivares e insecticidas
utilizados para su control desde la Revolucion Verde (Ferrater et al., 2013). El
mayor numero de investigaciones acerca de la funcién que desempenan
los endosimbiontes mutualistas en estos insectos se ha llevado a cabo en
chicharritas plagas del arroz en Asia, como Nilaparvata lugens (Stal),
Sogatella furcifera (Horvath) y Laodelphax striatellus (Fallén). Estas
chicharritas se encuentran asociadas a los hongos endosimbiontes
obligados yeast-like symbionts (YLS) (Noda, 1974). Si bien su nombre
refiere a que son microorganismos morfolégicamente semejantes a

levaduras, estudios moleculares y filogenéticos realizados por Suh et al.
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(2001), los colocaron dentro del orden Hypocreales, donde también se
encuentran otros hongos filamentosos patdégenos de insectos. Se ha
registrado a los YLS principalmente concentrados dentro de células del
cuerpo graso abdominal de ninfas y adultos de las chicharritas, como asi
también en sus huevos (Chen et al, 1981a). Los YLS son bastoniformes,
miden entre 10- 12 um de largo y se multiplican por gemacioén, ya que
perdieron la capacidad de reproducirse sexualmente (Fan et al., 2015). A su
vez, se transmiten exclusivamente por via materna a la descendencia a
través de los ovocitos, lo que se conoce como transmision transovarial. Por
exocitosis, salen del cuerpo graso donde se encuentran alojados, se liberan
al hemocele e ingresan al ovocito primario que originara al huevo (Chengy
Hou, 2001). A partir de la secuenciacion gendmica de los YLS de N. lugens,
Xue et al. (2014) postularon que estos endosimbiontes mutualistas
proporcionan funciones complementarias al insecto hospedero en al
menos tres aspectos: sintesis de aminoacidos esenciales, reciclaje de
nitréogeno y sintesis de esteroles. Es por este motivo que se los caracteriza
como endosimbiontes nutricionales. Ademas, Lee y Hou (1987) sugirieron
que los YLS suministran proteinas para el desarrollo embrionario y
postembrionario normal de su hospedero y que son necesarios para la
correcta segmentacion abdominal y la diferenciacion del embrion de su
hospedero.

En la Argentina, se encuentra la especie de chicharrita Delphacodes
kuscheli Fennah 1955, nombre original propuesto por el autor, aungue su
posicion taxondmica a nivel genérico aun esta en revision (Remes Lenicov
et al., 2008). D. kuscheli es una de las plagas de insectos mas significativa
de la produccién de maiz (Zea mays L.) (Lenarddn et al., 1998; Ferrari et al.,,
2018). En los ultimos anos, inicid en la Division Entomologia de |la Facultad
de Ciencias Naturales y Museo (UNLP) la linea de investigacion que estudia
a los YLS asociados a este delfacido con el objetivo de ampliar el
conocimiento de la biologia del insecto y, ademas, evaluar la posibilidad de

incorporar a los endosimbiontes en las estrategias de control existentes
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para el manejo de esta plaga (Brentassi et al., 2014, 2017, 2020; Liljesthrom
et al, 2017, de la Fuente et al, 2019, 2021). En la figura 1.1 se presenta la
especie objeto de estudio de esta tesis y sus endosimbiontes mutualistas

obligados, yeast-like symbionts.

Fig 1.1. Sistema de estudio. (A) Ejemplar hembra de Delphacodes kuscheli, escala

Imm (Foto: Andrea Toledo). (B) Corte histoldgico observado con microscopia
optica. Detalle de los YLS formmando agregados en el cuerpo graso abdominal del

insecto, escala 10 um. Tomada de Brentassi et al. (2014).

1.1.4 Biologia y ecologia del vector del virus del Mal de Rio Cuarto

Delphacodes kuscheli

Delphacodes kuscheli es el principal vector del Mal de Rio Cuarto,
una de las enfermedades virales que mas afecta al cultivo de maiz en la
Argentina (Remes Lenicov et al.,, 1985; Arguello Caro et al., 2013, Dumon et
al.,, 2022; Torrico et al, 2022). El agente etioldégico de la enfermedad
pertenece al género Fijivirus de la familia Reoviridae (Distéfano et al., 2002)
y los sintomas visibles en la planta de maiz segun el grado de severidad
son los siguientes: aparicion de agallas o “enaciones” en las hojas,

acortamiento de los entrenudos del tallo, hojas superiores reducidas a sus
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vainas, panojas reducidas, plantas achaparradas, espigas muy chicas con
pocos granos y deformes, y generacion de multiples espigas (Giménez
Pecci et al., 2012). El virus del Mal de Rio Cuarto (MRCV) exhibe un amplio
rango de plantas hospederas. Ademas del maiz, se ha detectado en trigo
(Triticum aestivum L.), avena (Avena sativa L.), cebada (Hordeum vulgare
L.), centeno (Secale cereale (L.) M.Bieb.), sorgo (Sorghum vulgare L.), mijo
(Panicum miliaceum L.) y diversas gramineas silvestres que crecen en el
agroecosistema del maiz, muchas de las cuales son consideradas malezas
(Rodriguez Pardina et al., 1998; Laguna et al, 2002). Estas gramineas
actUan como reservorios naturales del virus y contribuyen al crecimiento
poblacional del insecto vector. Aunque D. kuscheli desarrolla picos
poblacionales en avena durante la primavera, también se reproduce sobre
trigo, cebada y varias gramineas (Remes Lenicov et al.,, 1991; Remes Lenicov
y Virla, 1999), sin embargo, no se reproduce con éxito en el maiz (Virla 'y
Remes Lenicov, 1991). La forma de transmision del virus es persistente,
circulativa y propagativa (Truol et al., 2001). Ocurre cuando los adultos
macropteros infectados migran para alimentarse de plantas jovenes de
mMaiz debido a la senescencia o la cosecha de avena, la cual es su planta
hospedera invernal mas importante (Remes Lenicov et al, 1991; Boito y
Ornaghi, 2008). El insecto adquiere el virus que se encuentra en el floema
de una planta infectada después de un periodo prolongado de
alimentacion. Posteriormente, tras un tiempo de latencia en el que el virus
se replica dentro del vector, el insecto es capaz de transmitirlo a lo largo de
toda su vida, infectando asi a nuevas plantas a través de la alimentacion.
Durante este proceso, mientras el insecto se alimenta succionando savia
del floema, inyecta saliva infectada en las plantas sanas (Arneodo et al,
2002). Tanto adultos como ninfas son capaces de transmitir el virus
(Arneodo et al., 2005).

A finales de la década de 1960, se detectd la enfermedad por primera
vez en los cultivos de maiz en la region de Rio Cuarto, Cordoba, y luego se

la encontré todos los anos con mayor o menor intensidad sobre este

26



cultivo, por lo que se la considera una enfermedad endémica de esa zona
(Rodriguez Pardina et al., 1998; Giménez Pecci et al., 2012 ). Posteriormente,
causo pérdidas millonarias principalmente en los brotes ocurridos durante
las campafas 1981/82, 1996/97, 2006/07 extendiéndose a toda la regidn
maicera del pais (Lenarddén et al., 1998, 2007; Informe Técnico Pioneer,
2007). El MRCV también ha sido reportado en Uruguay (Ornaghi et al,
1999). En la actualidad, el aumento de la poblacion del vector en la zona
endémica de la enfermedad, ha vuelto a generar preocupacion (Dumon et
al., 2022; Torrico et al., 2022).

La especie D. kuscheli fue recolectada y descrita en la isla Juan
Fernandez, Chile (Fennah, 1955). Posteriormente, Remes Lenicov y Teson
(1978) y Remes Lenicov et al. (2000) la citan por primera vez para la
Argentina y Uruguay, respectivamente. A partir de entonces, numerosas
contribuciones documentaron varios aspectos de la biologia y la ecologia
de este vector del MRCV. Se la considera una especie neotropical, ya que
solo se la ha registrado en estos tres paises. En la Argentina se la ha
encontrado en las provincias de Jujuy, Salta, Tucuman, Chaco, Cérdoba,
Santa Fe, Entre Rios, San Luis, Catamarca, La Rioja, San Juan, Mendoza,
Buenos Aires, La Pampa, Neuquén y Rio Negro (Laguna et al,, 2002; Remes
Lenicov y Paradell, 2012). El ciclo de vida del insecto comprende el estado
de huevo, que son insertados dentro del tejido vegetal, y cinco estadios
ninfales hasta llegar al estado adulto. Se ha observado que esta presente
durante todo el afo en la zona de Rio Cuarto y que es una especie
multivoltina, desarrollando al menos tres o cuatro generaciones por ano
(Remes Lenicov et al., 1991). Se han realizado predicciones de su nivel
poblacional mediante modelos meteoroldgicos (Ornaghi et al., 2011), se ha
evaluado su dinamica poblacional en distintos cereales de invierno (Boito y
Ornaghi, 2008), asi también como su variacion geografica (Grilli y Gorla,
2002; Grilli y Bruno, 2007). Ademas, se han llevado a cabo investigaciones
sobre el desempeno del vector en diferentes plantas hospederas (Virla y

Remes Lenicov, 1991), su comportamiento alimentario (Brentassi y Remes
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Lenicov, 2007; Brentassi et al, 2019) y reproductivo (Brentassi y Remes
Lenicov, 1999). También se ha probado la resistencia de las plantas
hospederas al vector (Costamagna et al, 2005) y el efecto del uso de
insecticidas sistémicos en semillas de maiz para el control del insecto
(March et al.,, 2002; Ferrari et al., 2018).

Las estrategias que se estan implementando en la actualidad para el
control del MRCV se enfocan en tres aspectos principales: la fecha de
siembra del maiz, con el objetivo de prevenir los picos poblacionales del
vector, el uso de variedades de maiz resistentes al virus y el control quimico
del vector D. kuscheli (Giménez Pecci et al., 2012). Son muchos los factores
qgue regulan o afectan la incidencia y severidad del MRCV dentro del
cultivo. En su gran mayoria, se relacionan con: (i) el aumento poblacional
de la chicharrita por distintos motivos (inviernos benignos, vientos y
migraciones que facilitan su dispersion, disponibilidad de plantas
hospederas), (ii) la carga viral dentro del vector, (iii) cuan resistente es la
planta en el momento de desarrollo en que es infectada (muy sensible en
estadios tempranos), (iv) el efecto de factores de estrés que puedan bajar la
tolerancia del cultivar (sequia, anegamientos temporarios, accion de
herbicidas, danos mecanicos, danos por otros insectos). Todos estos
factores contribuyen a aumentar la predisposicion a la enfermedad v,
cuando varios de ellos actuan al mismo tiempo, pueden ocurrir las severas
epidemias que ocasionalmente se presentan (Presello et al.,, 1996; Informe
Técnico Pioneer, 2007).

Este contexto, puso en evidencia la necesidad de sumar nuevas
alternativas para el control de la enfermedad y fundamentalmente de los
insectos transmisores. Con este proposito, inicié hace mas de una década
la linea de investigacion que explora a los YLS asociados a D. kuscheli
mencionada anteriormente, y que se sumo al estudio de los enemigos
naturales de D. kuscheli como parasitoides (Liljesthrom y Virla, 2004; Virla,
2004) y hongos entomopatégenos (Toledo et al.,, 2007, 2011). En cuanto a

estos ultimos, se investigd la potencialidad de varias especies fungicas del
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orden Hypocreales como agentes de control biolégico de D. kuscheliy se
destac6 a Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. (Ascomycota:
Cordycipitaceae) por mostrar una reduccion eficaz en la supervivencia del

insecto bajo condiciones controladas en laboratorio (Toledo et al., 2007).

1.1.5 Beauveria bassiana y su accion como agente de control biolégico

de Delphacodes kuscheli

En la naturaleza, los insectos no solo establecen simbiosis
mutualistas con microorganismos, sino que también se enfrentan a una
gran variedad de patégenos que les causan dano o incluso la muerte
(Aronson et al., 1986). Un ejemplo notable es la interaccion entre insectos y
hongos entomopatdégenos. La mayoria de las especies de hongos
entomopatdégenos se ubican en la divisibn Entomophthoromycota vy
Ascomycota, siendo esta ultima a la que pertenece B. bassiana (Mascariny
Jaronski, 2016). Estos hongos, desempefan un papel crucial en la
regulacion de las poblaciones de insectos en su entorno natural y por ende
en la conservacion del equilibrio ecolégico (Meyling y Eilenberg, 2007,
Sanchez-Pena et al., 2011; Augustyniuk-Kram y Kram, 2012).

El ciclo de infeccion de B. bassiana se desarrolla en siete etapas
sobre el insecto hospedero: adhesion, germinacion, penetracion,
colonizacién, muerte, reproduccion y diseminacion. En su mayoria, los
hongos contactan al insecto y penetran a través de la cuticula, que resulta
ser la primera linea de defensa (Siva-Jothy et al, 2005). Durante los
primeros pasos de la infeccidon, los conidios fungicos se adhieren a la
superficie cuticular por mecanismos hidrofébicos y electrostaticos. Varios
aislados también secretan sustancias mucosas que ayudan a la adsorcion
de los conidios y comienzan la disolucion de la cuticula (Pedrini, 2018). La
germinacion de los conidios puede ocurrir si el microclima cuticular es
adecuado. Para penetrar la cuticula, los hongos entomopatégenos forman

estructuras especializadas denominadas apresorios. Estas células forman a
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su vez las hifas de penetracion que utilizan una combinacion de
mecanismos enzimaticos y mecanicos (de presion) para atravesar las
diferentes capas cuticulares y alcanzar la hemolinfa. Una vez dentro de la
cavidad del insecto, el hongo cambia a un tipo celular diferente, lamado
blastospora o cuerpo hifal. Las blastosporas son estructuras unicelulares o
multicelulares delimitadas por tabiques que pueden multiplicarse
rapidamente dentro de la hemolinfa. Explotan los nutrientes, colonizan los
tejidos internos y tienen el potencial para evadir el sistema inmune del
hospedero, ya que poseen una pared celular delgada sin 3-glucanos para
actuar como camuflaje (de Oliveira Barbosa Bitencourt et al, 2023). El
insecto muere debido a la obstruccion fisica de las cavidades y el
agotamiento de nutrientes por la invasion de blastosporas en tejidos y
organos y en algunos casos por la liberacion de toxinas (Mascarin y
Jaronski, 2016). Finalmente, las hifas del hongo atraviesan la cuticula desde
el interior hasta el exterior del insecto, dando inicio a la formacién de
conidios y permitiendo asi la continuaciéon del ciclo de infeccion (Pucheta

Diaz et al., 2006) (Fig. 1.2).
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Fig. 1.2. Ciclo de infeccion de Beauveria bassiana en insectos. Un conidio debe
adherirse al insecto huésped. En condiciones favorables comienza la germinacion
y la produccion de un tubo germinal. Se emplea presion mecanica y enzimas para
romper la cuticula. El hongo sufre una diferenciacion morfogenética y cambia al
estado de blastosporas para colonizar el hemocele del huésped, donde secreta
toxinas y se alimenta de azucares en la hemolinfa. Las blastosporas evaden o
superan las respuestas inmunes del huésped y secretan toxinas que facilitan la
muerte del insecto. Después de que el hospedero muere, el hongo vuelve a
romper la cuticula desde el interior y esporula en el cadaver. Modificado de

Mascarin y Jaronski (2016).

Dentro de los Ascomycota, B. bassiana ha adquirido destacada
relevancia a nivel mundial por ser un hongo patdégeno especializado en la
infeccion de artréopodos (Valero-Jiménez et al,, 2016). Su importancia radica
en su capacidad para controlar desde vectores de enfermedades humanas
(Darbro et al., 2012; Forlani et al., 2015) hasta una amplia variedad de plagas
forestales (Skrzecz et al., 2016) y agricolas (Lacey et al., 2015), incluyendo a la
chicharrita D. kuscheli (Toledo et al, 2007). En muchos casos, suele ser
especifico contra los insectos blanco, minimizando su impacto en otros
agentes de control bioldgico como ser depredadores, parasitos u otros
patdgenos (Zimmermann, 2007). Su utilizacion se alinea y es compatible
con el manejo integrado de plagas (Ownley et al,, 2004), ya que, al ser un
agente de control bioldégico, puede reducir la dependencia de los
insecticidas quimicos y contribuye a mantener el equilibrio natural en los
agroecosistemas. A su vez, su uso también es compatible con algunos
fungicidas y muchos otros tipos de pesticidas (Alizadeh et al., 2007; Shah,
et al, 2009 ). Ademas, este entomopatdégeno es seguro para el medio
ambiente, ya que no deja residuos toxicos en los cultivos ni contamina
recursos naturales como el suelo, el agua o el aire. Por tanto, B. bassiana se
ha convertido en una herramienta interesante para incorporar en el control

de insectos, brindando una alternativa segura para proteger los cultivos de
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los insectos plaga, reducir el uso de pesticidas quimicos y fomentar

practicas agricolas sostenibles (de Faria y Wraight, 2007).

1.2 Objetivos

Objetivo general

La manipulacion de microorganismos que viven en simbiosis
mutualistas con insectos es un recurso sin explotar que puede emplearse
en el control de plagas. En la presente tesis se planted utilizar como
modelo bioldgico a D. kuscheli por ser el principal vector del virus del Mal
de Rio Cuarto en el pais y a B. bassiana por ser un patogeno efectivo
contra esta chicharrita.

El objetivo general de este trabajo de tesis fue evaluar la respuesta
biolégica de D. kuscheli ante la reduccion de sus endosimbiontes
mutualistas fungicos, los YLS, mediante la aplicacion de fungicidas
sistémicos. A su vez, debido a que el papel de los endosimbiontes
nutricionales en la defensa de los hospederos contra sus enemigos
naturales no ha sido estudiado en profundidad y a la actualidad, no existen
estudios realizados con endosimbiontes fungicos, se propuso evaluar la
capacidad biocida del hongo entomopatogeno B. bassiana ante la
disminucion de los YLS en el insecto hospedero, planteando la posibilidad
de utilizar en forma conjunta a este enemigo natural del insecto y
fungicidas sistémicos compatibles.

La finalidad de este trabajo de investigacion fue explorar distintos
aspectos de las interacciones simbiodticas de D. kuscheli que podrian ser
utilizados en potenciales estrategias de control para reducir el impacto de
esta plaga del maiz en la region. Se considera que las metodologias y
técnicas seleccionadas para cumplir con los objetivos propuestos, podrian
ajustarse y aplicarse también al estudio de otras especies de delfacidos y

de hongos entomopatogenos.
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Objetivos especificos

e Desarrollar métodos para reducir el numero de endosimbiontes
mutualistas fungicos (YLS) de D. kuscheli mediante fungicidas
sistémicos aplicados a las plantas hospederas.

e Evaluar el efecto de la reduccion del numero de YLS sobre
parametros bioldgicos de D. kuscheli.

e FEvaluar el efecto de la reduccion del numero de YLS sobre el
comportamiento alimentario de D. kuscheli.

e Evaluar el efecto de la reduccion del numero de YLS de D. kuscheli

sobre la capacidad biocida del hongo entomopatégeno B. bassiana.

1.3 Hipétesis (H) y predicciones (P)

H1: Los fungicidas sistémicos asperjados sobre las plantas de avena de las
que D. kuscheli se alimenta, afectan a sus endosimbiontes fungicos
mutualistas obligados, los YLS. El efecto de estos fungicidas sobre el
numero de YLS, depende del tiempo de exposicion y del estado de
desarrollo en el que los insectos fueron expuestos a los mismos.

P1: El numero de YLS sera menor en insectos que se alimentan de plantas
tratadas con fungicidas sistémicos, obteniéndose de esta manera insectos
subsimbiodticos. Asimismo, insectos expuestos mayor cantidad de tiempo a
los fungicidas y desde menores estados de desarrollo, tendran un menor

ndmero de YLS.

H2: Dada la participacion de los YLS en la sintesis de aminoacidos, el
reciclaje de nitrégeno y la sintesis de esteroles, la reduccion en el numero
de estos endosimbiontes perjudica diversos aspectos de la biologia de D.
kuscheli.

P2. La reduccion del numero de YLS aumentara el tiempo de desarrollo

ninfal y disminuira la supervivencia ninfal, la longevidad de los adultos, el
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tamano y peso individual de los adultos, la coloracion de la cuticula, la
fecundidad y la fertilidad. Ademas, aumentara el contenido de acido urico
en los tejidos del insecto, debido a que los YLS son responsables de

metabolizarlo.

H3: Dada la importancia de los YLS como complemento en la nutricion del
insecto, la reduccion de su numero afecta el comportamiento alimentario
de D. kuscheli

P3: La reduccion del numero de YLS disminuira el suministro adicional de
nutrientes aportado por los endosimbiontes, por lo que los insectos
permaneceran mayor cantidad de tiempo alimentandose del floema para

cubrir sus necesidades fisioldgicas.

H4: La reduccion del numero de YLS provoca un desbalance nutricional en
D. kuscheli, lo que impacta en la conformacion y estructura de su cuticula,
por lo que resulta mas susceptible al ataque de B. bassiana.

P4: La reduccion del numero de YLS disminuira la probabilidad de
supervivencia y el tiempo necesario para causar la muerte de insectos

subsimbiodticos expuestos a B. bassiana.
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CAPITULO 2

Reduccion del numero de YLS de
Delphacodes kuscheli mediante

la aplicacién de fungicidas sistémicos
sobre plantas de avena




2.1 Introduccion

La diversificacion de las plantas terrestres dio como resultado la
aparicion de nuevos nichos ecoldgicos, posibilitando la radiacion
adaptativa de los insectos fitofagos (Farrell y Mitter, 1994). Este proceso fue
favorecido por el aporte de nutrientes y otros beneficios que los simbiontes
mutualistas les brindaron a los insectos hospederos, por ejemplo, el
debilitar o superar las defensas de las plantas mediante |la detoxificacion
(Hansen y Moran, 2013, Sudakaran et al, 2015). Estas asociaciones les
permitieron a los insectos picadores suctores aprovechar la savia del
xilema y floema como fuente de alimento, ya que por si sola, no lograria
cubrir los requerimientos nutricionales de los mismos (Skidmore y Hansen,
2017; Hansen et al., 2020).

Debido a la fuerte codependencia y a la intima relacion entre los
endosimbiontes obligados y los Auchenorrhyncha que se alimentan de
savia, estos microorganismos no se han podido cultivar in vitro hasta el
momento (Wilson y Duncan, 2015, Wang et al, 2020). Una posible
explicacion, es que sus genomas estan altamente especializados para la
vida dentro del insecto y a lo largo de la evolucion fueron perdiendo
muchos genes, entre ellos, los necesarios para la vida independiente (Fan
et al, 2015, Gil y Latorre, 2019). Por lo tanto, el estudio de estos
microorganismos y sus funciones se basa en experimentos in vivo de
reduccion o eliminacion de los endosimbiontes en los insectos, de manera
de evidenciar la relevancia de los mismos para sus hospederos (Douglas,
2011; Ferrater et al.,, 2013; Horgan y Ferrater, 2017; Li et al., 2022). En forma
conjunta, para validar la informacion obtenida y ampliar su estudio, se
realizan analisis gendmicos, metagenémicos y transcriptdmicos de los
endosimbiontes y se comparan las funciones putativas con las observadas
en los insectos in vivo (Hou et al.,, 2013, Wan et al., 2014; Xue et al., 2014, Fan
et al., 2015).
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La transmision vertical de los simbiontes benéficos para el insecto
hospedero es una caracteristica comun en las simbiosis obligadas. Dentro
del grupo de insectos hemipteros heteropteros conocidos como
“chinches”, existen rutas extracelulares para transferir sus simbiontes
(Hosokawa y Fukatsu, 2020). Algunos ejemplos de estas estrategias
incluyen la transmision de capsulas con simbiontes a sus huevos, la
presencia de secreciones gelatinosas que rodean a los huevos o la
coprofagia por parte de las ninfas, donde consumen las excreciones de la
madre que contienen los simbiontes (Fukatsu y Hosokawa, 2002; Salem et
al, 2015). Estos métodos de transmision, permiten la eliminacion
relativamente sencilla de los simbiontes a través de la esterilizacion
superficial de los huevos o del medio circundante, lo que facilita la
investigacion de los efectos observados en el hospedero por la falta de
simbiontes (Hosokawa et al, 2012). En cambio, la eliminacion de
simbiontes transferidos por transmision transovarial, como es el caso de los
endosimbiontes fungicos YLS de la familia Delphacidae (subfamilia
Delphacinae), constituye un proceso de mayor complejidad.

En los ejemplares de delfacidos estudiados, no se ha logrado eliminar
a los YLS en su totalidad, debido a la dependencia mutua con sus insectos
hospederos (Noda y Saito, 1979; Zhang et al., 2008; Pang et al., 2020). Se ha
demostrado que estos endosimbiontes estan presentes en todas las etapas
de desarrollo de las chicharritas y que su numero aumenta desde el estado
de huevo hasta el estado adulto. Alcanzan una mayor abundancia en las
hembras que en los machos, observandose un pico maximo en las
hembras en la etapa reproductiva y cayendo bruscamente en los machos
adultos (Noda, 1974; Ferrater et al, 2013) condicion que ha sido reportada
también para D. kuscheli (Liljesthrom et al, 2017). Por lo tanto, en los
ensayos experimentales realizados para reducir el numero de YLS, solo se
han obtenido insectos subsimbidticos, denominados de esta manera para
diferenciarlos de los insectos que estan libres del simbionte target,

llamados aposimbidticos.
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Tradicionalmente se han utilizado dos metodologias con el objetivo
de reducir a los endosimbiontes de chicharritas y otros taxones de insectos:
tratamientos térmicos (Glaser, 1946; Hou y Lee, 1984; Wilkinson e Ishikawa,
20071; Zhang et al., 2008; Horgan et al., 2021) y tratamientos quimicos (Chen
et al, 1981b). El tratamiento térmico que resultdé mas efectivo en los
delfacidos estudiados, consiste en exponer durante tres dias a ninfas | de
0-24 h de emergidas a una temperatura de 35 °C y luego reincorporarlas a
las mismas condiciones de cria que el resto de la colonia. Esta combinacion
de tiempo y temperatura ha sido ampliamente utilizada y se ha convertido
en un estandar/patrén en la reduccién de YLS de las chicharritas asidticas
(Noda y Saito, 1979; Vega y Dowd, 2005; Ferrater et al,, 2013) y también ha
mostrado ser relativamente eficaz en las pruebas realizadas sobre D.
kuscheli (de la Fuente et al, 2019). Sin embargo, resulta dificil en muchas
ocasiones interpretar si los efectos resultantes sobre los insectos luego del
tratamiento, son consecuencia del “shock térmico” per se o de la
disminucion de los YLS, debido a la influencia que tiene la temperatura
sobre la biologia de los insectos (Liu y Zhang, 2013; Wang et al., 2013). Por
este motivo, continUda la busqueda de alternativas para la reduccion de los
YLS y una de las metodologias empleadas ha sido el tratamiento quimico.
Debido a que se encontraron antibiodticos efectivos en eliminar a los
endosimbiontes intracelulares bacterianos presentes en otros insectos
como cucarachas, escarabajos y pulgones (Glaser, 1946; Baker y Lum, 1973;
Griffiths y Beck, 1974), esta misma técnica fue abordada para reducir a los
YLS fungicos de chicharritas. Con este fin, se generaron dietas artificiales
incluyendo distintos tipos de antibidticos o los mismos fueron aplicados
sobre las plantas de las que los insectos se alimentaron, y si bien algunos
tuvieron éxito en reducir el numero de YLS (Chen et al, 1981b; Zhao et al,,
2022), otros trabajos recientes mostraron efectos directos sobre la
microbiota bacteriana de las chicharritas que no fueron el target de estos
estudios (Shi et al., 2021). Ademas, se ha demostrado la reduccion de YLS

con aceite de neem, un insecticida natural (Raguraman y Saxena, 1994).
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Otro tipo de tratamiento quimico desarrollado para la reduccidon de YLS,
aunqgue poco explorado y de los mas recientes dentro de los métodos de
reduccion de endosimbiontes en comparacion a los tratamientos
anteriores, es el uso de fungicidas (Shentu et al., 2016, 2019; Pang et al,,
2020; de la Fuente, et al., 2021).

Se conoce como fungicida a toda sustancia que se utiliza para matar
o inhibir el desarrollo de los hongos. Segun su capacidad de absorcion y
movimiento en la planta se clasifican en: (i) de contacto, sin movimiento en
la planta, (ii) mesostémicos o también llamados translaminares, que
ingresan al mesodfilo de la hoja y (iii) sistémicos, que se translocan en la
planta. Los productos sistémicos son absorbidos por las hojas y también
por las raices. Posteriormente, se transportan mayormente por xilema de
manera acropeta (hacia arriba de la planta), aunque también hay
productos con movimiento por floema, y finalmente difunden a ambos
tejidos vasculares. También pueden catalogarse segun su sitio de accion,
distinguiéndose principalmente aquellos que actuan en los hongos como
inhibidores de la respiracion, en la mitosis y division celular, en la sintesis
de lipidos e integridad de la membrana, en la biosintesis de esterol en la
membranay en la biosintesis de la pared celular (Arregui y Puricelli, 2018).

En este capitulo de tesis se aborda el primer objetivo propuesto:
desarrollar métodos efectivos y especificos para reducir el numero de
endosimbiontes mutualistas fungicos (YLS) en D. kuscheli. Para lograrlo, se
explord la aplicacion de fungicidas sistémicos sobre plantas de avena de
las que se alimenta el insecto y se evalud su respuesta (cuantificando el
numero de YLS) en distintos estados (ninfas y adultos) y estadios (ninfas Ill
y V) del desarrollo. A través de esta metodologia, se buscé encontrar una
forma practica de manipular a los YLS en condiciones de laboratorio, para
comprender la relacion mutualista y las implicaciones de los mismos en la
biologia y ecologia de D. kuscheli, tematicas que seran tratadas en los

siguientes capitulos.
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Hipotesis y predicciones asociadas:

e H: Los fungicidas sistémicos asperjados sobre las plantas de avena
de las que D. kuscheli se alimenta, afectan a sus endosimbiontes
fungicos mutualistas obligados, los YLS. El efecto de estos
fungicidas sobre el numero de YLS, depende del tiempo de
exposicion y del estado de desarrollo en el que los insectos fueron
expuestos a los mismos.

e P: El numero de YLS sera menor en insectos que se alimentan de
plantas tratadas con fungicidas sistémicos, obteniéndose de esta
manera insectos subsimbidticos. Asimismo, insectos expuestos
mayor cantidad de tiempo a los fungicidas y desde menores

estados de desarrollo, tendran un menor numero de YLS.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Cria de insectos vy cultivo de plantas

Los ejemplares de D. kuscheli utilizados en los experimentos fueron
obtenidos de una cria artificial mantenida en el bioterio de la Division
Entomologia, FCNyM-UNLP. Los insectos fundadores de la colonia
provinieron de colectas realizadas en campos de avena en Rio Cuarto,
Codrdoba, y se criaron masivamente durante varias generaciones sobre este
mismo hospedero. Las plantas de avena empleadas para mantener la
colonia fueron obtenidas de la siembra peridodica de semillas de |la variedad
Elizabeth, proporcionadas por la Estacion Experimental Agropecuaria
Bordenave (INTA, Buenos Aires, Argentina). Las semillas se sembraron en
macetas plasticas con tierra fértil y, tanto hembras y machos como ninfas,
se criaron sobre las plantas cuando estas se encontraban en estado
vegetativo (tercera hoja expandida). Para asegurar una manipulacion mas
sencilla de los insectos, las plantas se circunscribieron con un capuchdn

plastico de tereftalato de polietileno (PET) transparente, de 20 cm alto x 10
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cm diametro, cubierto por un trozo de tela de voile en el extremo superior
a modo de jaula, permitiendo la visualizacion de los mismos. Los insectos
fueron trasladados a nuevas plantas mediante un aspirador a medida que
las plantas hospederas se deterioraban debido a la alimentacion.

La cria se llevo a cabo bajo condiciones controladas de temperatura
(24 + 2°C), humedad relativa (40%-60%) y fotoperiodo (16 h luz: 8 h

oscuridad) en dicho bioterio.

2.2.2 Pruebas preliminares

Para obtener insectos subsimbidticos (numero de YLS reducido) se
realizaron diferentes ensayos piloto modificando las condiciones de los
mismos hasta lograr un ajuste del protocolo adecuado. Para esto, se
probaron distintos fungicidas sistémicos comerciales, en concentracionesy
dosis diferentes, se varid el numero de plantas asperjadas por los
fungicidas y el tamano y caracteristicas de las jaulas que sirvieron de
contencion para que los insectos se alimentaran de las plantas tratadas. A
Su vez, se probaron insectos en distintos estados y estadios de desarrollo. A
continuacion, se detallan los fungicidas y protocolos que fueron

seleccionados para realizar los ensayos finales de |a tesis.

2.2.3 Fungicidas utilizados

Se seleccionaron seis fungicidas sistémicos comerciales para realizar
los ensayos finales, identificados a partir de aqui con las siguientes
abreviaturas segun sus principios activos: 48% p/v protioconazol (Brumby®
480 SC, Bayer CropScience) (P), 32,5% p/v protioconazol y trifloxistrobin
(CRIPTON® SC, Bayer CropScience) (PT), 18,3% p/v piraclostrobin vy
epoxiconazol (Opera® BASF) (PE), 18,1% p/v piraclostrobin, epoxiconazol y
fluxapiroxad (Orquesta® Ultra, BASF) (PEF), 28% p/v picoxistrobin y
ciproconazol (Stinger® SC, DuPont Agro) (PC) y 43% p/v tebuconazol
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(Tebuconazol® SC, Nufarm) (T). Los fungicidas PT, PE, PEF y PC estan
indicados para ser aplicados en maiz, trigo y cebada (entre otros cultivos), P
en mani y T en avena, cebada, centeno y trigo, segun sus respectivos

marbetes.

2.2.4 Protocolo general de obtencion de insectos vy plantas experimentales

Para obtener las cohortes de insectos utilizados en los experimentos,
se seleccionaron posturas de distintas hembras provenientes de la colonia.
Las posturas de D. kuscheli son endofiticas y los huevos se reconocen a
simple vista cuando estan proximos a la eclosion (estado de ojos rojos). Se
extrajeron las plantas con posturas y se mantuvieron en cajas plasticas (11
cm ancho x 15 cm largo x 2 cm alto) acondicionadas con algodon hidratado
envolviendo las raices y apoyadas sobre papel absorbente hasta la eclosion
de los huevos. Las ninfas de O a 24 h de edad correspondientes a una
misma cohorte se transfirieron a jaulas plasticas de PET transparentes (20
cm alto x 10 cm diametro) con plantas de avena hasta su uso para ensayos.

Las plantas de avena sobre las que se asperjaron los fungicidas, se
cultivaron a partir de semillas de la variedad Elizabeth. Las semillas se
colocaron en bandejas plasticas de germinacion conteniendo tierra fértil.
Se dejaron entre dos y tres plantas por cubiculo, retirando el resto de las
semillas germinadas. En el estado de tres hojas, estas plantas se rociaron al
azar y uniformemente con 500 ul de cada uno de los fungicidas diluidos en
agua destilada estéril utilizando un aerografo profesional (modelo 180 con
una boquilla de 0,25-0,3 mm de diametro y una copa de 9 ml de
capacidad). La concentracion de los fungicidas aplicados fue de 0,1%, por
ser la recomendada para los tratamientos a campo y por haber resultado la
mas efectiva en la reduccion del numero de YLS en los ensayos
preliminares. Veinticuatro horas posteriores a la aspersion se colocaron los
insectos (N=5) en distintos estados de desarrollo segun el ensayo requerido:

ninfas Il (9 dias de edad), ninfas IV (12 dias de edad) o hembras de 0-24 h
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sobre las plantas y dentro de sus respectivas jaulas plasticas, cilindricas y
transparentes (PET, 20 cm de alto x 4 cm de diametro) cubiertas por un
trozo de tela de voile en el extremo superior. Con el fin de promover la
ingestion de la savia de plantas tratadas con los fungicidas, los insectos se
privaron de alimento durante 2 h antes de ser liberados en las jaulas. Como
control negativo se utilizaron plantas rociadas uUnicamente con agua
destilada estéril siguiendo el mismo procedimiento para los insectos (Fig.
2.1). Estos experimentos se llevaron a cabo en el mismo bioterio y bajo las

mismas condiciones en las que se mantuvo la colonia de insectos.

Los insectos destinados a la cuantificacion de YLS fueron retirados
mediante un aspirador a través de un orificio realizado en las jaulas,
sexados diferenciando hembras de machos en el caso de los adultos, y
fijados individualmente en etanol 70% para evitar que el nUmero de YLS se

modifique y asi conservarlos hasta su analisis.
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Fig. 2.1. Protocolo para la obtencion de insectos subsimbiéticos y control. (A)
Plantas de avena provenientes de la colonia con posturas endofiticas. (B) Ninfas |
emergidas al dia siguiente. (C) Aspersion de las plantas con el fungicida a ensayar
0 agua destilada para el control. (D) Jaulas donde se colocaron los insectos 24 h

posteriores a la aspersion.

A continuacion se describen los ensayos realizados para conocer el
efecto de los fungicidas sistémicos sobre el niUmero de YLS en distintas
etapas del desarrollo de D. kuscheli y seleccionar un protocolo éptimo de

reduccion de YLS.

2.2.4.1 Reduccidon del ndmero de YLS en ninfas alimentadas desde el tercer

estadio sobre plantas tratadas con fungicidas, y extraidas al dia1l,3y 5

Se evalud si los fungicidas tienen un efecto en la reduccion de YLS en
ninfas durante los primeros dias en que los insectos se alimentan de las
plantas tratadas. El ensayo fue realizado en dos momentos diferentes en el
tiempo atendiendo a la disponibilidad de los fungicidas. En una primera
instancia, se contd con los fungicidas PC, PE y PEF y posteriormente, se
emplearon P, PT, y T. En ambos casos se utilizd agua destilada como
control (C). Luego, 24h posteriores a la aspersion de los tratamientos sobre
plantas de avena en estado de tres hojas, se colocaron por jaula cinco
ninfas Il recolectadas aleatoriamente de la misma cohorte (n=50, 10
réplicas por tratamiento). Para cuantificar el numero de YLS, se extrajeron
aleatoriamente 10 de estas ninfas por tratamiento al dia 1, 3 y 5 posteriores
a la liberacion de las mismas en sus respectivas jaulas (n=30).

Para el analisis con los fungicidas P, PT, T y el control, se ajustd un
modelo lineal general de distribucion normal. Para los fungicidas PC, PE,
PEF y el control, se ajustd un modelo lineal generalizado con distribucion

gamma y funcién de enlace log. En ambos casos se modeld el numero
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promedio de YLS por insecto como variable respuesta y la interaccion entre

las variables explicativas categdricas “tratamiento” y “dia de extraccion”.

2.2.4.2 Reduccion del numero de YLS en adultos de 0-24 h provenientes de
ninfas alimentadas desde el tercer estadio sobre plantas tratadas con
fungicidas

Se realizo el mismo procedimiento anterior con los seis fungicidas en
simultaneo y el control con agua destilada, pero, en este caso, permitiendo
gue las ninfas muden al estado adulto. Se recolectaron ninfas Il en forma
aleatoria de una misma cohorte y 24 h posteriores a la aplicacion de cada
tratamiento, fueron colocadas en grupos de cinco (n= 50 por cada
fungicida y n= 75 control) dentro de cada jaula en las plantas de avena. A
medida que las ninfas mudaron al estado adulto, estos fueron extraidos
para la cuantificacion de sus YLS.

Para el analisis, se ajustd un modelo lineal general con distribucion
normal y, dado que se detectd heterocedasticidad, se modeld una varianza
para cada tratamiento. Se modeld el numero promedio de YLS por insecto
como variable respuesta y la interaccion entre las variables explicativas

categoricas “tratamiento” y “sexo de los adultos”.

2.2.4.3 Reduccion del numero de YLS en adultos de 0-24 h provenientes de
ninfas alimentadas desde el cuarto estadio sobre plantas tratadas con
funqgicidas

Este experimento tuvo la finalidad de conocer si el estadio de
desarrollo en el que las ninfas fueron expuestas a los fungicidas, influye en
el numero de YLS de los adultos recién emergidos. Para esto, se
recolectaron ninfas de cuarto estadio en forma aleatoria de una misma
cohorte vy, 24 h posteriores a la aplicacion de cada tratamiento, fueron

colocadas en grupos de cinco (n= 50 para cada fungicida y control) dentro
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de las jaulas. A medida que las ninfas mudaron al estado adulto, estos
fueron extraidos para la cuantificacion de YLS.

Para el anadlisis se ajustd un modelo lineal generalizado con
distribucion gamma y funcién de enlace log. Se modelé el numero
promedio de YLS por insecto como variable respuesta y la interaccion entre

las variables explicativas categdricas “tratamiento” y “sexo de los adultos”.

2.2.4.4 Reduccion del numero de YLS en hembras adultas alimentadas

durante 5 dias sobre plantas tratadas con fungicidas

Para conocer si el estado de desarrollo en el que los insectos fueron
expuestos a las plantas tratadas con fungicidas, afecta el numero de YLS,
se utilizaron hembras adultas de 0-24 h de emergidas. La eleccion de las
hembras se basd en que la abundancia de YLS aumenta a medida que se
acercan a su etapa reproductiva, mientras que en los machos, los YLS
disminuyen hasta casi perderse por completo. Aqui se evaluaron los
fungicidas P, PT y PC, porque fueron los mas efectivos en reducir el
numero de YLS en los ensayos previos, y agua destilada como control (C).
Pasadas 24h desde la aplicacion de los tratamientos, de la misma manera
descrita previamente, se colocaron cinco hembras por jaula (n inicial: C= 30,
PC= 30, P= 45, PT= 45), recolectadas aleatoriamente de la misma cohorte.
Al quinto dia, las hembras que sobrevivieron fueron retiradas de las plantas
para la cuantificacion de sus YLS (n final: C= 27, PC= 20, P=40, PT= 43) .

Para el analisis, se ajustd un modelo lineal general de distribucion
normal. Se modeld el nUmero promedio de YLS por insecto como variable

respuesta y el “tratamiento” como variable explicativa categdrica.

2.2.4.5 Reduccidon del numero de YLS en adultos de 3 dias provenientes de

ninfas alimentadas desde el tercer estadio sobre plantas tratadas con el
fungicida PT
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En esta instancia, se busco conocer el efecto del fungicida PT sobre
el numero de YLS a los 3 dias que los insectos muden al estado adulto, ya
gue en este momento se inicia el periodo reproductivo de D. kuscheli. El
criterio de seleccion de este fungicida radicé en que fue el que produjo una
mayor reduccion de YLS y afectd significativamente los parametros
bioldégicos del insecto (resultados detallados en ensayos realizados en el
capitulo 3).

Siguiendo el mismo protocolo, 24 h posteriores a la aplicacion de
dicho fungicida y de agua destilada como control, se colocaron cinco
ninfas Il por jaula recolectadas de forma aleatoria de una misma cohorte.
Entre las 0-24 h de producida la muda al estado adulto, machos y hembras
fueron extraidos y mantenidos en parejas individuales en tubos de ensayo
de vidrio tapados en su extremo con un tapoén de algoddn y provistos de
una hoja de avena fresca y libre de fungicidas, que fue reemplazada
diariamente. Se conformaron un total de 56 parejas control y 44 parejas
subsimbidticas. En el caso de no haber contado con machos de un mismo
tratamiento, se incorporaron machos de la cria aunque posteriormente no
fueron contemplados para la cuantificacion del nidmero de YLS. Al tercer
dia, fueron retirados para la cuantificacion de sus YLS un total de 56
hembras y 36 machos pertenecientes al tratamiento control y 44 hembras
y 35 machos pertenecientes al tratamiento con el fungicida PT.

Para el analisis, se ajustd un modelo lineal generalizado con
distribucion gamma y funcién de enlace log. Se modelé el ndmero
promedio de YLS por insecto como variable respuesta y la interaccion entre

las variables explicativas categdricas “tratamiento” y “sexo de los adultos”.

2.2.4.6 Reduccion del numero de YLS en adultos de 7 dias provenientes de

ninfas alimentadas desde el tercer estadio sobre plantas tratadas con el

fungicida PT
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Por ultimo, se cuantificd el numero de YLS a los 7 dias de producida
la muda al estado adulto. Los 7 dias corresponden al periodo durante el
cual se evalud la virulencia de B. bassiana sobre D. kuscheli (experimento
detallado en el capitulo 5). De la misma manera, 24h posteriores a la
aplicacion de los tratamientos con dicho fungicida y agua destilada como
control, se colocaron cinco ninfas Ill por jaula recolectadas de forma
aleatoria provenientes de una misma cohorte. Entre las 0-24h de
producida la muda al estado adulto, machos y hembras fueron extraidosy
mantenidos sobre plantas de avena sin ningun tratamiento y en grupo,
simulando las condiciones del ensayo que posteriormente se llevaria a
cabo con B. bassiana (Capitulo 5). A los siete dias, los insectos adultos se
extrajeron para la cuantificacion de YLS contando con un total de 19
hembras y 11 machos para el control y 16 hembras y 14 machos del
tratamiento con el fungicida PT.

Para el analisis se ajustd un modelo lineal general de distribucion
normal y, dado que se detectd heterocedasticidad, se modeld una varianza
para cada tratamiento. Se modeld el numero promedio de YLS por insecto
como Vvariable respuesta y la interaccion de las variables explicativas

categoricas “tratamiento” y “sexo de los adultos”.

2.2.5 Cuantificacion de YLS

Los insectos de los diferentes experimentos se machacaron
individualmente con un micropistilo de acero en un tubo Eppendorf (2,5
Ml de capacidad). Al machacado se le agregaron 0,5 ml de agua destilada
estéril continuando con el procesamiento hasta eliminar las partes sélidas.
Luego, con el uso de una micropipeta, se extrajeron dos gotas de 50 ul que
se colocaron cada una sobre las grillas inferior y superior de un
hemocitometro (Camara de Neubauer, BOECO Alemania). Se cuantifico el
NnUumero de YLS en los 25 cuadrados centrales de las grillas superior e

inferior y se promediaron los valores obtenidos. Para estimar el numero de
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YLS por insecto, se multiplicdé ese promedio por 5000, protocolo descrito

por Liljesthrom et al. (2017) (Fig. 2.2).

[0

Fig 2.2. Cuantificacion de YLS. (A) Ejemplar de D. kuscheli a cuantificar (Foto:
Andrea Toledo). (B) Micropistilo de acero utilizado para el machacado. (C)
Hemocitometro. (D) Campo de conteo utilizado. (E) Endosimbiontes

levaduriformes.

2.2.6 Analisis de datos

Se llevaron a cabo comparaciones de medias para evaluar la
existencia de diferencias en el numero de YLS entre los insectos tratados
con los distintos fungicidas y los insectos control. Todos los analisis
estadisticos se realizaron utilizando el software estadistico R version 4.2.1 (R
Core Team, 2022). Los modelos fueron realizados utilizando la funciéon
glmmTMB del paquete gimmTMB (Brooks et al., 2017). Para probar los
supuestos de los modelos, se utilizo el paguete DHARMa (Hartig, 2022). El

criterio aplicado para la seleccion de modelos fue AIC (criterio de

49



informacion de Akaike). Las pruebas de hipodtesis sobre los coeficientes del
modelo se calcularon mediante el test de Chi-cuadrado de Wald usando el
paquete car (Fox y Weisberg, 2019). El nivel de significancia empleado fue
0,05 y se consideraron significativas aquellas pruebas con P < 0,05. Los
contrastes de Tukey y los intervalos de confianza (IC) del 95% se obtuvieron
con el paquete emmeans (Lenth et al, 2020). Los graficos se realizaron

utilizando la biblioteca ggplot2 (Wickham et al., 2020).

2.3 Resultados

2.3.]1 Reduccion del numero de YLS en ninfas alimentadas desde el tercer

estadio sobre plantas tratadas con fungicidas, v extraidas aldial,3vy 5

Este ensayo mostré como se modificod el numero de YLS en ninfas Ill
gue se alimentaron de plantas tratadas con los fungicidas y agua destilada
en el transcurso de cinco dias, particularmente al primer, tercer y quinto
dia de exposicion. El analisis de los resultados reveld una interaccion
significativa entre las variables explicativas (Tratamientos P, PT, Ty C x°=
36,43; gl= 6; P<0,001 y tratamientos PC, PE, PEF y C x*=17,67; gl= 6; P<0,001),
lo que indica que el efecto del dia de extraccion sobre el niUmero de YLS
cambia segun el tratamiento aplicado.

Como se observa en la , mientras que el nUmero de YLS de
las ninfas control aumenta significativamente desde el primer al quinto
dia, no se observa un aumento significativo en las ninfas tratadas con los
fungicidas P, PC y PE durante este periodo de observacion. En el caso del
fungicida PT, si bien hay un aumento del numero de YLS al tercer dia con
respecto al primero, al quinto dia se observa un efecto reductor del
fungicida sobre el numero de YLS y no se logran establecer diferencias con
respecto al primer y tercer dia. Los fungicidas T y PEF, solo muestran un
aumento significativo del numero de YLS al tercer dia, que se estabiliza al

qguinto dia.

50



>

c P PT T

a
b
i'

- -
o (&)
T T

Nro. de YLS/ insecto (x 5000)
(@)

0
Dia1 Dia3 Dia5 Dia1 Dia3 Dia5 Dia1 Dia3 Dia5 Dia1 Dia3 Dia5
Dia de extracciéon
B c PC PE PEF
25

Nro. de YLS/ insecto (x 5000)

a
20
b
15
10 F ¢
5‘
0 1 1 1

Dia1 Dia3 Diab Dia1 Dia3 Dia5 Dia1 Dia3 Diab Dia1 Dia3 Diab

Dia de extraccion

Fig. 2.3. A y B Nimero de YLS por insecto cuantificado al primer, tercer y
quinto dia de que ninfas de tercer estadio se alimentaran sobre plantas de
avena tratadas con agua destilada y fungicidas. Se muestran las medias
estimadas por el modelo y sus IC 95%. Letras distintas sobre cada barra denotan

diferencias significativas entre los dias de extraccion segun cada tratamiento. C=
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control, P= protioconazol, PT= protioconazol y trifloxistrobin, T= tebuconazol, PC=
picoxistrobin y ciproconazol, PE= piraclostrobin y epoxiconazol, PEF=

piraclostrobin, epoxiconazol y fluxapiroxad.

2.3.2 Reduccion del numero de YLS en adultos de 0-24 h provenientes de

ninfas alimentadas desde el tercer estadio sobre plantas tratadas con

fungicidas

En este ensayo se explord la dinamica en el niUmero de YLS una vez
gue las ninfas Ill, alimentadas sobre plantas tratadas con fungicidas y agua
destilada, mudaron al estado adulto. Los resultados mostraron una
interaccion significativa entre las variables explicativas (x*=113,81; gl=6;
P<0,001), lo que indica que el efecto de los tratamientos sobre el numero
de YLS en adultos depende del sexo. Sin embargo, los fungicidas P, PTy PC
mostraron una reduccion significativa del numero de YLS tanto en

hembras como en machos (Fig. 2.4).
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Fig. 2.4. Numero de YLS por insecto correspondiente a hembras y machos
adultos de 0-24 h obtenidos a partir de ninfas alimentadas desde el tercer estadio
sobre plantas tratadas con agua destilada y fungicidas. Se muestran las medias
estimadas por el modelo y sus IC 95%. Letras distintas sobre cada barra denotan
diferencias significativas entre los tratamientos dentro del mismo sexo. Total de
hembras y machos analizados por tratamiento, respectivamente: C (n=31, 28), P
(n=11, 13 ), PT (n=14, 10), PC (n=10, 7), PE (n=16, 16), PEF (n=18, 14), T (n=11, 18). C=
control, P= protioconazol, PT= protioconazol y trifloxistrobin, T= tebuconazol, PC=
picoxistrobin y ciproconazol, PE= piraclostrobin y epoxiconazol, PEF=

piraclostrobin, epoxiconazol y fluxapiroxad.

A su vez, las hembras mostraron mayores porcentajes de reduccion
del numero de YLS que los machos cuando fueron tratadas con los

fungicidas P, PTy PC (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Media del numero de YLS (x5000), % de reduccion de los YLS con
respecto al control y numero de insectos analizados (adultos provenientes de
ninfas tratadas desde el tercer estadio). Se considera el niUmero de YLS de los
controles de hembras y machos como el 100%. C= control, P= protioconazol, PT=
protioconazol y trifloxistrobin, PC= picoxistrobin y ciproconazol, PE= piraclostrobin

y epoxiconazol, PEF= piraclostrobin, epoxiconazol y fluxapiroxad y T= tebuconazol.

Hembras Machos

Tratamiento| Medias | % reduccién n Medias % reduccion n
Cc 4494 - 31 20,64 - 28

P 7,68 82,91% n 6,54 68,31% 13

PT 8,1 81,95% 14 5,90 71,41% 10

PC 8,45 80,08% 10 8,43 59,16% 7

PE 36,53 18,71% 16 16,75 18,85% 16

PEF 42,25 5,99% 18 16,11 21,95% 14

T 30,55 32,02% n 13,1 36,48% 18
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2.3.3 Reduccion del numero de YLS en adultos de 0-24 h provenientes de
ninfas alimentadas desde el cuarto estadio sobre plantas tratadas con
fungicidas

En este caso, se propuso conocer el impacto sobre el numero de YLS
de adultos cuando los insectos fueron tratados desde ninfa IV, un estadio
mas avanzado de desarrollo que en el ensayo anterior. Nuevamente, se
observd una interaccidon significativa entre las variables explicativas (x*=
16,97; gl=6 P<0,001), mostrando que el efecto del tratamiento sobre el
Nnumero de YLS en adultos depende del sexo.

Los fungicidas P, PT y PC redujeron significativamente el niumero de
YLS con respecto al control tanto en hembras como en machos. El
fungicida T redujo significativamente el numero de YLS solo en las
hembras (Fig. 2.5).
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Fig. 2.5. Nimero de YLS por insecto correspondiente a hembras y machos

adultos de 0-24 h obtenidos a partir de ninfas alimentadas desde el cuarto
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estadio sobre plantas tratadas con agua destilada y fungicidas. Se muestran las
medias estimadas por el modelo y sus IC 95%. Letras distintas sobre cada barra
denotan diferencias significativas entre los tratamientos dentro del mismo sexo.
Total de hembras y machos analizados por tratamiento respectivamente: C (n=30,
15), P (n=25, 22 ), PT (n=11,12), PC (n=11, 6), PE (n=19, 17), PEF (n=21, 21), T (n=24, 22). C=
control, P= protioconazol, PT= protioconazol y trifloxistrobin, T= tebuconazol, PC=
picoxistrobin 'y ciproconazol, PE= piraclostrobin y epoxiconazol, PEF=

piraclostrobin, epoxiconazol y fluxapiroxad.

Asimismo, las hembras mostraron mayores porcentajes de reduccion
del ndmero de YLS que los machos cuando fueron tratadas con los

fungicidas P, PTy PC (Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Media del nudmero de YLS (x5000), % de reduccion de los YLS con
respecto al control y numero de insectos analizados (adultos provenientes de
ninfas tratadas desde el cuarto estadio). Se considera el numero de YLS de los
controles de hembras y machos como el 100%. C= control, P= protioconazol, PT=
protioconazol y trifloxistrobin, PC= picoxistrobin y ciproconazol, PE= piraclostrobin

y epoxiconazol, PEF= piraclostrobin, epoxiconazol y fluxapiroxad y T= tebuconazol.

Hembras Machos

Tratamiento| Medias |% reduccién| n Medias % reduccion n
(o 4472 - 30 24,76 - 15

P 28,34 36,63% 25 17,48 29,40% 22

PT 23,82 46,73% 1 14,96 39,58% 12

PC 17,27 61,38% n 14,16 42,81% 6

PE 4513 0% 19 20,43 17,49% 17

PEF 35,80 19,94% 21 18,26 26,25% 21

T 24,45 45,32% 24 18,34 25,93% 22

Comparando el numero de YLS de los adultos obtenidos cuando

fueron expuestos a los tratamientos desde ninfas Il vs. ninfas IV, se observo
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que el numero de YLS dependié del estadio ninfal de desarrollo bajo
ciertos tratamientos (x?=70,34; gl=6; P<0,001). Los adultos alimentados
desde ninfas Ill con los fungicidas, P, PC y PT tuvieron un menor ndmero
de YLS que los alimentados con los mismos fungicidas desde ninfa |V,
mientras que no se observaron diferencias bajo los restantes tratamientos
(Fig. 2.6).
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Fig. 2.6. Numero de YLS por insecto correspondiente a hembras y machos
adultos de 0-24 h obtenidos a partir de ninfas alimentadas desde el tercer estadio
VS. el cuarto estadio, sobre plantas tratadas con agua destilada y fungicidas. Se
muestran las medias estimadas por el modelo y sus IC 95%. Letras distintas sobre
cada barra denotan diferencias significativas entre un mismo tratamiento segun
el estadio ninfal, para cada sexo. C= control, P= protioconazol, PT= protioconazol y
trifloxistrobin, T= tebuconazol, PC= picoxistrobin y ciproconazol, PE= piraclostrobin

y epoxiconazol, PEF= piraclostrobin, epoxiconazol y fluxapiroxad.
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2.34 Reduccion _del numero de YLS en hembras adultas alimentadas

durante 5 dias sobre plantas tratadas con fungicidas

Con el propodsito de obtener adultos subsimbidticos en menor
tiempo, se expusieron hembras de 0-24 h sobre plantas de avena tratadas
con los fungicidas PT, P y PC, que fueron los que anteriormente se
destacaron por reducir el niumero de YLS en los adultos tratados desde
ninfas. Sin embargo, en ninguno de dichos tratamientos con fungicida se
observaron diferencias significativas en el niumero de YLS respecto al

control (x*= 5,04; gl=3; P=0,17).

2.3.5 Reduccién del ndmero de YLS en adultos de 3 dias provenientes de

ninfas alimentadas desde el tercer estadio sobre plantas tratadas con el

fungicida PT

En adultos de 3 dias de edad, provenientes de ninfas tratadas desde
el tercer estadio, la interacccion fue significativa entre las variables
explicativas ( x°=150,05; gl=1; P<0,001), lo que indica que el efecto del
fungicida PT sobre el numero de YLS depende del sexo. Solo en las
hembras, se redujo significativamente el numero de YLS bajo el
tratamiento PT con respecto al control, en promedio un 82,83 %, mientras
gue no se observaron diferencias en los machos bajo ambos tratamientos

(Fig. 2.7A).

2.3.6 Reduccion del numero de YLS en adultos de 7 dias provenientes de
ninfas alimentadas desde el tercer estadio sobre plantas tratadas con el

fungicida PT

En este ensayo se observo la misma tendencia que en el caso
anterior, con la diferencia que al haber transcurrido cuatro dias mas, el

Nnumero de YLS de las hembras fue aun mayor y el de los machos menor.
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Nuevamente, la interaccion fue significativa entre las variables
explicativas (x?=550,67; gl= 1, P<0,001), mostrando que el efecto del
fungicida depende del sexo. En hembras, se redujo significativamente el
numero de YLS bajo el tratamiento PT con respecto al control, en promedio
un 86,43 %, mientras que no hubo diferencias significativas en los machos

bajo ambos tratamientos. (Fig. 2.7B).

A H M B H M

b

60 -
75 r

40 - 50 L

20 25 L

b a 5
I I . = : a
= =

c PT c PT c PT c PT

Tratamiento Tratamiento

Nro. de YLS/ insecto (x 5000)
Nro. de YLS/ insecto (x 5000)

Fig 2.7. NUmero de YLS por insecto correspondiente a hembras y machos adultos
de (A) 3 dias y (B) 7 dias de emergidos obtenidos a partir de ninfas alimentadas
desde el tercer estadio sobre plantas tratadas con agua destilada (C= control) y el
fungicida PT (protioconazol y trifloxistrobin). Se muestran las medias estimadas
por el modelo y sus IC 95%. Letras distintas sobre cada barra denotan diferencias
significativas entre los tratamientos dentro de un mismo sexo. Total de hembrasy
machos analizados por tratamiento, respectivamente (A): C (n=56, 36), PT (n=44,

35) (B): C (n=19, 1), PT (n=16, 14).

2.4 Discusion

La estrecha relacion entre los insectos que se alimentan de dietas
nutricionalmente deficientes y sus endosimbiontes obligados, hace de
estos sistemas un interesante objeto de estudio. Por un lado, es relevante
proporcionar conocimientos basicos sobre la ecologia y coevolucion de las
interacciones simbidticas y por otro, es importante para establecer las
bases de una nueva alternativa en el control de plagas conocida como

"control simbidético" (Chaves et al., 2009; Crotti et al.,, 2012; Gonella et al,
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2020). Esta estrategia se basa en la interrupcion de las simbiosis
mutualistas entre los microorganismos y sus hospederos.

Las interacciones mutualistas obligadas entre delfacidos y sus
principales endosimbiontes son de especial interés. A diferencia de lo que
ocurre en la mayoria de otros insectos donde las bacterias desempefnan un
papel crucial, en este caso, los endosimbiontes son de naturaleza fungica
(YLS). Esta particularidad, junto al hecho de que los YLS se transmiten
verticalmente a través de transmisidn transovarial, hace relevante la
busqueda de técnicas innovadoras para reducir su numero y facilitar asi el
estudio de las interacciones entre los endosimbiontes y sus hospederos.
Con este fin, se probaron fungicidas sistémicos aplicados sobre plantas de
avena de las que se alimentaron los insectos y se evaluo la efectividad de
los mismos para reducir el numero de YLS en distintos tiempos, en dos
estadios ninfales de desarrollo, en hembras adultas y al primer, tercer y
séptimo dia que los insectos mudaron al estado adulto.

Los resultados mostraron que cuando las ninfas de tercer estadio
fueron expuestas a los fungicidas por un periodo de cinco dias, todos ellos
ejercieron un efecto inhibidor sobre los YLS, ya que en ninguno de estos
tratamientos se diferencio el numero de YLS entre el tercer y quinto dia de
exposicion. En cambio, en los controles se observd un incremento
progresivo de los YLS desde el primer al quinto dia de exposicion.

Por otro lado, cuando se cuantificdé el niUmero de YLS en adultos
recien mudados, provenientes de las ninfas expuestas a los fungicidas
desde el tercer estadio, se pudo apreciar que las hembras tuvieron mas YLS
que los machos y que los fungicidas mas efectivos en mantener la
reduccion del numero de endosimbiontes en los adultos fueron P, PT y PC.
Esto sugiere que, con los fungicidas restantes, los YLS fueron sensibles al
menos en los primeros cinco dias de exposicion como ninfas, pero se
recuperaron con el transcurso del tiempo hasta llegar al estado adulto con

un numero similar al de los insectos control.
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Asimismo, se observo que si bien los fungicidas P, PT y PC resultaron
efectivos en reducir la abundancia de YLS en adultos recién mudados
cuando los insectos estuvieron expuestos en el cuarto estadio ninfal, la
reduccion fue significativamente mayor cuando estuvieron expuestos
desde el tercer estadio ninfal. Esto puede deberse a que la abundancia de
YLS es menor en insectos menos desarrollados y ademas, al hecho de que
al comenzar el ensayo desde el tercer estadio ninfal, permanecieron mayor
cantidad de dias alimentandose sobre las plantas tratadas con dichos
fungicidas en comparacion a las ninfas que comenzaron a partir del cuarto
estadio.

A su vez, cuando hembras adultas de 0-24 h fueron expuestas a estos
mismos fungicidas P, PT y PC, que resultaron ser los mas efectivos en
reducir el numero de YLS en los casos anteriores, no se observaron
diferencias con respecto al control. En conjunto, la informacién obtenida
en los ensayos anteriores refuerza la idea de que la abundancia inicial de
YLS de los insectos, parece ser un factor determinante en la capacidad de
reduccion de endosimbiontes fungicos por parte de los fungicidas en
estudio, por lo tanto para obtener adultos subsimbidticos, el tercer estadio
ninfal parece ser el mas adecuado para empezar el tratamiento de
reduccion.

Finalmente, al utilizar el fungicida PT (seleccionado como uno de los
mas efectivos) y cuantificar el nUmero de YLS en adultos de tres y siete dias
de mudados, provenientes de ninfas expuestas al fungicida desde el tercer
estadio, se observo un aumento en el numero de YLS en hembras adultas
control, pero no asi en las que fueron tratadas con el fungicida PT. Esto
pone en evidencia que al menos hasta el séptimo dia de las hembras
adultas, el numero de YLS permanece muy inferior al control. En machos,
como muestra el modelo de abundancia de YLS en D. kuscheli (Liljesthréom
et al, 2017), el numero de YLS decrece una vez que mudan al estado

adulto, lo cual podria explicar por qué no se detectaron diferencias entre
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los machos tratados con el fungicida PT y controles, ya que en ambos casos
la abundancia de YLS fue muy baja.

Si bien en los Ultimos anos se han realizado trabajos en delfacidos
plaga en Asia que informan la posibilidad de reducir el niUmero de YLS de
estas chicharritas aplicando fungicidas sobre plantas de arroz (Shentu et
al., 2016, 2019; Pang et al., 2020), no existen muchos registros referentes a
esta practica aplicada a otros insectos alimentadores del floema que
forman asociaciones obligadas con endosimbiontes fungicos (Vera-Ponce
de Ledn et al, 2016). Cabe destacar en este punto, que los estudios
realizados en esta tesis constituyen los primeros en efectuarse en
delfacidos de distribucion neotropical, como D. kuscheli.

Aqui se presentan tres nuevos fungicidas que no han sido
reportados anteriormente como medio para la obtencidén de insectos
subsimbiodticos y que resultaron altamente efectivos cuando los mismos
fueron expuestos desde el tercer estadio ninfal, mostrando los mayores
porcentajes de reduccion de YLS en adultos en comparacion a otros
fungicidas probados (Shentu et al., 2016; Pang et al., 2020) y a la técnica de
reduccion mediante “shock térmico” tradicionalmente utilizada en este
tipo de estudios (Noda y Saito, 1979). Dado que los YLS se transmiten
verticalmente y son desconocidos fuera de sus insectos hospederos por el
hecho de haber perdido la capacidad de vida libre (Fan et al., 2015), los
insectos tratados con fungicidas no pueden recuperar la asociacion con
sus YLS por transferencia horizontal o por el medio ambiente. Por lo tanto,
la dependencia obligada de estos insectos alimentadores del floema con
sus endosimbiontes fungicos los convierte en modelos ideales para
explorar las estrategias de “control simbidtico” en estas plagas. Es por ello
gue numerosos estudios han examinado la importancia de los
microorganismos asociados para el desempeno del hospedero en un
esfuerzo por manipular estas asociaciones y hacer que las plagas de
insectos sean mMas vulnerables (Berasategui et al, 2016; Arora y Douglas,

2017; Sinno et al, 2020). Comprender la dinamica y la funcién de las
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interacciones simbidticas se convierte en un imperativo para revelar los
mecanismos bioldgicos que sustentan la supervivencia, el desarrollo y la
reproduccion de estos insectos. Por ello, en el siguiente capitulo, se
abordara el efecto de la reduccién de los YLS sobre distintos parametros

bioldgicos de D. kuscheli.
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2.5 Anexo

Tabla 1. Reduccion del numero de YLS en ninfas de D. kuscheli alimentadas
desde el tercer estadio sobre plantas tratadas con fungicidas, y extraidas al dia 1, 3
y 5. Media del numero de YLS (x 5000) para cada tratamiento segun el dia de
extraccion 1, 3y 5 (que equivale a la cantidad de dias que los insectos estuvieron
alimentandose sobre las plantas tratadas). No se encontraron diferencias
significativas en el nUmero de YLS entre los tratamientos ni en el primer dia ni en
el tercero, pero si al quinto, siendo mayor el numero de YLS en los controles. A: T=
tebuconazol, PT= protioconazol y trifloxistrobin, C= control, P= protioconazol. B:
PEF= piraclostrobin, epoxiconazol y fluxapiroxad, C= control, PC= picoxistrobin y

ciproconazol y PE= piraclostrobin y epoxiconazol.

A
Dia de
Tratamiento extraccion Media IC 95% Grupo
T Dia1l 4,35 2,95 -575 a
PT Dia1l 4,60 3,20 - 6,00 a
C Dia1l 4,95 3,55-6,35 a
P Dia1l 6,10 4,70 - 7,50 a
T Dia 3 7,45 6,05 - 8,85 a
PT Dia 3 7,45 6,05 - 8,85 a
P Dia 3 7,55 6,15 - 8,95 a
(o Dia 3 8,80 7,40 - 10,20 a
P Dia5 6,75 535-8,15 b
PT Dia 5 6,80 5,40 - 8,20 b
T Dia5 8,65 7,25 -10,05 b
C Dia5 13,30 11,90 - 14,70 a
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Tratamiento Dia de Media IC 95% Grupo
extraccion

PEF Dia1l 7,25 5,81-9,05 a

C Dial 7,56 5,98- 9,54 a
PC Dia1l 8,60 6,90 - 10,73 a
PE Dia1l 8,60 6,90 - 10,73 a
PC Dia 3 8,70 6,97 - 10,86 a
PE Dia 3 1,20 8,98 - 13,98 a
PEF Dia 3 11,25 9,02 - 14,04 a

C Dia 3 11,94 9,32 -15,29 a
PE Dia5 10,22 8,10 - 12,91 b
PC Dia5 10,25 8,22 -12,79 b
PEF Dia5 12,25 9,82 -15,29 b

C Dia 5 19,40 15,57 - 24,21 a
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CAPITULO 3

Efecto de la reduccién del numero de
YLS sobre parametros biolégicos
de Delphacodes kuscheli

—




3.1 Introduccion

Las asociaciones mutualistas entre insectos y simbiontes jugaron un
papel fundamental en el éxito evolutivo de los insectos, posiblemente por
permitirles el acceso a nuevos nichos ecoldgicos (Janson et al., 2008).
Buchner (1965) notd que los insectos que prosperan con dietas
nutricionalmente deficientes o desequilibradas como pueden ser la savia
de las plantas o la sangre, suelen estar asociados con microorganismos
endosimbiontes (en su mayoria bacterias) y postuld que éstos podrian
desempenar un papel relevante al proporcionar nutrientes
complementarios a la dieta de dichos insectos. Los endosimbiontes a
cambio, se mantienen en un ambiente estable y obtienen un suministro
permanente de varios metabolitos producidos por los insectos hospederos
(Chaves et al.,, 2009). Un caso significativo es el de las chicharritas de la
familia Delphacidae (subfamilia Delphacinae), cuyos simbiontes obligados
mutualistas son los “yeast-like symbionts” o YLS (Noda, 1974, Cheng et al.,
2024).

Como se menciond anteriormente, los YLS se alojan en el cuerpo
graso de ninfas y adultos y se transfieren a la descendencia por via
materna, migrando a través del hemocele hacia los ovocitos. Una vez que el
6vulo se encuentra maduro, se agregan en el extremo posterior formando
lo que se conoce como “symbiont ball’ (Cheng y Hou, 2001; Nan et al,
2016). Como los YLS aun no se han logrado cultivar in vitro, la secuenciacion
del genoma de estos endosimbiontes junto a la de uno de sus hospederos,
Nilaparvata lugens, ha proporcionado una valiosa herramienta para
conocer su rol en la asociacion (Fan et al.,, 2015). Estos estudios revelaron
gue los YLS tienen funciones complementarias con su insecto hospedero
en al menos tres aspectos: sintesis de aminodacidos esenciales, sintesis de
esteroles y reciclaje de nitrégeno (conversion de productos de desecho
nitrogenados del insecto como el acido urico en compuestos de valor

nutricional) (Xue et al, 2014), por lo que se los incluye dentro de la
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categoria de endosimbiontes nutricionales (Douglas, 2009; Kanyile et al,
2022). Otra manera de explorar los posibles beneficios que los YLS aportan
a sus hospederos y comprobar las funciones putativas que se les asignaron
mediante técnicas moleculares, es a través de la experimentacion in vivo,
reduciendo su numero y evaluando los efectos a través de los fenotipos
resultantes (Noda, 1979; Shentu et al., 2019). Tradicionalmente, la técnica
utilizada para reducir el numero de YLS en chicharritas es el “shock
térmico” (Vega y Dowd, 2005; Ferrater et al, 2013), aungque la misma
presenta sus limitaciones debido a que los insectos son sensibles a la
temperatura y es dificil distinguir si los efectos observados se deben a la
reduccion de los endosimbiontes o al tratamiento per se (Liu y Zhang, 2013;
Wang et al., 2013). Por esta razdn, una técnica novedosa para avanzar en
estos estudios es el uso de fungicidas, que busca minimizar el impacto en
los insectos por tener como blanco a los endosimbiontes fungicos.

Dentro de Delphacidae se encuentran reconocidas plagas agricolas,
tanto por el dano directo que ocasionan en los cultivos a través de la
alimentacion y oviposicion como por ser vectores de fitopatdogenos (Cook y
Denno, 1994). Entre ellas, en la regidn neotropical se destaca D. kuscheli,
vector del MRCV que se alimenta del floema de diversas gramineas
(Brentassi y Remes Lenicov, 2007). Posee una metamorfosis
hemimetabola, es decir que durante su ciclo de vida pasa por los estados
de huevo, ninfa y adulto. Sus posturas son endofiticas (depositadas dentro
del tejido vegetal) y las ninfas que emergen atraviesan cinco estadios antes
de mudar al estado adulto (Brentassi y Remes Lenicov, 1999; Remes
Lenicov et al, 2008). Tanto ninfas como adultos se desarrollan sobre las
mismas plantas hospederas donde fueron depositados los huevos. Las
poblaciones naturales de D. kuscheli muestran dimorfismmo alar. Los
adultos tienen dos formas morfoldgicamente distintas: individuos
macropteros con alas largas e individuos braquipteros con alas cortas.
Ambas formas se presentan tanto en machos como en hembras, aungque

las formas braquipteras son las menos comunes y mas aun en los machos
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(Boito y Ornaghi, 2008). Los macrdpteros son capaces de volar largas
distancias en busqueda de nuevos recursos alimenticios o zonas mas
favorables. Los braquipteros poseen una capacidad de dispersion limitada
y han sido encontrados en altos porcentajes sobre avena asociados al
momento de mayor expansion de la poblacion (Remes Lenicov et al., 1991).

Con el fin de conocer diferentes caracteristicas de la biologia de D.
kuscheli relacionadas a sus asociaciones mutualistas, estudios previos se
han enfocado en demostrar el efecto que el estrés inducido por el calor
tiene sobre el “fitness” de D. kuscheli y sobre el numero YLS (de la Fuente
et al., 2019), asi como también el efecto que posee la calidad nutricional de
distintas zonas de la planta de avena sobre estos endosimbiontes
obligados (Brentassi et al.,, 2017). Aunque estas investigaciones explicaron
facetas importantes del sistema D. kuscheli-YLS, muchos otros aspectos de
la interaccion entre el insecto y sus endosimbiontes aun se desconocen.

En este capitulo de tesis se aborda el segundo objetivo propuesto:
evaluar el efecto de la reduccion del numero de YLS sobre distintos
parametros biolégicos de D. kuscheli. Para lograrlo, se analizd la
supervivencia ninfal, el tiempo de desarrollo ninfal, el sexo y morfo alar de
los adultos, el peso, largo y ancho de hembras, la longevidad de los adultos
y la longevidad total de los insectos, la fecundidad y fertilidad. Ademas, se
efectud la detecciéon y cuantificacion de acido Urico en hembras (producto
de desecho del metabolismo del nitrogeno) y se registrd la coloracion de la
cuticula de los adultos como una medida estimativa de la melanizacion.
Estos aportes en conjunto, contribuyen a comprender el rol que los YLS

podrian desempenar en el éxito de esta plaga del maiz.

Hipotesis y predicciones asociadas:
e H: Dada la participacion de los YLS en la sintesis de aminoacidos, la
sintesis de esteroles y el reciclaje de nitrégeno, la reduccién en el
numero de estos endosimbiontes por accion de fungicidas

sistémicos perjudica diversos aspectos de la biologia de D. kuscheli.
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e P: La reduccidon del numero de YLS aumentara el tiempo de
desarrollo ninfal del insecto y disminuira la supervivencia ninfal, la
longevidad de los adultos, el tamafo y peso individual de los
adultos, la coloracion de la cuticula, la fecundidad y la fertilidad.
Ademas, aumentara el contenido de acido urico en los tejidos del

insecto, debido a que los YLS son responsables de metabolizarlo.

3.2 Materiales y métodos

Los ensayos correspondientes a este capitulo se realizaron en el
bioterio de la Div. de Entomologia, Facultad de Ciencias Naturales y Museo,
Universidad Nacional de La Plata, bajo condiciones controladas de
temperatura (24 + 2°C), humedad relativa (40%-60%) y fotoperiodo (16 h luz
8 h oscuridad), mientras que el ensayo correspondiente a la deteccion de
acido urico se realizé en el Instituto de Investigaciones Bioquimicas de La

Plata “Profesor Doctor Rodolfo R. Brenner” (INIBIOLP-UNLP-CONICET).

3.2.1 Efecto de la reduccion del numero de YLS por fungicidas sistémicos
sobre diferentes parametros biolégicos de Delphacodes kuscheli

En una primera etapa, a partir de la cohorte de ninfas de tercer
estadio de D. kuscheli, obtenida como se detalla en el Capitulo 2, seccion
2.2.4.2, se evaluo el efecto de los fungicidas protioconazol (P), protioconazol
y trifloxistrobin (PT), piraclostrobin y epoxiconazol (PE), piraclostrobin,
epoxiconazol y fluxapiroxad (PEF), picoxistrobin y ciproconazol (PC),
tebuconazol (T) y agua destilada (C) sobre la mortalidad ninfal, el tiempo
de desarrollo ninfal, la proporcion de sexos y morfos alares de los insectos
qgue lograron mudar al estado adulto y el peso, largo y ancho de las
hembras emergidas. Se realizaron diez jaulas por tratamiento para cada
fungicida conteniendo cinco ninfas Ill por jaula (n = 50) y 15 jaulas (n = 75)

para el tratamiento control (n total= 375). La eleccion de ninfas de tercer
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estadio se basd en que en los ensayos previos, los adultos obtenidos de
esta manera mostraron una mayor reduccion del numero de YLS bajo
ciertos fungicidas.

Se registré la mortalidad ninfal total (proporcién de ninfas que
murieron desde el inicio del experimento y no lograron mudar al estado
adulto) y el tiempo de desarrollo ninfal (numero de dias desde la eclosion
del huevo hasta la muda al estado adulto). También se registré el morfo
alar (macréptero / braguiptero) de los adultos emergidos y el peso, largo y
ancho de las hembras. El peso se registré individualmente utilizando una
balanza analitica de 0,0001 g de precision (Acculab Sartorius Group
ALC210.4). La longitud y ancho del cuerpo se midieron bajo microscopio
estereoscopico (Leica EZ5) provisto de una reglilla micrométrica, desde el
extremo superior del vértex hasta el extremo final del abdomen y a nivel
del ancho maximo del abdomen, respectivamente. Finalmente, se
cuantifico de forma individual el nUmero de YLS de todos los adultos entre
las 0-24 h de emergidos, resultados mostrados en el Capitulo 2, seccion
2.3.2.

Para evaluar diferencias entre tratamientos, en el caso de la
mortalidad ninfal y de los morfos alares, se realizé una prueba de diferencia
de proporciones de a pares de Chi-cuadrado, utilizando la correccién de
Yates y la prueba exacta de Fisher, respectivamente. Para el analisis del
tiempo de desarrollo ninfal se ajusté un modelo lineal generalizado con
distribucion gamma y funciéon de enlace log. Se modeld el tiempo de
desarrollo en dias desde la eclosion del huevo hasta la muda al estado
adulto como variable respuesta y la interaccion entre las variables
explicativas categdricas “tratamiento” y “sexo de los adultos”. Finalmente se
modelé como variables respuesta el peso, largo y ancho de las hembras
emergidas mediante un modelo lineal general de distribuciéon normal vy,
dado que se detectd heterocedasticidad en el largo y el ancho, se modeld
una varianza para cada tratamiento, que fue la Unica variable explicativa

categoérica en este caso.
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En una segunda etapa, para la realizacion de los ensayos siguientes,
se seleccionaron ninfas de tercer estadio y el fungicida PT como la
combinacion mas efectiva para reducir los YLS en los adultos, mostrando
porcentajes de reduccion en hembras recién emergidas mayores al 80% y
en machos al 70%. En insectos control y subsimbidticos se registré la
longevidad total, la longevidad de los adultos, la concentracion de acido
drico en hembras; la coloracion de la cuticula y atributos reproductivos

como fecundidad y fertilidad.

3.2.2 Longevidad total de los insectos v longevidad de los adultos

Ninfas de tercer estadio de 9 dias se alimentaron sobre plantas de
avena aleatoriamente asignadas al tratamiento con el fungicida PT o agua
destilada como control y se registraron los dias transcurridos hasta la
emergencia de los adultos. Luego, los adultos fueron trasladados
individualmente a tubos de ensayo y se registro la cantidad de dias
transcurridos hasta su muerte. Los tubos fueron provistos de una hoja de
avena sin tratamiento como sustrato para su alimentaciéon. Las hojas se
hidrataron con un algoddén humedo en el extremo y fueron renovadas
diariamente.

Para el analisis de la longevidad total, que comprende el tiempo en
dias desde la aparicion de ninfas | hasta la muerte de los adultos, se ajustd
un modelo lineal generalizado con distribucion gamma y funcién de
enlace log. Se modeld la cantidad de tiempo en dias desde la eclosion del
huevo hasta la muerte de los adultos como variable respuesta y la
interaccion entre las variables explicativas categoricas “tratamiento” y “sexo
de los adultos”. Para el analisis de la longevidad de los adultos, la variable
respuesta fue el tiempo en dias desde la Ultima muda ninfal hasta la
muerte del insecto. Se ajustd un modelo lineal general de distribucion
normal y la interaccion entre las variables explicativas categodricas

“tratamiento” y “sexo de los adultos”.
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3.2.3 Deteccion y cuantificacién de acido urico

Se detectd y cuantifico el contenido de acido urico (producto de
excrecion de alto contenido en nitrégeno) tanto en hembras
subsimbiodticas como en controles. Las mismas fueron obtenidas luego de
la aplicacion del fungicida PT o agua destilada respectivamente sobre
plantas de avena donde se alimentaron ninfas de tercer estadio. Las
hembras de 0-24 h de emergidas se almacenaron a -20 °C hasta su uso.
Para cada tratamiento (PT y control), se procesaron 3 muestras de 10
hembras cada una. Las hembras fueron pesadas individualmente en una
balanza de precision. Cada muestra, contenida en tubos Eppendorf de 2,5
ml, se machaco en 0,8 ml de carbonato de litio 10 uM con un micropistilo
metalico. El homogenato resultante se incubd 10 min a 95 °C y se
centrifugo a 10.000 g por 3 min. Del sobrenadante se extrajeron 700 uly se
le agregaron 5 volumenes de Tris-HCIl 10 uM, siguiendo el protocolo
realizado por Sasaki et al. (1996) para la deteccion de acido urico en N.
lugens. La presencia de acido uUrico en cada una de estas muestras se
determiné mediante espectrofotometria siguiendo el protocolo del kit
Uricostat enzimatico AA linea liquida (Wiener Laboratorios).

Para el analisis se ajustd un modelo lineal general con distribucion
normal. Se model6 la concentracion de acido Urico (nmol/mg de insecto)
como variable respuesta y el “tratamiento” como variable explicativa

categorica.

3.2.4 Coloracion de la cuticula

Se analizé la coloracion de la cuticula como una medida estimativa
de la melanizacion (Sinotte et al., 2018) en adultos de entre tres y siete dias
de emergidos, controles y subsimbidticos, obtenidos a partir de ninfas de
tercer estadio alimentadas sobre plantas de avena tratadas con agua

destilada o el fungicida PT respectivamente. Se escogio dicha franja
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temporal del desarrollo para permitir que los insectos adquieran su
coloracion definitiva. Se anestesiaron con vapores de etileno entre 12 y 15
insectos por sexo y morfo alar para cada tratamiento y se fotografiaron con
un microscopio estereoscopico (Leica EZ4W), con un aumento de 100k,
sobre fondo blanco utilizando una misma luz y mismas condiciones para
todos los casos.

Para analizar diferencias en la coloracion se tomaron dos
componentes importantes en la percepcion del color, la saturacion y el
brillo, y se utilizaron como indicadores para estimar la melanizacién de la
cuticula. Una tonalidad mas oscura se asocio con niveles mas elevados de
melanizacion. En el contexto del modelo de color HSV (Hue, Saturation,
Value o Brightness), la saturacion indica la intensidad del color. Valores mas
altos representan colores vibrantes mientras que valores mas bajos tienden
hacia tonos de gris. El brillo se refiere a la cantidad de luz que refleja un
color. Un valor alto de brillo resulta en un color mas claro y mas luminoso,
mientras que un valor bajo produce un color mas oscuro. Estos dos
componentes se normalizaron a un rango de O (mas oscuro) a 255 (mas
claroy brillante).

Se utilizd un software de procesamiento de imagenes desarrollado
por el Doctor en Ingenieria especializado en Vision por Computadora
Francisco L. Giambelluca con el fin de evaluar el valor medio de los
componentes del color mencionados. Se importaron las imagenes de los
insectos al software y se asignaron al azar tres cuadriculas (réplicas) de 49
pixeles sobre la imagen del escutelo por insecto y, en cada medicion, se
obtuvo el valor medio de saturacion y birillo.

Para el analisis de estos datos se ajustd un modelo lineal
generalizado mixto con distribucion gamma y funcién de enlace log. Se
modelaron la saturacion y el brillo a nivel del escutelo por insecto en
hembras y machos como variables respuesta y la interaccion entre las
variables explicativas categodricas y fijas “tratamiento” y “morfo alar”. Se

incluy® la variable “réplica” como aleatoria.
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3.2.5 Atributos reproductivos

A partir de adultos control y subsimbiodticos de 0-24 h de emergidos
obtenidos de ninfas de tercer estadio alimentadas sobre plantas tratadas
con agua destilada o el fungicida PT respectivamente, se evaluaron
distintos aspectos de la biologia reproductiva de D. kuscheli. Para esto, se
separaron los adultos emergidos en 10 parejas de hembras y machos por
cada tratamiento. Se colocd a cada pareja sobre una planta de avena sin
ningun tratamiento confinada en una jaula de plastico PET, permitiendo
asi el apareamiento y oviposicion, cambiando la pareja a una nueva planta
cada 7 dias para posibilitar la libre oviposicion hasta la muerte de la
hembra. Se cuantificaron las ninfas emergidas por cada pareja de cada
jaula y, después de 20 dias de que haya muerto la hembra, se disectaron
las plantas bajo microscopio estereoscopico utilizando alfileres para
cuantificar el numero de huevos que permanecieron sin eclosionar en el
tejido vegetal.

De cada jaula se registrd6 como variable respuesta el tiempo
transcurrido en dias desde que las parejas se pusieron en contacto hasta
gue emergieron las primeras ninfas |, el tiempo en dias que tardaron los
huevos en eclosionar, la fecundidad (ndmero de huevos totales puestos
por hembra a lo largo de toda su vida) y la fertilidad (ninfas emergidas por
huevos totales por hembra). Para las dos primeras variables se ajustd un
modelo lineal general de distribucion normal modelando una varianza
para cada tratamiento debido a que se detectd heterocedasticidad. En el
caso de la fecundidad, se ajusté un modelo lineal generalizado con
distribucion Conway-Maxwell Poisson (la cual permite modelar la sobre
dispersion con respecto a una Poisson) y funcién de enlace log. Mientras
qgue para analizar la fertilidad, se ajustd un modelo lineal generalizado
mixto debido a que se detectd sobredispersion, y se incorporo a la “pareja”

como variable aleatoria para controlarla (Harrison, 2014), con distribucion
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binomial y funcion de enlace logit. En todos los casos mencionados la

variable explicativa, categoérica y fija fue el “tratamiento”.

3.2.6 Analisis de datos

Se realizaron comparaciones de medias o de diferencia de
proporciones (mortalidad ninfal y morfos alares) para evaluar la existencia
de diferencias entre insectos tratados con los distintos fungicidas y
controles en los parametros bioldogicos mencionados.

Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software
estadistico R version 4.21 (R Core Team, 2022). Los modelos fueron
realizados utilizando la funcion glmmTMB del paquete glmmTMB (Brooks
et al., 2017). Para probar los supuestos de los modelos, se utilizé el paguete
DHARMa (Hartig, 2022). El criterio usado para la seleccion de modelos fue
AIC. Las pruebas de hipotesis sobre los coeficientes del modelo se
calcularon mediante el test de Chi-cuadrado de Wald usando el paquete
car (Fox y Weisberg, 2019). El nivel de significancia empleado fue 0,05y se
consideraron significativas aquellas pruebas con P < 0,05. Los contrastes de
Tukey y los intervalos de confianza (IC) del 95% se obtuvieron con el
paguete emmeans (Lenth et al., 2020). Los graficos se realizaron utilizando

la biblioteca ggplot2 (Wickham et al., 2020).

3.3 Resultados

331 Efecto de la reduccion de YLS por fungicidas sistémicos sobre
diferentes pardmetros bioldgicos de Delphacodes kuscheli

La mortalidad ninfal, fue significativamente diferente entre el
control y los tratamientos con los fungicidas PC, P, PT y T, mientras que no
se observaron diferencias con los fungicidas restantes. El tratamiento con

el fungicida PC mostré la mayor proporcion de ninfas muertas, con un
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porcentaje de mortalidad del 66% (x* =23,27; gl = 1; P< 0,001), seguido por los
tratamientos con P y PT, ambos casos con un porcentaje de mortalidad
ninfal del 52% (x> = 11,31; gl = 1; P< 0,001) y luego por el fungicida T, con un
42% (x* = 519; gl = 1; P< 0,023). Esto demostré que menos del 50% de las
ninfas expuestas a los tratamientos con los fungicidas P, PT y PC, lograron

alcanzar el estado adulto (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Mortalidad ninfal en cada tratamiento. Las comparaciones de
diferencias entre proporciones se realizaron para cada fungicida respecto del
control. * = P < 0,05; ** = P < 0,01; ** = P < 0,001. C= control, P= protioconazol, PT=
protioconazol y trifloxistrobin, PC= picoxistrobin y ciproconazol, PE= piraclostrobin

y epoxiconazol, PEF= piraclostrobin, epoxiconazol y fluxapiroxad y T= tebuconazol.

Proporcién de
Tratamiento | N inicial | N muertos mortalidad X2 P
(o 75 16 0,21
P 50 26 0,52 11,31 0,00077***
PT 50 26 0,52 11,31 0,00077***
PC 50 33 0,66 23,27 | 0,0000014***
PE 50 18 0,36 2,56 0,1096
PEF 50 18 0,36 2,56 0,1097
T 50 21 0,42 5,19 0,02262*

Ademas, se observaron muchas ninfas muertas con la exuvia
adherida al cuerpo indicando que la mortalidad ninfal ocurrid

frecuentemente durante la muda (Fig. 3.1).
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Fig. 3.1. Mortalidad ninfal asociada a la muda. Ejemplares de ninfas muertas con
la exuvia adherida a su cuerpo luego de varios dias de estar alimentandose sobre

plantas tratadas con el fungicida PT (protioconazol y trifloxistrobin).

El tiempo de desarrollo ninfal fue afectado por los tratamientos (x*=
93,93; gl=6; P<0,001) y el sexo de los adultos (x°=15,97; gl=1; P<0,001) siendo
ambas variables significativas por si mismas, pero no su interaccion
(x*=0,43; gl=6; P=0,9). Las ninfas alimentadas sobre plantas tratadas con los
fungicidas PT, P y PC demoraron en promedio mas dias en alcanzar el
estado adulto en comparacion a las que se alimentaron sobre plantas
tratadas con agua destilada (C) o sobre las tratadas con los fungicidas PE,

PEF o T (Fig. 3.2).
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Fig. 3.2. Tiempo de desarrollo ninfal de adultos (hembras y machos) obtenidos
a partir de ninfas alimentadas desde el tercer estadio sobre plantas tratadas con
agua destilada y fungicidas. Se muestran las medias estimadas por el modelo y
sus IC 95%. Letras distintas sobre cada barra denotan diferencias significativas

entre los tratamientos. Total de adultos analizados por tratamiento: C (n=59), P
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(n=24), PT (n=24), PC (n=17), PE (n=32), PEF (n=32), T (n=29). C =control, P=
protioconazol, PT= protioconazol y trifloxistrobin, T= tebuconazol, PC=
picoxistrobin y ciproconazol, PE= piraclostrobin y epoxiconazol, PEF=

piraclostrobin, epoxiconazol y fluxapiroxad.

En hembras, se observdé una mayor proporcion del morfo alar
braquiptero en aquellas provenientes de ninfas tratadas con los fungicidas
P (N total=11; Prop.= 0,91, P=0,0018) y PC (N total=10; Prop.= 0,80; P= 0,0174)
respecto a las hembras control (N total= 31, Prop. =0,35). Ademas, en
aquellas obtenidas a partir del tratamiento con el fungicida PT, se
encontraron diferencias marginales, aunque no significativas, con una alta
expresion del morfo alar braquiptero (N total=14; Prop. =0,64; P= 0,070) con
respecto al control.

En machos, se observdé una mayor proporcion del morfo alar
braguiptero en aquellos provenientes de ninfas tratadas con el fungicida
PC (N total=7; Prop.= 0,57, P=0,0018) con respecto al control (N total=28;
Prop.= 0,14), mientras que no se observaron diferencias en las proporciones
del morfo alar braquiptero entre los machos obtenidos de los restantes
tratamientos con fungicidas (Anexo 3.5, Tabla ).

El peso y largo de las hembras difirid significativamente entre
tratamientos (x> =44,73; gl=6; P< 0,001 y ¥x* =42,87, gl=6; P< 0,001
respectivamente). Para el ancho del abdomen, si bien hubo un efecto del
tratamiento (x* 15,51; gl= 6; P=0,017), posteriormente no se detectaron estas
diferencias en las comparaciones multiples. Las hembras obtenidas de los
tratamientos con los fungicidas PE, PEF y T no difirieron significativamente
en peso y largo con respecto al control, mientras que las obtenidas por los
tratamientos con los fungicidas PT, P y PC fueron significativamente mas
livianas y exhibieron una menor longitud corporal que las hembras control

(Fig. 3.3).
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Fig. 3.3. Peso (A) y Largo (B) de hembras de 0-24 h obtenidas a partir de ninfas
alimentadas desde el tercer estadio sobre plantas tratadas con agua destilada y
fungicidas. Se muestran las medias estimadas por el modelo y sus IC 95%. Letras
distintas sobre cada barra denotan diferencias significativas entre los
tratamientos. Total de hembras analizadas por tratamiento en (A) y (B): C (n=31), P
(n=11), PT (n=14), PC (n=10), PE (n=16), PEF (n=18), T (n=11). C= control, P=
protioconazol, PT= protioconazol y trifloxistrobin, T= tebuconazol, PC=
picoxistrobin y ciproconazol, PE= piraclostrobin y epoxiconazol, PEF=

piraclostrobin, epoxiconazol y fluxapiroxad.

3.3.2 Longevidad total de los insectos y longevidad de los adultos

La longevidad total de los insectos, si bien no presentd una
interaccion significativa entre las variables explicativas (x*=02,09; gl=1,
P=0,15), si mostré diferencias entre los tratamientos (x*=4,99; gl=1; P=0,025) y
el sexo (x*=4,27; gl=1; P=0,039), siendo significativamente mayor la
longevidad total en dias de los insectos tratados con el fungicida PT con
respecto a los controles (Fig 3.4). Para la longevidad de los adultos, no
existio interaccion entre el tratamiento y el sexo (x*= 3,59; gl=1; P= 0,058) ni
se encontraron diferencias significativas entre la longevidad de los adultos

control y tratados con el fungicida PT ( x*= 0,78; gl=1; P= 0,37).

79



40

@
&
=2
©
)
[e]
)
s
E 20'
>
(]
(@)
c
(o]
-
O...

Tratamiento

Fig. 3.4. Longevidad total de insectos control y subsimbiéticos desde ninfa |
hasta la muerte del adulto obtenidos a partir de ninfas alimentadas desde el
tercer estadio sobre plantas tratadas con agua destilada (C= control) y el fungicida
PT (protioconazol y trifloxistrobin). Se muestran las medias estimadas por el
modelo y sus IC 95%. Letras distintas sobre cada barra denotan diferencias
significativas entre los tratamientos. Total de insectos analizados por tratamiento:

C (n=24) y PT (n=69).

3.3.3 Deteccion vy cuantificacion de acido uUrico

Se detecto la presencia de acido Urico en la totalidad de las muestras
analizadas, tanto en las pertenecientes a hembras control como en las de
hembras subsimbidticas. Sin embargo, su concentracion, evidenciada por
mayores niveles de absorbancia, fue significativamente mayor en las
muestras de hembras subsimbidticas (x*=17,788; gl=1; P< 0,001), siendo en
promedio de 412 nmol/mg de insecto (IC 95% 335-489 nmol/mg de insecto)
en comparacion al control, con una concentracion promedio de acido Urico
de 268 nmol/mg de insecto (IC 95% 191-345 nmol/mg de insecto) (Fig. 3.5)
(Anexo 3.5, Tabla 2).
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Fig. 3.5. Acido drico (nmol/mg de insecto) en hembras control y
subsimbiéticas obtenidas a partir de ninfas alimentadas desde el tercer estadio
sobre plantas tratadas con agua destilada (C= control) y el fungicida PT
(protioconazol y trifloxistrobin). Se muestran las medias estimadas por el modeloy
sus IC 95%. Letras distintas sobre cada barra denotan diferencias significativas
entre los tratamientos. Total de muestras analizadas por tratamiento: C (n=3) y PT
(n=3).

3.3.4 Coloracion de la cuticula

La coloracion de la cuticula en hembras mostré diferencias
significativas en la interaccion entre el tratamiento y el morfo alar
(Saturacion: ¥* = 4,47, gl =1, P= 0,034 y Brillo: x> = 4,67; gl =1; P= 0,030). Las
hembras subsimbidticas exhibieron una cuticula con tonalidades mas
claras y brillantes, mientras que las hembras control presentaron
tonalidades castafas.

En machos se observd un patrén similar pero con diferencias entre
tratamientos mas notorias. Si bien en el caso de la saturacion no fue
significativa la interacciéon entre el tratamiento y el morfo alar (x* = 2,20; gl =

1, P= 0,13), si lo fueron estas variables explicativas individualmente (P<0,001).
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El brillo se vio significativamente afectado por una interaccion entre el
tratamiento y el morfo alar (x> = 4,34, gl= 1, P= 0,037), mostrando
nuevamente tonalidades mas vibrantes en la cuticula de machos

subsimbidticos en comparacién a los controles (Figs. 3.6 y 3.7).
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Fig. 3.6. Valor medio de saturacién y brillo de la cuticula (A y C) de hembras y
(B y D) machos control y subsimbidticos respectivamente, obtenidos a partir de
ninfas alimentadas desde el tercer estadio sobre plantas tratadas con agua
destilada (C= control) y el fungicida PT (protioconazol y trifloxistrobin). Los datos
de saturacion y brillo se normalizaron a un rango de O (mas oscuro) a 255 (mas
claro y brillante). Se muestran las medias estimadas por el modelo y sus IC 95%.
Letras distintas sobre cada barra denotan diferencias significativas entre los
tratamientos segun el morfo alar. HB: hembras braquipteras, HM: hembras

macropteras, MB: machos braquipteros, MM: machos macroépteros.

Ademas, también se observd la concentracion de pigmentos en la
parte superior de las alas y en las celdas terminales y distintas partes del

cuerpo de los adultos subsimbidticos (Fig. 3.7).
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Fig. 3.7. Patrones de coloracién de la cuticula. Ejemplares de hembrasy machos
subsimbidticos y controles de D. kuscheli utilizados para evaluar la coloracion de
la cuticula. (A) Morfo alar macroptero. (B) Morfo alar braquiptero. PT=

protioconazol y trifloxistrobin, C= control. Escala T mm.

3.3.5 Atributos reproductivos

El tiempo transcurrido en dias desde que machos y hembras se
pusieron en contacto hasta que emergieron las primeras ninfas | difirié
significativamente entre tratamientos (x>= 21,54; gl=1; P< 0,001). Las
primeras ninfas obtenidas a partir de parejas subsimbidticas emergieron
en un promedio de 22 dias (IC 95% 17,11 - 26,89 dias), en comparacion a las
ninfas obtenidas de parejas control, las cuales lo hicieron en un promedio
de 11,9 dias (IC 95% 11,31 - 12,49 dias) (Fig. 3.8A).

El tiempo transcurrido en dias desde que las hembras ovipusieron
hasta la eclosién de los huevos y la observacién de las primeras ninfas |,
también difirid significativamente entre tratamientos (x*= 6,81, gl=T;
P=0,009). Los huevos de las parejas subsimbidticas demoraron en
promedio 15 dias en eclosionar (IC 95% 10,02 - 19,98 dias), mayor cantidad
de tiempo que los controles, que lo hicieron en un promedio de 9,33 dias

(IC 95% 8,82 - 9,85 dias) (Fig. 3.8B).
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La fecundidad difirié significativamente entre tratamientos (x°=37,06;
gl=T1; P< 0,001). De las 10 parejas analizadas del control, todas las hembras
ovipusieron, mientras que solo seis de las 10 hembras subsimbidticas
lograron hacerlo. Las hembras subsimbidticas ovipusieron en promedio
10,10 huevos (IC 95% 5,69 - 17,93 numero de huevos), menor cantidad que
las hembras control, con un promedio de huevos de 82,20 (IC 95% 57,64 -
17,22 numero de huevos) (Fig. 3.8C).

La fertilidad difirid entre los dos tratamientos (x*=48,98; gl=1; P<
0,001). Mientras que para la totalidad de las hembras control se registraron
huevos fértiles de los cuales emergieron ninfas |, para las hembras
subsimbidticas, de las seis que lograron oviponer, solo tres de ellas
produjeron huevos fértiles de los cuales emergieron ninfas I. A su vez, el
porcentaje de eclosion promedio de huevos provenientes de parejas
subsimbidticas fue de 12% (IC 95% 5 - 25%) significativamente menor que el
control, con un porcentaje de eclosion promedio de 89% (IC 95% 78% -

90%) (Fig. 3.8D).
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Fig. 3.8. Atributos reproductivos de insectos control y subsimbiéticos
obtenidos a partir de ninfas alimentadas desde el tercer estadio sobre plantas
tratadas con agua destilada (C= control) y el fungicida PT (protioconazol y
trifloxistrobin). Se muestran las medias estimadas por el modelo y sus IC 95%.
Letras distintas sobre cada barra denotan diferencias significativas entre los

tratamientos.

Ademads, se encontraron varias anomalias en muchos de los huevos
de hembras subsimbidticas que no lograron eclosionar y permanecieron
dentro del tejido vegetal. Estas anomalias se relacionaron principalmente
con la distribucion del vitelo y la ausencia de ojos rojos (estado indicativo
de la maduracion del embridén que normalmente se evidencia a los 5-6
dias) en huevos de mas de 20 dias (Fig. 3.9). Las escasas ninfas que
emergieron de las posturas de hembras subsimbiodticas no superaron el
tercer estadio y murieron, por lo tanto no se obtuvieron adultos en la F1de

este tratamiento.
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Fig. 3.9. Huevos de hembras subsimbiéticas y control. (A-F) Huevos de hembras
subsimbidticas que permanecieron en el tejido vegetal sin eclosionar. Se observa
la ausencia de o0jos rojos en algunos ejemplares y una distribucion atipica del
vitelo. (G-H) Huevos tipicos de hembras control. PT= protioconazol y trifloxistrobin,

fungicida utilizado para reducir el numero de YLS. C= Control.

3.4 Discusion

En las simbiosis nutricionales, los microorganismos proporcionan
nutrientes esenciales y participan del metabolismo que permite a sus
hospederos subsistir con dietas nutricionalmente deficientes, por lo que
desempenan un papel fundamental en el desarrollo, crecimiento y
reproduccion de los insectos (Moran et al., 2005; Rosenblueth et al., 2018).
Para comprender las interacciones mutualistas y su impacto en distintos
parametros biologicos de D. kuscheli, se utilizaron seis fungicidas
sistémicos aplicados sobre plantas de avena de las que se alimentaron los
insectos con el fin de reducir el nUmero de sus principales endosimbiontes
nutricionales, los YLS. Los fungicidas P, PT y PC fueron los Unicos en reducir
significativamente el numero de YLS en los adultos recién emergidos con
respecto al control, mostrando en hembras reducciones mayores al 80% y
en machos, mayores al 60%, resultados detallados en el Capitulo 2, seccion
2.3.2. Consecuentemente, en los tratamientos con estos tres fungicidas, la
mortalidad ninfal superd el 50%, por lo tanto, menos de la mitad de los
insectos analizados lograron alcanzar el estado adulto. Ademas, la
mortalidad ocurrid frecuentemente al momento de la muda. Los mismos
fungicidas también afectaron el tiempo de desarrollo y las ninfas
demoraron en promedio entre cuatro y siete dias mas que los controles en
alcanzar el estado adulto. Resultados similares fueron informados tanto en
D. kuscheli (de la Fuente et al.,, 2019) como en L. striatellus (Noda y Saito,
1979) y N. lugens (Chen et al., 1981b; Hou y Lee, 1984) cuando se redujeron

sus YLS mediante un tratamiento de “shock térmico”. En este sentido,
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Carvalho et al. (2010) demostraron que cuando los esteroles son limitados
en la dieta, las larvas de Drosophila crecen lentamente y dan lugar a
adultos pequenos o incluso detienen el crecimiento y el desarrollo. Los
insectos carecen de los genes necesarios para la biosintesis de esteroles y
generalmente los obtienen de sus dietas (Noda et al., 1979; Noda y Koizumi,
2003). La savia del floema es una fuente pobre en colesterol (Behmer et al,,
2011, 2013). Los delfacidos como N. lugens obtienen el colesterol u otros
esteroles de sus YLS, que a diferencia de la mayoria de las bacterias, tienen
la capacidad de sintetizarlos (Wetzel et al, 1992; Behmer y Nes, 2003;
Douglas, 2009). En su estudio, Xue et al. (2014) descubrieron que N. lugens
y los YLS desarrollaron un sistema interdependiente para la biosintesis de
esteroles. Los hongos comunmente producen ergosterol, un componente
de las membranas celulares que funciona de manera similar al colesterol
en las células animales. Los investigadores identificaron las vias
metabdlicas en los YLS y su hospedero para convertir el compuesto
ergosta-5,7,24(28)-trienol en colesterol. Los esteroles cumplen cuatro
funciones criticas en los insectos: (i) son componentes importantes de las
membranas celulares, modulando la permeabilidad, la fluidez, la identidad
de las organelas y la funcion de las proteinas, (ii) son precursores de
muchas hormonas, incluida la hormona de la muda 20-hidroxiecdisona y
SuU precursora, la ecdisona, (iii) desempefnan un papel en la regulacion de
genes implicados en procesos de desarrollo y (iv) actian como moléculas
de senalizacion (Behmer et al., 2013; Krishnaiah, 2014). En consecuencia, la
alta mortalidad y el retraso en el tiempo de desarrollo ninfal en individuos
subsimbidticos de D. kuscheli podria relacionarse con la disminucion de la
sintesis de esteroles por parte de los YLS.

En la colonia de D. kuscheli ocasionalmente se observan hembras
braquipteras y con menor frecuencia, machos braquipteros. Sin embargo,
en los experimentos se observd que mas del 50% de las hembras
subsimbidticas obtenidas con los fungicidas P, PC y PT fueron

braguipteras. En los machos, la proporcion de individuos braquipteros bajo
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estos mismos fungicidas fue elevada, siendo en PC mayor al 50%. El morfo
alar en delfacidos esta regulado por multiples genes y puede ser
modificado por factores ambientales como la densidad de poblacion, la
calidad de la planta hospedera, la temperatura o el fotoperiodo (Zera y
Denno, 1997). Aunque el dimorfismo alar fue ampliamente estudiado en
este contexto (Fitzgerald y Tipping, 2013; Lin et al., 2020; Liu et al., 2020),
aun no se ha explorado si existe una relacion con los YLS.
Interesantemente, un estudio realizado en el afido Sitobion avenae (F.) por
Zhang et al. (2015a) demostré que la reduccion con antibidticos del
endosimbionte obligado Buchnera, disminuyd significativamente la
proporcion de morfos alados en relacién a los no alados. Los autores
sugirieron que la ausencia de Buchnera podria interferir con la normal
adquisicion de nutrientes alterando la expresion fenotipica a través de las
generaciones e incrementando de esta manera la produccién de
individuos apteros. Esta evidencia sobre la implicancia de los
endosimbiontes obligados en el dimorfismo alar de su insecto hospedero,
incentiva a explorar en profundidad la participacion de los YLS sobre el
dimorfismo alar en D. kuscheli.

Asimismo, tanto el peso como el largo de las hembras obtenidas a
partir de los fungicidas P, PT y PC fueron menores con respecto al control.
Dicha observacion ha sido documentada en delfacidos cuando se
redujeron experimentalmente sus YLS (Vega y Dowd, 2005; Chen et al,
2011; Ferrater et al., 2013) asi como en otros grupos de insectos al eliminar
sus endosimbiontes nutricionales (Fukatsu y Hosokawa, 2002; Douglas,
2009; Nguyen et al, 2020). Particularmente, este fendmeno fue
documentado por Wilkinson e Ishikawa (2001), quienes examinaron en
paralelo el impacto de la pérdida de Buchnera en el afido Acyrthosiphon
pisum (Harris) mediante el uso de antibidticos, y de los YLS en N. lugens
mediante un tratamiento de “shock térmico”. Aunque la posicion
filogenética de los endosimbiontes difiere entre las dos especies, el tema

subyacente de la simbiosis nutricional es el mismo. La pérdida de los
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endosimbiontes conllevd a una reduccion en el peso de los insectos y en la
tasa de crecimiento individual.

Los insectos subsimbidticos mostraron una longevidad total mayor
como consecuencia de un periodo ninfal mas prolongado, por lo que
demoraron mas tiempo en alcanzar el estado adulto. La longevidad de los
adultos subsimbidticos en cambio, fue similar al control. Resultados
similares fueron publicados por Lee y Hou (1987) para N. lugens. Esta
informacion podria indicar que la presencia de los YLS seria mas critica
durante el desarrollo ninfal, etapa en la que los insectos estan en activo
crecimiento y deben mudar varias veces hasta finalmente alcanzar el
estado adulto. En cambio, en el estado adulto, la disminucién de los YLS no
afectaria la longevidad de los mismos.

Las hembras subsimbidticas también se distinguieron por la
cantidad de acido urico acumulado en su cuerpo. Sasaki et al. (1996) y
Hongoh e Ishikawa (1997), postularon que un posible papel desempenado
por los YLS en N. lugens es el reciclaje de nitrégeno, es decir, la conversion
de productos de desecho nitrogenados del insecto en compuestos de valor
nutricional. Al igual que lo que ocurrié con las hembras de D. kuscheli, los
investigadores detectaron una cantidad considerable de acido urico en los
tejidos de los insectos analizados y el contenido fue notablemente mayor
en los insectos subsimbidticos obtenidos a partir del tratamiento de “shock
térmico”. En ese momento, se le adjudicdé uUnicamente a los YLS la
capacidad de reciclar el acido urico a través de la enzima uricasa que ellos
poseen. Posteriormente, Xue et al. (2014), identificaron un sistema mas
complejo donde la capacidad genética para el reciclaje de nitrégeno es
complementaria entre el insecto y sus YLS. Los investigadores destacaron
gue las vias metabdlicas dejarian de funcionar tanto si el insecto o sus YLS
perdieran solo uno de los genes que codifican a las enzimas involucradas.
Como destacaron Xue et al. (2014) y Fan et al. (2015), la estrecha
cooperacion de las enzimas codificadas por los dos genomas (el del insecto

y el de sus YLS) sirve para transformar el urato en amoniaco, que luego se
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transforma en glutamato y glutamina, dos precursores para la biosintesis
de aminoacidos esenciales. Esta via de reciclaje de nitréogeno sirve como
fuente adicional de aminoacidos para el insecto, siendo una de las
adaptaciones que les permiten mantenerse en una dieta donde el
nitrogeno disponible y los aminoacidos esenciales (aquellos que no
pueden ser sintetizados por los animales) son limitados (Mattson, 1980;
Douglas, 2006; Hansen y Moran, 2013). También se ha reportado la
participacion de endosimbiontes en el reciclaje de productos nitrogenados
en otros insectos hemipteros, como en el sistema integrado por
Dactylopius (Coccoidea: Dactylopiidae) y sus endosimbiontes fungicos
(Vera-Ponce de Ledn et al, 2016), en Parastrachia japonensis (Scott)
(Parastrachiidae) y su endosimbionte bacteriano Erwinia (Kashima et al,
2006), y en otros insectos menos relacionados filogenéticamente, como la
cucaracha Blattella germanica (L) y el endosimbionte bacteriano
Blattabacterium (Valovage y Brooks, 1979; Patino-Navarrete et al., 2014) y el
flebotomo Phlebotomus perniciosus (Newstead) y un simbionte fungico
(Martin et al, 2018). En todos los casos mencionados anteriormente, se
observd una acumulaciéon de acido Urico mayor que en los controles ante
la reduccion de los simbiontes (Hansen et al., 2020; Ren et al., 2022).

Otra particularidad de los adultos subsimbidticos de D. kuscheli fue
la coloracion clara y amarilla de la cuticula en comparacion a los adultos
control, de coloracién castana oscura. Este fendmeno ya habia sido
observado por Noda y Saito (1979) en adultos subsimbidticos del delfacido
L. striatellus. La cuticula de los insectos consiste principalmente en una
matriz entrecruzada de proteinas cuticulares y quitina, un polisacarido
compuesto de unidades de N-acetilglucosamina (Andersen, 2010; Pan et
al., 2018). El endurecimiento y pigmentaciéon de la capa externa de la
cuticula, la exocuticula, depende de dos procesos:. esclerotizacion y
melanizacion, que dan como resultado la rigidez y coloracién de la misma.
La cuticula recién sintetizada es suave y palida, pero se vuelve mas fuerte

(esclerotizada) y mas oscura (pigmentada) al cabo de varias horas o dias
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(Andersen, 2010; Moussian, 2010). El primer paso en las vias de
esclerotizacion y pigmentacion es la hidroxilacion del aminoacido
aromatico tirosina. Sin embargo, los insectos no pueden sintetizar el anillo
de benceno de los aminoacidos aromaticos (Evison et al, 2017). Por lo
tanto, deben obtener estos compuestos a través de su dieta o de la
asociacion con microorganismos que puedan producirlos a través de la via
del shikimato. Esta via, conocida también como ruta del acido shikimico,
(presente en plantas, bacterias y hongos), involucra un conjunto de
reacciones metabdlicas de gran relevancia en la biosintesis de los
aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina y triptéfano, asi como de una
extensa gama de metabolitos secundarios (Douglas, 2016; Kiefer et al.,
2023). Se ha probado que la contribucion de los endosimbiontes a la
biosintesis de la cuticula, ha evolucionado multiples veces de manera
convergente en los distintos grupos de insectos (Kiefer et al, 2021). De
hecho, se ha informado el aprovisionamiento de tirosina por parte de
endosimbiontes bacterianos en multiples taxones de insectos herbivoros,
como es el caso de varios escarabajos (Anbutsu et al., 2017; Hirota et al,
2017; Kiefer et al., 2021, Kanyile et al., 2022), hormigas (Duplais et al., 2021) y
chinches (Kikuchi et al., 2016). En los ejemplos mencionados, los insectos
gue sufrieron una reduccion o eliminacién de sus endosimbiontes, dieron
como resultado un fenotipo con una cuticula mas delgada y/o cambios en
la pigmentacion cuticular, mostrando una cuticula menos melanizada.
Wan et al. (2014) lograron detectar en N. lugens que los aminoacidos
aromaticos fenilalanina, tirosina y triptdéfano, derivan de una via shikimato
de sus YLS y que los endosimbiontes compensan, al menos parcialmente,
las necesidades de aminoacidos del insecto hospedero como ya ha sido
postulado por otros autores (Wilkinson e Ishikawa, 2001; Chen et al., 2017;
Xue et al, 2014). La reduccion de los YLS en N. lugens, disminuyo
significativamente la proporcidn de varios aminoacidos, entre ellos la
tirosina, afectando a la formacion de proteinas en general (Wan et al., 2014).

Por consiguiente, se podrian asociar las deficiencias que presentan los
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adultos subsimbiodticos de D. kuscheli, entre ellas, el fenotipo claro y la
pigmentacion anormal de su cuticula, a la marcada reducciéon del numero
de YLS que conlleva a la imposibilidad de los endosimbiontes de cumplir
apropiadamente sus funciones. A su vez, Evison et al. (2017) descubrieron
qgue los escarabajos seleccionados artificialmente segun patrones
extremos de coloracion cuticular (oscuros y claros) tenian cuticulas mas
gruesas y menos porosas cuando eran mas oscuras, lo que demostré que
el color covaria con las dos caracteristicas cuticulares arquitectonicas.
Afecciones en la cuticula de insectos subsimbidticos no solo podrian
producir una menor resistencia a la desecacion y una menor aptitud fisica
en condiciones ambientales desfavorables, como sucede en algunos
gorgojos (Engl et al.,, 2018), sino que también podrian dejar a los insectos
mMas expuestos al ataque de enemigos naturales, especialmente de hongos
patdgenos que penetran activamente por la cuticula (Lemoine et al., 2020;
Kanyile et al, 2022). Por otro lado, el efecto sobre |la coloracion de los
insectos podria influir en la interaccion predador-presa (Wittkopp y
Beldade, 2009).

Con respecto a los atributos reproductivos evaluados, se vid
negativamente afectada la descendencia de los adultos subsimbidticos
obtenidos a partir del tratamiento con el fungicida PT con respecto a los
controles. Las hembras tardaron mayor cantidad de dias en madurar
sexualmente, solo el 60% fue capaz de oviponer y solo el 30% de las
posturas eclosionaron. Asimismo, hubo un retraso en el tiempo del
desarrollo embrionario con respecto al control. A su vez, el numero de
huevos y de ninfas fue menor y, mientras que la F1 del control alcanzo el
estado adulto, las ninfas provenientes de insectos subsimbidticos no
superaron el tercer estadio y finalmente murieron. Similares resultados
fueron obtenidos cuando se redujo el ndmero de YLS mediante el
tratamiento de “shock térmico” en D. kuscheli (de la Fuente et al., 2019) y
por microinyeccion de un fungicida en N. lugens (Shentu et al., 2019). Lee y

Hou (1987) sugirieron que el desarrollo embrionario y postembrionario de
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chicharritas subsimbidticas se vieron afectados debido a la ausencia de
ciertas proteinas sintetizadas por intermedio de los YLS, registrando
también una reduccion en la eclosion de los huevos. Como ya se
mencionod, Xue et al. (2014) demostraron a partir de estudios gendmicos
gue los YLS son capaces de proporcionar aminoacidos esenciales que el
delfacido N. lugens no puede sintetizar. El analisis de la secuencia del
genoma de los YLS indica que los endosimbiontes, conservan vias de
sintesis de al menos 10 aminoacidos esenciales y que son altamente
complementarias con las del insecto. También Wilkinson e Ishikawa (2001)
demostraron que en insectos subsimbidticos se reduce la cantidad de
proteinas por unidad de peso fresco. Por otro lado, ha sido ampliamente
documentado tanto en estudios de laboratorio como a campo, que el
desempeno de distintas chicharritas se ve favorecido por el aporte de
fertilizantes nitrogenados (Preap et al., 2001, Wang et al., 2006; Lu y Heong;
2009; Horgan et al., 2016). Como sucede en otros insectos, particularmente
las hembras requieren cantidades sustanciales de nitrégeno disponible y
una fuente de aminoacidos esenciales para la formacion y posterior
maduracion exitosa de sus huevos (Awmack y Leather, 2002; Ben-Yosef et
al., 2014). Debido a que el principal aporte de aminoacidos (a través de la
sintesis y el metabolismo del acido urico) en delfacidos lo realizan los YLS,
es posible explicar por qué se vieron tan afectadas las caracteristicas
reproductivas evaluadas en los descendientes de D. kuscheli
subsimbidticos. Ademas, como fue documentado por Liljesthrom et al.
(2017) y se mostré en el capitulo 2 de esta tesis, el numero de YLS en
hembras control de D. kuscheli aumenta en la etapa reproductiva, lo que
podria relacionarse con la alta demanda energética para la produccién de
huevos y la transmision transovarial de los endosimbiontes a la
descendencia. La reduccion del numero de YLS en mas de un 80%, podria
impedir que las hembras logren transferir una cantidad 6ptima de YLS a la
siguiente generacion. La disminucion en la fecundidad también fue

reportada en otras especies de insectos en las que se redujeron o
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eliminaron los endosimbiontes nutricionales (Douglas, 1998; Pais et al,
2008; Sinotte et al., 2018; Nguyen et al., 2020).

Una observacion interesante para destacar es la gran variacion
individual observada en los insectos subsimbidticos en distintos
parametros bioldgicos evaluados, mostrando, a diferencia de los controles,
una desincronizacidén por ejemplo en el tiempo de desarrollo ninfal y los
dias que demoraron los huevos en eclosionar, factores que pueden afectar
la dinamica de poblaciones naturales ante presiones ambientales o ante la
presencia de depredadores.

Es importante mencionar a la hora de formular conclusiones que, si
bien el tratamiento utilizado para reducir a los YLS pudo haber afectado de
forma inespecifica al insecto o al resto de su microbiota no fungica, los
efectos observados sobre el fenotipo asi como la disminucidén general del
fitness, concuerdan con estudios previos que demostraron mediante
técnicas moleculares y de reduccion de endosimbiontes bacterianos con
antibidticos, la relacion de estos efectos con la reduccidén de los
endosimbiontes nutricionales (Vega y Dowd, 2005; Ferrater et al., 2013; Xue
et al., 2014, Fan et al., 2015).

En conjunto, la imposibilidad en los insectos subsimbidticos de que
los YLS sinteticen apropiadamente aminoacidos (entre ellos la tirosina), la
dificultad de metabolizar el acido uUrico y obtener asi un recurso
nitrogenado extra, y la disminucion en el aprovisionamiento de esteroles,
podrian explicar las deficiencias observadas sobre los parametros
bioldgicos analizados en D. kuscheli. Mediante la experimentacion in vivo,
fue posible estudiar la interaccion entre el insecto y sus endosimbiontes,
comprender su funcidon bioldgica y evaluar como la manipulacion de estos
microorganismos afectd negativamente el desempeno del hospedero. Este
tipo de investigacion es relevante no sélo para comprender la interaccion
de los YLS con D. kuscheli y, potencialmente con otras especies
relacionadas, sino también, para el desarrollo de nuevas estrategias para el

manejo integrado de plagas.
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3.5 Anexo

Tabla 1. Morfos alares de hembras y machos. En las columnas se indican los
tratamientos, el total de hembras (A) y de machos (B) analizados, el total de
braquipteros y macropteros, la proporcion de braquipteros y las diferencias en la
proporcidon de braquipteros de cada tratamiento en comparacion al control,
obtenida mediante la Prueba exacta de Fisher. P > 0,05 = ns, . = marginalmente
significativo; * = P < 0,05; ** = P < 0,01, *** = P < 0,001. C= control, P= protioconazol,
PT= protioconazol y trifloxistrobin, PC= picoxistrobin y ciproconazol, PE=
piraclostrobin y epoxiconazol, PEF= piraclostrobin, epoxiconazol y fluxapiroxad y

T=tebuconazol.

A
Hembras | N total | Braquipteras | Macrépteras Prop. braquipteras P
(o 31 n 20 0,35
P n 10 1 0,91 0,0018***
PT 14 9 5 0,64 0,0700.
PC 10 8 2 0,80 0,0174*
PE 16 7 9 0,44 0,4041 ns
PEF 18 5 13 0,28 0,4097 ns
T 1 4 7 0,36 0,6164 ns
B
Machos | N total | Braquipteros | Macrépteros Prop. braquipteros P
C 28 4 24 0,14
P 13 3 10 0,23 0,3885 ns
PT 10 2 8 0,20 0,5075 ns
PC 7 4 0,57 0,0335*
PE 16 2 14 0,12 0,6242 ns
PEF 14 1 13 0,07 0,4525 ns
T 18 0] 18 0,00 0.1255 ns
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Tabla 2. Acido Urico (hnmol/mg de insecto) en hembras control y subsimbidticas
obtenidas a partir de ninfas alimentadas desde el tercer estadio sobre plantas
tratadas con agua destilada (C= control) y el fungicida PT (protioconazol y
trifloxistrobin). Se muestra el total de hembras analizadas por muestra, los valores

de absorbancia y la concentracion de acido Urico obtenida.

Tratamiento| N hembras |Absorbancia (hm)|[Concentracién de acido Urico (hmol/mg de insecto)
C 10 0,479 304,406
C 10 0,345 193,236
C 10 0,520 306,855
PT 10 0,854 447,959
PT 10 0,862 401,208
PT 10 0,796 386,834
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CAPITULO &4 -

Efecto de la reduccidon del numero de
YLS sobre el comportamiento
alimentario de Delphacodes kuscheli




4.1 Introduccioén

Los Hemiptera exhiben una amplia gama de habitos alimenticios.
Aunque la mayoria son fitéfagos, es decir que se alimentan principalmente
de savia o en menor medida del contenido de células parenquimaticas de
las plantas, también se encuentran especies hematdéfagas que se
alimentan de sangre o hemolinfa, y depredadoras (Dolling, 1991). Presentan
un aparato bucal de tipo picador suctor que consiste en un rostro, formado
por la proyeccion del labio, el cual aloja un par de maxilas y un par de
mandibulas estiliformes, los estiletes (Fig. 4.1). Estos estiletes actUan en
conjunto perforando tejidos y permitiendo succionar liquidos mientras que
el labio les proporciona soporte. Los estiletes maxilares son los mas
internos y se encuentran interconectados a través de crestas y ranuras
(mecanismo de entrelazado). Los estiletes mandibulares se ubican por
fuera rodeando completamente a los estiletes maxilares (Hao et al., 2016).
Internamente en la unidon de las maxilas quedan formados dos canales, el
canal salival (ventral) por el que desciende la saliva que se inyecta en el
tejido vegetal y el canal alimentario (dorsal) que funciona como canal de

succion por el que asciende el alimento (Backus, 1985).
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Fig. 4.1. Vista ventral de la cabeza de un Hemiptera Auchenorrhyncha. Detalle
en seccion transversal del fasciculo del estilete (StF) que muestra el canal
alimentario (FC), el canal salival (SC), los canales dendriticos (StD) y el mecanismo
de entrelazado. MnSt: estilete mandibular, MxSt: estilete maxilar, Lab: Labio.

Modificado de Backus (1985).

Dentro del reino animal, solo algunos taxones de hemipteros son
capaces de utilizar la savia del floema como fuente principal de alimento
(Douglas, 2016; Bell-Roberts et al., 2019; Ankrah et al., 2020). Este tipo de
alimentacion se observa en la mayoria de los Sternorrhyncha, grupo que
incluye a las moscas blancas, pulgones, cochinillas y psilidos, muchos
Auchenorrhyncha y la mayoria de los Heteroptera fitdfagos, entre ellos
ciertos Pentatomidae y Coreidae (Dolling, 1991). La savia floematica es una
dieta desequilibrada para los animales, con altas tasas de
azUcares/aminodacidos y de aminoacidos no esenciales/esenciales (Raven,
1983; Douglas, 2006). Todos los hemipteros que se alimentan de savia
establecen relaciones mutualistas obligadas con microorganismos
principalmente de origen bacteriano o fungico que transmiten
verticalmente a la descendencia y que aportan nutrientes que escasean en
la dieta de estos insectos. En los Sternorrhyncha y Auchenorrhyncha, los
microorganismos son intracelulares y estan alojados en células especificas,
mientras que en los Heteroptera son extracelulares y se localizan en
diverticulos especializados del intestino (Buchner, 1965; Douglas, 1989).
Algunos grupos como los Typhlocybinae (familia: Cicadellidae), que se
alimentan del contenido celular de las células del mesofilo (lo que resulta
algo mas nutritivo), carecen de endosimbiontes obligados intracelulares
(Buchner, 1965; Bell-Roberts et al, 2019). Esto sugiere que los
microorganismos son ventajosos para los insectos que se alimentan de
savia pero no necesariamente para los que poseen dietas mas complejas.

La savia del floema presenta barreras nutricionales para su consumo

gue solo los hemipteros que la utilizan como dieta principal han logrado
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superar. Esta fuente de alimento es rica en carbohidratos, pero pobre en
aminoacidos esenciales (Mattson, 1980; Raven, 1983; Sandstrom y Moran,
1999). Dichas limitaciones pueden describirse como la "barrera del azucar”
y la "barrera del nitréogeno" (Douglas, 2006). En parte, el éxito de los
insectos alimentadores del floema se debe por un lado a las adaptaciones
en las piezas bucales y a su fisiologia, y por otro, a la contribucion
nutricional de sus endosimbiontes mutualistas. Los compuestos
dominantes en la savia del floema son los azucares derivados de la fijacion
fotosintética de carbono, lo que representa una alta molaridad en los
tejidos del insecto. Mediante distintas adaptaciones, los insectos logran la
osmorregulacion interna, la hidrdlisis del azdcar mediante enzimas y la
excrecion de una melaza azucarada conocida como honeydew (Sogawa,
1982; Pompon et al, 2011), acciones en las cuales no parecen estar
involucrados los simbiontes. A su vez, los insectos que se alimentan de la
savia del floema, estan limitados por el nitrégeno de dos maneras: en la
cantidad total de nitrogeno disponible y en la calidad del nitréogeno o su
composicion. La calidad del nitrogeno parece ser lo mas relevante ya que
el contenido de aminoacidos esenciales de la savia del floema suele ser
insuficiente para soportar el desarrollo de dichos insectos (Douglas, 2006).
En el caso del delfacido D. kuscheli, se cree que sus principales
endosimbiontes fungicos obligados, los YLS, sintetizan y proporcionan los
aminoacidos esenciales necesarios, |0 que les permite superar la barrera
del nitrégeno y utilizar la savia del floema como principal recurso
alimenticio (Brentassi y Remes Lenicov, 2007; Brentassi et al., 2019).

El estudio del comportamiento alimentario de los insectos
proporciona informacion sustancial sobre su biologia, ecologia y evolucion.
En los Auchenorrhyncha, comienza con la llegada del insecto a una
potencial planta hospedera. Una vez sobre ella el insecto procede a realizar
una serie de comportamientos estereotipicos los cuales fueron
caracterizados por Backus (1985). Si los estimulos son los adecuados, la

secuencia de estos comportamientos consiste inicialmente en la

100



exploracion de la superficie vegetal, durante la cual el insecto camina, se
orienta y selecciona una posicion particular para iniciar la exploracion a
través de los sensores ubicados en el extremo del labio. Luego de repetidos
testeos, el labio se presiona sobre la superficie vegetal y los estiletes son
insertados (fase de prueba del estilete). La penetracion de los estiletes es
mediada por secreciones salivales que se solidifican y forman una
estructura tubular conocida como vaina del estilete (stylet sheath),
constituida principalmente de material lipoproteico y cuya formacion
resulta fundamental para la alimentacion (Miles, 1972; S6gawa, 1982; Wang
et al, 2008). Una vez que se selecciona el tejido apropiado para la
alimentacion comienza la ingestion de los fluidos. Durante este proceso las
glandulas salivales también secretan saliva acuosa (watery saliva) la cual
contiene enzimas digestivas y ayuda a la digestion de la savia vegetal.
Finalmente, los estiletes son retirados de la planta (prueba de terminacion)
mientras simultaneamente ocurre la salivacion y permanecen en el tejido
vegetal las vainas del estilete.

En los miembros de la familia Delphacidae a la que pertenece D.
kuscheli la alimentacion ocurre principalmente en el floema. Esto ha sido
demostrado a través de la localizacion de las vainas del estilete en el tejido
floematico de la planta, la composicion quimica de la melaza, la
coincidencia de la excrecion al momento en que los insectos se alimentan
del floema y, fundamentalmente, a través del monitoreo electréonico del
comportamiento alimentario (S6gawa, 1982; Cook y Denno 1994; Brentassi,
2004; Brentassi y Remes Lenicov, 2007; Brentassi et al., 2019).

Una herramienta  especialmente  Util para  estudiar el
comportamiento alimentario en insectos hemipteros alimentadores de la
savia del xilema o floema es la técnica de Grafico de Penetracion Eléctrica
o también llamada Electropenetrografia, ambas abreviadas como EPG
(del inglés Electrical Penetration Graph). Dicha técnica permite analizar,
cuantificar y comparar el comportamiento de exploracion, prueba e

ingestion en tiempo real que los insectos picadores suctores realizan
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mediante la insercion de los estiletes en una planta hospedera (Tjallingii,
1985; Seo et al, 2009; Gao et al, 2022). Consiste en adherir electrodos al
insecto para registrar las corrientes eléctricas generadas durante la
alimentacion sobre una planta. Las fluctuaciones de voltaje generalmente
ocurren en una serie de patrones distintivos llamados “waveforms” o
formas de onda, las cuales caracterizan a las diferentes actividades de los
estiletes dentro del tejido vegetal (Sarria et al, 2009). Estas ondas son
analizadas mediante un software incluido en el equipo, lo que brinda la
oportunidad de catalogar detalladamente las actividades de los estiletes
durante la alimentacion. La evidencia que apoya la correlacion de los
patrones de ondas eléctricas con la salivacion y la ingestion en los distintos
tejidos de la planta se obtiene principalmente mediante la localizacion
histologica de las puntas de los estiletes en el tejido vegetal (o de la
finalizacion de los rastros salivales) en el momento del ultimo patréon de
onda realizado y mediante el analisis de la melaza excretada (McLean y
Kinsey, 1967, Seo et al., 2009). La ocurrencia, secuencia y duracion de cada
evento de penetracion del estilete (como por ejemplo el tiempo hasta la
primera prueba, el tiempo total de prueba o la duracion de la alimentacion
en el xilema y floema) se pueden interpretar utilizando varios parametros
de longitud y formas de onda (Sandanayaka et al., 2017). Esta técnica fue
utilizada por primera vez en afidos por Mc Lean y Kinsey (1964) con
corriente alterna (AC por sus siglas en inglés) y posteriormente fue
mejorada por Tjallingii (1978) usando corriente continua (DC por sus siglas
en inglés) para detectar cuando, donde y como el insecto inserta sus
estiletes en los distintos tejidos de una planta (Backus et al., 2005). Luego,
EPG se incorpord en la investigacion sobre el comportamiento alimentario
de otros hemipteros (Miranda et al., 2009; Chuche et al.,, 2017, Sandanayaka
et al, 2017, Carpane y Catalano, 2022), incluidos los delfacidos (Seo et al,
2009; Ghaffar et al., 2011; Wan et al., 2015; Gao et al., 2022; Kang et al., 2022).
Desde entonces, se ha utilizado para comparar patrones de alimentacion

en distintos grupos de insectos y bajo diferentes condiciones (Yang et al,
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2017), preferencias de los insectos por distintas plantas hospederas
(Brentassi et al., 2019; Carpane y Catalano, 2022), resistencia de las plantas
hospederas a los insectos (Seo et al,, 2010) y en la dinamica de transmision
de patdégenos, la cual esta altamente relacionada con las actividades
realizadas por los insectos en el floema (Li et al., 2016).

En este capitulo de tesis se aborda el tercer objetivo propuesto:
evaluar el efecto de la reduccidon del numero de YLS sobre el
comportamiento alimentario de D. kuscheli. Para lograrlo, se aplicd la
técnica DC-EPG. A través de esta metodologia, se buscd encontrar
informacion sobre la interaccion entre la planta hospedera e insectos

subsimbidticos.

Hipotesis y predicciones asociadas:

e H: Dada la importancia de los YLS como complemento en la
nutricion del insecto, la reduccién de su numero afecta el
comportamiento alimentario de D. kuscheli.

e P: La reducciéon del numero de YLS disminuira el suministro
adicional de nutrientes aportado por los endosimbiontes, por lo que
los insectos permaneceran mas tiempo alimentandose del floema

para cubrir sus necesidades fisioldgicas.

4.2 Materiales y métodos

Los ensayos correspondientes a este capitulo se realizaron en dos
etapas. El procedimiento para la obtencion de hembras macrépteras
control y subsimbidticas se desarrollé en el bioterio de la Div. Entomologia,
Facultad de Ciencias Naturales y Museo, Universidad Nacional de La Plata,
bajo condiciones controladas de temperatura (24 * 2°C), humedad relativa
(40%-60%) y fotoperiodo (16 h luz 8 h oscuridad). El estudio del
comportamiento alimentario de dichos insectos fue llevado a cabo en el

Centro de Bioinvestigaciones (CeBio) con sede en Pergamino, Universidad
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Nacional del Noreste de la Provincia de Buenos Aires (UNNOBA) bajo las

mismas condiciones de temperatura y fotoperiodo mencionadas.

421 Insectos y plantas experimentales

Ninfas de tercer estadio originarias de una misma cohorte se
alimentaron sobre plantas de avena de Ila variedad Elizabeth
aleatoriamente asignadas a un tratamiento con el fungicida PT o agua
destilada como control, siguiendo el mismo protocolo detallado en el
Capitulo 2, seccion 2.2.4.2, para la obtencion de adultos subsimbiodticos y
control.

Las plantas utilizadas para la evaluacion del comportamiento
alimentario se obtuvieron de semillas de la misma variedad de avena y
fueron utilizadas en estado de tres hojas sin ser expuestas a ningun
tratamiento. Tanto los insectos como las plantas fueron trasladados al
CeBio y se aclimataron en el bioterio de la institucion. Solo las hembras
macropteras obtenidas de ambos tratamientos (control y subsimbidticas)

de 0-72 h de emergidas fueron utilizadas en el experimento.

4.2.2 Reqgistro de EPG

El comportamiento alimentario de hembras macropteras de D.
kuscheli control y subsimbidticas, evidenciado por la ocurrencia, secuencia
y duracion de cada evento de penetracion de los estiletes en plantas de
avena, se registré utilizando un dispositivo GIGA-8 DC-EPG, disefado por
Tjallingii en la Universidad de Wageningen, Holanda ( ) El equipo
consta de ocho amplificadores principales, lo que permitid probar
simultaneamente cuatro hembras control y cuatro subsimbidticas por
cada registro/sesion de grabacién de EPG. Los amplificadores se ubican
dentro de una jaula de Faraday (una malla de aluminio sostenida por un

marco de madera) para reducir la interferencia del ruido eléctrico externo.
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Para el experimento con D. kuscheli, se adapto el procedimiento seguido
por Carpane y Catalano (2022) en Dalbulus maidis (DelLong) (Hemiptera:
Cicadellidae).

Antes de cada sesidon de grabacion, tanto las hembras control como
las subsimbidticas fueron retiradas de sus respectivas jaulas, colocadas
individualmente en tubos de ensayo y anestesiadas en hielo picado
aproximadamente durante 30 min. Luego, bajo microscopio
estereoscopico se les pegod sobre el escutelo un hilo de oro (12,5 um de
didmetro y 2- 3 cm de largo, Sigmund Cohn, Mount Vernon, NY) usando
una gota de pintura de plata conductora para circuitos eléctricos. El otro
extremo del hilo se pegd a un alambre de cobre (de aproximadamente 0,5
mm de diametro y 3 cm de largo) soldado a un clavo de latéon. Antes de
comenzar cada registro/sesion de grabacion, las hembras fueron
hambreadas durante aproximadamente dos horas, tiempo requerido para
el acondicionamiento de insectos y plantas. El electrodo para las plantas
fue un alambre de cobre (2 mm de didmetro y 10 cm de largo) insertado en
la tierra humeda de cada maceta. Las plantas se acondicionaron vy
colocaron con las hojas erguidas. Este procedimiento expuso la superficie
abaxial de las hojas a los insectos, ya que suele ser la preferida a la hora de
iniciar la penetracion de los estiletes (Brentassi y Remes Lenicov, 2006;
Fereres y Moreno, 2009). Los clavos con los insectos sujetos por el hilo de
oro se colocaron en los ocho amplificadores principales del equipo. Una vez
gue todos los insectos y plantas estuvieron en su lugar, se encendi6 el
equipo y las macetas se movieron rapidamente para que los insectos
pudieran alcanzar las hojas (una por insecto) cerrando asi el circuito para
dar lugar al registro del comportamiento alimentario.

La configuracion inicial del equipo fue de 50% de ganancia y se
ajusto independientemente para cada amplificador durante los primeros
30 min para garantizar que el voltaje de salida oscilara entre los -5y +5 V. El
tiempo de duracion total de cada registro por insecto fue de 6 h, bajo luz

continua, a una temperatura de 25 °C aproximadamente y humedad
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relativa cercana al 70%. Los amplificadores donde se conectaron los
insectos se alternaron y luego aleatorizaron entre los controles y las
hembras subsimbidticas en cada sesion de registro para evitar cualquier
tipo de sesgo y también se utilizaron nuevas plantas por insecto luego de
cada sesion de grabacion. Las ondas de EPG generadas por cada insecto se
obtuvieron utilizando el software Stylet + en su version para Windows® y se

almacenaron en el disco duro de la computadora.

Fig. 4.2. Pasos seguidos para el estudio del comportamiento alimentario de

hembras de D. kuscheli subsimbiéticas y control (A): Adhesion de hilo de oro
sobre el escutelo utilizando una gota de pintura de plata (B): Insecto adherido al
hilo el cual esta pegado a un alambre de cobre soldado a un clavo de laton. (C):
Equipo de EPG dentro de una jaula de Faraday. (D). Cuatro hembras
subsimbidticas y cuatro hembras control colocadas en cada uno de los
amplificadores en contacto con una hoja de avena mientras se registran en el
monitor las ondas de alimentaciéon generadas (E). Detalle de D. kuscheli

alimentandose sobre |la superficie abaxial de una hoja de avena.
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423 Formas de onda de EPG

Se utilizé el software Stylet+a para distinguir y anotar manualmente
los eventos en los que aparecia una onda determinada y su duracion. Las
distintas formas de onda obtenidas en hembras control y subsimbidticas
se clasificaron segun Seo et al. (2009) para N. lugens y Brentassi et al. (2019)
para D. kuscheli. Las mismas se caracterizaron segun su forma, nivel de
voltaje, amplitud y frecuencia en np “no penetration”: sin penetracién de
los estiletes en el tejido vegetal, se presenta como una linea horizontal
plana en 0V, ph “pathway phase” (incluye a N1: inicio de la penetraciony a
N2: movimiento de los estiletes y salivacion extracelular), N3: actividad
extracelular cerca del floema, N4-a: actividad intracelular en el tejido del
floema, N4-b: ingestion de savia del floema y N5: actividad de los estiletes
en el xilema (Tabla 4.1). Se define a una “prueba” como el periodo de
tiempo en el que los insectos mMmantuvieron sus estiletes insertados en el
tejido vegetal, visto en el dispositivo EPG como una desviacion de la linea
plana a O V. En la mayoria de las pruebas, los insectos realizan mas de una
actividad y cada actividad se observa como uno de los patrones de onda
descritos anteriormente.

Luego de identificar y medir el tiempo de aparicion de cada onda, las
secuencias de ondas se guardaron en el programa Stylet en formato ANA.
Posteriormente, los datos se procesaron utilizando el EPG-Excel Data
Workbook para el calculo automatico de parametros de datos EPG, version

4.4 .3 desarrollado por Sarria et al. (2009).

Tabla 4.1. Presuntas actividades de penetracion de los estiletes de D. kuscheli en
el tejido vegetal segun las formas de onda de EPG. Modificado de Seo et al.

(2009).
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Forma de onda de EPG Actividad de penetracion de los estiletes en la planta

np No hay penetracion de los estiletes en la planta
N1 Inicio de la penetracion de los estiletes en la planta
N2 Salivacién y movimiento de los estiletes en el mesdfilo

N3 Actividad extracelular cerca del floema, que siempre precede

a N4-a
N4-a Actividad intracelular en el floema (salivacién), que siempre
precede a N4-b
N4-b Ingestidn de la savia del floema
N5 Actividad de los estiletes en el xilema e ingestién de savia

424 Andlisis estadisticos

Se realizaron un total de 44 registros para cada tratamiento. Solo se
consideraron réplicas validas aquellas en las cuales los insectos
permanecieron adheridos mediante el hilo de oro y fueron registrados por
el equipo durante las 6 horas de grabacion de EPG, manteniendo algun
tipo de interaccion con la planta de avena. Para cada tratamiento se
obtuvieron 15 réplicas validas.

Las variables respuesta de EPG fueron caracterizadas en cinco
categorias siguiendo la nomenclatura propuesta por Sarria et al. (2009): (i)
“Numero de”. Numero total de eventos de cada actividad por insecto,
entendiendo por evento a la ocurrencia ininterrumpida de una
determinada forma de onda. (ii) “Duracién total”: suma del tiempo total de
los eventos de una actividad por insecto. (iii) “Duraciéon media”: duraciéon
promedio por evento de una actividad por insecto. (iv) “Tiempo hasta™
tiempo transcurrido hasta la ocurrencia de una actividad por insecto. (v)
“Porcentaje en”: proporcion de tiempo en una actividad respecto al tiempo

total de prueba.
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Para el analisis de los datos registrados se ajustdé un modelo lineal
generalizado con distribucion binomial negativa y funcién de enlace log en

|U

los casos en los que la variable respuesta fue el “ndmero de eventos” y para
las variables respuesta restantes se utilizé una distribucion gamma vy
funcion de enlace log. En todos los casos se realizaron comparaciones de
medias y la Unica variable explicativa categorica fue el “tratamiento”.

Los analisis se realizaron utilizando el software estadistico R version
421 (R Core Team, 2022). Los modelos fueron obtenidos utilizando la
funcion glmmTMB del paguete gimmTMB (Brooks et al., 2017). Para probar
los supuestos de los modelos, se utilizd el paquete DHARMa (Hartig, 2022).
Las pruebas de hipdtesis sobre los coeficientes del modelo se calcularon
mediante el test de Chi-cuadrado de Wald usando el paquete car (Fox y
Weisberg, 2019). El nivel de significancia empleado fue 0,05 y se
consideraron significativas aquellas pruebas con P < 0,05. Los contrastes de

Tukey y los intervalos de confianza (IC) del 95% se obtuvieron con el

pagquete emmeans (Lenth et al., 2020).
4.3 Resultados

Luego de analizar las diferentes ondas obtenidas en un periodo de 6
h (360 min) ( ), las hembras de D. kuscheli control y subsimbidticas

mostraron diferencias significativas en algunas caracteristicas estudiadas

de su comportamiento alimentario.
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Fig. 4.3. Formas de onda de EPG registradas para D. kuscheli. (A) Ejemplo de la
visualizacion completa de una hora (3600 s) desde el inicio del registro. Se
observan las seis ondas de alimentaciéon identificadas. El eje Y (-5 a +5 voltios)
representa el voltaje de salida. (B-E) Detalle de las principales ondas de
alimentacion. (B) N3: Actividad extracelular cerca del floema, que siempre
precede a N4-a. (C) N4-a: Actividad intracelular en el floema (salivacion), que
siempre precede a N4-b. (D) N4-b: Ingestion de la savia del floema. (E) N5:
Actividad de los estiletes en el xilema e ingestion de savia. np: no hay penetracion
de los estiletes. np= Sin penetracion de los estiletes en la planta, ph: “pathway
phase” (incluye a N1: inicio de la penetracion y a N2: movimiento de los estiletes y

salivacion extracelular).
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En la se presenta un resumen de las variables analizadas.
Se observé que las hembras control realizaron la primera prueba desde el
inicio del registro de EPG en un tiempo promedio de 2,02 min (IC 95% 0,97
- 4,18 min). En contraste, las hembras subsimbidticas mostraron un retraso
significativo, con un tiempo promedio de inicio de 16,96 min (IC 95% 8,188 —
3515 min). Ademas, la duracion de esta primera prueba fue
significativamente mas larga en el grupo control, en promedio de 19,80
min (IC 95% 9,79 - 40,0 min) en comparacion a las hembras subsimbidticas,
que fue de 5,78 min (IC 95% 2,86 — 11,7 min).

A su vez, se encontraron diferencias significativas en el tiempo y el
ndmero de pruebas necesarias para alcanzar la onda N4-a. Esta onda se
relaciona con la actividad intracelular en el floema y consiste en la
actividad de salivacion del insecto. Las hembras subsimbidticas demoraron
mas tiempo desde el inicio del EPG y desde la primera prueba hasta
realizar la primera onda N4-a y realizaron un mayor numero de pruebas
hasta lograr esta onda. Asimismo, presentaron un periodo de no
penetracion mas prolongado en comparacion al de las hembras control
antes de la primera N4-a. Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas en el numero de ondas, la duracion promedio y la duracion
total de N4-a entre los tratamientos. Tampoco hubo diferencias
significativas en el porcentaje de tiempo de prueba dedicado a la actividad
intracelular en el floema (onda N4-a) respecto al control.

En lo que respecta a la ingestion del floema, que refleja el momento
en el que el insecto se alimenta activamente y se correlaciona con el
patron de onda N4-b, se observaron diferencias entre los tratamientos. Las
hembras control lograron en promedio la ingestion de floema
significativamente mas rapido, a los 100,18 min (IC 95% 80,2 — 125 min)
desde el inicio del EPG, mientras que las subsimbidticas demoraron en
promedio 202,72 min (IC 95 % 162,2 — 253 min) hasta lograr alimentarse.
Una hembra subsimbidtica, si bien registré actividades de salivacion,

nunca llego a alimentarse activamente. Asimismo, las hembras control en
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promedio lograron la ingestion del floema a los 98,16 min desde la primera
prueba (IC 95% 76,5 — 126 min) mientras que las hembras subsimbidticas lo
hicieron a los 185,75 min (IC 95% 144,77 — 238 min). Ademas, las hembras
control lograron la primera ingestion sostenida en el floema (mayor a 10
min) en un tiempo significativamente menor desde el inicio del EPG y
desde la primera prueba en comparacion a las hembras subsimbidticas.
Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en el numero de
ondas N4-b, ni en el numero de ondas de N4-b que superaron los 10 min
de duracion. Sin embargo, se encontraron diferencias significativas en la
duracion total de la ingestion en el floema, con un promedio de 180,96 min
para las hembras control (IC 95% 123,5 — 265 min) y de 106,30 min para las
subsimbiodticas (IC 95% 72,5 — 156 min), lo que representd el 52,6% del
tiempo total de prueba dedicado a la ingestion en el floema para las
hembras control (IC 95% 37,4 — 74 %) y el 34,6% para las hembras
subsimbiodticas (IC 95% 24,6 - 48,6%).

De los 360 min de registro de EPG, |la duraciéon total de la actividad
en el floema (ondas N4-a + N4-b) fue significativamente mayor en las
hembras control, con un promedio de 224 min (IC 95% 170 — 295 min) en
comparacion con las subsimbidticas, que registraron un promedio de 155
min (IC 95% 117 — 203 min).

En relacion al tiempo total de prueba, es decir, el tiempo en el que
los insectos permanecieron con los estiletes insertados en el tejido vegetal
realizando las distintas ondas, se observo que fue significativamente mayor
para el control, con un promedio de 340 min (IC 95% 310 -374 min), en
comparacion con las hembras subsimbidticas, cuyo tiempo promedio fue
de 289 min (IC 95% 263 — 318 min). La duraciéon media y la duracion total sin
insercion de estiletes en el tejido vegetal, que corresponde al tiempo de no
penetracion, fue significativamente mayor en las hembras subsimbidticas.
No se observaron diferencias entre los tratamientos en el numero total de
pruebas a lo largo del registro. Tampoco se encontraron diferencias

significativas en el numero, duracion promedio y duracion total de la fase
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identificada como "ph," que involucra las ondas generadas por la primera
penetracion de los estiletes y sus movimientos en el mesdfilo (N1 y N2).
Ademas, no hubo diferencias significativas en el numero, duracion total y
duracion promedio de la actividad extracelular cerca del floema, asociada
al patron de onda N3, ni en la duracion promedio, duraciéon total o numero

de ondas registradas en el xilema, asociado con la onda N5 (Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Variables analizadas del comportamiento alimentario obtenidas de
EPG-Excel Data Workbook desarrollado por Sarria et al. (2009), para las hembras
de D. kuscheli control y subsimbiodticas. Se muestran las unidades de la variable, la
media, el error estandar de la media, los intervalos de confianza 95%, x>y P > 0,05=
ns; . = marginalmente significativa; * = P < 0,05; ** = P < 0,01; ** = P < 0,001. np= Sin
penetracion de los estiletes en la planta, ph = Inicio de la penetracion de los
estiletes y salivacion y movimiento de los estiletes en el mesdfilo, N3= Actividad
extracelular cerca del floema, N&4-a= Actividad intracelular en el floema
(salivacion), N4-b= Ingestion de savia del floema, N5= Actividad de los estiletes en

el xilema e ingestion de savia.

Hembras control Hembras
(n=15) subsimbiéticas (n=15)
Variable respuesta [Unidad|Media IC 95% Media IC 95% X2 P
Tiempo desde el inicio
de EPG hasta la primera
prueba min 2,02 0,97 - 4,18 16,96 8,19 - 3515 18,00 |< 0,007***
NuUmero de pruebas
hasta la primera N4-a # 5,33 3,86 -7,38 8,87 6,63-11,85 | 575 | 0,0165 *
Duracién primera
prueba min 19,8 9,79 - 40,0 5,78 2,86-117 | 6,42 [0,01128 *
Duracion de np antes
de la primera N4-a min 5,66 312-10,3 541 29,80 - 98,3 | 30,13 |< 0,007***
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Tiempo desde el inicio

de EPG hasta la primera

N4-a min 58,9 42,8 - 81 121,8 88,5-167 (10,95 |< 0,007***
Tiempo desde la
primera prueba hasta la
primera N4-a min 56,9 40,6 - 79,6 104,8 | 749 -146,7 | 6,95 10,0084 **
Numero de ondas N5 # 3,13 2,25 - 4,37 4 2,96 - 541 124 | 00,2652
Duracion total N5 min 30,4 215-429 28,3 20,0-40,1 | 0,08 | 0,7734
Duracién media N5 min 9,86 7,76 -12,5 8,03 6,32-10,2 | 1,55 | 0,2134
NuUmero de ondas N4-a H 1n,27 759 -16,7 9,67 6,47 -14,4 | 0,31 | 0,5768
NUmero de ondas N4-b H 1,93 1,32 -2,83 1,47 094 -227 | 095 | 0,3285
NuUmero de ondas N4-b
mayores a 10 min # 1,53 1,00 - 2,35 1,33 0,84 -21 0,21 | 0,6476
Contribucién de N4-a a
la fase floematica % % 24,7 17,4 - 35,0 39,3 277 -558 | 3,69 [0,05463.
Duracién total fase
floematica (N4-a +
N4-b) min 224 170 - 295 155 N7 -203 3,88 10,04895 *
Duracion total N4-a min 434 | 33,0-570 48,3 36,8-635 | 0,33 | 0,5654
Duracién total N4-b min 181 123,5 - 265 106 72,5-156 | 4,08 |0,04345*
Duracién media N4-a min 556 | 4,09-755 7,24 533-983 | 1,58 | 0,2093
Duracién media N4-b min 15 74,5 -178 79 511-122 1,58 | 0,2089
NuUmero de pruebas a lo
largo de todo el registro H# 15,9 12,6 - 20,2 20,6 16,4 -259 | 2,57 0,109
Numero de ph (ondas
N1+ N2) H# 29,2 22,6-378 33,5 259-432 [ 0,60 | 0,4394
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Numero de pruebas ph

cortas menores de 3

min # 7,07 47 -10,6 9,93 6,7 -14,7 1,52 0,2174
NuUmero de np # 16 12,6 - 20,2 20,7 16,5-259 | 258 | 00,1082
NUmero de ondas N3 # n3 7,46 -17,0 10 6,59 -15,2 0,17 | O,6764
Duracién total de ph min 74,7 576 -97 92,8 715 -120 1,45 | 0,2282
Duracion total N3 min 3 6,87 -18,7 13,5 819-223 | 0,26 | 0,6091
Duracién total de la fase
no floematica min 136 105 - 175 205 159 - 265 5,57 |10,01824 *
Duracién total de np min 19,6 12,6 - 30,6 70,8 454 -110,5 [ 17,54 |< 0,001+
Tiempo total de prueba| min 340 310 - 374 289 263 - 318 6,27 | 0,01226 *
Duracién media np min 1,2 0,76 - 1,88 4,38 2,79 - 6,87 |17,44 | < 0,007***
Duracién media ph min 2,84 | 2,25-360 3,05 241-386 | 0,18 | 0,6696
Tiempo desde inicio de
EPG hasta N4-b mayor
a10 min min 109 875 -135 191 153,1-239 |14,07 | < O,007***
Tiempo desde primera
prueba hasta N4-b
mayor a 10 min min 107 83,7 - 136 173 135,0 - 223 | 8,24 [ 0,0041 **
Tiempo desde el inicio
de EPG hasta primera
N4-b min 100 80,2 -125 203 162,2 - 253 | 21,04 |< O0,007***
Tiempo desde la
primera prueba hasta la
primera N4-b min 98,2 76,5 - 126 185,8 | 144,7 - 238 | 13,75 |< 0,0071***
Duracién N4-b mas
larga min 152 10,6 - 209 103 739-143 | 310 [0,07847 .
% de pruebas en ph % 22,3 17,2 - 29,0 32,7 251- 424 | 4,47 |0,03456 *
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% de pruebas en N4-a % 12,8 9,93 -16,5 16,5 12,81-213 | 211 0,1464
% de pruebas en N4-b % 52,6 | 374 -74,0 34,6 246-486 | 318 | 0,07462.
% de pruebas en N5 % 9,01 6,05 -13,4 1,75 789-175 | 0,93 | 0,3338
% de pruebas de N4-b
mayor a 10 min % 85 63,5 -114 87,8 656-18 | 0,03 | 0,8701
HEMBRAS CONTROL HEMBRAS SUBSIMBIOTICAS
ONDAS 7.9%
8.4% 5.4%
np 20.7%
h
o 29.5%
B N
Bl Ne-a 3.1%
Bl nN:b
I ns 12%

13.4% 3.8%

Fig. 4.4. Proporcion del tiempo total de actividades que las hembras control y
subsimbioéticas realizaron en los 360 min de registro de EPG. np= Sin
penetracion de los estiletes en la planta, ph= Inicio de la penetracion de los
estiletes y salivacion y movimiento de los estiletes en el mesdfilo, N3= Actividad
extracelular cerca del floema, N4-a= Actividad intracelular en el floema
(salivacion), N4-b= Ingestion de savia del floema, N5= Actividad de los estiletes en

el xilema e ingestion de savia.
4.4 Discusion

Los insectos picadores suctores del orden Hemiptera que se
especializan en consumir la savia de las plantas hospederas, dependen en

gran medida de los endosimbiontes nutricionales para proporcionar los

aminoacidos y esteroles faltantes en sus dietas (Buchner, 1965; Douglas,
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2009). Debido a la importancia de estos microorganismos para
complementar la nutricion del insecto hospedero, en este capitulo se
exploraron los cambios en el comportamiento alimentario de hembras
subsimbidticas de D. kuscheli.

Se esperaba que las hembras subsimbidticas permanecieran mayor
cantidad de tiempo alimentandose del floema para compensar la falta de
nutrientes aportados por los YLS. Este tipo de comportamiento de
compensacion alimentaria, fue reportado por Li et al. (2019) en las
chicharritas Sogatella furcifera cuando se las privd de su endosimbionte
bacteriano facultativo Asaia sp a través de antibioticos. Los investigadores
encontraron que las hembras aposimbidticas se alimentaron
comparativamente mas que las hembras control, reflejado por la mayor
cantidad de melaza excretada, aunque el peso de las hembras control fue
mayor. Contrariamente a lo esperado, los resultados obtenidos en esta tesis
mostraron que las hembras subsimbiodticas de D. kuscheli permanecieron
menos tiempo ingiriendo savia del floema. Como se menciond
anteriormente, el comportamiento alimentario inicial de los insectos
picadores suctores en una planta hospedera involucra el reconocimiento
de la planta en busqueda de los sitios apropiados para insertar los estiletes.
En este contexto, la “no penetracion” es considerada un comportamiento
alimentario indicativo de la busqueda de sitios de prueba antes de la
insercion de los estiletes en el tejido vegetal (Backus 1985; Gao et al., 2022).
Aqui, se observd que en el periodo registrado de 6 h (360 min), las hembras
subsimbiodticas demoraron mas tiempo en realizar la primera insercion de
los estiletes en el tejido vegetal. A su vez, también realizaron un mayor
Nnumero de ondas hasta localizar el floema y se retraso el tiempo desde el
inicio del EPG y desde la primera prueba hasta la primera ingestion de
savia floematica. Ademas, las hembras subsimbidticas mostraron una
duracion total y una duracidon media de no penetracion mayor que las
hembras control. En consecuencia, la duracién total de la fase no

floematica fue mas duradera para las hembras subsimbidticas,

117



presentando una reduccion en el tiempo total de ingestion en el floema en
comparacion al control. Por lo tanto, la disminucion del tiempo de
ingestion de savia floematica en las hembras subsimbidticas, parece
deberse principalmente al periodo prolongado en el que las mismas
permanecieron sin insertar los estiletes en el tejido vegetal, sumado a que
en el tiempo en el que si realizaron pruebas, un alto porcentaje de las
mismas fue dedicado al movimiento de los estiletes en el mesdfilo, fase
descrita como ph. Tanto las hembras control como las subsimbidticas
dedicaron un tiempo similar a la ingestion de savia xilematica. Como ya se
ha considerado (Brentassi et al, 2019; Carpane y Catalano, 2022), esto
podria deberse a la necesidad de los insectos de rehidratarse después de
un periodo de hambreado de aproximadamente dos horas, antes del inicio
de las sesiones de registro de EPC.

El comportamiento alimentario en delfacidos cuyos endosimbiontes
nutricionales, los YLS, se encuentren reducidos, no ha sido estudiado en
detalle (Zhang et al, 2015b). Sin embargo, se cuenta con varias
investigaciones en otros hemipteros alimentadores del floema y sobre el
efecto de la eliminacion de distintos endosimbiontes bacterianos en su
comportamiento alimentario (Angelella et al., 2018; Leybourne et al., 2020;
Ying et al, 2021). Particularmente, es interesante mencionar los trabajos
realizados en afidos y su endosimbionte nutricional Buchnera aphidicola
(Wilkinson y Douglas, 1995; Machado Assefh et al.,, 2015; Machado Assefh y
Alvarez, 2016). Si bien los YLS y B. aphidicola difieren filogenéticamente,
ambos endosimbiontes mejoran la calidad nutricional de la dieta de sus
hospederos, entre otras razones, por el aporte de aminoacidos. En un
estudio comparativo entre un sistema formado por un delfacido y sus YLS,
y un afido y B. aphidicola, Wilkinson e Ishikawa (2001) concluyeron que los
ajustes metabdlicos de los insectos ante la pérdida de sus endosimbiontes
son equivalentes. Por lo tanto, podria ser relevante comparar los resultados
obtenidos en esta tesis y los obtenidos por otros investigadores para el

sistema afido- B. aphidicola. Machado Assefh et al. (2015) encontraron que
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en Myzus persicae Sulzer (Hemiptera: Aphididae), la eliminacion de B.
aphidicola mediante el uso de antibidticos provocd que los afidos retrasen
la aceptacion a la planta hospedera, mostrando un periodo de no
penetracion prolongado junto con un retraso en el tiempo de ingestion del
floema, mismos resultados obtenidos en esta tesis para las hembras de D.
kuscheli subsimbiodticas. En su trabajo, Machado Assefh et al. (2015)
plantearon la posibilidad de que este endosimbionte podria desempefar
un papel importante a nivel de la regulacion de las proteinas salivales del
insecto, interviniendo en la interaccion planta-afido. Para lograr la insercion
de los estiletes en el tejido vegetal, D. kuscheli secreta saliva coagulable
qgue forma un revestimiento tubular a lo largo del recorrido realizado por
los estiletes (Brentassi y Remes Lenicov, 2007). Esta estructura se
denomina "vaina de estilete o vaina salival” y juega un papel importante en
la agrupacion de los estiletes permitiéndoles funcionar como un érgano
eficiente de perforacion y succion (Miles, 1972; S6gawa, 1982). Como se
menciond anteriormente, esta vaina del estilete estd compuesta
principalmente de material lipoproteico. Los YLS estan precisamente
implicados en el aporte de aminoacidos y lipidos (Xue et al., 2014, Fan et al,,
2015), por lo que seria interesante ahondar el estudio desde una
perspectiva ecofisioléogica y molecular para dilucidar si los YLS podrian
llegar a intervenir en la interaccion entre D. kuscheli y su hospedante
preferencial, la avena.

La dificultad y retraso de las hembras subsimbidticas en lograr una
alimentacion exitosa, sumado a la disminucion del aporte de nutrientes
por parte de los YLS, podria ser otro de los factores que explique el bajo
peso resultante respecto a las hembras control y parte de los problemas
fisioldgicos reportados en los experimentos mostrados anteriormente en el
capitulo 3. A su vez, seria pertinente investigar si este mismo
comportamiento de retraso en la insercion de los estiletes y la demora en
la localizacion e ingestion del floema, se observa desde el estado ninfal

cuando ya se hace efectiva la reduccion de YLS (al quinto dia que ninfas de
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tercer estadio inician su alimentacion en las plantas tratadas con el
fungicida PT). Dado que las demandas dietéticas de los insectos cambian a
lo largo de su desarrollo para cumplir con las necesidades de crecimiento
(Skidmore y Hansen, 2017), y considerando la reduccion en el numero de
YLS en un momento critico de crecimiento, es posible que la alimentacion
se vea alterada de acuerdo con la etapa de desarrollo del insecto.

Un aspecto a tener en cuenta es que D. kuscheli también se
encuentra interactuando con otros endosimbiontes de tipo bacteriano que
no fueron el foco de esta tesis ni el blanco del tratamiento utilizado para la
reduccion de YLS, pero que pudieron haber sido afectados por el fungicida
sistémico PT al igual que alguna ruta metabdlica propia del insecto. En
este sentido, la posible alteracion causada por el tratamiento con el
fungicida sistémico en alguna de estas cuestiones pudo ser parte de la
modificacion en el comportamiento alimentario de las hembras
subsimbioticas.

En conclusion, el periodo prolongado de no penetracion de los
estiletes en el tejido vegetal, la demora en acceder al floema y la
disminucion en el tiempo total dedicado a la ingestion de la savia
floematica en las hembras subsimbidticas, subrayan la relevancia de
explorar en profundidad las interacciones entre los YLS, D. kuscheli y sus
plantas hospederas. Futuras investigaciones podrian estar dirigidas a
evaluar la interaccion de D. kuscheli con otro hospedante como el maizy si
de alguna manera la reduccion en el numero de YLS afecta su capacidad
de actuar como vector del virus del Mal de Rio Cuarto. La comprension de
estos sistemas complejos contribuye no sélo al conocimiento de la biologia
de D. kuscheli sino también a la generacion de informacion relevante para

incluir dentro del manejo integrado de esta plaga.
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CAPITULO 5

Efecto de la reduccién del numero de
YLS de Delphacodes kuscheli sobre
la capacidad biocida del hongo

entomopatégenoBeauveria bassian




5.1 Introduccion

Las interacciones mutualistas entre simbiontes e insectos son
comunes y generan una amplia diversidad de alianzas (Bennett y Moran,
2015; Douglas, 2015; Mondal et al, 2023). La incorporacion de un
mMicroorganismo con nuevas vias metabdlicas, puede conferir de inmediato
un conjunto de rasgos novedosos para el hospedero (Feldhaar, 2017,
Sudakaran et al., 2017). Las relaciones mutualistas que establecen la gran
mayoria de los Hemiptera con bacterias y hongos suelen ser obligadas
tanto para los insectos como para los endosimbiontes, los cuales son
transmitidos verticalmente a la siguiente generacion y se encuentran
universalmente presentes en todos los individuos de |la especie hospedera
(Moran et al., 2008). La principal funcién reconocida de los endosimbiontes
obligados es la de aportar los nutrientes faltantes o que se encuentran en
niveles suboptimos en la dieta de sus hospederos. Por o tanto, se los suele
caracterizar en conjunto como simbiontes nutricionales (Douglas, 2009).
Tanto los endosimbiontes como los hospederos  muestran
interdependencia y complementariedad metabdlica, por Ilo que
representan uno de los mutualismnos mas extremos conocidos. Por otro
lado, se encuentran simbiontes que abarcan una gama mas amplia de
taxones microbianos y que forman asociaciones de tipo facultativas con la
mayoria de los grupos de insectos (Moran et al, 2008; Cornwallis et al.,
2022). Los simbiontes facultativos no suelen ser esenciales para la
supervivencia y reproduccion del hospedero. Generalmente, residen soélo
en una fraccion de los individuos de una especie y se transfieren tanto
verticalmente, con alta o moderada frecuencia, como horizontalmente. Las
relaciones de los simbiontes facultativos con sus hospederos abarcan
desde la patogenicidad hasta el comensalismo o el mutualismo (Moran et
al., 2008; Ferrari y Vavre, 2011). Dentro de los beneficios que los simbiontes
facultativos les pueden conferir a sus hospederos, se mencionan la

tolerancia térmica (Montllor et al, 2002; Russell y Moran, 2006), la
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desintoxicacion de compuestos nocivos como fitotoxinas o pesticidas
presentes en las plantas de las que los insectos se alimentan (van den
Bosch y Welte, 2017), el aporte de ciertos aminoacidos (Li et al., 2019) y la
defensa contra enemigos naturales como patégenos (bacterias, hongos y
virus), parasitos, parasitoides o depredadores (Clay, 2014; Gerardo y Parker,
2014, Vorburger y Perlman, 2018).

Ante las amenazas a las que se encuentran frecuentemente
expuestos, los insectos muestran adaptaciones que incluyen defensas
conductuales, mecanicas, estructurales, y el desarrollo de un sistema
inmunitario (Florez et al.,, 2015; Lu y Leger, 2016). A su vez, se reconoce en
distintos grupos taxondmicos de insectos, la participacion de
microorganismos simbiontes implicados en la defensa de su hospedero.
En las simbiosis defensivas, los hospederos exhiben una mayor aptitud
que los individuos libres de simbiontes en presencia de enemigos
naturales (Clay, 2014). Aunque la produccion de compuestos bioactivos
(realizada casi exclusivamente por simbiontes facultativos bacterianos) se
toma como criterio para la categorizacion de un mutualismo defensivo
(Cornwallis et al, 2022), existen otras formas en las que los
microorganismos pueden contribuir a la proteccion de sus hospederos
contra distintos antagonistas. Florez et al. (2015) las detallaron de la
siguiente manera: (i) Los simbiontes pueden excluir competitivamente a
otros microorganismos patdégenos. (ii) La interaccidon con simbiontes
puede estimular o preparar el sistema inmunitario del hospedero y mejorar
asi la resistencia contra patdgenos. (iii) Los simbiontes pueden producir
compuestos bioactivos o sus precursores y contribuir de esta manera a la
guimica defensiva del hospedero. (iv) Los simbiontes pueden potenciar el
bienestar general del hospedero, permitiéndole destinar mas recursos a la
defensa. Este Ultimo caso representa a los endosimbiontes nutricionales.
Particularmente, los simbiontes nutricionales han sido poco explorados en
el contexto de las simbiosis defensivas (Nakabachi et al.,, 2013; Kanyile et al,,

2022) y hasta la fecha, no se han llevado a cabo investigaciones especificas
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sobre la posible implicancia de endosimbiontes fungicos nutricionales en
la defensa de su hospedero.

Los hongos entomopatdégenos desempenan un rol ecolégico como
enemigos naturales de los Hemiptera, orden que abarca numerosas
especies, incluidas aquellas que representan importantes plagas de la
agricultura (Steinkraus, 2007; Toledo y Manfrino, 2019). Beauveria bassiana
(Ascomycota: Clavicipitaceae) es uno de los hongos entomopatdégenos
mayormente utilizados para el control de plagas a nivel mundial, debido
entre otras caracteristicas a su amplio rango de hospederos, facil
multiplicacion masiva y aplicacion, y compatibilidad con ciertos fungicidas
y enemigos naturales de las plagas (Jacobson et al, 2001; de Faria y
Wraight et al., 2007).

La primera linea de defensa de los insectos frente a un hongo
entomopatdégeno es la cuticula, una barrera fisica contra la infeccion
compuesta principalmente por fibrillas de quitina envueltas en cadenas de
proteinas ricas en aminoacidos aromaticos (Moussian, 2010; Kiefer et al,,
2021). Ademas, los insectos modifican la cuticula nativa mediante la
integracion de compuestos fendlicos derivados de la tirosina en dos
procesos llamados esclerotizacion y melanizacién, que conducen a una
cuticula mas dura y mas oscura. Dichos procesos comparten enzimas con
ciertos mecanismos de defensa inmune de los insectos (Siva-Jothy et al,
2005; Feldhaar y Gross, 2008). Al entrar en contacto con la cuticula, los
conidios de B. bassiana se adhieren, germinan y penetran el tegumento,
las blastosporas proliferan en la hemolinfa, lo que concluye con la muerte
del insecto por obstruccion de todos sus sistemas, agotamiento de
nutrientes y en algunos casos por liberacion de toxinas. Posteriormente, el
hongo vuelve a atravesar la cuticula desde el hemocele y forma conidios
infecciosos que se liberan al ambiente para su transmisién a nuevos
hospederos (Mascarin y Jaronski, 2016).

En nuestro pais se evalud la patogenicidad y virulencia de ciertos

aislados de B. bassiana en condiciones de laboratorio frente a la chicharrita
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D. kuscheli, principal vector del MRCV, demostrando una alta efectividad,
con porcentajes de mortalidad acumulada mayores al 70% (Toledo et al,
2007). Si bien se ha informado que bacterias facultativas del género
Bacillus aisladas de la superficie cuticular de D. kuscheli tuvieron un efecto
antagonico sobre el crecimiento micelial y la germinacion de conidios de
B. bassiana (Toledo et al., 2011), aun se desconoce el posible papel que los
YLS, los endosimbiontes nutricionales fungicos de D. kuscheli, podrian
desempenar en la defensa de la chicharrita frente a este entomopatdgeno.

En este capitulo de tesis se aborda el cuarto objetivo propuesto:
evaluar el efecto de la reduccion del numero de YLS de D. kuscheli sobre la
capacidad biocida de B. bassiana. Para esto se propuso en primer término
encontrar un fungicida compatible con dos aislados de B. bassiana
(CEP147 y CEPOO2) que a su vez redujera el numero de YLS del insecto. En
busqueda de dicho fungicida, se testearon los fungicidas utilizados en el
Capitulo 2, seccion 2.2.4.2 para la obtencion de insectos subsimbiodticos,
mediante pruebas de antibiograma. Luego, se realizaron ensayos de
patogenicidad y virulencia in vivo aplicando la suspension de conidios de
ambos aislados fungicos en insectos con carga natural de YLS vy
subsimbiodticos, registrando diariamente la mortalidad de los insectos
durante siete dias. A través de los ensayos se buscé comprender el papel
gue desempefnan los YLS en la resistencia de D. kuscheli frente a una
infeccion fungica. A partir de los resultados obtenidos se espera ofrecer

perspectivas novedosas para el estudio de estas interacciones tripartitas.

Hipotesis y predicciones asociadas:
e H: La reduccién del numero de YLS provoca un desbalance
nutricional en D. kuscheli, lo que impacta en la conformacion de su
cuticula, por lo que resultan mas susceptibles al ataque de B.

bassiana.
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e P: La reduccion del niumero de YLS disminuira la probabilidad de
supervivencia y el tiempo necesario para causar la mortalidad de

insectos subsimbidticos expuestos a B. bassiana.

5.2 Materiales y métodos

Los ensayos correspondientes a este capitulo se desarrollaron en dos
instituciones. La obtencion de insectos subsimbidticos se realizd en el
bioterio de la Div. de Entomologia, Facultad de Ciencias Naturales y Museo,
UNLP, bajo condiciones controladas de temperatura (24 = 2°C), humedad
relativa (40%-60%) y fotoperiodo (16 h luz 8 h oscuridad). Los ensayos que
involucraron al hongo entomopatdégeno B. bassiana se llevaron a cabo en
el Centro de Investigaciones en Fitopatologias (CIDEFI), Facultad de

Ciencias Agrarias y Forestales (FCAyF), UNLP.

5.2.1 Aislados de Beauveria bassiana CEP147 v CEPOO2

Los aislados fungicos fueron obtenidos e identificados por la doctora
Toledo (2006). El aislado B. bassiana CEP147 se obtuvo a partir de un
ejemplar adulto de Cycloneda sanguinea L. (Coleoptera: Coccinellidae)
sobre un cultivo de Zea mays en la provincia de Tucuman en el ano 2004.
En cambio, el aislado B. bassiana CEPO0O0O2 se obtuvo de una muestra de
suelo en cultivos de Z mays en la provincia de Buenos Aires en el ano
2003. Con relacion a la virulencia, ambos aislados fungicos fueron
evaluados contra el delfacido Peregrinus maidis (Ashmead). El aislado B.
bassiana CEP 147 resultdé mas virulento que el aislado B. bassiana CEP
002, ocasionando mortalidades de 698% y 326% a los 7 dias,
respectivamente (Toledo et al,, 2007). Ambos aislados fueron depositados
en la Coleccion Micoldgica del Centro de Estudios Parasitolégicos y de
Vectores (CEPAVE) y actualmente se encuentran también preservados en

el CIDEFI, FCAyF- UNLP.
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5.2.2.1 Selecciéon de fungicidas compatibles con el desarrollo de los aislados
B. bassiana CEP147 y CEPQOQO2

El antibiograma es una prueba in vitro de sensibilidad por difusion
en agar esencialmente cualitativa que consiste en colocar un disco de
papel de filtro cargado con un antimicrobiano en una placa en la que
previamente se ha inoculado un microorganismo objeto de estudio. De
esta manera, permite determinar si el microorganismo es sensible o
resistente, es decir, si el antimicrobiano inhibe o no el crecimiento del
microorganismo ensayado (Prescott, 2002). Aqui, se testearon mediante
este método los seis fungicidas utilizados para reducir el numero de YLS en
D. kuscheli detallados en el Capitulo 2, seccion 2.2.4.2, con la finalidad de
evaluar su compatibilidad con los dos aislados de B. bassiana: CEP147 y
CEPOO02. A continuacion, se detalla el protocolo de diseno para la
conformacion de las unidades experimentales:

Preparacion del indéculo: Los aislados fungicos se incubaron en
placas de Petri de 90 mm de diametro conteniendo medio Sabourad
dextrosa agar enriguecido con 0.25 % de extracto de levaduras (SDAY1/4),
durante 10 dias a 26 °C y en oscuridad. A partir del micelio, se cosecharon
los conidios con el uso de una espatula metalica y se suspendieron en
Tween 20 0,01% V/v. En cdmara de Neubauer se cuantificaron los conidios
de la suspension y la misma se ajustdé a una concentracién de 1 x 107
conidios/ml.

Preparacion del medio de cultivo: En placas de Petri de 90 mm de
didmetro se colocaron 25 ml de SDAY1/4. Se realizaron tres réplicas por
fungicida y por aislado fungico (18 placas por cada aislado fungico, 36
placas totales). Cada una de las placas conteniendo el medio de cultivo fue
inoculada con 100 pl de la suspension de conidios preparada previamente

gue fue dispersada homogéneamente usando una espatula de Drigalsky.
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Diluciéon de los fungicidas: La concentracion de cada uno de los
fungicidas protioconazol (P), protioconazol vy trifloxistrobin (PT),
piraclostrobin 'y epoxiconazol (PE), piraclostrobin, epoxiconazol vy
fluxapiroxad (PEF), picoxistrobin y ciproconazol (PC), tebuconazol (T), se
ajustdé a 0,1%, concentracion utilizada anteriormente en los ensayos de
reduccion del numero de YLS de D. kuscheli.

Discos de antibiograma: Un vez obtenida la concentracion deseada,
con una micropipeta se aplicaron 25 ul de los distintos fungicidas sobre
cada uno de los disco en blanco (sin carga antimicrobiana) de 6 mm de
diametro (Oxoid Ltd., Reino Unido) dispuestos previamente sobre placas de
Petri de vidrio estéril. Mediante el uso de una pinza esterilizada se
colocaron 3 discos en cada una de las placas sembradas con la suspension
de conidios de cada aislado de B. bassiana.

Incubacién y mediciones: Las placas se incubaron a 26 °C en
oscuridad por un periodo de 5 dias, al cabo de los cuales se estimo la
inhibicion del crecimiento micelial, promediando los valores de dos
medidas diametralmente opuestas en cada halo de inhibicion. Las

medidas se tomaron con el uso de un calibre electrénico digital.

5.2.2.2 Analisis estadistico

Se ajustd un modelo lineal general mixto de distribucion normal. Se
modeld el didmetro del halo (mm) como variable respuesta y la interaccion
entre las variables explicativas “fungicida” y “aislado”, ambas categodricas y
fijas, y se incluyd la variable “réplica” como aleatoria. Se llevé a cabo una
comparacion de medias para evaluar las diferencias en el tamano del halo
de inhibicion del crecimiento micelial generado por los distintos fungicidas
en cada aislado fungico. Los analisis se realizaron utilizando el software
estadistico R version 421 (R Core Team, 2022). El modelo se realizd
utilizando la funcién gimmTMB del paquete glmmTMB (Brooks et al,

2017). Para probar los supuestos del modelo, se utilizé el paquete DHARMa
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(Hartig, 2022). Las pruebas de hipodtesis sobre los coeficientes del modelo
se calcularon mediante el test de Chi-cuadrado de Wald usando el pagquete
car (Fox y Weisberg, 2019). El nivel de significancia empleado fue 0,05y se
consideraron significativas aquellas pruebas con P < 0,05. Los contrastes de
Tukey y los intervalos de confianza (IC) del 95% se obtuvieron con el
paguete emmeans (Lenth et al,, 2020). Los graficos se realizaron utilizando

la biblioteca ggplot2 (Wickham et al., 2020).

5.2.3.1 Efecto de la reduccidon del numero de YLS de Delphacodes kuscheli

sobre la capacidad biocida de Beaquveria bassiana. Ensayos de

patogenicidad v virulencia

Para los ensayos in vivo, se selecciond al fungicida PT por ser uno de
los que menor impacto tuvo sobre el crecimiento de B. bassiana en los
aislados ensayados, por la alta efectividad demostrada en reducir el
numero de YLS en D. kuscheli, y por afectar negativamente los parametros
bioldgicos evaluados en este insecto.

Insectos y plantas experimentales: Ninfas de tercer estadio
originarias de una misma cohorte se alimentaron sobre plantas de avena
de la variedad Elizabeth, aleatoriamente asignadas a un tratamiento con el
fungicida PT o a agua destilada como control, siguiendo el protocolo
detallado en el Capitulo 2, seccion 2.2.4.2, para la obtencion de adultos
subsimbidticos y controles de D. kuscheli. Las semillas de avena se
sembraron en macetas plasticas conteniendo tierra fértil y 15 dias después,
sin ser expuestas a ningun tratamiento, fueron utilizadas como plantas
hospederas de los insectos para los ensayos con B. bassiana. Tanto
insectos como plantas fueron trasladados al CIDEFI. En el ensayo, se
utilizaron los adultos obtenidos de ambos tratamientos (control vy
subsimbiodticos) de 0-48 h de emergidos.

Preparacion del inéculo: B. bassiana CEP147 y CEPOO2 se incubaron

en SDAY1/4 durante 10 dias a 26 °C y en oscuridad. A partir del micelio se

129



cosecharon los conidios y se suspendieron en Tween 20 0,01% V/v. La
cuantificacion de los mismos se efectué en camara de Neubauer y la
suspension se ajustd a una concentracion de 1 x108 conidios/ml.

Acondicionamiento del ensayo: Se realizaron cuatro tratamientos
por cada aislado con un total de tres réplicas independientes por
tratamiento. Cada réplica contd con 10 insectos, cinco hembras y cinco
machos (30 insectos totales por tratamiento), sobre cinco plantas de avena
dentro de una botella plastica de 250 cm?® que permitid a las plantas estar
en contacto con agua esterilizada para mantenerse frescas. Cada grupo de
insectos fue asperjado aleatoriamente con 300 pl de la suspension de
conidios anteriormente mencionada o con 300 pl de Tween 20 0,01% VA,
mediante un aerdgrafo profesional (modelo 180 con una boquilla de
0,25-0,3 mm de diametro y una copa de 9 ml de capacidad). Los
tratamientos fueron los siguientes: (i) Insectos con carga natural de YLS
asperjados Unicamente con Tween. (ii) Insectos subsimbiéticos
asperjados Unicamente con Tween. (iii) Insectos con carga natural de
YLS asperjados con la suspensidon de conidios. (iv) Insectos
subsimbidéticos asperjados con la suspension de conidios. Luego de la
aspersion, las botellas fueron selladas con un film en la parte superior para
mantener la humedad que requieren los conidios para la germinacion y
retener a los insectos a modo de jaula. Se realizaron microperforaciones en
el film para permitir la oxigenacion del sistema. El ensayo fue trasladado a
un fitotron para mantener las condiciones de temperatura (24 + 2°Q),
fotoperiodo (16 h luz 8 h oscuridad) y humedad relativa (98-99%) dentro de
las jaulas . Al dia siguiente se reemplazo el film por tela de voile.

Registro de mortalidad: Se cuantificdé diariamente el niumero de
insectos muertos dentro de cada jaula durante siete dias. Los insectos
muertos se retiraron de las botellas y se esterilizaron superficialmente
sumergiéndolos unos segundos en forma consecutiva en etanol 70%, agua
destilada estéril, NaClO 0,5% y nuevamente agua destilada estéril.

Finalmente, se los colocd en camaras humedas (capsulas de Petri de 60
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mm de diametro provistas de algodon humedecido con agua destilada
estéril y papel de filtro) para estimular el desarrollo externo de micelio
(condicidn necesaria para la dispersion del indculo y la propagacion del
mismo dentro de la poblacion de la plaga a controlar). Las camaras
humedas se incubaron durante tres a cuatro dias a 26°C en oscuridad y se
registré el numero de insectos que desarrollaron micelio externo.

El ensayo se repitid dos veces en el tiempo para cada aislado,

contando con un total de 60 insectos por tratamiento.

5.2.3.2 Analisis estadistico

La capacidad biocida de los aislados B. bassiana CEP147 y CEPOO2
frente a D. kuscheli se estimd mediante el analisis de curvas de
supervivencia, utilizando un modelo de regresion de Cox mixto o regresion
de riesgos proporcionales (del inglés proportional hazards regression). La
variable respuesta fue el tiempo en dias que transcurridé entre el comienzo
del experimento hasta la muerte de un insecto o hasta finalizar el
experimento (siete dias). La variable explicativa fue el “tratamiento”,
categorica y de efectos fijos. Se introdujeron como variables de efectos
aleatorios las “réplicas” y la “repeticion en el tiempo”. Se verificd la
proporcionalidad de riesgos y se confirmo que se cumplieran los supuestos
del modelo.

Los analisis se realizaron utilizando el software estadistico R version
421 (R Core Team, 2022), con el paquete coxme (Therneau, 2022). El nivel
de significancia empleado fue 0,05 y se consideraron significativas aquellas
pruebas con P < 0,05. Se utilizoé el paguete multcomp (Hothorn et al., 2022)
para realizar comparaciones de medias entre las curvas. Los graficos de las
curvas de supervivencia se realizaron con el paquete survminer
(Kassambara y Kosinski, 2022).

A su vez, se utilizd la prueba de Chi-cuadrado para evaluar por un

lado, las diferencias entre la mortalidad porcentual acumulada y por otro,
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las diferencias en la proporcion de insectos muertos que desarrollaron
micelio externo entre los insectos con carga hatural de YLS en
comparacion a los insectos subsimbiodticos, expuestos a cada aislado

fungico.

5.3 Resultados

5.3.1 Seleccién de fungicidas compatibles con el desarrollo de los aislados B.

bassiana CEP147 y CEP0OO2

Se asumid que a mayor didmetro del halo de inhibicion del
crecimiento micelial de B. bassiana frente a un fungicida, mas susceptible

fue el hongo a dicho fungicida (Fig. 5.1).

Fig. 5.1 Inhibiciéon del crecimiento micelial de Beauveria bassiana por efecto
de los fungicidas. (A) CEP147 y (B) CEPOO2. (1) P, (2) PT, (3) PE, (4) PEF, (5) PCy (6)
T.

Los datos obtenidos mostraron una interaccion significativa entre el
aislado de B. bassiana y el tratamiento con fungicida (x* =79,24; gl=5;
P<0,0001), lo que indica que el efecto de un mismo fungicida sobre el
crecimiento de B. bassiana y formacion del halo de inhibicion alrededor

del disco, no fue el mismo para cada aislado fungico. Sin embargo, los
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discos cargados con los fungicidas P y PT fueron los que ocasionaron una
menor inhibicion del crecimiento micelial (tanto de B. bassiana CEP147
como de B. bassiana CEP002), evidenciada por halos de menor diametro

en comparacioén con los fungicidas restantes (Fig. 5.2).

Bb CEP147 Bb CEP002
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PEF PC T PE PEF PC T

Tratamiento

Fig. 5.2 Tamafo del halo de inhibicién del crecimiento micelial generado por
los distintos fungicidas en los aislados B. bassiana CEP147 y CEP002. Se
muestran las medias estimadas por el modelo y sus IC 95%. Letras distintas sobre
cada barra denotan diferencias significativas entre los fungicidas segun el aislado
fungico. P= protioconazol, PT= protioconazol y trifloxistrobin, T= tebuconazol, PC=
picoxistrobin y ciproconazol, PE= piraclostrobin y epoxiconazol, PEF=

piraclostrobin, epoxiconazol y fluxapiroxad.
A su vez, la inhibicion del crecimiento micelial por accion del

fungicida PT no presentd diferencias significativas entre ambos aislados,

registrandose en promedio halos de 10,76 mm (IC 95% 9,25 — 12,25 mm)
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para el aislado CEP147 y de 12,19 mm (IC 95% 10,69- 13,69 mm) para el
aislado CEPOO2 (Fig. 5.3).
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Diametro del halo (mm)

Aislado fungico

Fig. 5.3 Tamano del halo de inhibicién del crecimiento micelial generado por
los distintos fungicidas en los aislados B. bassiana CEP147 y CEP002. Se
muestran las medias estimadas por el modelo y sus IC 95%. Letras distintas sobre
cada barra denotan diferencias significativas entre los aislados fungicos segun
cada fungicida. P= protioconazol, PT= protioconazol y trifloxistrobin, T=
tebuconazol, PC= picoxistrobin y ciproconazol, PE= piraclostrobin y epoxiconazol,

PEF= piraclostrobin, epoxiconazol y fluxapiroxad.

5.3.2 Efecto de la reduccion del ndmero de YLS de Delphacodes kuscheli

sobre la capacidad biocida de Beauveria bassiana. Ensayos de

patogenicidad y virulencia

Se encontraron diferencias significativas en la supervivencia de los

insectos entre tratamientos, tanto para los ensayos realizados con el aislado
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B. bassiana CEP147 (x* = 76,21; gl= 3; P<0,001) como con B. bassiana
CEPO0O02 (x* =66,84; gl= 3; P<0,001). Es decir, la supervivencia dependié del
tratamiento aplicado a los insectos. Para ambos aislados fungicos se
observo el mismo patron. La probabilidad de supervivencia de los insectos
con carga natural de YLS asperjados con la suspension de conidios de B.
bassiana fue significativamente menor en comparacion a la del resto de
los tratamientos, seguida por la probabilidad estimada para insectos
subsimbiodticos asperjados con la suspension de conidios de B. bassiana.
No se encontraron diferencias entre las curvas de supervivencia de
insectos con carga natural de YLS e insectos subsimbiodticos, ambos
asperjados Unicamente con Tween (Fig. 5.4).

A su vez, la probabilidad de supervivencia de los insectos con carga
natural de YLS tratados con la suspension de conidios de B. bassiana
CEP147 disminuyd significativamente a un 38% al quinto dia. En cambio, la
probabilidad de supervivencia de los insectos subsimbidticos se mantuvo
por encima del 50% hasta el séptimo dia. De manera similar, la
probabilidad de supervivencia de los insectos con carga natural de YLS
tratados con la suspension de conidios de B. bassiana CEP002 disminuyo
significativamente a un 30% al quinto dia. En cambio, la probabilidad de
supervivencia de los insectos subsimbidticos se redujo a menos del 50% al
séptimo dia, cuando se dio por finalizado el ensayo (Fig. 5.4, Anexo 5.5,

Tabla 1).
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Fig 5.4 Probabilidad de supervivencia de insectos con carga natural de YLS y
subsimbiéticos expuestos a los aislados Beauveria bassiana CEP147 (A) y
CEP002 (B), durante siete dias. Las lineas representan la media y el area
sombreada el intervalo de confianza del 95%. Las letras distintas de cada curva
denotan diferencias significativas entre los tratamientos. C= Insectos con carga
natural de YLS asperjados uUnicamente con Tween (n=60). PT= Insectos
subsimbidticos asperjados Unicamente con Tween (n=60). Bb= Insectos con carga
natural de YLS asperjados con la suspension de conidios (n=60). Bb + PT= Insectos

subsimbidticos asperjados con la suspension de conidios (Nn=60).

Asimismo, en los tratamientos con ambos aislados fungicos se
observd una mortalidad porcentual acumulada significativamente mayor
en los insectos con carga natural de YLS que en los subsimbidticos (B.
bassiana CEP147: x* =17,542, gl= 1, P<0,001. B. bassiana CEP002: x* =6,3375,
gl=1, P= 0,012) (Tabla 5.1). En contraposiciéon, no se encontraron diferencias
significativas en la mortalidad observada bajo los tratamientos con ambos
aislados fungicos entre la proporcidon de insectos con carga natural de YLS
y subsimbidticos que desarrollaron micelio externamente (B. bassiana
CEP147: x*>= 2,57, gl=1; P= 011 y B. bassiana CEP002: x>= 0,033; gl=1; P =
0,8571) (Tabla 5.2).

Tabla 5.1. Mortalidad total observada en los tratamientos con los aislados B.
bassiana CEP147 y CEPOO2. Se compara la mortalidad porcentual acumulada de
los tratamientos (Bb= Insectos con carga natural de YLS asperjados con la
suspension de conidios vs. Bb + PT= Insectos subsimbidticos asperjados con la
suspension de conidios) para cada aislado fungico. En las columnas se indican los
tratamientos, el numero inicial de insectos vivos al comienzo de los ensayos, el
Nnumero total de insectos muertos al final de los ensayos, el porcentaje de
mortalidad acumulada. P > 0,05= ns; . = marginalmente significativa; * = P < 0,05; **

=P <0,01;** =P < 0,001
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Total de | Mortalidad total | Mortalidad porcentual
insectos acumulada acumulada
Tratamiento n n % X2 P
Bb CEP147 60 50 83,33 17,54 | < 0,007***
Bb CEP147 +
PT 60 27 45
Bb CEP002 60 47 78,33 6,34 0,071**
Bb CEPOO2 +
PT 60 33 55

Tabla 5.2. Proporcion de insectos muertos con carga natural de VYLS vy
subsimbidticos bajo los tratamientos con B. bassiana CEP147 y CEPO002 que
desarrollaron micelio externamente en relacion al ndmero total de insectos
muertos. Bb= Insectos con carga natural de YLS asperjados con la suspension de

conidios , Bb + PT= Insectos subsimbiodticos asperjados con la suspension de

conidios.
Total de insectos Insectos muertos que
muertos desarrollaron micelio externo

Tratamiento n n % X P

Bb CEP147 50 44 88 2,57 on
Bb CEP147 +

PT 27 19 70,37
Bb CEP002 47 35 74,47
Bb CEP002
+ PT 33 26 78,79 0,033 | 0,86
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Fig. 5.5. Ensayo de patogenicidad. (A) Cultivo esporulado de Beauveria bassiana

a partir del cual se prepara el indculo. (B) Jaulas con 10 insectos a los que se les
aplicaron los tratamientos. (C) Ejemplar de Delphacodes kuscheli infectado con
Beauveria bassiana. (D) Detalle de una camara humeda con siete insectos

mostrando el desarrollo externo de micelio.

5.4 Discusion

La mayoria de las investigaciones relacionadas con microorganismos
gue participan en la defensa de los insectos hospederos contra sus
enemigos naturales se han centrado principalmente en simbiontes
facultativos bacterianos (Vorburger y Perlman, 2018; Zytynska et al., 2021).
Para este capitulo, abordamos el estudio del sistema que comprende a la
chicharrita D. kuscheli, a sus endosimbiontes fungicos obligados (YLS) y al
hongo entomopatdgeno B. bassiana, con el objetivo principal de evaluar si
los YLS contribuyen de alguna manera en la protecciéon del insecto frente a
este patdégeno.

Los ensayos in vitro mediante discos de antibiograma permitieron
seleccionar al fungicida PT para utilizarlo en los ensayos in vivo. Este
fungicida se seleccion6 debido a que: (i) resultd ser el mas compatible con
el desarrollo de ambos aislados de B. bassiana, (ii) fue uno de los que mas
redujo el numero de YLS (Capitulo 2, seccion 2.3.2), (iii) provocd una
disminucién general en el desempeno del insecto (Capitulo 3) y (iv) causd
alteraciones en la cuticula y en la melanizacion de la misma (Capitulo 3,

seccion 3.3.4).
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Contrariamente a lo esperado, al comparar las curvas de
supervivencia de los insectos tratados con la suspension de conidios de
ambos aislados fungicos, se detectdé una menor probabilidad de
supervivencia en los insectos con carga natural de YLS respecto de los
subsimbiodticos, es decir, se redujo la capacidad biocida de ambos aislados
de B. bassiana en insectos subsimbiodticos. Dichos resultados también se
vieron reflejados en la mortalidad porcentual acumulada de los insectos al
finalizar el experimento. Tanto en los tratamientos con el aislado B.
bassiana CEP147 como con B. bassiana CEPO002, se observaron los
mayores porcentajes de mortalidad acumulada cuando fueron inoculados
sobre insectos con carga natural de YLS (83,33% y 78,33% respectivamente)
en comparacion a insectos subsimbidticos (45% y 55%, respectivamente).
Consecuentemente, el tiempo de accion de ambos aislados de B. bassiana
también se vio afectado por el tratamiento, observandose un retraso en la
mortalidad de los insectos subsimbidticos. Asimismo, tanto los insectos
muertos con carga nhatural de YLS como los subsimbidticos tratados con
ambos aislados fungicos, mostraron mas de un 70% de desarrollo externo
de micelio. Esto indica que la infeccion fungica fue efectivamente la
principal causa de muerte y que la carga de YLS no afectd la ultima etapa
del ciclo infectivo de B. bassiana, posibilitando la normal dispersion del
indculo y la posible propagacion del mismo en la poblacion del insecto.

Son numerosos los registros de proteccidon mediada/conferida por
simbiontes en insectos, principalmente por parte de bacterias facultativas
qgue hacen que sus hospederos sean mas resistentes al ataque de
enemigos naturales (Boucias et al, 2018; Wang et al., 2023), entre otros
factores, por la produccion de toxinas (Oliver y Perlman, 2020). Por
mencionar algunos ejemplos, se encuentra la interaccion entre Paederus
sp (Coleoptera: Staphylinidae) y bacterias del género Pseudomonas, donde
los simbiontes secretan pederina (Kellner, 2001, 2002), una toxina que evita
que las larvas del coledptero sean comidas por arahas lobo (Kellner y

Dettner, 1996). O entre Drosophila neotestacea Grimaldi, James y Jaenike y
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distintas cepas de Spiroplasma, donde la presencia de las bacterias impide
gue las moscas infectadas con un nematodo parasito pierdan la fertilidad y
ademas favorecen a que los nematodos practicamente no produzcan
juveniles infecciosos (Jaenike et al, 2010). Ademas, ciertas cepas de
Spiroplasma en otras especies de Drosophila, ocasionan la muerte de
larvas de avispas parasitoides (Xie et al., 2010, 2014). También algunas cepas
de Spiroplasma, Regiella, Rickettsia y Rickettsiella, protegen al afido
Acyrthosiphon pisum contra el entomopatdégeno Pandora neoaphidis
(Zygomycetes: Entomophthorales), reduciendo la mortalidad de los
pulgones y la esporulacion del hongo (Scarborough et al., 2005; tukasik et
al., 2013). Asimismo, los géneros Lagria sp y Ecnolagria sp (Coleoptera:
Lagriinae) albergan bacterias del género Burkholderia que protegen a sus
huevos y larvas de hongos patégenos mediante la produccion de toxinas
(Florez y Kaltenpoth, 2017; Fldrez et al., 2018).

Por otro lado, son escasos los registros de simbiontes nutricionales
obligados que participan en la defensa de sus hospederos y, hasta nuestro
conocimiento, en ninguno de ellos intervienen endosimbiontes fungicos.
Un ejemplo es el reportado por Nakabachi et al. (2013) en el psilido de los
citricos Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae). El insecto
alberga en su bacterioma a Candidatus Profftella armatura, un
endosimbionte nutricional obligado, cuyos genes se encuentran dedicados
a la sintesis de riboflavina, biotina y de diaforina, un metabolito citotdoxico
gue se asemeja a la pederina de los escarabajos Paederus (Gill et al., 2017).
Un segundo ejemplo es el reportado por Kanyile et al. (2022). Los
investigadores estudiaron el sistema formado por el escarabajo
Oryzaephilus surinamensis (L) y el endosimbionte nutricional obligado
Candidatus Shikimatogenerans silvanidophilus, que suplementa a su
hospedero con el precursor de la tirosina, aminoacido que interviene en la
formacion de la cuticula (Hirota et al, 2017; Engl et al.,, 2018; Kiefer et al,,
2021). Los escarabajos aposimbidticos obtenidos en laboratorio, exhibieron

una cuticula mas delgada y menos melanizada que los controles, y
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resultaron mas vulnerables ante el ataque de depredacion por aranas lobo
y a la infeccion fungica por B. bassiana. Los investigadores concluyeron
qgue las deficiencias en la cuticula de los escarabajos subsimbidticos
podrian ser la causa de su vulnerabilidad.

Como se detalld anteriormente, la reduccion experimental de los
endosimbiontes nutricionales obligados de D. kuscheli, los YLS, dio como
resultado un fenotipo de insectos caracterizado por una cuticula con
alteraciones en el patron general de coloracion y menos melanizada
(Capitulo 3, seccion 3.3.4). Este fenotipo fue consistente con lo observado
por Kanyile et al. (2022) y por otros investigadores en distintos grupos de
insectos donde se reduce o elimina experimentalmente la carga de sus
endosimbiontes (Kikuchi et al., 2016; Hirota et al., 2017; Duplais et al., 2021).
Sin embargo, a pesar de estas alteraciones en la cuticula, la probabilidad
de supervivencia de las chicharritas subsimbidticas asperjadas con la
suspension de conidios de B. bassiana fue mayor en comparacion a los
insectos con carga nhatural de YLS asperjados con la misma suspension.
También fue mayor la cantidad de dias que demoraron los insectos
subsimbidticos en morir a causa de la infeccion fungica.

La contradiccion entre los resultados obtenidos en los ensayos de
este capitulo y lo esperado basado en la literatura, deja en evidencia la
complejidad de las interacciones simbidticas y sus consecuencias en la
resistencia a patdégenos. Una posible explicacion para estos resultados
podria deberse a algun tipo de inhibicidn in vivo de los aislados fungicos
ocasionada por el fungicida utilizado para la reduccién de los YLS, que no
fue demostrada en las pruebas in vitro de antibiograma. Como se detalla
en el Capitulo 2, seccion 2.3.6, la reduccion de YLS se mantiene al menos
hasta el séptimo dia de los insectos en estado adulto. Pero los insectos no
fueron expuestos directamente al fungicida, sino que se colocaron sobre
las plantas 24 h posteriores a la aplicacion del mismo y fueron utilizados en
promedio 21 dias después de la aplicacion del fungicida (IC 95% 18-24), una

vez que mudaron al estado adulto. Por lo tanto, parece poco probable que
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esta haya sido la causa. Sin embargo, para obtener respuestas sobre una
posible incompatibilidad del fungicida seleccionado sobre B. bassiana,
seria necesario realizar un analisis quimico de los tejidos de insectos
subsimbidticos en busqueda de rastros del fungicida que puedan estar
afectando al entomopatdgeno.

Aun cuando en los trabajos mencionados anteriormente existe un
patron de proteccion mediada por simbiontes contra enemigos naturales,
cada sistema insecto-simbionte es particular y puede que la proteccion
conferida por un simbionte se limite a uno o pocos enemigos naturales y
no a otros. Un ejemplo es el reportado por Parker et al. (2013) donde
muestran que el endosimbionte facultativo bacteriano Regiella insecticola,
protege a ciertos pulgones del entomopatdégeno fungico especialista
Zoophthora occidentalis (Zygomycota: Entomophthorales) pero no de B.
bassiana que es un entomopatdogeno generalista que ataca también a
otros insectos. Por o tanto, seria interesante explorar la interaccion entre D.
kuscheli subsimbidticos y otros enemigos naturales, como parasitoides o
depredadores.

En bibliografia reciente, se han documentado casos donde la
presencia de simbiontes resultd ser directamente contraproducente para
la defensa del insecto ante ciertos enemigos naturales. Un estudio
realizado por Ramirez-Caceres et al. (2019) reveld que los pulgones que
alojaban a R. insecticola experimentaron una mayor depredacién y no
mejoraron sus defensas frente al coccinélido Hippodamia variegata
(Goeze). Adicionalmente, Inchauregui et al. (2023) mostraron que las
bacterias facultativas albergadas por ciertos pulgones, entre ellas R.
insecticola y Serratia simbiotica, confirieron mayor resistencia a sus
hospederos contra la infeccion ocasionada por el hongo entomopatégeno
especialista Pandora neoaphidis. Sin embargo, esta proteccion no resultdo
efectiva contra el hongo generalista Batkoa apiculata. Llamativamente, los
investigadores evidenciaron que los pulgones que albergaban una cepa

especifica de R. insecticola (CF7) fueron inclusive mas susceptibles a la
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infeccion por B. apiculata. Finalmente, Sinotte et al. (2018) informaron un
caso muy similar a lo observado en este capitulo de tesis. Ciertas hormigas
del género Camponotus se benefician de la suplementacion de nutrientes
por parte del endosimbionte bacteriano Blochmannia (Degnhan et al,
2004). Los investigadores encontraron que la reduccion experimental de
Blochmannia daba como resultado colonias con menor numero de
individuos, hormigas de menor tamano corporal y una cuticula mas claray
menos melanizada, lo que demostro la funcidon del endosimbionte en el
desarrollo general de las hormigas y en particular, de la cuticula. Se ha
reportado en varios insectos que el grado de melanizacion cuticular se
relaciona con una mayor resistencia a los patégenos (Evison et al., 2017,
Smith et al, 2021), aunque la melanina utilizada en la formacion de la
cuticula y la respuesta inmune (cicatrizacion de heridas o encapsulacion)
parecen estar reguladas por diferentes vias (Tang et al, 2006). En su
trabajo, los investigadores observaron que las hormigas con carga natural
de endosimbiontes exhibieron una mayor mortalidad después de la
exposicion al hongo entomopatéogeno Metarhizium brunneum, en
comparacion con las hormigas subsimbidticas. Esto sugiere que el
simbionte reduce la capacidad de las hormigas para defenderse de las
infecciones fungicas, a pesar de la baja disponibilidad de melanina para
ayudar a generar una respuesta inmune. Se sabe que las hormigas
Camponotus floridanus (Buckley) toleran al endosimbionte dentro de los
bacteriocitos y los ovarios y que alteran su expresion de
inmunomoduladores para reducir su respuesta inmune dentro de estos
tejidos (Ratzka et al, 2013, Kupper et al.,, 2016). Durante la infeccion, M.
brunneum puede romper fisicamente los tejidos y células del hospedero
con sus hifas, lo que permite al endosimbionte escapar de los bacteriocitos.
Esto podria provocar una respuesta inmune, analoga a una superinfeccion,
acelerando y aumentando la mortalidad de las hormigas. La hipotesis de
los investigadores podria ser explorada para D. kuscheli, ya que los YLS se

concentran en el interior de las células del cuerpo graso del abdomen y
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pueden ser liberados al resto del cuerpo del insecto durante la infeccion
del patdégeno. Se requeririan analisis histologicos que documenten la
progresion de la infeccion de B. bassiana dentro del cuerpo graso de D.
kuscheli, vinculados a un analisis de la expresion de genes inmunes para
comprender la base mecanicista de este fendmeno.

En resumen, los resultados de este capitulo desafian la concepcidon
convencional de que la presencia de endosimbiontes confiere resistencia a
sus hospederos ante los patdégenos. La reduccion de YLS parece haber
desencadenado respuestas que mejoraron la capacidad de D. kuscheli
para enfrentar el ataque del hongo entomopatogeno B. bassiana. Estos
hallazgos evidencian que la relacidn entre los endosimbiontes y la
resistencia a patdgenos no sigue un patron lineal y que factores
adicionales, tal vez en la regulacion inmunitaria, podrian haber tenido un
papel mas relevante en la determinacion de la susceptibilidad del insecto.
Los modelos tradicionales de “patdégeno-hospedero”, suponen una
interaccion directa entre ambas partes, sin ninguna interferencia de los
simbiontes asociados (Uma Devi et al, 2008; Valero-Jiménez et al., 2016;
Erper et al., 2022), por lo que seria necesario identificar y contemplar estas
interacciones tripartitas y los mecanismos subyacentes de proteccion para
mejorar la comprension de los factores que afectan la dinamica de estas

comunidades y planificar asi mejores estrategias de control.
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5.5 Anexo

Tabla 1. Numero de individuos que sobrevivieron por dia en cada tratamiento en

el ensayo con B. bassiana CEP147 (A) y en el ensayo con B. bassiana CEP0OO2 (B).

B. bassiana= Insectos con carga natural de YLS asperjados con la suspension de

conidios. B. bassiana + PT= Insectos subsimbidticos asperjados con la suspension

de conidios. C= Insectos con carga natural de YLS asperjados unicamente con

Tween. PT= Insectos subsimbiodticos asperjados Unicamente con Tween.

A
Tratamientos
Dias de ensayo | B. bassiana CEP147 | B. bassiana CEP147 + PT| C PT
(0) 60 60 60 | 60
1 59 60 60 | 60
2 57 59 58 60
3 57 58 56 60
4 54 53 55 59
5 23 45 54 59
6 16 38 53 54
7 10 33 53 54
B
Tratamientos
Dias de ensayo | B. bassiana CEP002 |B. bassiana CEP002 + PT| C PT
(0] 60 60 60 60
1 59 58 60 59
2 58 58 60 58
3 54 58 60 58
4 38 50 58 55
5 18 37 57 55
6 16 33 57 55
7 13 27 56 49
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Tabla 2. Mortalidad confirmada por infeccidon fungica de los aislados B. bassiana
CEP147 y CEPOO2. Se compara la mortalidad porcentual acumulada de los
tratamientos (Bb= Insectos con carga natural de YLS asperjados con la suspension
de conidios vs. Bb + PT= Insectos subsimbioticos asperjados con la suspension de
conidios) para cada aislado fungico. El n inicial (total de insectos) esta compuesto
de los insectos que sobrevivieron al finalizar el ensayo + los insectos en los que
luego de morir mostraron desarrollo de micelio externamente, descartando a
aquellos cuya mortalidad no fue confirmada por infeccion fungica. Se realizé una
prueba de Chi-cuadrado aplicando la correccion de Yates. * = P < 0,05; ** = P < 0,07,
k= P < 0,001. Se observa que hay significativamente mayor proporcién de
insectos muertos en los tratamientos de B. bassiana CEP 147 Y CEP 002 con carga

natural de YLS en comparacion a los subsimbidticos.

Totalde [Insectos | Insectos muertos con
insectos vivos micelio externo
Tratamiento n n n % X P
Bb CEP147 54 10 44 81,48 20,37 | < 0,007 ***
Bb CEP147 + PT 52 33 19 36,54
Bb CEP002 48 13 35 72,92 5,04 0,024 *
Bb CEPOO2 + PT 53 27 26 49,06
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> consideraciones finales
y perspectivas futuras




6.1 Conclusiones generales

En el marco de esta tesis, se busco evaluar la respuesta en distintos
aspectos de la biologia de Delphacodes kuscheli frente a la reduccion de
sus endosimbiontes mutualistas fungicos, los YLS. Ademas, se propuso
investigar la capacidad biocida del hongo entomopatdégeno Beauveria
bassiana ante la disminucion de los YLS en el insecto hospedero. Se
selecciond a D. kuscheli como modelo bioldgico debido a su papel como
principal vector del virus del Mal de Rio Cuarto del maiz, y a B. bassiana
por ser un patogeno efectivo contra esta chicharrita. Cabe destacar que las
metodologias y técnicas empleadas para alcanzar dichos objetivos podrian
adaptarse y aplicarse a futuros estudios sobre otras especies de delfacidos
y hongos entomopatogenos. Con este enfoque integral, se pretendid
establecer las bases para futuras estrategias de control de plagas mas

efectivas y sostenibles.

A continuacion, se detallan los resultados y conclusiones mas

relevantes:

e Se desarrolld con éxito un protocolo para reducir el niUmero de YLS
en D. kuscheli mediante la aplicacion de fungicidas sistémicos en las
plantas hospederas de estos insectos. La combinacion mas efectiva
para la obtencion de adultos subsimbidticos, fue la aplicacion de 500
ul [0,1%] del fungicida CRIPTON® (protioconazol y trifloxistrobin) en
plantas de avena sobre las que se alimentaron ninfas de tercer
estadio, logrando mas del 80% de reduccién de YLS en hembras y
mas del 59% en machos.

Es la primera vez que se desarrolla una técnica que implica el uso de
fungicidas en la reduccion de YLS para estudios de laboratorio en un
delfacido neotropical. Contar con este protocolo, permitié evaluar la

relevancia de los YLS en el fithess del insecto.
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e Las ninfas de tercer estadio, alimentadas sobre plantas tratadas con
el fungicida CRIPTON® (protioconazol y trifloxistrobin), exhibieron
una tasa de mortalidad elevada, aproximadamente del 50%,
experimentaron un incremento en el tiempo de desarrollo ninfal y
emergieron como adultos de pequeno tamano, con cuticulas poco
melanizadas. Ademas, las hembras acumularon mayor cantidad de
acido drico en sus tejidos. Asimismo, los adultos tuvieron una baja
capacidad para reproducirse, dejando escasa o nula descendencia.
Los efectos de la reduccion de los YLS no sdélo reflejaron la
contribucién nutricional de estos endosimbiontes a D. kuscheli sino
también la importancia de contar con técnicas de reduccion de
endosimbiontes in vivo para dilucidar las interacciones nutricionales

en esta simbiosis mutualista.

e |a técnica Electrical Penetration Graph reveld que las hembras
subsimbidticas modificaron su comportamiento alimentario. Las
mismas, demoraron mas tiempo en insertar los estiletes en el tejido
vegetal, realizaron un mayor numero de pruebas hasta localizar el
floema y tardaron mas en lograr la ingestion. Ademas,
permanecieron mas tiempo sin insertar los estiletes en el tejido
vegetal y menos tiempo ingiriendo savia floematica en comparacion
al control.

Estos resultados reflejan que la seleccion y explotacion de la planta
hospedera como recurso nutricional no solo esta determinada por
las capacidades metabdlicas de los propios insectos, sino también,
por su microbiota asociada. Las interacciones mutualistas pueden
tener un papel crucial en la diversificacion evolutiva de los insectos
fitéfagos que se alimentan de savia al facilitar la expansion hacia

nuevos nichos ecoldgicos.
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e E| fungicida PT demostré ser el mas compatible de los seis
fungicidas testeados in vitro frente a los aislados B. bassiana CEP147
y CEPOO0O2. Los adultos subsimbidticos mostraron una mayor
resistencia frente a ambos aislados fungicos, evidenciada por una
mayor probabilidad de supervivencia y un retraso en la mortalidad
en comparacion a los insectos con carga natural de YLS. Estos
resultados sugieren que los YLS no confieren resistencia frente a B.
bassiana, sino por el contrario, su presencia hace que los insectos
resulten mas susceptibles al ataque de este entomopatdgeno. Esta
evidencia refleja que los costos y beneficios de la simbiosis pueden
cambiar, produciendo resultados negativos o positivos segun las
diferentes circunstancias a las que se enfrenta el insecto. Los YLS que
son obligados para el normal desarrollo de D. kuscheli, parecen ser

contraproducentes frente al ataque de este entomopatogeno.

Estos hallazgos en conjunto destacan que Delphacodes kuscheli, al
igual que otros insectos, ya no deben considerarse como organismos
aislados y, en su lugar, deben estudiarse abarcando a los simbiontes con
los cuales interactUan. Es evidente que la microbiota asociada influye en el
desarrollo, la fisiologia, la supervivencia y posiblemente también, en la

inmunidad de sus hospederos.

6.2 Consideraciones finales y perspectivas futuras

De los resultados de esta tesis, se desprenden varias lineas para ser

exploradas en investigaciones futuras, las cuales se detallan a continuacion:
e Incorporar técnicas de silenciamiento génico dirigidas a inhibir la

actividad de genes vitales para los YLS. De esta manera se lograria

disminuir los efectos colaterales que pueden tener el “shock térmico”
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o los fungicidas utilizados para reducir el numero de YLS y mejorar el

estudio de esta interaccidon simbidtica.

Secuenciar el genoma de los YLS a fin de conocer las funciones
especificas que estos cumplen y analizar el transcriptoma del cuerpo
graso de D. kuscheli, principal tejido que aloja a los YLS, a fin de
identificar posibles diferencias entre los patrones de expresion

génica en insectos controles y subsimbidticos.

Evaluar la participacion de los YLS en procesos fisiologicos de D.
kuscheli tales como el desarrollo embrionario, el metabolismo del

esterol, la muda , esclerotizacion y melanizacion de la cuticula.

Investigar la participacion de los YLS en relacion al reconocimientoy
aceptacion de la planta de avena por parte de los insectos.
Particularmente si  estos endosimbiontes pueden intervenir
indirectamente en la sintesis de proteinas salivales necesarias para el

proceso de alimentacion.

Examinar si el retraso en la insercion de los estiletes y la demora en |a
localizacion e ingestion del floema también ocurre en ninfas
subsimbiodticas. Ya que las demandas nutricionales de los insectos
cambian a lo largo de su ciclo de vida para cumplir con las
necesidades de crecimiento, es posible que la alimentacion se vea
alterada de acuerdo con la etapa de desarrollo del insecto o inclusive
con el sexo, por lo que seria interesante examinar el comportamiento

alimentario en estadios ninfales y en machos adultos.
Estudiar la interaccion de D. kuscheli subsimbidticos con otro

hospedante como el maiz que no resulta preferencial para el insecto

y si, de alguna manera, la reduccion en el numero de YLS afecta su
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competencia vectorial en la transmision del virus del Mal de Rio

Cuarto.

Explorar la interaccion entre D. kuscheli subsimbidticos y otros
enemigos naturales ya que cada sistema insecto-simbionte es
particular. Podria ser frente a otros hongos entomopatdgenos o

frente a parasitoides y depredadores.

Realizar analisis histolégicos que documenten la progresion de la
infeccion de B. bassiana dentro del cuerpo graso del insecto,
vinculados a un analisis de la expresion de genes inmunes para
comprobar si la abundancia de YLS puede ser perjudicial para D.

kuscheli frente a este hongo patdgeno a nivel del sistema inmune.
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