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Presentacidn

A finales de 2004 y a principios de 2011 los habitantes de la peninsula de Paria del
estado Sucre sintieron nuevamente el azote de una plaga: Hylesia metabus, coman-
mente conocida como «palometa peluda». Durante el ciclo de vida de este insecto en
la fase de imago o adulto, millones de mariposas revolotean alrededor de la luz de los
postes del alumbrado publico y de los bombillos de las casas y arrojan al ambiente
cantidades enormes de setas urticantes. La incrustacion de estas espiculas en la piel de
las personas produce un prurito intenso y erupciones cutdneas que pueden persistir
por semanas. Esta invasién de palometas obliga a que durante muchos dias los po-
bladores de Paria tengan que pasar las noches a oscuras y durante el dia permanecer
encerrados en sus casas; y los comercios y escuelas cerradas, ya que el ambiente con-
tintia impregnado de setas urticantes.

Este grave problema de salud fue asumido directamente por el Gobierno Nacional
a través del Ministerio del Poder Popular para la Ciencia, Tecnologia e Innovacién,
organismo que aprobd un importante financiamiento para el Proyecto Reto Hylesia
metabus. Asi fue que a inicios del afio 2005 un grupo de investigadores se unieron
para mejorar sustancialmente el conocimiento que se disponia sobre la biologfa,
control y la identificacién de las sustancias urticantes de esta plaga y, de esta manera,
en sintonia con los organismos de salud y la comunidad, producir informacién que
podria ser luego utilizada para una mejor gestién de esta plaga. El Proyecto Reto
se dividié en ocho subproyectos: genética, biodiversidad, microbiologfa (bacterias y
hongos), feromonas, monitorizacién, bioquimica, inmunologfa y educacién y par-
ticipacién ciudadana, dirigidos por los responsables de importantes laboratorios e
institutos de investigacion de las Universidades de Oriente (UDO), Central de Ve-
nezuela (UCV), Simén Bolivar (USB) y del Instituto Venezolano de Investigaciones
Cientificas (IVIC), acompafiados por organismos oficiales del estado Sucre, como la
Gerencia de Saneamiento Ambiental, Fundasalud y Fundacite Sucre. Desde el prin-
cipio se trabajé en un equipo bien coordinado, con espiritu de servidores publicos
y en el que la participacién y el mantener informada a la comunidad afectada eran
fundamentales. Asi fue como los profesores: Frances Osborn, José Vicente Herndn-
dez, Melfran Herrera, Herndn Cequea, Ulf Lundberg, José Clavijo, Blas Dorta,
Vidal Rodriguez Lemoine, Roxana Gajardo, Mariolga Berrizbeitia, y sus equipos de
investigadores asociados comenzamos a reunirnos trimestralmente, para compartir
los avances de los subproyectos.

Mientras fui presidente de Fundacite Sucre, organismo adscrito al Ministerio del
Poder Popular para la Ciencia, Tecnologfa e Innovacién, me correspondié coordinar
los aspectos administrativos del proyecto, al tiempo que la entomdloga Frances Os-
born dirigié durante tres afios la parte académica. El trabajo se inici6 de inmediato,
ya que desde finales de 2004 y principios de 2005 las poblaciones de Hylesia metabus
eran tan altas que se hacfa imposible contabilizarlas y el malestar y las protestas de
los habitantes de los municipios Benitez, Cajigal, Libertador y Marino del estado
Sucre eran permanentes. Los resultados iniciales del subproyecto sobre monitoriza-
cién reportaron la ubicacién y distribucién de edades de las mayores concentracio-
nes de larvas de la palometa peluda, lo que ayudé a dar indicios a los funcionarios
del Ministerio del Poder Popular para la Salud, para que las costosas fumigaciones

Jesus NORIEGA RODRIGUEZ
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adreas se hicieran en los lugares y las fechas convenientes y, a su vez, se organizaron
cuadrillas de la comunidad y de la Gerencia de Saneamiento Ambiental de Funda-
salud del estado Sucre y la Organizacién no Gubernamental Funmesaludca, que
guiadas por los equipos de monitorizacién, educacién y participacién ciudadana,
se encargaron de instalar trampas de luz y recorrer los canos de los manglares para
erradicar directamente las masas de larvas. Este esfuerzo conjunto de investigadores,
comunidad y gobierno dio resultados y para noviembre de 2005 comenzé a decaer
la presencia de mariposas en las comunidades.

Durante los siguientes tres anos del proyecto, las permanentes labores de monitoriza-
cién, control, junto al trabajo comunitario, principalmente en las escuelas y liceos de
la zona, la presencia de H. metabus en las poblaciones bajé notablemente y no hubo
reportes de alarmas en los centros de salud por casos de dermatitis. A la par, el tra-
bajo en los centros de investigacion asociados al proyecto se continu6 Para encontrar
potenciales biocontroladores en su fase larval, también se estudid si la aplicacién del
producto Dipel®, utilizado por el Ministerio del Poder Popular para la Salud en las
aspersiones aéreas ocasiona impactos negativos en otras especies de insectos. Ademds,
se avanzd en la identificacién de la feromona sexual de la polilla para ser utilizada,
como agente atrayente, en nuevas trampas y asi reemplazar a las actuales que requie-
ren de generadores eléctricos. Se estudié la genética de la especie para revisar posibles
polimorfismos, se identificaron cepas de Bacillus thuringiensis en los suelos y las lar-
vas muertas de H. metabus, se identificé una cepa autéctona del hongo, Beauveria
bassiana patdgena para las larvas y pupas, y se realizaron ensayos bioquimicos para
caracterizar la sustancia urticante y sus efectos clinicos, con el fin de recomendar los
medicamentos y tratamientos adecuados para aliviar a las personas afectadas.

Este libro coloca a disposicién del pablico los resultados de esas investigaciones. To-
davia falta mucho por estudiar sobre H. metabus en especial, los ciclos de vida de los
enemigos naturales de este insecto y métodos de cria para usarlos como alternativa
de control, sobre todo porque en los primeros meses del ano 2011, nuevamente se
reportaron invasiones de la palometa peluda en varias localidades del estado Sucre;
por ello, es necesario continuar con el reto de mantener controladas definitivamente
las poblaciones de esta especie. Tal vez después del afio 2008, vista la poca presencia
del insecto, hubo un descuido y se dejé de hacer las labores de control y monitori-
zacion con el resultado que ahora tenemos, otra vez interrumpidas las actividades
socioeconémicas de muchos poblados por la presencia de la palometa peluda. Este
equipo de investigadores nunca se desintegré y nuevamente estdn visitando la zona
para retomar nuestra tarea de poner la ciencia al servicio de la gente y continuar
la magnifica labor de unirnos con la comunidad en la solucién de sus problemas.
Como ciudadano, mi agradecimiento a los profesores universitarios e investigadores
que han participado en el proyecto y contribuido con hacer realidad el presente
libro, porque ellos son ejemplo de investigadores, que representan excelentes labora-
torios, para compartir sus experiencias con la gente y presentar en sencillas palabras
los resultados de sus investigaciones y, a la vez, escuchar con mucho respeto sus
observaciones y sugerencias.

El reto continda.

Prof. Jest's Nor1EGA RODRIGUEZ

Universidad de Oriente, Cumand

PRESENTACION
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Prologo

Las primeras descripciones de lesiones dermatolégicas producidas por lepidép-
teros datan de la Grecia antigua y el Imperio romano. En América la primera
descripcién se realiza en 1569.

Las lesiones producidas por los lepidépteros se denominan: erucismo, cuando
son debidas al contacto con las larvas (orugas), y lepidopterismo, cuando surgen
del contacto directo con la mariposa adulta o con sus setas dispersadas en el
ambiente. Ambos contactos generalmente se manifiestan por lesiones cutdneas
(prurito, urticaria, papulas) y en ocasiones vémitos, cefaleas y asma. Sin embar-
go, es de especial interés un sindrome hemorrdgico severo que se presenta des-
pués del contacto con las orugas (erucismo) del lepidéptero del género Lonomia
(Lonomia achelousy Lonomia obliqua), que fue descrito por primera vez en 1967
(Laboratorio de Coagulacién, Centro de Medicina Experimental (IVIC)), en
pacientes procedentes del estado Bolivar y luego de los estados Anzodtegui, Mo-
nagas, Apure, Amazonas y Delta Amacuro. Posteriormente, se han presentado
casos similares en la Guayana Francesa, Colombia, Pert y Brasil; en este tltimo
es un problema serio de salud, ya que entre 1989 y 2001 se registraron mds de
3000 casos. Aparte de este sindrome, cabe destacar una artritis deformante in-
ducida por el contacto con la larva de la polilla Premolis semirufa, denominada
vulgarmente pararama, entre los jornaleros que trabajan en las plantaciones de
caucho del norte de Brasil.

El género Hylesia (Hylesia metabus, Hylesia nigricans, Hylesia lineata, etc.), que
induce el cuadro clinico cutdneo descrito anteriormente, se distribuye desde
Arizona en los Estados Unidos de América hasta Argentina. En Venezuela, en
1923, se identificé la polilla Hylesia metabus (denominada vulgarmente palo-
meta peluda) en el estado Sucre y posteriormente en Monagas, Delta Amacuro,
sur del estado Zulia, Miranda y Nueva Esparta. En los estados Sucre, Monagas
y Delta Amacuro constituye un problema de salud publica en los meses en que
aparece la mariposa, con las manifestaciones clinicas caracteristicas del lepidop-
terismo, lo cual obliga a la poblacién a encerrarse en sus casas con el consecuen-
te ausentismo escolar y laboral; este tltimo de gran importancia econémica ya
que es una zona turistica y de explotacién petrolera y gasifera.

El problema descrito ha generado gran interés en los organismos dedicados a
la ciencia, salud y a la industria, lo cual ha propiciado, en buena medida, los
estudios que se presentan en este libro. Aunque es dable mencionar que ya des-
de 1937 se habian realizado algunas investigaciones de los aspectos bioldgicos,
clinicos y ecolégicos del insecto.

Los estudios realizados por un grupo multidisciplinario de investigadores de
la Universidad Simén Bolivar (USB), Universidad de Oriente (UDO), Univer-
sidad Central de Venezuela (UCV) e Instituto Venezolano de Investigaciones
Cientificas (IVIC), en colaboracién con la Gerencia de Saneamiento Ambiental
y Control de Endemias (Fundasalud-Sucre) y el apoyo financiero y administra-
tivo de Fundacite-Sucre, han culminado en la preparacién de este libro, titu-

CARMEN LuIsA AROCHA-PIRANGO
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lado Estudio multidisciplinario de la palometa peluda (Hylesia metabus), el cual
estd organizado en cuatro secciones y un apéndice de metodologia. En éstas se
incluye un holgado abanico de temas, que van desde la taxonomia y sistemdtica
hasta la gestién y control del insecto, pasando por varias materias relacionadas
con la biologfa y la biomedicina. Entre otros, se presentan los aspectos clinicos
inducidos por las toxinas de las setas del insecto, rasgos morfolégicos —macro y
microscépicos—, haciendo hincapié en la ultraestructura de las setas. Ademds,
se incluyen la caracterizacién bioquimica y el mecanismo de accién de las toxi-
nas, usando para ello animales de experimentacién. También se mencionan las
estrategias de vigilancia y control que se aplican actualmente, las cuales fueron
sustancialmente mejoradas mediante su sistematizacion, georreferenciacion y el
establecimiento de una sala situacional que genera productos que permiten las
mejores decisiones para retroalimentar el programa.

Ademis, es loable el que se hayan investigado métodos no quimicos para el
control de la poblacién de insectos; como son el uso de un larvicida biolégico,
un grupo de enemigos naturales (bacilos, parasitoides, hongos y microspo-
ridios), los cuales merecen estudios mds profundos sobre su potencial como
alternativas amigables en el control ecolégico de esta importante plaga de
salud publica. Por otra parte, la colocacién de trampas de luz donde se ubica
la poblacién de insectos ha logrado una disminucién de su abundancia con
resguardo del medio ambiente.

Es importante el que se hayan reunido en un solo libro todas estas investiga-
ciones. Para mi, ha sido un placer y un honor el haber prologado este libro, que
considero fundamental para el conocimiento de la palometa peluda, ya que
podra servir de modelo para investigaciones futuras en Venezuela, al igual que
en los paises vecinos (Brasil, Guayana Francesa, Trinidad y Tobago, Colombia
y también Argentina), donde se ha identificado a esta especie o algunas de las
otras pertenecientes al género y también como modelo para estudios de otros
insectos plaga.

Mis congratulaciones a los organismos que han propiciado estas investigaciones
y la publicacién del libro. Espero que otras entidades sigan su ejemplo y propi-
cien investigaciones similares.

CARMEN Luisa AROCHA-PINRANGO
Investigadora Emérita, IVIC

PrOLOGO
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INTRODUCCION

Rasgos de Hylesia metabus (Cramer, [1775])

José V. Hernandez E.™", Frances Osborn? y Melfran Herrera?
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*Coordinacion de Vigilancia Entomoldgica, Gerencia de Saneamiento Ambiental y Control de Endemias, Funda-
cion para la Salud del estado Sucre (Fundasalud), Cariipano, estado Sucre, Venezuela.
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El orden Lepidoptera comprende a todos los insec-
tos conocidos como polillas y mariposas. Estos tienen
una importancia ecoldgica y ambiental vital ya que, por
un lado, las plantas constituyen el sustrato para la ali-
mentacién de las larvas y, por otro, todas las fases del ci-
clo de vida: huevo, larva, pupa y adulto, son el alimento
de depredadores insectivoros e insectos parasitoides. Sin
embargo, este grupo ocupa el cuarto lugar entre los in-
sectos en orden de importancia para el hombre, luego de
los Coleoptera, Diptera e Hymenoptera (Scoble 1992).

Los lepiddpteros son insectos considerados benéfi-
cos o plagas, dependiendo de si compiten o no con las
actividades humanas. Se ha senalado que la polinizacién
de las flores se encuentra entre una de las mds importan-
tes funciones de la alimentacién de los imagos de Lepi-
doptera, lo cual es notable en el caso de algunas especies
pertenecientes a las familias Sphingidae, Hesperiidae,
Papilionidae, Noctuidae y Geometridae. No obstante,
ha sido documentado que los especimenes del orden no
presentan érganos especializados para la recoleccién del
polen Scoble (1992).

Una caracteristica muy importante de los lepidép-
teros es el potencial que tienen como bioindicadores de
la calidad ambiental; bien sea del grado de degradacién
de los habitats o por su fraccionamiento en pequenos
componentes (Kurdna 1986). Las mariposas, lepidép-
teros diurnos, son muy usadas como bioindicadores de
habitats terrestres en las zonas templadas y tropicales
(Scoble 1992; Pearson 1994; Paoletti 1999).

Desde el punto de vista de insectos plaga y de su
accion, traducida en términos de significado econémico
para el hombre, el grupo de las polillas puede ocasionar

grandes pérdidas al usar como sustrato alimenticio di-
ferentes partes de las plantas cultivadas o sus productos
cosechados y almacenados, y en algunos casos, proce-
sados. Representantes de las familias Tortricidae, Noc-
tuidae, Pyralidae, Sesiidae, Oecophoridae, Brassolidae y
muchas otras, incluyen miembros que son serias plagas
agricolas (Bastidas & Zavala 1995). Ademds, pueden
actuar como plagas de importancia en salud publica y
en actividades productivas o recreativas realizadas por el
hombre. Es conocido que algunas larvas de Megalopygi-
dae, Limacodidae, Saturniidae y algunos Nymphalidae,
Anthelidae, Lasiocampidae, Bombycidae, Eupterotidae,
Lymantriidae, Arctiidae y Noctuidae presentan setas y
espinas que contienen sustancias defensivas (Roth &
Eisner 1962). Por su parte, en los adultos, algunas fa-
milias también pueden presentar escamas o setas urti-
cantes, como por ejemplo en Notodontidae (Thaumeto-
poeinae), Lymantriidae, Arctiidae y Saturniidae. Como
también pueden producir sustancias urticantes en glin-
dulas tegumentales como por ejemplo en Zygaenidae
y Arctiidae (Rothschild ez a/. 1970). De interés para el
presente libro, la familia Saturniidae, tiene especies que
afectan la salud y las actividades humanas. Algunas es-
pecies, por ejemplo del género Hylesia, producen seve-
ras dermatitis y otras inclusive pueden causar la muerte,
como ha sido reportado en el caso de Lonomia (Casala et
al. 1967; Arocha-Pinango & Layrisse 1969; Jorg 1969;
Zaias et al. 1969; Grosshans & Pradinaud 1979; Du-
combs ez al. 1983; Dinehart ez al. 1985; Lamy & Werno
1989; Fernindez ez al. 1992; Glasser et al. 1993; Benve-
nuti ez al. 1998; Couppié ez al. 1998; Rodriguez-Acosta
et al. 1998; De Roodt et 2/. 2000; Salomén et al. 2005).

RAsGos DE Hyiesia MeTABUS (CRAMER, [1775])
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FAMILIA SATURNIIDAE

Alrededor del mundo existen unas 1.300 espe-
cies de satdrnidos identificadas, de las cuales la ma-
yorfa han sido descritas para la regién tropical del
nuevo mundo (Scoble 1992). La familia estd dividida
en nueve subfamilias, entre las cuales se encuentra
la subfamilia Hemileucinae que incluye a los géne-
ros Lonomia e Hylesia. Esta familia se caracteriza
por presentar adultos o imagos de tamano medio a
grandes: las polillas de mayor tamafio se encuentran
aqui representadas. La expansién alar generalmente
se encuentra sobre los 12 cm; normalmente presen-
tan el cuerpo cubierto con millones de diminutas es-
camas modificadas en forma de setas o espiculas de
diferentes formas; y casi siempre presentan manchas
parecidas a ojos en el centro de las alas, algunas ve-
ces de aspecto transparente. Algunas especies tienen
colores muy llamativos y con larvas ficiles de criar y
mantener, motivo por el cual son un atractivo para
aficionados y coleccionistas. Los machos generalmen-
te presentan antenas plumosas y cuadripectinadas,
especializadas en la recepcién de feromonas.

Como se ha sefalado, esta familia es importante
en el dmbito de la salud puablica, debido a la accién
de sus secreciones defensivas sobre los seres humanos.
Algunos investigadores usan los términos erucismo y
lepidopterismo para referirse a los efectos producidos
por las larvas y los adultos o imagos, respectivamente.
Sin embargo, existe ambigiiedad en el uso de estos tér-
minos ya que algunos investigadores, como por ejem-
plo Wirtz (1984), Lamy & Werno (1989), usan indis-
tintamente el término lepidopterismo para referirse a
los efectos en el hombre de las secreciones defensivas
contenidas en setas y espinas de larvas, como también
algunas gldndulas tegumentales de los imagos, las
cuales producen sustancias quimicas urticantes.

Por lo general, las personas que tienen contac-
to con setas urticantes o con secreciones defensivas
sufren la sensacién de una picada y aquellas que son
muy sensibles manifiestan intensos dolores y fuertes
reacciones alérgicas. Han sido bien documentados ca-
sos de dermatitis que requieren hospitalizacién, como
se ha reportado para los géneros Hylesia y Hemileu-
ca e inclusive situaciones extremas que han causado
la muerte, como por ejemplo los casos citados para
Venezuela y sur de Brasil del contacto con las larvas

de Lonomia achelous Cramer, 1777, cuyas espinas con-
tienen sustancias anticoagulantes las cuales causan una
hemorragia severa (Casald ez al. 1967; Arocha-Pifiango
& Layrisse 1969; Jorg 1969; Zaias et al. 1969; Marsh &
Arocha-Pinango 1971; Grosshans & Pradinaud 1979;
Wirtz 1984; De Roodt er al. 2000; Salomén ez al.
2005). Algunas personas pueden desarrollar inmuni-
dad al entrar en contacto repetidamente con larvas o
adultos que producen efectos nocivos a la salud, pero
en otros casos puede ocurrir la hipersensibilidad, tal y
como ha sido reportado en Nuevo México para Hemi-
leuca oliva Cockerell 1898, y en Europa para Euproctis
chrysorrhoea L. 1758, (Wirtz 1984). Otro género de
importancia para el hombre por los efectos sobre la
salud es Automeris, cuyas larvas son consideradas las
mds ponzonosas del orden Lepidoptera en el estado de
Florida, EUA (Biery 1977; Zak 1986).

Los compuestos téxicos de los sattirnidos pueden
ser inyectados directamente por medio de las setas y
espinas al entrar en contacto con la piel. Cuando ello
ocurre, producen un intenso prurito y el individuo
afectado al rascarse rompe completamente las setas
liberando mayor cantidad de toxina. Cuando se pre-
sentan altas densidades poblacionales de adultos de
estos insectos, en zonas pobladas por el hombre, las
polillas de esta familia pueden liberar un incalculable
nimero de setas que pueden tener acceso al sistema
respiratorio del humano, causando severos malestares
y sintomas de asma, sobre todo en la poblacién infan-
til (Rodriguez-Morales ez a/l. 2005).

Género Hylesia

El género Hylesia pertenece a la subfamilia Hemi-
leucinae, familia Saturniidae, superfamilia Bombycoi-
dea, suborden Dytrisia, orden Lepidoptera. Este géne-
ro estd restringido a la regién Neotropical, distribuido
desde México hasta Argentina con un nimero de espe-
cies de alrededor de 110 (Lemaire 2002). En la mayoria
de los casos, la biologia, ecologia e importancia como
plagas de salud publica se desconoce. En la Tabla 1 se
resume y se muestra la informacién de algunas de las
especies del género y de las especies plaga reportadas
hasta la fecha, las sintomatologifas descritas y el pais
afectado. En Venezuela, H. metabus es una plaga que
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Tabla 1. Algunas especies de Hylesia y paises afectados por la presencia de especies

urticantes junto con los sintomas reportados.

a marrén. Se encuentra dis-
tribuida principalmente en el

Especies /Fase Pais Sintomas

nordeste de Venezuela, en los

Fuente manglares del golfo de Paria, es-

Granuloma manos,
dermatitis

H. nigricans Berg, 1875
(larva 'y adulto)

dalina Schaus, 1911
subaurea Schaus, 1900
colimaifex Dyar, 1926
alinda Druce, 1886 (adulto)

Argentina

México
acuta Druce, 1886 dela piel
coinopus Dyar, 1913

colimatifex Dyar, 1926

continua Walker, 1865

ileana Schaus, 1932

jola Dyar 1913

urticans Floch & Abonnenc,
1944; (adulto y larva)

H.
H.
H.
H.
H.
H.
H.
H.
H.
H.
H.

Guayana
Francesa

Dermatitis, placa
lesiones, patol resp.

H. umbrata Shaus, 1911
H. athlia Dyar, 1913

H. bouvereti Dognin, 1886
H. canitia Cramer, 1780
H. coex Dyar, 1913
Hylesia sp. Brasil
H. c. alinda

H. fulviventris Berg, 1883 (adulto)
Chile

Nodulo inflamatorio
subcutaneo

H. frigida Schaus, 1911

H. umbratula Dyar, 1915

H. gamelioides Michener, 1952
H. gyrex Dyar, 1913

H. hubbelli Lemaire, 1982

H. index Dyar, 1913

H. leilex Dyar, 1913

H. lineata Druce, 1886

H. melanostigma
Herrich-Schaffer, 1855

H. murex Dyar, 1913
H. nanus Walker, 1855

H. metabus Cramer, 1775
(adulto)

Venezuela Dermatitis, eritema
pruriginoso, papulas,

edema

Intenso prurito, eritema  Fernandez et al. 1992

eritematosa persistente, 1979;

Vasculitis cistoclastica Benvenuti et al. 1998
cutanea, prurito, necrosis

Casala etal. 1967;

Salomén et al. 2005 tado Sucre, extendiéndose has-

ta los estados Monagas y Delta
Amacuro. La hembra de este
insecto tiene pelos abdomina-
les extremadamente urticantes,
los cuales utiliza para cubrir las
posturas de huevos con el fin de
protegerlos de enemigos natura-
les depredadores y parésitos. El
contacto con estos pelos produce

Grosshans & Padrinaud, . , , .
lesiones cutdneas pdpulo erite-

Couppié et al. 1998;

matosas con ligera degeneracién
Ducombs et al. 1983

vascular, causando un prurito
intenso que empeora con el roce.
En algunas personas estos sin-
tomas estin acompanados por
una fuerte reaccién alérgica y se
han reportado trastornos respi-
[ @ ra}orios, fiebre, .d.olor de .cabe.za.L,
nduseas, queratitis y conjuntivi-

tis, entre otros. La duracién de

las lesiones es muy variable, osci-

lando entre 3 y 15 dias (Visquez

1990; Benaim-Pinto ez al. 1991).

Las mariposas son atraidas

por la luz eléctrica de las comu-

nidades cercanas a los mangla-

res costeros de los estados antes

mencionados. De esta manera se

Zaias et al. 1969 produce periédicamente una in-

Rodriguez-Acosta et al.

vasién de mariposas en estas co-
1998.

munidades. Las mariposas hem-

afecta la salud publica y todas las actividades antré-
picas (productivas, sociales y recreativas), incluyendo
ademids las actividades de exploracién y extraccion de
gas y petréleo en los estados Sucre, Monagas y Delta
Amacuro.

Hylesia metabus
Hylesia metabus, cominmente conocida en Vene-

zuela como «palometa peluda», es una polilla pequenia
con actividad nocturna y color que varia de grisiceo

bras, al volar alrededor del alum-
brado publico y doméstico liberan cantidades enormes
de setas urticantes al ambiente, causando la interrupcién
de la mayoria de las actividades socioproductivas.

Con respecto a la caracterizacién de la sustancia o
sustancias que causan los sintomas sefialados, Dinehart
et al. (1985) presentaron evidencias que indican que el
agente causal de la sintomatologia que presentan los indi-
viduos afectados por las setas urticantes de Hylesia es una
histamina, detectada en extractos de cuerpos completos
de polillas y de setas. Estos extractos reprodujeron los sin-
tomas cuando fueron evaluados sobre la piel de monos.
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Por su parte, Lundberg ez al. (2002, 2005) aislaron y ca-
racterizaron parcialmente la sustancia urticante obtenida
de las setas que cubren la postura de H. metabus, la cual
contiene proteinas con propiedades selectivamente fibri-
nolitico vasodegenerativas o quimotictico proinflamato-

rias. Para tratar a las personas afectadas por H. metabus se
recomienda la administracién sistémica de antihistamini-
cos, el uso de corticosteroides en forma tépica, compresas
frias y el 4cido acético al 5 % (vinagre) aplicado en forma

topica (Glasser ez al. 1993; Lundberg ez al. 2002).

HISTORIA Y DISTRIBUCION DE Hylesia metabus EN VENEZUELA

En 1923, se realiz6 el primer reporte de H. meta-
bus para Venezuela como H. grisoli (ver pdginas 25-32)
y en 1937 se reporté en el cano San Juan, estado Mona-
gas (Martinez 1986). A partir de esta fecha, se reporta la
presencia de la polilla una dos veces al ano en la zona de
Irapa, coincidiendo con la entrada y salida de la época de
lluvias (Martinez 1986; Fornés & Hernindez 2001).

A partir de 1947 comienza una serie de reportes de
casos de dermatitis en varios buques petroleros en los que
los tripulantes presentaron erupciones cutdneas aisladas
y generalizadas. Estos casos provenian mayormente del
oriente del pais (Hill ez a/. 1948; Anénimo 1952; Zaias ez
al. 1969), aunque también se senalé en una oportunidad
varios casos en el extremo occidental del pais, en el rio
Catatumbo, estado Zulia (Vicente 1952).

Durante las décadas de los sesenta y setenta, los in-
formes sobre la presencia de H. metabus provinieron en su
totalidad del sur de la peninsula de Paria, estado Sucre.
Dichos reportes se contradicen en parte; sin embargo,
la mayoria de los autores concuerdan en que los brotes
empezaron a verse mds seguidos y con poblaciones cada
vez mayores (Cdsares 1986; Martinez 1986; Fornés &
Herndndez 2001). Fue en esta regidn, y a partir del ciclo
de vuelo de febrero-marzo de 1985, que se inicié el uso
de trampas de luz para capturar las mariposas
adultas, lo que permiti6 estimar las densidades
poblacionales. Estas trampas fueron colocadas
entre los poblados de Irapa y El Pilar (costa de
Paria) en los anos 1985-1987 y 1991-1993.

Las poblaciones de esta especie aumenta-
ron entre enero y diciembre 1986, para luego
disminuir y permanecer en niveles minimos
entre 1987 y 1995 (Visquez 1994; Fornés &
Herndndez 2001) (Figura 1). A partir de enero
de 1997 hasta el ano 2000, se reportaron po-
blaciones de H. metabus cada vez mayores; tal

Numero de individuos en millones

f

G8-084

es el caso que en el ciclo de vuelo correspon-
diente a enero-febrero de 1998, la poblacién

9g-aud

de Hylesia aumenté significativamente y fue necesario
suspender el servicio de alumbrado publico en el poblado
de Yaguaraparo (golfo de Paria) y sus alrededores (For-
nés & Herndndez 2001). En diciembre del ano 2000 y
en abril de 2001, se realizaron dos aspersiones de una
formulacién a base de Bacillus thuringiensis var. kurstaki,
las cuales mantuvieron bajo control a las polillas hasta
marzo de 2003. Desde entonces las densidades de H. me-
tabus en el golfo de Paria han fluctuado, con picos en
septiembre del ano 2004 y en febrero de 2006, noviem-
bre de 2010 y marzo de 2011 (Figura 1) (Osborn ez al.
2001; Herrera ez al. 2007). Actualmente, las poblaciones
de este insecto se encuentran desbordadas en los tres es-
tados nororientales mencionados, siendo Sucre donde se
ha registrado la mayor densidad y dispersién de la que se
tenga conocimiento, viéndose afectados 13 de sus 15 mu-
nicipios (Figura 2) con més de 500.000 personas en ries-
go, reportdndose cerca de 4.000 casos de lepidopterismo.
Durante el periodo 2007-2009 las poblaciones del insec-
to habfan sido monitorizadas y controladas focalmente
por la Gerencia de Saneamiento Ambiental y Control de
Endemias (Gsace), estado Sucre y la Fundacién para el
Mejoramiento de la Salud del municipio Cajigal (Fun-
mesaludca) (Figura 1) (ver pdginas 163-169).
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Fecha de recolecta

Figura 1. Densidades poblacionales estimadas de adultos de Hylesia metabus cap-
turados en trampas de luz en el golfo de Paria desde 1985 hasta 2008. *Los datos
para 2004 son aproximados. (Fuentes: Vasquez 1994; Herrera et al. 2007).
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En otras regiones de Venezuela existen
reportes como en el estado Monagas, munici-
pio Sotillo (Vasquez 1990) municipio Maturin
(Vasquez 1990; Cortez 2003), especialmente la
zona del cano San Juan y los cafos cercanos
(Visquez 1990) y el municipio Aguasay en las
localidades de El Aceital y El Salto; en el es-
tado Delta Amacuro (municipios Pedernales
y Tucupita); en los estados Miranda y Nueva
Esparta (isla de Coche) (Visquez 1990); y, mds
recientemente un reporte nuevo, en junio de
2008, en el estado Bolivar, Pueblo Guri (alre-
dedor de la zona norte de la represa de Guri),

10°

municipio Ratl Leoni. La mayoria de estos re-
portes son de los trabajos rutinarios de Gsace
IX Fundasalud, estado Sucre y el Ministerio
del Poder Popular para la Salud (Figura 2).
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Figura 2. Distribucion actual de Hylesia metabus en Venezuela. Los puntos indican dénde
se ha reportado la presencia de esta polilla. El tamarno del punto indica las zonas de mayor

Habitat y plantas hospederas de Hylesia
metabus

Como se puede apreciar de la distribucién geografica
de H. metabus, el hébitat de esta especie en Venezuela se
encuentra, en general, delimitado por las zonas de manglar
que abarcan desde el golfo de Paria, en el norte del pais,
hasta el sur del estado Delta Amacuro y la frontera con
Guyana. Esto se debe principalmente a que las plantas hos-
pederas principales de H. metabus son el mangle rojo, Rbi-
zophora mangle L., el mangle negro, Avicennia germinans
(L.) L. y el mangle blanco, Laguncularia racemosa (L.) C.
E. Gaertn. £, siendo R. mangle la hospedera preferida por
esta especie (Vasquez 1994). Sin embargo, observaciones de
campo indican que H. metabus también puede alimentarse
de hojas de las siguientes especies de plantas: Psidium gua-
java L. (Guayaba); Hura crepitans L. (Jabillo); Anacardium

importancia como plaga de salud publica.

occidentale L. (Merey); Syzigium malaccense (L). Merr. &
L. M. Perry, (Pumalaca); Syzigium cumini Skeels (Uva pes-
jua); Erythrina poeppigiana (Walp.) O. E. Cook, (Bucare)
(Vésquez 1990; Vasquez 1994), Vismia sp. (Patillo Colora-
do); Virola sebifera Aubl, (Cuajo); Inga edulis Mart. (Gua-
ma) y Simaba cedron Planch. (Jobo liso) entre otros.

Ademids, se han realizado algunos trabajos que estu-
dian el desarrollo de H. metabus sobre diferentes plantas
hospederas a partir del tercer estadio (Osborn ez al. 2001),
en el que se encontrd que al menos una proporcién de las
larvas pudieron sobrevivir sobre L. racemosa (16 %), H. cre-
pitans (5 %) (Osborn ez al. 2001), P. guajaba (1 % y 3 %)
(Cortez et al. 2001; Osborn ez al. 2001, respectivamente), y
S. cumini 81 % (Cortez et al. 2001).

BIOLOGIA Y COMPORTAMIENTO

Ciclo de vida

Hylesia metabus, como todos los lepidépteros, es un
insecto holometdbolo, por lo que presenta cuatro fases du-
rante su ciclo de vida (huevo, larva, pupa e imago o adul-
t0); es decir sufre una metamorfosis completa (Figura 3),
la cual tiene una duracién de 97-105 dias (Visquez 1990;
Benaim-Pinto ez al. 1991; Visquez 1994). Aunque no to-
dos los individuos de una poblacién nacen el mismo dia,
el ciclo se encuentra, en términos generales, sincronizado:

toda la poblacién se encuentra en una sola etapa de desa-
rrollo en un momento dado. Sin embargo, en diferentes
localidades geogréficas, este ciclo puede verse adelantado
o retrasado (Vdsquez 1990; Benaim-Pinto ez a/. 1991; Os-
born ez al. 2001). El fenémeno de encontrar todas las fases
cuando las poblaciones y su dispersién disminuyen consi-
derablemente, pareciera repetirse también cuando aumen-
tan considerablemente, como ocurre en la actualidad.
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Huevos
| (26 dias)

Pupa
(19-21 dias)

1 mm
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7 Estadios larvales (57-59 dias)

Figura 3. Ciclo de vida de Hylesia metabus.

Los huevos de H. metabus son pequefios, blancos
y redondos. Cada hembra ovipone una sola masa ovige-
ra, que consta de 300-400 huevos (Benaim-Pinto ez al.
1991; Visquez 1994). Los huevos son recubiertos con las
setas abdominales para formar una estructura ovalada,
color amarillo-marrén, de 1 cm de ancho y de 1 cm de
largo (Lundberg ez al. 2005). Esta etapa dura aproxi-
madamente 26 dfas, al cabo de la cual eclosionan las
larvas, las cuales pasan por siete instares larvales, cada
uno de los cuales dura de 7 a 8 dias (ver Tabla 2). Las
larvas son de color marrén oscuro a negro. En cada seg-
mento del cuerpo se presentan grupos de setas urticantes

Tabla 2. Tamano de la capsula cefélica y duraciéon en cada
estadio ¢ de H. metabus (Fuente: Vasquez, 1994).

Estadio larval ~ Tamaro de la capsula Duracion (Dias)

cefélica (mm) X+ DE
X = DE
| 0,20 (= 0,58) 8,5 (= 1,68)
[ 0,77 (= 0,03) 7,8 (+ 0,02)
c 1,08 (= 0,04) 7,7 (= 0,06)
Y 1,51 (= 0,05) 7,7 (= 0,12)
Vv 2,04 (+ 0,07) 8,2 (+ 2,07)
VI 2,67 (¢ 0,08) 8,7 ( 0,05)
VI 3,77 (= 0,09) 9,3 (+ 0,07)

DE = Desviacién estandar.

arreglados en arcos dorso laterales. La cabeza es
de color dmbar y las setas del protérax emergen
como una corona en su parte posterior (Figura
3) (Vasquez 1994; Berlioz 2002). El sexo de las
larvas no puede ser distinguido por la morfolo-
gfa externa, pero internamente las larvas machos
presentan un par de testiculos en el quinto seg-
mento abdominal.

La etapa de pupa tiene una duracién de
19-21 dias. Son de color marrén muy oscuro y
muestran un dimorfismo sexual marcado (Figu-
ra 4). Las hembras son significativamente ma-
yores que los machos y pesan significativamente
mds (X3= 0,356 g; DE + 0,09 comparado con
X9= 0,238 g; DE + 0,03) (Osborn ez a/. 2001).
Morfolégicamente, las hembras tienen un par de
hendiduras longitudinales, curvadas, en la parte
ventral anterior, mientras que los machos pre-
sentan dos protuberancias redondas (Figura 4)
(Rodriguez 2001).

Los adultos tienen un cuerpo robusto
cuyo color varfa entre marrén, marrén ama-
rillento y grisiceo. El cuerpo estd densamente
cubierto de setas, encontrdndose la mayor cantidad de
éstas en el abdomen. En relacién a la longevidad de los
adultos, Vdsquez (1994) indica que el rango de varia-
cién para ambos sexos es de 3 a 6 dias con una media
para los machos de X = 4,7 + 0,8 dias y X =4,6+0,5
dias para las hembras. Por otro lado, Vassal (1989) in-
dica que la duracién de los adultos de H. metabus no es
mayor de 3 6 4 dias en individuos criados en el labora-
torio. Estos resultados difieren de Fornés & Herndndez
(2000), quienes reportaron una longevidad promedio
para los machos de 7,05 + 1,58 dias (n = 99), y la de
las hembras de 6,24 + 1,21 dias (n = 25), presentando
un intervalo para los machos de 3 a 11 diasy de 4 a 10
dias para las hembras. De los resultados presentados se
puede apreciar que la longevidad determinada para los
adultos de H. metabus es variable y puede depender,
entre otros factores, de las condiciones de cria de las
mariposas, el estado en el cual fueron recolectadas en
el campo, la temperatura, la humedad y posiblemente
de factores genéticos.

La proporcién macho:hembra de pupas y adultos de
esta polilla es muy variable, Fornés & Herndndez (2001)
reportaron que la proporcién macho:hembra de pupas
recolectadas en el campo fue de 2,29:1 y la proporcién
de adultos que emergieron fue de 2,59:1 en individuos
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Macho

Figura 4. Vista ventral de las pupas de Hylesia metabus. Nétese el ma-
yor tamano y la presencia de hendiduras (H) en la hembra, compara-
do con el tamafno menor y la presencia de protuberancias redondas
(P) en el macho. Fuente: Rodriguez (2001).

capturados como pupas y que eclosionaron en el labo-
ratorio, durante dos ciclos de vuelo. En ambos lapsos el
parasitismo y la mortalidad natural de pupas tuvieron
un mayor efecto sobre los machos que sobre las hembras.
Por su parte, Osborn ez al. (2001) encontraron que la
proporciéon macho:hembra de las pupas y de los adultos
difirié dependiendo de la planta hospedera y variaron en-
tre 1,4:1 (L. recemosa) y 9:1 (R. mangle) en las pupasy 1:1
(P. guajava) y 4,3:1 (R. mangle) para los adultos. En am-
bos estudios la proporcién de machos siempre fue mayor.
Estos resultados difieren de los de Vidsquez (1994), quien
reporté proporciones de adultos machos:hembras entre
0,04:1 y 1,06:1, en individuos capturados con trampas
de luz en 18 generaciones de mariposas, durante los afnos
1988-1987 y 1991-1993. Herndndez ez al. (2009) y ob-
servaciones personales (J. V. Herndndez) sobre la propor-
cién sexual de pupas en el campo indican que existen
mds machos adultos que hembras. Es posible que la di-
ferencia entre los resultados tenga que ver con el hecho
de que Visquez (1994) obtuvo sus datos a partir de in-
dividuos capturados con trampas de luz, mientras en los
estudios de Fornés & Herndndez (2000) y Osborn ez al.
2001, los resultados se obtuvieron a partir de adultos que
emergieron en el laboratorio. Las observaciones persona-
les en el campo sugieren que las hembras de H. metabus
son mds atraidas a la luz que los machos, aunque no se
han realizado experimentos al respecto. De todos los da-
tos presentados, se puede inferir que H. metabus muestra
una proporcién sexual variable, que puede depender de
diversas causas tales como: temperatura, humedad, plu-
viosidad, habitat, depredadores, parasitoides y disponibi-
lidad y tipo de sustrato alimenticio, entre otros (Fornés
& Herndndez 2000).

Comportamiento de los adultos

La biologia y comportamiento de los adultos de A.
metabus han sido poco estudiados. Vassal (1989) realizé
un estudio completo sobre la biologia y la ecologia de H.
metabus donde incluyé observaciones sobre las horas de
actividad de vuelo de los adultos, el comportamiento de
cépula y de oviposicién y la longevidad de los adultos.
Por su parte, Fornés & Herndndez (2000) caracteriza-
ron algunos aspectos de la biologia de los adultos de A.
metabus en Venezuela, incluyendo la observacién de las
horas de emergencia de machos y hembras de esta espe-
cie, periodicidad de la actividad de vuelo en machos y
hembras, comportamiento de oviposicién, horas en las
que se realiza el comportamiento de llamado de las hem-
bras y comportamiento de cépula. Finalmente, Visquez
(1990; 1994) estudié las horas de actividad de los adul-
tos en condiciones de campo.

Fornés & Herndndez (2000) encontraron que H.
metabus emerge en horas de la manana, entre las 7:00
y las 12:00. La mayor emergencia de machos se obser-
v6 entre las 8:25 y las 9:36 y en las hembras entre las
8:43 y las 9:56. De estos datos se aprecia que los machos
emergieron mds temprano que las hembras. Ademds, se
observé que la mdxima emergencia de los adultos coin-
cidié con un ascenso de la temperatura y un descenso en
la humedad relativa.

Con respecto a las horas de vuelo, Visquez (1994)
senala el periodo de 19:00-22:00 como el de mayor ac-
tividad. Por su parte, Vassal (1989) indica que hay un
periodo de vuelo después de la caida de la noche, hacia
las 19:15, el cual es muy breve. Este lapso termina hacia
las 20:00 en periodos de baja densidad poblacional y ha-
cia las 21:00-21:30 horas en fase de altas densidades. Sin
embargo, Fornés & Herndndez (2000) encontraron que
los machos vuelan en dos periodos, uno entre las 18:00
y las 19:00 horas y otro entre las 20:30 y 24:00. En este
tltimo, el nimero de machos en actividad es mucho me-
nor que el nimero de machos activos durante el primer
periodo de vuelo. Las hembras tienen su periodo de vue-
lo sincronizado con el primero de los machos. Es inte-
resante sefialar que las observaciones de Visquez (1994)
estdn basadas en registros hechos en zonas de mangle
con la ayuda de trampas de luz, mientras que en el tra-
bajo de Fornés & Herndndez (2000) las observaciones se
hicieron en un drea muy préxima al manglar y tratando
de simular lo mejor posible las condiciones naturales de
luminosidad del manglar durante la noche.
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Ademds, Fornés & Herndndez (2000) reportan
que en el periodo entre las 20:30-2:00, las hembras

Tabla 3. Diferentes aspectos de la biologia reproductiva de H. metabus,
observados durante el periodo 2 (enero-febrero de 1998).

realizan el comportamiento de llamado (I y II), coin-
cidiendo las primeras horas de este intervalo con el
segundo periodo de vuelo de los machos. La posicién
observada durante el comportamiento de llamado I de

las hembras virgenes de H. metabus consistié en la ele-
vacién (curvado dorsal) del abdomen, asi como en la
protrusioén de una estructura tubular ubicada en los 4l-
timos segmentos abdominales. A simple vista se pudo
distinguir que esta estructura consta de dos partes dife-
renciables: la parte proximal de aspecto blancuzco y la
distal, que presenta setas que la cubren. En la posicién
de comportamiento de llamado 11, sélo se observa la

Edad al inicio  Duracién Duracion Longevidad

de la copula dela dela de adultos

(horas) copula oviposicion después de
la cépula

(horas)

Pareja 33 29 (horas) (horas) 338 99
1 61,38 61,68 10,14 2:00 26 75
2 61,28 61,58 9,45 2:00 50 69

3 14,78 15,08 8,56 - 33 126
4 12,90 13,20 10,08 2:30 49 -
5 14,02 14,32 10,13 - - -
6 16,15 16,45 8,32 - - -
X 30,09 30,39 9,38 2:10 395 90

DE 22,12 22,12 0,43 0:17 10 313

zona distal proyectada (Fornés & Herndndez 2000).
El comportamiento de llamado permite el encuentro y
la c6pula en lepidépteros de actividad nocturna y cre-
puscular; en este sentido, en la Tabla 3 se muestran diversos
datos obtenidos de H. metabus en relacién con el compor-
tamiento de cpula, oviposicién y longevidad de los adultos
después del apareamiento (Fornés & Herndndez 2000).

Aunque varios investigadores (Visquez et al. 1984;
Vassal 1989; Visquez 1990; Visquez 1994) han realizado
estudios de la biologia de H. metabus, incluso en épocas
de alta incidencia del insecto (millones de polillas volan-
do), el tnico trabajo donde se observa y describe el com-
portamiento de cdpula en esta especie es el de Fornés &
Herndndez (2000). Estos autores observaron que la hem-
bra de H. metabus comienza a atraer al macho a las 20:30
horas, cuando se inicia el comportamiento caracteristico
de llamado (llamado II). El inicio de la cépula se realiza
en horas de la noche, en el periodo comprendido entre
las 21:37 y las 00:52 horas (Fornés & Herndndez 2001).
En contraste, en otra especie del mismo género, Hylesia
nanus, la mayorfa de las copulas ocurren durante la no-
che, preferentemente en las primeras horas de la misma,
concentrdndose el periodo de inicio de la cépula entre las
18 y las 20 horas (Santos ¢z al. 1988).

Fornés & Herndndez (2000) realizaron un experi-
mento para estudiar el comportamiento de cépula de esta
especie, para lo cual colocaron 44 machos y 32 hembras
distribuidos en cdmaras de observacién (n = 11) a diferentes
densidades. Sélo se apreciaron seis parejas copulando, en 6
de las 11 cdmaras instaladas. El comportamiento de cépula
observado fue el siguiente: el macho ubicado a cierta dis-
tancia de la hembra (50 cm aproximadamente), comenzd
a caminar y aletear rdpidamente hasta llegar al sitio donde
estaba la hembra. Al ubicarse frente a ella, el macho répi-

DE = Desviacion estandar. Fuente: Fornés & Hernandez (2000).

damente inserté el uncus (estructura quitinosa en forma de
garfio localizada en el érgano genital masculino) en una
pequefia drea de los tltimos segmentos abdominales de la
hembra. Posteriormente, se sujeté por medio del uncus a la
hembra y luego procedi6 a colocar su cuerpo en posicién
contraria al de ella. En esta posicién, la hembra en ocasio-
nes carga con su peso y con el del macho, ya que este tltimo
durante algunos momentos de la cépula se suspende con su
aparato genital, de la hembra, sin apoyarse sobre superficie
alguna con las patas. En esta posicién de cépula, el macho
y la hembra permanecen un promedio de 9 horas con 38
minutos (n = 6) (Tabla 3) (Fornés & Herndndez 2000).

El estudio del comportamiento de vuelo de H. me-
tabus realizado por Fornés & Herndndez (2000) permitié
determinar que los machos presentan dos picos en su acti-
vidad de vuelo, estando involucrados un mayor nimero de
individuos en el primero. Este puede estar relacionado con
la dispersion de los individuos, mientras que el segundo se
relaciona con la actividad sexual del insecto, ya que coinci-
de con las horas en que las hembras realizan el comporta-
miento de llamado II. Esto se refuerza por el hecho de que
las seis parejas que copularon iniciaron la copula entre las
21:37 y las 00:52 horas, intervalo éste que se ajusta dentro
del segundo periodo de actividad de vuelo de los machos.
Matthews & Matthews (1978) reportan que en otros sattir-
nidos como Samia cynthia Drury 1773, los machos poseen
dos periodos de actividad nocturna de vuelo y, al igual que
en H. metabus, hay un mayor porcentaje de individuos in-
volucrados en el primer periodo de vuelo de la noche.

Con relacién al momento de la oviposicion, la hembra
de H. metabus, realiza la misma durante la noche siguien-
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te a la copula (Vassal 1989; Fornés & Herndndez 2000).
Visquez (1994) indica que durante el periodo comprendido
entre las 19:00 y las 22:00 horas, la hembra generalmente
deposita sus huevos en las ramas de las plantas hospederas,
aunque en muchos casos puede depositarlos en plantas no
hospederas y en otros sitios como paredes y postes de alum-
brado publico, entre otros. En los experimentos en los que
se usaron cdmaras de observacion del comportamiento de
este insecto, se encuentra que /. metabus realiza una sola
postura, de forma redondeada. Esta postura es cubierta con
las espiculas abdominales (cuatro tipos de espiculas), entre
las cuales se encuentran las responsables de causar derma-
titis en humanos (Rodriguez ez /. 2004). En el momento
de realizar la postura y cubrirla con las setas o espiculas,
la hembra de H. metabus curva ventralmente el abdomen,
dirigiéndolo hacia la superficie sobre la cual estd apoyada y
en la cual depositard sus huevos. Por su parte, Santos e .
(1988) indican que H. nanus realiza 1,33 posturas en un
intervalo de tiempo de 1,52 dias. Sin embargo, Santos ez 4.
(1996) sefalan para la misma especie que las posturas pue-
den ser realizadas durante el dia o la noche con un periodo
de preoviposicién de 1,7 dias, lo que indica que este periodo
es variable para estas especies de Hylesia.
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Resumen Hylesz'ﬂ metabus (Cramer, [1775]), una especie de polilla urticante neotropi-
cal (Lepidoptera: Saturniidae: Hemileucinae), fue descrita originalmente de
Surinam. Descripciones posteriores del mismo taxén, con base en muestras
individuales procedentes también de Surinam, Guayana Francesa y Venezue-
la han producido al menos otros cinco nombres, todos considerados ahora
sinénimos subjetivos posteriores de H. metabus. Tras una redescripcién de al-
gunos caracteres morfoldgicos externos, taxonémicamente relevantes, de esta
especie y de sus estructuras genitales, se observa que la aparente complejidad
en su historia nomenclatural se debe principalmente a la pobre interpretacién
previa de su plasticidad fenétipica y de su amplia distribucién geogrifica. En
cualquier caso, su taxonomia se considera actualmente bien resuelta.

Abstract Morphology, systematics and nomenclature of Hylesia metabus (Cra-
mer, [1775])
Hylesia metabus (Cramer, [1775]), an urticant Neotropical moth species (Lepi-
doptera: Saturniidae: Hemileucinae), was originally described from Surina-
me. Subsequent descriptions of the same taxon, based on individual samples
coming also from Suriname, French Guiana and Venezuela have yielded at
least five other names, all of them now considered junior objective synonyms
of H. metabus. After redescribing some taxonomically relevant external mor-
phological characters of this species and its genitalic structures, we observed
that the apparent complexity of its nomenclatural history is mainly due to
previous poor interpretations of its phenotypic plasticity and its wide geo-
graphic range. In any case, its taxonomy is currently considered resolved.

Palabras clave Hemileucinae, Hylesia, Lepidoptera, palometa peluda, Saturniidae.
Key words Caripito-itching moth, Hemileucinae, Hylesia, Lepidoptera, Saturniidae.
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PRESENTACION

Hylesia metabus fue originalmente descrita de Suri-
nam e ilustrada por Pieter Cramer en la primera parte
de su voluminosa obra De Uitlandsche Kapellen, la cual
apareci6 y comenzd a circular en 1775, aun cuando el pie
de pdgina de la misma, encuadernada, indica una fecha
posterior (Dos Passos, 1958; Chainey, 2003). Cramer si-
gui6 entonces el sistema de Linneo, que clasificaba a los
lepidépteros de acuerdo al tipo de antena en mariposas,
esfinges y falenas. Al dltimo grupo, Phalaene o mariposas
nocturnas, le asigné ocho secciones: Attaci, Bombyces,
Noctuz, Geometre, Tortrices, Pyrales, Tinez y Alucite;
que entonces equivalfan a familias taxonémicas. Llamé
vulgarmente a las Bombyces, Zyden Spinders (en holan-
dés) o Phalénes fileuses (en francés), y las defini6 por sus
antenas pectinadas y por las alas «en techo» (ils ont les an-
tennes en peigne, les ailes en toict, les inferieures debordent,
les supérieures a leur base), refiriéndose seguramente a la
posicién del animal vivo y en reposo, en la cual las alas
quedan plegadas a la manera de un tejado de dos aguas,
quedando las superiores alineadas con el cuerpo y las in-
feriores sobresaliendo distalmente del abdomen, m4ds alld
de las primeras. Al describir metabus entre las Bombyces,
colegimos que el primer nombre disponible para esta es-
pecie fue Phalaena Bombyx Metabus [sic] Cramer.

La descripcion original, bastante sindptica (ver aba-
jo), fue complementada con un grabado coloreado en
aguada que representa una hembra adulta en cuyas alas,
de matiz rojizo, se aprecia poco o ningtin detalle de dise-
fio (Cramer [1775], pp. 117, pl. 74, Fig. D). No obstante,
el autor senala algunos caracteres morfoldgicos definiti-
vos, como la espiritrompa imperceptible, el cuerpo muy
velludo y la presencia de antenas filiformes en hembras
y plumosas en machos; alas translicidas con rojizo uni-
forme en ambas superficies, el cual es conferido por las
pocas escamas que las cubren. Se afadia que la muestra
estudiada provenia de Surinam y que se encontraba en la
coleccién del «Senor Ministro E. F. Alberti».

Exceptuando la procedencia geografica, con los
datos disponibles en aquella descripcién, y careciendo
de un ejemplar tipo al cual referirse —~Lemaire (2002)
asegura que estd perdido—, seria dificil separar una sola
especie de varios de los 110+ taxones que se conocen hoy
en dia dentro del género Hylesia Hiibner. El mismo Cra-
mer, en un fasciculo posterior de la obra ya menciona-

da (De Uitlansche Kapellen vol. 4, [1780]: pdg. 28, ldm.

304, Fig. C), describi6 otra vez esta especie de Phalaena
proveniente de Surinam con un nuevo epiteto (obsoleta)
y bajo el género Attacus (j!), produciendo asi, él mismo,
el primer sinémimo de Hylesia metabus, aunque en este
caso la ilustracién pareciera mejor lograda que en la des-
cripcién original de 1775.

A finales del siglo XVIII y principios del siglo XIX,
Jacob Hiibner (1761-1826), entomélogo de Augsburgo,
emprendié la clasificacién y catalogacién de la fauna le-
pidopterolégica conocida mundialmente en su tiempo, y
entre 1785 y 1825 dejé al menos 16 libros fundamentales
para la sistemdtica de mariposas y polillas del mundo, en
los que abundan descripciones e ilustraciones originales,
nominacién de cientos de nuevas especies y géneros, es-
tablecimiento de familias y numerosos otros taxones. La
aparicion de esta vasta obra ocurrié de manera seriada
por fasciculos que se imprimieron a cuenta privada del
autor, muchos de los cuales carecian de la fecha de im-
presién. Mientras tanto, otros autores hicieron lo pro-
pio, describiendo también nuevos taxones, algunos de
los cuales representaban las mismas especies propuestas
por Hiibner. Con el paso del tiempo esta situacién gene-
16 durante décadas un caos dificil de resolver en lo que
respecta al principio de prioridad que establece el Cédigo
Internacional de Nomenclatura Zooldgica. Solamente un
estudio pormenorizado de multiples fuentes de informa-
ci6n, incluyendo los manuscritos del propio Hiibner, los
catdlogos de venta de sus publicaciones, y el acopio de
resultados de no pocos esfuerzos, realizados por entomé-
logos de varios paises, permitié la confeccién y aparicién
del esclarecedor trabajo de Francis Hemming (1937) en el
que se establece con mucha precisién las fechas y secuen-
cias de publicacién de la obra de Hiibner. Siguiendo a
Hemming, descubrimos que en la parte correspondiente
al ano 1820 del libro Verzeichniss bekannter Schmettlinge
[sic], Hiibner crea y describe brevemente el género Hylesia,
adjudicdndole cuatro especies anteriormente descritas por
Cramer, que este ultimo habia ubicado en otros géneros:
Hylesia Phadina [sic], H. Orasia [sicl, H. Canitia [sic] y
H. Obsoleta [sic]. Sin embargo, injustificadamente, quizds
por haber detectado una homonimia, Hiibner introduce
el nombre H. Boarmia [sic], que es de su autoria, en susti-
tucién de H. Obsoleta. Obviamente, la prioridad nominal
corresponde a éste tltimo epiteto, como lo interpreté Kir-
by (1892), aun cuando asignara erréneamente su autoria a
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Stoll, quien solamente fue autor de un suplemento péstu-
mo a la obra de Cramer.

Llama la atencién que Hiibner no sélo omitiera la
asignacién de metabus Cramer a su nuevo género, sino
que la ubicara aparte en el género Antarctia (también nue-
vo) bajo una tribu y una subfamilia distinta (Apéndice I
pag. 207). Corresponde posteriormente a Harrison Dyar
(1913) el rescate del nombre metabus y su apropiado re-
conocimiento con el género Hylesia; no obstante, resul-
ta curioso y aparentemente contradictorio que habiendo
presentado por primera vez esta combinacién taxonémi-
ca, Hylesia metabus (Cramer), dude que el animal repre-
sentado en la ilustracién de Cramer se trate de una Hylesia
(textualmente, pp. 133: «Zhis is not at all certainly a Hyle-
sia.» Dyar, op. cit.). Por otro lado, este autor cree reconocer
en Hylesia obsoleta (Stoll) [sic] una especie también dudosa
pero distinta de H. metabus, y se queja de la pobreza de
las ilustraciones de Cramer y de las dificultades que de
ella derivan para una identificacién confiable («A female,
all pinkish, with ill-defined paler lines. The Cramer figu-
res are mostly very poor and inaccurate in detail, lacking
the characteristic appearance of the insects. This makes their
identification very difficult. The present species may not be a
Hylesia ar all.» Dyar, 1913: 133). Estos casos sustentan la
opinién ya expresada en el tercer parrafo de este articulo,
que las descripciones e ilustraciones de Cramer serfan in-
suficientes para asociar con seguridad un taxén venezola-
no con el nombre de Hylesia metabus, maxime cuando es
imposible ubicar los especimenes tipo originarios de Suri-
nam, sobre los cuales se basaron las descripciones de Cra-
mer. Las obras posteriores de Draudt (1929) y Schiissler
(1934) carecen de autoridad ante este problema, ya que, si

TAXONOMIA Y

Regnum Animalia, Phylum Arthropoda, Classis
Insecta, Ordo Lepidoptera, Subordo Glossata, Divisio
Ditrysia, Sectio Cossina, Subsectio Bombycina, Super-
familia Bombycoidea, Familia Saturniidae, Subfamilia
Hemileucinae.

Familia Saturniidae, subfamilia Hemileucinae
La familia Saturniidae se considera monofilética y

contiene aproximadamente 1480 especies, incluidas en
165 géneros (Lemaire & Minet, 1999). Dentro de ella

bien tienen el mérito de constituir los primeros catdlogos
taxondémicos mds o menos depurados de este grupo de
polillas sattirnidas, y en el caso de Draudt de contribuir
con algunas especies nuevas, no van mds alld de recopilar
parcialmente las opiniones de Kirby (1892) y confiar en
la revisién preliminar de Dyar (1913), determinando la
preservacién de ambos nombres en las listas nominales de
los Hemileucinae americanos.

Para complicar atin mds el escenario, la especie que
nos ocupa fue descrita después tres veces mds con distintos
nombres. El primero de los sinénimos modernos fue Hyle-
sia grisoli, especie propuesta por Bouvier (1923) para mues-
tras de H. metabus obtenidas en Venezuela (estado Miran-
da) y en la Guayana Francesa (Saint-Laurent-du-Maroni).
Lemaire (2002) localizé el tipo putativo en el Museo
Nacional de Historia Natural de Francia, recolectado en
Caucagua, estado Miranda, en noviembre de 1922 por el
naturalista y comerciante Mayeul Grisol (Apéndice II pag.
207). El mismo habia sido previamente advertido en dicha
coleccién y sefialado con una etiqueta roja por P. Viette.
Mas tarde, Floch & Abonnenc (1944) describieron Hylesia
urticans en la Guayana Francesa, que resulté obviamente
un sinénimo subjetivo posterior de H. metabus. De esta
descripcién no existe ni siquiera una serie de especimenes
testigos, aunque es evidente que se trata del mismo taxén
venezolano. Hylesia caripitox fue descrita por Orfila (1951)
con base en especimenes recolectados en Caripito, estado
Monagas, Venezuela. El holotipo macho (guardado en el
Museo Argentino de Ciencias Naturales) fue examinado
por Lemaire durante la elaboracién de su tltima monogra-
fia del género Hylesia, lo cual le permitié concluir que se
trataba de un nuevo sinénimo de H. metabus.

CLASIFICACION

se distinguen los Hemileucinae americanos por la si-
guiente combinacién de caracteres: machos con antenas
desnudas, desprovistas de escamas; piliferos y mdrgenes
clipeales sin cerdas; antenas cuando son cuadripectina-
das, con ramas apicales usualmente adyacentes a la rama
basal del siguiente segmento; palpos labiales ocasional-
mente fusionados; alas posteriores sin venas transversa-
les (o apenas vestigiales), sin prolongaciones en forma
de colas; alas anteriores sin ocelos; protuberancia frontal
presente; presencia de conos antenales simples (Kristen-

sen, 1999, 2003).
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Género Hylesia Hiibner, [1820]

Hylesia Hiibner, [1820]: 186. Especie tipica: Phalaena
Bombyx Canitia [sic] Cramer, [1780]: 28, pl.
304, Fig. D (hembra). Designada posteriormen-
te por Kirby (1892: 792).

Antarctia Hiibner, [1820]: 191. Especie tipica: Phalaena
Bombyx Metabus [sic] Cramer, [1775]: 117, ldm.
74, Fig. D (hembra). Designada posteriormente
por Watson, Fletcher & Nye (1980: 11).

Hylosia Hiibner; Herrich-Schiffer, [1855]: 90 [error ti-
pografico].

Micrattacus Walker, 1855: 1199 (clave) (nomen nudum).
Especie tipica: Micrattacus nanus Walker, 1855:
1335, No. 1. Por monotipia subsecuente.

Hyelosia Hiibner; Berg, 1875: 157 [error tipografico; dis-
tinto de Hyelosia Hiibner, 1818 (Geometridae)].

Hylesia metabus (Cramer, [1775])

Phalaena Bombyx Metabus [sic] Cramer, [1775]: 117,
ldm. 74, Fig. D (hembra)

Phalaena Attacus Obsoleta [sic] Cramer, [1780]: 28, ldm.
304, Fig. C (hembra)

Hylesia Boarmia [sic] Hiibner, [1820]: 186, No. 1920.

Antarctia Metabus [sic] (Cramer); Hiibner, [1820]: 181,
No. 1966.

Hylesia Boarmia [sic] Hiibner; Kirby, 1892: 846, No. 3
[como sinédnimo de obsoleta Stoll].

Hylesia metabus (Cramer) [sic]; Dyar, 1913: 133; Draudt,
1929: 756; Schiissler, 1934: 397.

Hylesia obsolera (Stoll) [sic]; Dyar, 1913: 133; Draud,
1929: 758; Schiissler, 1934: 399.

Hylesia Grisoli [sic] Bouvier, 1923: 358, Fig. 2 (macho).

Hylesia grisoli Bouvier; Draudt, 1929: 758; Schiissler,
1934: 390 [ambos como sinénimo de H. andrei
Dognin]; Lamy & Lemaire, 1983: 189; Lemaire,
2002: 204 [ambos como sinénimo de H. metabus].

Hylesia urticans Floch & Abonnenc, 1944: 1, Figs. 1-4.

Hylesia caripitox Orfila, 1951: 120, Fig. 1 (macho).

Hylesia metabus (Cramer); Lamy & Lemaire, 1983: 178,
179, 186, 189, Fig. 1, A, B; Vassal, 1987: 1-146; Le-
maire & Venédictoff, 1989: 29, No. 162; Lemaire,
1996: 42; No. 558; 2002: 203-2006, lam. 18, Figs.
1-4.

Hylesia urticans Floch & Abonnenc; Lamy & Lemaire,
1983: 178, 179, 189; Lemaire, 2002: 204 [ambos

como sinénimo de H. metabus).

Hylesia obsoleta (Cramer); Lamy & Lemaire, 1983: 189;
Lemaire, 2002: 203 [ambos como sinénimo de H.
metabus).

Hylesia boarmia Hiibner; Lamy & Lemaire, 1983: 189;
Lemaire, 2002: 203 [ambos como sinénimo de H.
metabus).

Hylesia caripitox Orfila; Lamy & Lemaire, 1983: 189;
Lemaire, 2002: 204 [ambos como sinénimo de .
metabus).

Localidad tipica: Surinam (por designacién original).
Especimenes tipos:

1 Neotipo (hembra), Surinam (Museo Nacional de
Historia Natural, Paris, Francia). Un dnico ejem-
plar fue designado subsecuentemente por Lemaire
(2002: 204) como neotipo para los nombres 7ze-
tabus Cramer y obsoleta Cramer, tras asumir la
pérdida de las series tipicas originales (machos y
hembras). Se discute este caso ampliamente en la
seccion «Remarks» sobre esta especie en la mono-
grafia de Lemaire (0p. cit., pp. 205).

1 Lectotipo (macho), Venezuela, Miranda, Caucagua,
nov. 1922 (donado por M. Grisol, 1923) (Museo
Nacional de Historia Natural, Paris, Francia),
designado subsecuentemente por Lemaire (2002:
204) para la especie Hylesia grisoli Bouvier.

1 Holotipo (macho), Venezuela, [Monagas], Caripito (Gui-
do d’Avanzo)(Museo Argentino de Ciencias Natura-
les, Buenos Aires, Argentina). Por designacién origi-
nal para la especie Hylesia caripitox Orfila (1951: 120).

Nota: No se designé ningtin espécimen tipo en la des-
cripcién de Hylesia urticans Floch & Abonnenc
(1944: 1). Se desconoce la existencia del mismo
(Lemaire, 2002).

Rasgos morfolégicos generales

Hylesia es un género de polillas o mariposas noc-
turnas de tamafo mediano a pequefo, con alas oscuras,
generalmente desprovistas de caracteres prominentes en
las alas, o en el caso de poseer algunas marcas caracte-
risticas, estas son muy tenues o poco definidas. Corrien-
temente presentan dimorfismo sexual marcado. La hem-
bra suele ser bastante mds grande, corpulenta y pesada
que el macho, y tiene antenas simples, contrariamente
el macho posee antenas cuadripectinadas o plumosas.
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También, la forma de las alas puede variar entre los dos
sexos de la misma especie, asi como el tipo de escama
que recubre alas y cuerpo. En el caso de las hembras, las
escamas de algunas especies pueden ser muy urticantes.

Dentro de la subfamilia Hemileucinae (Saturnii-
dae) el género Hylesia posee, después de Automeris Hiib-
ner, el mayor nimero de especies (110+). Lemaire divide
Hylesia en dos grupos con base en una combinacién de
caracteres morfolégicos. El primer grupo queda defini-
do por la presencia de una protuberancia frontal y la fér-
mula de las espinas tibiales 0-2-3. Dentro de este clado,
y siguiendo la subdivisién que hace el mismo Lemaire,
H. metabus se ubica en el subgrupo 4 por la presencia
de escamas con ocho estrias longitudinales (Lamy &
Lemaire, 1983) y la ausencia de ocelos en las alas pos-
teriores. Este subgrupo es un complejo compuesto por
ocho especies, una de las cuales, H. cedomnibus Dyar,
es simpdtrida con H. metabus en la Guayana Francesa, y
se ha encontrado en la regién de Imataca (Edo. Bolivar)
en Venezuela. Al final de este capitulo se presenta, en
el Apéndice III (pdg. 208), una lista de las especies de
Hpylesia conocidas en Venezuela.

Descripciénes originales de Cramer, [1775]

Phalaena Bombyx Metabus Cramer, [1775] (p.
117): «Fig. D. Metabus. Les Antennes de cette Pha-
léne, dont les deux surfaces ont la méme couleur, sont
garnies de petits poils; mais celles des Males sont vi-
siblement plumacées; la Trompe est imperceptible.
Elles ont le corps sort velu, mais les ailes ont si peu de
duvet ou de plumes écailleuses, qu'elles semblent étre
transparentes; tandis que la couleur rouge-sale résul-
te uniquement des poils farineux dont ces ailes sont
couvertes. C'est une Phaléne Fileuse (Phal. Bombyx.)
qui vient de Suriname & qui se trouve avec les deux
suivantes dans la Collection sus-mentionnée. [My. Le

Ministre E. F. Alberti]».

Phalaena Attacus Obsoleta Cramer, [1780] (p. 28):
«Fig. C. Obsoleta. Les bandes transversales d'un
blanc sale sur les ailes supérieures sont transparentes,
& les quatre ailes ont en-dessous une couleur pdle de
chair, sans aucun dessein. Les atles en général ont peu
de duvet & sont presque entierement transparentes ,
ce qui les fait paroitre comme usées. Les antennes des
Mles sont Pectinées. Il appartient aux Phalénes Atlas
¢ se trouve & Suriname.»

Redescripcion de la morfologia externa del
insecto adulto

Antenas aproximadamente de igual longitud que el
térax, amarillo anaranjado; filiforme en hembras, plumo-
sa en machos (27 segmentos, 20 de ellos cuadripectinados
en el macho); en estos tltimos el flagelo es desnudo, mien-
tras que en las hembras generalmente presenta una cober-
tura de escamas en su base. Palpos labiales y regién fron-
tal de la cabeza de color pardo anaranjado, patas y térax
amarillo, a veces grisiceo (marrén en los individuos mds
pigmentados), abdomen amarillo, mds oscuro dorsalmen-
te (anillado de negro en individuos mds oscuros). Alas:
Longitud del ala anterior: macho: 21-25 mm; hembra: 24-
32 mm, elongada sin prolongacién apical, color de fondo
extremadamente variable, de amarillento a pardo rosiceo,
a veces grisiceo, con lineas blanquecinas, antemedial casi
recta, casi imperceptible en los individuos mds claros,
posmedial recta o ligeramente curva hacia la costa cerca
de su base, banda submarginal bordeada distalmente de
blanco, mancha discal mds oscurecida que en el drea me-
dial; mancha blanca en la celda discal, proximalmente a
la mancha discal, y una segunda en el drea terminal entre
la costa y la vena R5. El ala posterior coloreada como la
anterior, marcas claras muy tenues. Inferiormente el co-
lor de fondo es mds opaco que en la cara superior, con
difusién blanquecina o rosada, y una mancha subapical
anterior muy bien definida. En la hembra el abdomen es
generalmente amarillo. Ala anterior mds elongada que en
el macho, subeliptica. En general el patrén de coloraciéon
es el mismo que en machos, pero la apariencia de tonos
mds tenues y con predominancia del cardcter translicido
de las alas (Figura 1 hembra).

Figura 1. Habitus (cara superior) de hembra adulta de Hylesia meta-
bus (Cramer, [1775]). Ejemplar criado en cautiverio, procedente de
poblaciones de la region de Yaguaraparo, Edo. Sucre, Venezuela.

RASGOS MORFOLOGICOS, TAXONOMIA Y NOMENCLATURA DE HYLESIA METABUS (CRAMER, [1775])




La coloracién de este insecto varfa ampliamente.
Las alas de Hylesia metabus poseen un disefio muy sim-
ple pero altamente variable, tanto en poblaciones locales
como entre poblaciones comparadas a lo largo y ancho
de su amplisima distribucién geografica. Sin embargo,
no es posible discernir razas geograficas que justifiquen
la denominacién de subespecies. Lemaire (2002) asume
que las poblaciones originarias de regiones cercanas a la
costa en la Guayana Francesa suelen poseer el color de
fondo de las alas mds amarillento o tirando a rosado,
con las manchas claras bastante débiles. En Venezuela,
particularmente en el estado Sucre, existe gran variacion
en la tonalidad del color de las alas, pero predomina
siempre el tono gris rosdceo con manchado claro que va
de tenue a bien marcado. En general, los individuos mds
oscuros suelen ser los machos, y en esos casos el oscure-
cimiento general del fondo de las alas va acompanado
de mayor contraste y definicién en las manchas de color
claro. La plasticidad fenotipica exhibida por H. merabus
en Venezuela posiblemente se deba a los efectos selecti-
vos de las condiciones ambientales locales, toda vez que
se encontré que el polimorfismo genético de la especie es
minimo (ver pdginas 33-44 en el presente volumen). La
morfologia de las escamas y setas ha sido ampliamente
estudiada por Lamy & Lemaire (1983) y en el presente
volumen (ver pdginas 47-56).

Descripcion de la genitalia

Pifango er al. (2008) realizaron un estudio de
la morfologia de las estructuras genitales de machos y
hembras de Hylesia metabus, y con base en dicho traba-
jo, a nuevas observaciones y a informacién comparativa
extraida de Lemaire (2002), se produjeron las descrip-
ciones siguientes.

La genitalia masculina presenta un zegumen robus-
to y muy abovedado; octavo esterno bilobulado; uncus
simple, robusto, obtuso y fuertemente esclerotizado,
dirigido hacia atrds; valvas redondeadas y robustas, bi-
lobuladas, con un sacculus prominente y ampliamente
fusionado con la costa, espina interna larga, naciendo
cerca del dpice de la valva, la base se dirige primero an-
teriormente y medialmente se curva hacia atrds, proyec-
tindose a los lados del uncus, brazos posteriores se unen
al regumen; placa ventral de la zranstilla subtriangular;
saccus vesicular y redondeado, casi tan ancho como la
estructura completa, deprimido dorsoventralmente; ae-
deagus acentuadamente arqueado en la porcién distal,

A

0,75 mm

0,5 mm

Figura 2. Aspecto general de la armadura genital masculina de H.
metabus. A: vista postero-anterior, el saccus es extremadamente
ancho; B: vista lateral, mostrando las valvas por encima de la base
del uncus. Uncus muy obtuso y esclerotizado; saccus deprimido
dorsoventralmente.
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Figura 3. Aedeagus curvo de H. metabus, con poca asimetria. A: vista
lateral; B: vista dorsal.

ventralmente céncavo, dpice en forma de flecha. No pre-
senta cornuti en la vessica (Figuras 2 y 3).

En el caso de la genitalia femenina, de acuerdo con
el estudio comparativo de Lemaire (2002), las hembras
de H. metabus poseen la esclerotizacién en forma de
escudo del octavo esternito mds ancha que las especies
mds parecidas, especialmente H. canitia (Cramer). Este
segmento tiene un par de bandas laterales esclerotizadas
que son libres anteriormente y se unen posteriormente a
una estructura en forma de escudo, por detrds del ostium
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bursae. Ductus bursae lar-
go y membranoso. Corpus
bursae  aproximadamen-
te el doble del largo de
las anapoéfisis, globular y
membranoso. Apéfisis an-
teriores y posteriores bien
desarrolladas y aproxima-
damente de igual tamafo

(Figura 4).
Distribucion
geografica

Hylesia metabus se

distribuye  ampliamen-

te en la zona tropical de
Suramérica, a elevaciones

Figura 4. Aspecto general de la
armadura genital femenina y érga-
nos asociados (particularmente la
bursa copulatrix) de H. metabus.

menores, al este de la cor-
dillera de los Andes y mds
frecuentemente en am-
bientes costeros, 4ridos o
semidridos. Se ha reconocido ampliamente su presencia
en Surinam, Guayana Francesa, Guyana, Venezuela,
Brasil, Colombia, Ecuador, Pert y Bolivia.

Muchos datos bioldgicos sobre esta especie se
tratan detalladamente en otros capitulos de la pre-
sente monografia (ver pdginas 15-24), pero en general
conviene resumir que se conoce bastante bien su ciclo
de vida y sus asociaciones con mds de veinte espe-
cies distintas de plantas huésped (Floch & Abonnenc,
1944; Hudson, 1985; Vassal, 1987 y Lemaire 2002).

AGRADECIMIENTOS

Los autores agradecen a Beatriz Herrera-Malaver
y Cristina Sainz-Borgo (Universidad Simén Bolivar)
por su contribucién en la recoleccién y mantenimien-
to de material para este estudio; a Edmundo Guerrero
(Instituto de Zoologia Agricola, Universidad Central
de Venezuela) por las microfotografias de las estruc-
turas genitales aqui publicadas; a Ediciones IVIC por
facilitar la fotografia de H. metabus, tomada en la Uni-
dad de Fotografia Cientifica del Instituto Venezolano
de Investigaciones Cientificas. A los editores, correcto-
res de estilo y disefiador de este libro, por su extraordi-
naria paciencia, especialmente a P. Estrada.

BIBLIOGRAFIA

Berg C (1875) Lepidépteros patagénicos observados en el via-
ge [sic] de 1874. Suplemento a la descripcién de los lepi-
dépteros patagénicos. Actas de la Academia Nacional de
Ciencias Exactas de la Universidad de Cordoba 1: 63-102,
155-158.

Bouvier E-L (1923) Observations sur quelques Saturniens re-
cueillis au Vénézuéla par M. Grisol. Bulletin du Muséum
National d’Histoire Naturelle 29: 353-359.

Chainey JE (2003) The authorship and dates of Pieter
Cramer’s De Uitlandsche Kapellen: A request for com-
ments from lepidopterists. Bulletin of Zoological Nomen-
clature 60:145-146.

Cramer P ([1775]) De Uitlandsche Kapellen voor komende
in de drie Waereld-deelen Asia, Africa en America. | del.
Beschryving van Plaat I-XCVI. [Papillons exotiques des
trois parties du Monde I’Asie, I’Afrique, et I’Amerique.
Tome Premier. Description des Planches I-XCVI]. S. J. Ba-
alde / Barthelemy Wild, Amsteldam / Utrecht. 1 (1-7): xxx
+ 16 + 132 pp., pls. 1-84.

Cramer P ([1780]) De Uitlandsche Kapellen voor komende in
de drie Waereld-deelen Asia, Africa en America. | del. Bes-
chryving van Plaat CCLXXXIX-CCCIV. [Papillons exotiques
des trois parties du Monde I'Asie, I’Afrique, et I’Amerique.
Tome Quatrieme. Description des Planches CCLXXXIX-CC-
ClIV]. S. ). Baalde / Barthelemy Wild, Amsteldam / Utrecht.
4: 28 pp., pls. 289-304.

d’Abrera B (1995) Saturniidae Mundli. Saturniid Moths of the
World. Part I. Goecke & Evers, Keltern, 177 pp.

d’Abrera B (1998) Saturniidae Mundi. Saturniid Moths of the
World. Part Ill. Goecke & Evers, Keltern, ix + 171 pp.

Dognin P (1912) Hétéroceres nouveaux de I'Amérique du Sud.
Mémoires de la Société entomologique de Belgique 19:
121-177.

Dognin P (1923) Hétérocéres nouveaux de I'Amérique du Sud.
Fasc. XXI. Oberthir, Rennes, 38 pp.

Dos Passos CF (1958) The dates and authorships of some na-
mes proposed by Cramer and Stoll in De Uitlandsche Ka-
pellen voorkomende in de drie Waereld-deelen Asia, Africa
en America, and Stoll alone in Aanhangel van het werk, de
Uitslandsche Kapellen, voorkomende in de drie Waereld-
deelen Asia, Africa en America, door den here Pieter Cra-
mer [1775]-1791. Lepidopterists” News 12:195-198.

Draudt M (1929) 12 Familie: Saturnidae [sic]. In. A Seitz (ed),
Die Gross-Schmetterlinge der Erde, 6 (Die Amerikanischen
Spinner und Schwdarmer). A. Kernen, Stuttgart, pp. 713-827,
pls. 101-137, 142.

Dyar HG (1913) Description of new species of saturnian
moths in the collection of the United States National Mu-
seum. Proceedings of the United States National Museum
44:121-134.

Fleming H (1945) The Saturnoidea (moths) of Kartabo, Bri-
tish Guiana, and Caripito, Venezuela. Zoologica 30: 73-
80, 1 pl.

Fleming H (1952) The Saturnoidea (moths) of Rancho Grande,
North-Central Venezuela. Zoologica 37: 203-207.

RASGOS MORFOLOGICOS, TAXONOMIA Y NOMENCLATURA DE HYLESIA METABUS (CRAMER, [1775])

31



Floch H & E Abonnenc (1944) Sur la Papillonite guyanaise.
Description du papillon pathogene: Hylesia urticans. Ins-
titut Pasteur de Cayenne et du Territoire de I’Inini 89: 1-7.

Hemming F (1937) Hiibner: A bibliographical and systema-
tic account of the entomological works of Jacob Hiibner
and of the supplements thereto by Carl Geyer, Gott-
fried Franz von Frélich, and Gottlieb August Wilhelm
Herrich-Schéffer. 2 volumes. Royal Entomological Socie-
ty of London, London, frontisp. + XXXIV + 605 pp. + [iiil;
xii + 274 pp.+ [ii].

Herrich-Schaffer GAW ([1855]) Synopsis familiarum Le-
pidopterorum In: Systematische Bearbeitung der Sch-
metterlinge von Europa, zugleich als Text, Revision und
Supplement zu J. Hitbner's Sammlung européischer Sch-
metterlinge. 6 Band. G. ). Manz, Regensburg, pp. 81-152.

Hubner ) (1818) Zutrdge zur Sammlung exotische Schmet-
terlinge. [J Hubner], Augsburg, pp. 9-16.

Hibner J ([1820]) Verzeichniss bekannter Schmettlinge [sic].
[J Hibner], Augsburg, pp. 177-208.

Hudson JE (1985) Trials of yellow lamps for reducing pla-
gues of itch moths in Surinam. IPLE Lighting Journal
50: 42-44.

Kirby WF (1892) A Synonymyc Catalogue of Lepidoptera
Heterocera (Moths), vol. 1: Sphinges and Bombyces.
Gurney & Jackson, London, 951 pp.

Kristensen NP (ed) (1999) Handbuch der Zoologie / Hand-
book of Zoology. Band/Volume IV. Arthropoda: Insecta.
Teilband/Part 35. Lepidoptera, Moths and Butterflies. Vo-
lume 1: Evolution, Systematic and Biogeography. Walter
de Gruyter, Berlin/New York, x + 491 pp. + [il.

Kristensen NP (ed) (2003). Handbuch der Zoologie / Han-
dbook of Zoology. Band/Volume IV. Arthropoda: Insec-
ta. Teilband/Part 36. Lepidoptera, Moths and Butterflies.
Volume 2: Morphology, Physiology, and Development.
Walter de Gruyter, Berlin/New York, xii + 564 pp.

Lamy M & C Lemaire (1983) Contribution a la systématique
des Hylesia: étude au microscope électronique a balaya-
ge des «fléchettes» urticantes (Lep. Saturniidae). Bulletin
de la Société Entomologique de France 88 (150°™ an-
niv.): 176-192.

Lemaire C (1972) Description d'Attacidae (= Saturniidae)
nouveaux du Venezuela et du Pérou [Lep.]. Bulletin de
la Société Entomologique de France 77(1): 29-41, 2 pls.

Lemaire C (1980) Un Hemileucinae inédit de la Gran Saba-

na vénézuélienne [Lep. Attacidael. Bulletin de la Société
Entomologique de France 84(7-8): 201-204.

Lemaire C (1985) Quatre Hemileucinae sud-américains inédits
[Lepidoptera, Saturniidael. Revue Francaise d'Entomologie
(N. S.) 7(2): 49-54.

Lemaire C (1988) Description de neuf espéces nouvelles du
genre Hylesia Hiibner (Saturniidae Hemileucinae). Lambi-
llionea 88 (1-2): 20-27; (3-4): 59-72.

Lemaire C (1996) Saturniidae. /n: Heppner JB (ed) Atlas of
Neotropical Lepidoptera. Checklist. Part 4B. Association
for Tropical Lepidoptera / Scientific Publishers, Gainesville,
Fl, pp. 28-49 + xix-l + pp. 62-84.

Lemaire C (2002) The Saturniidae of America: Les Saturniidae
Americains. Hemileucinae (= Attacinae). 3 vols. Goecke &
Evers, Keltern. 1388 pp., 214 pls.

Lemaire C & J Minet (1999) The Bombycoidea and their rela-
tives In Kristensen NP (ed) Handbuch der Zoologie / Han-
dbook of Zoology. Band/Volume IV. Arthropoda: Insecta.
Teilband/Part 35. Lepidoptera, Moths and Butterflies. Volu-
me 1: Evolution, Systematics, and Biogeography. Walter de
Gruyter, Berlin/New York, pp. 321-353.

Lemaire C & N. Venédictoff (1989) Catalogue and biogeogra-
phy of the Lepidoptera of Ecuador I. Saturniidae, with a
description of a new species of Meroleuca Packard. Bulle-
tin of the Allyn Museum 129: 1-60.

Orfila RN (1951) Notas sobre Lepidoptera Saturnioidea 2. Una
especie nueva de Hylesia (Hemileucid.) dermaritogena de
Venezuela. Publicaciones de la Mision de Estudios de Pato-
logia Regional Argentina 23: 119-121.

Pifango Bustamante JE, B Herrera-Malaver, CV Liendo-Barandia-
ran, C Sainz-Borgo & JV Hernandez (2008) Genitalia descrip-
tion of Hylesia metabus (Lepidoptera: Saturniidae: Hemileu-
cinae) In XXIII International Congress of Entomology. Durban,
South Africa. July, 6 to 12, 2730 pp. (@bstract No. 3222).

Schiissler H (1934) Saturniidae 2. Subfam. Saturniinae et 3.
Subfam. Ludiinae I. En: Strand E (ed): Lepidopterorum cata-
logus. Part 58. W. Junk, Berlin, pp. 325-484.

Vassal J-M (1987) Biologie et écologie d'Hylesia metabus,
agent de la papillonite en Guyane francaise. Mise en place
d'une structure de lutte intégrée. ORSTOM, Cayenne, 146
pp, 37 pls.

Walker F (1855) List of the Specimens of Lepidopterous Insects
in the Collection of the British Museum. British Museum,
London, 5: pp. 977-1257; 6: pp. 1259-1507.

Watson A, DS Fletcher & IWB Nye (1980) Noctuoidea (part).
In: Nye IWB (ed) The Generic Names of the Moths of the
World. Vol. 2. British Museum (Natural History), London,
frontisp. + xiv + 228 pp.

ANGEL L. VILORIA, JOSE ENRIQUE PIRANGO, CARMEN VIRGINIA LIENDO-BARANDIARAN v JOsE V. HERNANDEZ E.

32



Variabilidad, estructura genética y filogenia de
Hylesia metabus (Cramer, [1775]) (Lepidoptera:

Saturniidae)
Hernan Cequea', Jazzmin Arrivallaga™, Cristina Sainz-Borgo??
y José V. Hernandez E.?

'Departamento de Biologia, Escuela de Ciencias, Niicleo de Sucre, Universidad de Oriente, Cumand, estado Sucre,
Venezuela.

*Departamento de Estudios Ambientales, Laboratorio de Ecologia Molecular de Insectos. Universidad Simén Bolivar,
Caracas, Venezuela.

3Laboratorio de Ecologia Quimica del Comportamiento, Edif. Fisica y Electrénica I, piso 1, Departamento de Biologia de
Organismos, Universidad Simén Bolivar, Apartado 89000, Caracas 1080A, Venezuela.

*jarrivilaga@usb.ve

Resumen Hylesz'a metabus es una especie de importancia médica, la cual ha sido se-
fialada como una especie con variabilidad en los patrones de coloracién
en la fase larval y adulta, picos poblacionales discretos a escala espacial y
temporal, distribucién geografica restringida y conformada en metapobla-
ciones. Estas observaciones han sugerido la hipétesis de considerar la espe-
cie en Venezuela como un complejo de especie. La presente investigacion
tuvo como objetivo central evaluar distintas poblaciones geogrificas de la
palometa, mediante el uso de técnicas convencionales (citogenética e isoen-
zimas) y modernas (ADN mitocondrial) bajo un enfoque taxonémico. Los
resultados obtenidos indican que esta especie de lepidéptero es una especie
monofilética con bajo grado de polimorfismo genético, sin estructura gené-
tica, pero con plasticidad fenotipica.

Abstract Variability, Genetic Structure and Phylogeny of Hylesia metabus
(Cramer, [1775]) (Lepidoptera: Saturniidae)
Hylesia metabus is a medically important moth species, which shows a
number of features such as: variability in the color patterns of larvae and
adults, discrete population peaks in time and space, restricted geogra-
phical distribution and the presence of metapopulations, suggesting the
possible existence of a species complex in Venezuela. In this study we
evaluated the taxonomy of geographically separated populations of this
pest using both conventional (cytogenetic and isoenzyme) and molecular
(mitochondrial DNA) techniques. The results obtained indicate that H.
metabus is a monophyletic species, which shows phenotypic plasticity but
is genetically unstructured.

Palabras clave Especie plena, genética, Hylesia, lepidopterismo, variabilidad.
Key words Genetics, Hylesia, lepidopterism, valid species, variability.
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PRESENTACION

En el neotrépico se han reportado distintas espe-
cies del género Hylesia Hubner, 1820 (palometa pelu-
da, en Venezuela), de la familia Saturniidae. Esta fa-
milia incluye algunas especies urticantes causantes de
«lepidopterismo» en el hombre.

En Venezuela Hylesia metabus (Cramer, [1775])
representa un problema ambiental y de salud publica,
debido a la presencia de setas urticantes en el abdomen
de las hembras que pueden causar una patologia carac-
terizada por dermatitis, conjuntivitis, queratitis, pro-
blemas respiratorios, bronquitis, rinofaringitis, fiebre,
dolor de cabeza, nauseas, disneas y tos (Pesce & Del-
gado 1971; Visquez 1990; Benaim ez al. 1991; Fornés
& Herndndez 2001; Rodriguez-Morales ez al. 2005).

El genéro Hylesia Hubner 1820, es exclusivamen-
te neotropical y ha sido reportado desde México hasta
Argentina, encontrindose especies con distribucién
restringida, lo que ha generado la descripcién de va-
rias especies endémicas, que taxonémicamente pueden
representar problemas de validacién, sugiriéndose si-
nonimias de especies dada la similaridad morfolégica
(Lemaire 2002).

Especificamente, H. metabus estd senalada para
Venezuela, Guayana y Surinam. La historia taxoné-
mica de H. metabus Cramer, 1775, indica que es una
especie morfolégica basada en caracteres diagnésticos
(Lamy & Lemaire 1983; Lemaire 2002).

En Venezuela, esta especie se encuentra distri-
buida principalmente en los estados nororientales
(Sucre, Delta Amacuro y Monagas). Sin embargo,
también ha sido reportada para los estados Miran-
da, Nueva Esparta y Zulia (Vdsquez 1990; Fornés &
Herndndez 2000) y recientemente se ha recolectado
en el estado Bolivar. Este patrén de distribucién geo-
grafica discontinua y en parches, brinda un escenario
interesante para un estudio de variabilidad genética
espacial y temporal.

En afios recientes se ha observado una variabili-
dad fenotipica de las fases larvales (cuerpo de la larva) y
adultos (en las alas), en relacion al patrén de coloracién
(claras y oscuras), lo que ha sugerido la existencia de
mds de una especie de Hylesia en las dreas en las que se
ha reportado para Venezuela.

Este patrén de coloracién clara y oscura de las alas,
puede indicar cambios en el genoma que son detecta-

dos a través de la determinacién del niimero bésico de
cromosomas (x), cambios en la secuencia de los genes
en los cromosomas (mediante el andlisis de las regio-
nes de eucromatina en los brazos de los mismos o del
comportamiento de los cromosomas en meiosis I y II)
y mutaciones de genes para adaptarse a las condiciones
ambientales (Lewontin 1978; Cequea 1985; Cequea ez
al. 2003, 2006, 2009). Estas variaciones fenotipicas pu-
dieran estar asociadas a un polimorfismo genético o a la
existencia de una diferenciacién genética entre las pobla-
ciones de H. metabus.

Algunos aspectos de la bioecologia son relevan-
tes para estudios genéticos de H. metabus. En primer
lugar, el ciclo de vida sincronizado de 100 a 105 dias
(Vésquez et al. 1984; Visquez 1990; Fornés & Her-
ndndez 2000) que producen 3-4 ciclos de vuelo anual
de adultos, genera poblaciones de adultos discretas.
Ademds, existen controladores bioldgicos naturales
de larvas y pupas, que regulan la emergencia de adul-
tos en algunas localidades de Venezuela (Herndndez
et al. 2009). Estos aspectos (depredacién y ocurren-
cia de poblaciones en pulsos temporales y espaciales)
constituyen causales potenciales de efectos de cuello
de botella y deriva genética que determinarian la exis-
tencia de estructura genética y flujo génico dentro y
entre las poblaciones locales.

Esta hipétesis de existencia de estructura genética
se fundamenta en que la existencia de variabilidad en una
especie puede cambiar a escala espacio-temporal a través
de varias fuerzas genéticas tales como mutaciones, deri-
va genética, migraciones y seleccién natural, modulada
por factores ecoldgicos y biogeogrificos que promueven
el aislamiento reproductivo entre poblaciones (Stutz
1976; Ayala & Kiger 1980; Jackson 1985; Slatkin 1985;
Grifhiths ez al. 2000), y puede ser evaluada con base en
la existencia de variantes alélicas y sus frecuencias, me-
diante técnicas genéticas (Griffiths ez a/. 2000). Dentro
de las técnicas genéticas empleadas frecuentemente en es-
tudios de variabilidad y diferenciacién, los andlisis de las
enzimas mediante la electroforésis (isoenzimas) y el com-
portamiento de los cromosomas mitdticos y mei6ticos
(citogenética) han sido ampliamente usadas (Morrison
& Rajhathy 1959; Ayala 1976; Gottlieb 1977; Crawford
1983; Thorpe 1983; Cequea 1985, 1991; Arrivillaga ez al.
2000; Cequea ez al. 2003, 20006).
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Recientemente, el desarrollo de la biologia y
genética molecular han permitido abordar los pro-
blemas de identificacién de especies y de genética de
poblaciones, empleando para ello marcadores mole-
culares, como el uso de regiones codificantes y con-
servadas de ADN mitocondrial (COI, cytoB, 128,
16S, NDH4-5) y genes nucleares (28S, 18§, ITS 1-2)
(Simon et al. 1994).

Otros enfoques de poblacién han sido emplea-
dos para evaluar la significancia de la variacién o di-
ferenciacién dentro de poblaciones de insectos, como
por ejemplo, el uso de métodos filogenéticos utili-
zando como caracteres la composicién nucleotidica
de ADN, estimdndose las relaciones intraespecificas
entre las variantes alélicas (haplotipos) determinadas
entre y dentro las poblaciones de una especie. De-
finiéndose las especies con base en criterios de mo-
nofilia (linajes con una misma historia evolutiva no
independientes), el concepto de especie filogenética y
argumentos filogeograficos (Avise ez al. 1987; Arrivi-
llaga ez al. 2002; 2003).

Todos estos criterios genéticos ampliamente usa-
dos en el estudio de especies de insectos del orden
Lepidoptera (Goulson 1993; Keyghobadi ez a/. 2005),
permiten obtener un mayor nimero de evidencias
para contestar preguntas bioldgicas relacionadas con
H. metabus. ;Cémo saber si es una especie valida? ;Si
es una especie polimérfica? ;Representa un complejo
de especies? ;Hay asociacién de las formas de color
con genotipos diferentes? ;Las poblaciones geogréfi-
cas son un grupo natural? ;Los periodos de vuelo en
los adultos o la discontinuidad geogréfica, generan
diferenciacién espacial y temporal entre las poblacio-
nes locales o geograficas?

Por lo antes expuesto, es una necesidad obligato-
ria evaluar las poblaciones de este lepid6ptero desde un
contexto genético y filogenético para tratar de responder
estas interrogantes. En este sentido, se realizaron estu-
dios de citogenética, isoenzimas y filogenia molecular a
fin de obtener informacién genética sobre esta especie y
tener una aproximacién mds natural de aspectos taxond-
micos y genéticos de H. metabus en Venezuela.

DESCRIPCION DE METODOS

Estudio citogenético

Entre el 2004 y 2008 en Venezuela, un nimero
total de 1000 larvas del quinto instar de H. metabus
con variaciones de color claras y oscuras, fueron reco-
lectadas en los mangles rojos (Rhizophora mangle L.),
cerca de las localidades de Patao (Lat. N 10° 38' 29,9"';
Long. O 62° 04' 09,0"), Mapire (Lat. N 10° 38' 42,6
Long. O 62°08' 59,2") en el municipio Véldez, Yagua-
raparo (Lat. N 10° 32' 43,2"; Long. O 62° 49' 05,7")
en el municipios Cajigal y Guanoco (Lat. N 10° 08'
56,6"; Long. O 62° 56' 18,6") en el municipio Beni-
tez, en el estado Sucre. Las larvas de las poblaciones
de Patao, Mapire, Yaguaraparo y Guanoco son consi-
deradas como una sola poblacién muestral. Ademds,
se recolectaron larvas alrededor de Pedernales (estado
Delta Amacuro), (Lat. N 09° 48" 12,0"; Long. O 62°
10' 33,4") y Morichal Largo (estado Monagas), (Lat. N
08°55' 32,2"; Long. O 63° 06" 51,5").

Las larvas fueron trasladadas y mantenidas hasta
el quinto estadio en el laboratorio de Control de Vec-
tores del Instituto de Investigaciones y Biomedicina y
Ciencias Aplicadas de la Universidad de Oriente (IBCA-
UDO), bajo las siguientes condiciones de cria: tempera-

tura ambiente = 24 + 2 °Cy HR = 60 + 5 % , fotoperio-
do normal de 12:12 h.

Para llevar a cabo el estudio citolégico en primer
lugar se sumergieron las larvas en una solucién de col-
chicina de 0,1 % m/v por una hora para inhibir la for-
macién de las fibras del huso acromdtico. Las cabezas y
los testiculos de los machos (larvas) fueron removidos y
expuestos a una solucién de KCL al 4 % durante 20 mi-
nutos con el objetivo de incrementar el volumen celular.
Posteriormente fueron fijados en 3:1 metanol: 4cido acé-
tico por 24 horas a temperatura ambiente y, finalmente
transferidos a etanol 70 %. Las cabezas y los testiculos
fueron transferidos a un portaobjeto y expuestos a dcido
acético al 60 % por tres minutos para ablandar el tejido y,
finalmente, coloreado con orceina FLP al 1,25 % durante
4 minutos y aplastados (Cequea 1985). Un minimo de 20
meiocitos por poblacién se analizaron en diacinesis para
detectar las configuraciones cromosémicas: univalentes,
circulos y cadenas bivalentes, trivalentes y tetravalentes.

Los siguientes simbolos fueron usados: oll=biva-
lente con dos quiasmas, clI = bivalente con un quiasma,
Cx=promedio de quiasmas por célula, n = niimero basico
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de cromosomas, p=coeficiente de quiasma (derivado de
dividir el promedio de quiasmas observado por el nimero
méximo de quiasmas tedricamente por bivalente), ¢ ma-
yuscula es 1 — p o ausencia de quiasmas. No. = niimero.
Las ecuaciones siguientes: oll = (Cx — n) x No. de
células y cII = n — (Cx — n) x No. de células, se aplicaron
a las configuraciones meiéticas observadas en diacinesis.
Estas ecuaciones predicen el nimero esperado de circu-
los y cadenas bivalentes en los individuos diploides nor-
males. Cuando hay un minimo de uno y un méximo de
dos quiasmas por bivalente, éstos tienen un apareamien-
to normal en paquiteno y la distribucién de los quias-
mas no es aleatoria, con un valor de P (coeficiente de
quiasmas) mayor a 0,5 (Jackson 1984). Una prueba de
Ji-cuadrado fue aplicada con el objetivo de determinar si
las configuraciones observadas en diacinesis se ajustan al
modelo de acuerdo al método no aleatorio (NA).

Estudio isoenzimatico

En el estudio de isoenzimas se evaluaron sélo tres
enzimas, las cuales han sido ampliamente usadas en
estudios de variabilidad genética. La fosfatasa alcalina
presenta diferentes formas, tales como las fosfatasas
alcalinas del higado (ALP)), hueso (ALP,), intestino
(ALP) y placenta (PL), con distintas propiedades y que
son presumiblemente codificadas en loci génicos separa-
dos (Fishman & Ghosh 1967; Beratis et al. 1970; Moss
1970; Fernley 1971; Donald & Rodson 1973; Fishman
1974). Mientras que la enzima Glutamato-oxaloaceta-
to-transaminasa (GOT) presenta dos loci autosémicos
GOT,y GOT,, que determinan las formas soluble y mi-
tocondrial de la enzima (Chen & Giblett 1971; Hackel
et al. 1972). Por dltimo, las esterasas (Es) son comunes
en diferentes tipos de tejidos y presentan una gran varia-
bilidad en los organismos (Welch & Lee 1974; Coates
et al. 1975).

Para el andlisis enzimdtico, las larvas de aproxima-
damente 42 a 45 mg fueron maceradas en 1 ml de solu-
cién tampén (0,2 M Tris: 0,025 M 4cido citrico 1:1, pH
7,6) y centrifugadas a 2000 rpm durante 15 min para
separar el sobrenadante. Las muestras correspondientes
a las larvas fueron insertadas en el gel (20x14x0,5 cm)
mediante recuadros de papel Whatman N° 3 (aproxima-
damente 6x5 mm) humedecidos en los respectivos ho-
mogenizados. El gel fue preparado con almidén hidroli-
zado de papas al 12,5 % (Sigma, lote N° 122H0776). La
electroforesis se realiz6 a 10 °C en nevera, aplicando una

diferencia de potencial de 200 V entre los extremos del
gel durante 4-5 horas hasta que el marcador de corrida,
(azul de bromofenol al 10 % en bufer Tris/HCl a pH
8,00) migrara una distancia de 8,0 cm desde el sitio de
insercién de las muestras.

El revelado de las enzimas se realiz6 en la oscu-
ridad a 30 °C con las soluciones siguientes: Fosfatasa
alcalina (ALP) (50 ml agua, 25 mg {3-naptil fosfato de
sodio, 61,5 mg Mg SO, 7H,O y 25 mg Fast Blue RR).
Glutamato-oxaloacetato-transaminasa (GOT) (50 ml
bufer 0,1 M Tris-HCI pH 8,3, 50 mg L-dcido aspdrtico,
50 mg dcido a-ketoglutdrico, 75 mg Fast Blue BB y 2,5
mg de Piridoxal-5-fosfato). Esterasa (ES) 50 ml bufer
0,05 M fosfato de potasio pH = 6,0; 2,5 ml N-propanol,
20 mg -naptil acetato, 30 mg a-naptil acetato y 25 mg
Sal Fast Garnet GBC (Boyer 1961; Selander ez al. 1971;
Stuber et al. 1988).

Los geles fueron escaneados inmediatamente des-
pués de coloreados, utilizando el programa Photoim-
pacto 10. Una prueba de Ji-cuadrado se aplicé sobre la
frecuencia de fenotipos de GOT de las poblaciones de
los estados Sucre, Delta Amacuro y Monagas para deter-
minar si estas poblaciones se ajustaban al equilibrio de
Hardy-Weinberg. Este pardmetro permite establecer que
la composicién genética de una poblacién permanece en
equilibrio, mientras no actde la seleccién natural y no se
produzca ninguna mutacién.

Estudio filogenético

A fin de contar con una identificacién morfolégica
vélida basada en los caracteres diagndsticos descritos por
(Lemaire 2002), se usaron claves y se disec los genitales
de machos y hembras adultos para confirmar la identi-
ficacién taxonémica de la especie bajo estudio. Por otra
parte, el uso de larvas es problemdtico durante la extrac-
cién de ADN, dado a que se obtiene un gran nimero
de impurezas y cantidades altas de ARN que pueden
inhibir la amplificacién de regiones de ADN via PCR,
por lo que el estudio se realizé con la fase adulta.

Para los estudios moleculares se recolectaron pu-
pas de distintas localidades (Mapire, Guanoco, El Paujil
(Edo. Sucre), Pedernales (Edo. Delta Amacuro), Mori-
chal (Edo. Monagas) durante diferentes ciclos de vuelo
entre enero de 2004 y diciembre de 2007. El material
fue transportado al laboratorio de Ecologia Quimica del
Comportamiento de la Universidad Simén Bolivar, para
esperar la emergencia de los adultos, los cuales fueron
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Tabla 1. Cebadores utilizados en la amplificacion de 12S 'y CO.

mitocondriales citocromo c unidad 1 (COI)

Autores Cebador Secuencia Tamafio  y 12§ (fragmento ribosomal), mediante ce-
Kambhampati & 125 SR-J- 4199 5 TACTATGTTACGACTTAT 3 430pb.  badores especificos via PCR (Tabla 1). Los
Smith (1995) SRN- 14594 5 AAACTAGGATTAGATACCC 3 productos amplificados fueron enviados a
secuenciacién para utilizar a posteriori las
Kambhampati & COI  Cl-J-1632  5GGTAAAATTAAAATATAAACTTC 3 570 pb. bases nucleotidicas como los caracteres em-
Smith (1995
mith ( ) CI-N-2191  5' TGATCAAATTTATAAT 3

pleados para estimar la filogenia con méto-

identificados segtin los caracteres propuestos por Lemai-
re (2002). La genitalia fue disecada (hembras y machos,
relacién 1:1 por localidad), luego el térax fue preservado
en seco a -20 °C en viales individuales hasta su utiliza-
cién. Las hembras fueron disecadas en cdmaras especia-
les para evitar su manipulacién directa y minimizar el
contacto con las setas urticantes.

La extraccién del ADN genémico se realizé con el
método de Arrivillaga ez al. (2002) con modificaciones
menores, a partir de material proveniente de hembras y
machos adultos de H. metabus preservados previamente a
20 °C. Para la extraccion se disecaron los musculos del t6-
rax de los adultos. A partir del ADN genémico extraido se
obtuvieron productos de amplificacién de los fragmentos

dos cladisticos.

Para los andlisis cladisticos se utilizd
el método de mdxima parsimonia empleando el programa
informético PAUP 4.0 (Phylogenetic Analysis Using Parsi-
mony) (Swoftord 2002). Entre las opciones del andlisis se in-
cluyeron los gaps (ausencia de base luego del alineamiento)
como quinta base, se realizaron busquedas heuristicas con
remuestreo tipo TBR (diseccién y reconexién de ramas,
para determinar el drbol mds corto dentro de los mds parsi-
moniosos), con 100 réplicas aditivas azarosas, con repesaje
de caracteres y 1000 réplicas de boorstrap (Arrivillaga et al.
2003). Las distancias genéticas fueron calculadas, utilizan-
do la distancia de Kimura de dos pardmetros (K2P, basado
en que las tasas de las transiciones y transversiones son di-
ferentes e independientes), como criterio de diferenciacién
entre los haplotipos determinados por secuenciacion.

DESCRIPCION Y DISCUSION DE RESULTADOS

Citogenética

En las seis poblaciones larvales estudiadas se eviden-
ci6 que el nimero diploide (2n) de cromosomas observa-
dos en las células neurobldsticas es de 62 con una longi-
tud de 0,6-1,0 pm. Ademds, los cromosomas metafdsicos
encontrados son monocéntricos. El tipo y morfologia de
cada cromosoma fue dificil de analizar en los cromosomas
metafdsicos debido al pequenio tamafio de los mismos (0,6-
1,0 um), pero se observé que los cromosomas tenfan un

centrémero (Figura 1). Las comparaciones cromosdmicas
entre los dos fenotipos de larvas (claras y oscuras, Figu-
ra 2), indican la carencia de diferenciacién cromosémica
con base a los pardmetros evaluados (2n, tamano y tipos
de cromosomas). Estos resultados son concordantes con el
analisis de cromosomas meiéticos en 30 machos adultos,
empleando 198 células en diacinesis, en las cuales se obser-
varon 31 cromosomas bivalentes en cada una (Figura 3).

R 4 .

4,33 um

Figura 1. Cromosomas mitéticos de Hylesia

metabus. metabus.

Figura 2. Larvas clara y oscura de Hylesia
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Figura 3. Diacinesis con 31 bivalentes. La
flecha muestra un circulo bivalente y el trian-
gulo una cadena bivalente.
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Tabla 2. Apareamiento de los cromosomas en diacinesis, promedio de
quiasma por célula (Xgma/célula) y valores de p y q para las localidades

de Sucre, Delta Amacuro y Monagas de Hylesia metabus.

Nuestros andlisis indican que los cromo-
somas tuvieron un apareamiento normal en
el estado de paquiteno de la meiosis y en las

Configuraciones

conﬁguraciones cromosémicas en diacinesis

Localidad meidticas en XC’IImIa/ Valorp  Valor g dg%rgﬂgs fueron observados uno y dos quiasmas. De
[ . celula .
diacinesis acuerdo a estas configuraciones, se observaron
629l 2l 29 circulos bivalentes y dos cadenas bivalentes
Patao 10 (28 oll, 3 cll) 59,10 0,9532  0,0468 20 L. . .
4 (27 oll, 4 cll) en 54 meiocitos (Figura 3), lo cual sugiere la
8 (29 oll, 2 cll) hipétesis de la existencia de una recombina-
Mapire 15 (8ol 3cl) 5935 09532 00428 23 cién simple en cada uno de los dos brazos de
5(290ll, 2clh los cromosomas homdélogos en paquiteno.
Yaguaraparo 8 (28 oll, 3 cll) 58,86 0,9500 0,0500 21 .
8 (27 oll, 4 cll) Por lo tanto, podemos concluir que el ca-
25 (29 oll, 2 cll) riotipo de H. metabus esta constituido de 58
Guianoco 30(28 o::’ 3 C::) 5923 09553  0,0447 65 cromosomas metacéntricos y 4 submetacéntri-
10 (27 oll, 4 ¢ , .
( ) cos. Los 27 y 28 circulos bivalentes observados
10 (29 oll, 2 cl) . . .,
Pedernales 20 (28 oll, 3 cll) 5033 09674  0,3260 30 pueden ser el resultado de la terminalizacién
14 (29 oll, 2 cll) de algunos quiasmas al final de la profase I de
Morichal Largo 18 (28 oll, 3 cll) 59,18 0,9545  0,0455 39 la meiosis o por el rompimiento de los quias-
727 oll, 4 cll)

mas por el método de aplastamiento. Las con-

X=Promedio

p = coeficiente de quiasma (derivado de dividir el promedio de quiasmas observa-

do por el nUmero méaximo de quiasmas tedricamente por bivalente).
g = 1-poausencia de quiasmas.

Las configuraciones meiéticas observadas en diaci-
nesis por cada localidad se muestran en la Tabla 2. Las
configuraciones cromosémicas fueron comparadas (con
base en las observadas y esperadas) de acuerdo al método
no aleatorio (NA), obteniéndose un Ji-cuadrado de cero

(Tabla 3).

Tabla 3. NUmeros observados (Obs) de bivalentes en las poblaciones
de Hylesia metabus de los estados Sucre, Delta Amacuro y Monagas

figuraciones meidticas esperadas en diacinesis
como resultado de las recombinaciones en
cada uno de los brazos de los cromosomas me-
tacéntricos, submetacéntricos y telocéntricos
han sido reportadas por Cequea & Nirchio (1998). El
tamafo tan pequeno de los cromosomas de H. metabus
es comun en saturnidos, igual que en otros lepidépteros
(Gupta 1964; Suomalainen 1969). La presencia de cro-
mosomas metacéntricos y submetacéntricos y larvas con
coloracién clara y oscura podria indicar cambios en el
orden de los genes para adaptarse a de-
terminadas condiciones ambientales no
detectadas en este estudio.

comparados con valores esperados aplicando el método no aleatorio (NA).

Estos rearreglos de un grupo de ge-

) Configuraciones nes pueden producir complejos de genes

Estado  Poblacién CNélucliaeS Cx P cromosomicas con una gran adaptabilidad que permi-

ol or - x te la colonizacién de nuevas dreas que,

Sucre Patao po 5910 085  ObsS62 58 0 a través del tiempo y en ausencia de la
NA 562 58 . . . .

Mapire 03 5935 096 Obs6s2 & O recombinacién, podria conducir al ais-

NA 652 61 lamiento ecolégico (Dobzhansky 1951).

Yaguarapo 21 58,86 095  Obs 585 66 0 Esto podria explicar las observaciones de

NA 585 66 campo de la presencia de las larvas de esta

Guanoco 65 59,23 0,96 Obs 1835 180 0 . . .

NA 1835 180 especie en plantas de Anacardium occi-

Delta Amacuro Pedernales 30 59,33 097 Obs8so 80 o  dentale L (Merey), Syzgium malaccense L

NA 850 80 (Pomalaca), Erythrina poeppigiana Walp

Monagas lﬁ/laorgghal 39 59,18 0,95 Obs 1099 110 0 (Bucare) (Vésquez 1990, 1994), Hura

NA1099 110 crepitans L (Jabillo) (Vasquez 1990, 1994,

Cx= Promedio de quiasma por célula. p= Coeficiente de quiasma
oll= Bivalente con dos quiasmas. cll= Bivalente con un quiasma.

Osborn ez al. 2001), Sysigium cumini L
(Guayaba Pesgua) (Visquez 1990, 1994,
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Origen

Figura 5. Fenotipos electroforeticos de ALP
(fosfatasa alcalina). Fenotipo con una mo-
vilidad electroforética diferente indicado

lo cual permite concluir que los bivalentes
de H. metabus tienen un apareamiento nor-
mal en paquiteno de la meiosis, con la misma
frecuencia de recombinacién con uno y dos
quiasmas distribuidos de una manera no alea-
toria. En general, esta caracteristica es consi-
derada normal para los especimenes diploides
normales (2n) que presentan cromosomas
monocéntricos, (Cequea & Nirchio 1998;
Otero 2002; Cequea ez al. 2003; 20006).

Figura 4. Fenotipos electroforéti-

con una flecha.

cos de ALP (fosfatasa alcalina).

Origen Origen

+

GOTSUGOTs1 GOTs2/GOTs2 GOTs2 GOTs2 GOTs1GOTs2

Figura 6. Fenotipos electroforéticos de GOT
(Glutamato-oxaloacetato-transaminasa).

Tabla 4. Fenotipos de la Glutamato-oxaloacetato-transaminasa
(GQOT) en las poblaciones del estado Sucre.

Poblacion GOT1/GOTs1  GOTs1/GOT2  GOTs2/GOT2
Patao 35 90 105
Mapire 5 25 15
Yaguaraparo 15 35 55

Cortez 2003), Psidium guajava L (Guayaba) (Visquez
1990, 1994, Osborn ez al. 2001, Cortez 2003), entre
otros, ademds de su amplia distribucién geogrifica en
los estados Sucre, Monagas, Bolivar y Delta Amacuro.
El andlisis no aleatorio de las configuraciones mei6-
ticas en diacinesis resulté en un valor de cero (Tabla 3),

Figura 7. Fenotipos electroforéticos de GOT
(Glutamato-oxaloacetato-transaminasa).
Fenotipo con una movilidad electroforética
diferente indicado con una flecha.

Actualmente estamos en el proceso de
analizar las diferentes fases de la meiosis I y II
en el tejido gonadal de H. metabus, con
el objetivo de identificar las configura-
ciones cromosémicas caracteristicas de
las inversiones y translocaciones y asi
determinar la evolucién de las poblacio-
nes de este lepid6ptero.

Isoenzimas

La fosfatasa alcalina (ALP) se pre-
senté como un mondémero (ALP1) en
todas las poblaciones estudiadas (Figu-
ra 4). También se observé un fenotipo
con una movilidad electroforética diferente (Figura 5).
La Glutamato-oxaloacetato-transaminasa se presentd
como un dimero donde se identificaron dos fenotipos
homocigotos (GOT1/GOT1 y GOT2/GOT?2) y uno
heterocigoto (GOTs1/GOT2) (Figura 6). Ademds, se
observé la presencia de un alelo atipico en la poblacién
de Sucre con una migracién electroforética diferente a
los alelos GOTsl y GOT2 (Figura 7). Los fenotipos de
la Glutamato-oxaloacetato-transaminasa (GOTs) en la
poblacién detectada en las localidades de Patao, Mapire
y Yaguaraparo del estado Sucre se muestran en la Tabla
4. Por otra parte, los resultados del anilisis fenotipico
de 380, 90 y 210 larvas de las poblaciones de los estados
Sucre, Delta Amacuro y Monagas, respectivamente, se
muestran en la Tabla 5. Los valores para p y q pueden

ser estimados a partir de:

Tabla 5. Distribucién de los fenotipos de Glutamato-oxaloacetato-

transaminasa en las poblaciones naturales de Hylesia metabus.

p = frecuencia del alelo GOTsl

Poblacion Homocigotos  Heterocigotos ~ Homocigotos — Total q-= frecuencia del alelo GOT2
GOTs1/GOTs1  GOTs1/GOT2  GOT2/GOT2
Sucre 55 150 175 380 Donde p+q=1. Los valores de p y q en las po-
Delta Amacuro 10 50 30 90  blaciones de Sucre, Delta Amacuro y Monagas se
Monagas 30 70 110 210

muestran en la Tabla 6.

VARIABILIDAD, ESTRUCTURA GENETICA Y FILOGENIA DE HYLESIA METABUS (CRAMER, [1775]) (LEPIDOPTERA: SATURNIIDAE)

39



Tabla 6. Valores de p y q de Glutamato-oxaloacetato-tran-
saminasa en las poblaciones naturales de Hylesia metabus.

Poblacién Valor P Valor Q
Sucre 0,34 0,66
Delta Amacuro 0,39 0,61
Monagas 0,31 0,69

p = coeficiente de quiasma (derivado de dividir el promedio de quias-
mas observado por el nimero maximo de quiasmas teéricamente
por bivalente). g = 1 - p o ausencia de quiasmas.

duos analizados en las tres poblaciones. En la zona III se
presentd una sola banda. En la poblacién de Sucre se ob-
servaron 170 larvas con presencia de esta banda y 240 lar-
vas sin ellas. En la poblacién del Delta Amacuro el 33 %
de las larvas presentaron esta banda y en la poblacién de
Monagas el 30 %.

Los resultados de los andlisis enzimdticos en este es-
tudio muestran que la fosfatasa alcalina se presenté como
una banda invariable en todos los individuos (Figura 4);

Tabla 7. Desviacion de los fenotipos de Glutamato-oxalacetato-transaminasa (GOTs) ~ Origen
del equilibrio de Hardy-Weinberg.
Poblacion GOTs1/GOTs GOTs1/GOT2 GOT2/GOT2
Observado 55 150 175 I ’ » .
Sucre .
Esperado 44 171 165 e 286 s .
Observado 10 50 30
gelta Esperado 14 43 33 +
Macuro 2 _ o554 < 0,05 (df = 1) + 2
12 2 2 3 4 4 3
M Observado 30 70 110 ) ) »
onagas Esperado 20 2 100 Figura 8. Fenotipos electroforéticos de ES
(Esterasa).

¥ = 10,444 p < 0,05 (df = 1)

La aplicacién de la prueba de Ji-cuadrado en las po-
blaciones estudiadas se muestra en la Tabla 7. La pobla-
cién del Delta Amacuro (x> =2,554) se ajustaba al equili-
brio de Hardy-Weinberg (p > 0,05), pero las poblaciones
de Sucre (*=5,940) y Monagas (x> =10,444) no estaban
en equilibrio (p < 0,05).

Las esterasas presentaron cuatro fenotipos electrofo-
réticos 1, 2, 3 y 4 (Figura 8), donde se identificaron tres
zonas denominadas I, II y III. Estos fenotipos estuvieron
presentes en las tres poblaciones analizadas. En la zona I
se identificaron dos bandas con movilidad anédica dife-
rente, la mds lenta denominada EstI1/EstI1 y la mds rapi-
da Estl2/EstI2. La distribucion de las bandas en la zona
I en las poblaciones de Sucre, Delta Amacuro y Monagas
se indica en la Tabla 8. Los individuos heterocigotos en
esta zona no se identificaron con claridad. La zona II se
caracterizé por dos bandas invariables en todos los indivi-

Tabla 8. Distribucion de los fenotipos de la region | de esterasas
en las tres poblaciones naturales de Hylesia metabus.

Poblacion Homocigotos Homocigotos Total
EST1/ESTH EST2/EST2

Sucre 60 30 90

Delta Amacuro 23 17 40

Monagas 70 40 110

sin embargo, en dos individuos de la poblacién de Sucre
se present6 un fenotipo con una movilidad electroforéti-
ca diferente (Figura 5). La ausencia de variacién de esta
enzima puede ser debida a que los individuos de esta es-
pecie son descendientes de una sola poblacién donde las
hembras son fecundadas por machos de la misma pobla-
cién, por lo que el flujo de genes de diferentes poblaciones
estuvo ausente, produciendo poblaciones de individuos
genéticamente idénticos.

En afos recientes H. metabus ha sido encontrada
en plantas de guayaba (Psidium guajava) (Osborn et al.
2001; Cortez 2003) y uva pesgua (Syzygium cumini)
(Cortez 2003) y aguacate (Persea americana Mill). Los
individuos que colonizan nuevas plantas hospedadoras
pueden experimentar roturas en sus cromosomas tales
como inversiones paracéntricas, pericéntricas y trans-
locaciones reciprocas desiguales (Grifliths ez a/. 2000),
donde genes separados en el cromosoma o presentes en
cromosomas no homélogos pueden ser colocados juntos,
confiriéndoles a estos complejos de genes ciertas ventajas
adaprtativas. Ademds, si un brazo de un cromosoma ad-
quiere una combinacién particular de genes, se esperaria
que pudiera recibir nuevas combinaciones de genes por
inversiones y translocaciones originando asi individuos

de gran adaptabilidad a diferentes hdbitats. Esto expli-
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caria la distribucién que tiene esta especie en los estados
Sucre, Monagas, Delta Amacuro, Nueva Esparta, Mi-
randa y Zulia.

Las roturas espontdneas en los cromosomas han
sido detectadas en algunos géneros de plantas y animales
(Lewis & John 1963; John & Lewis 1968). También las
roturas pueden ocurrir en un sitio funcional de un cistrén
no duplicado o en un cistrén duplicado en algin lugar en
el genoma, en el que el gen puede mutar produciendo un
nuevo alelo que puede traducirse en una banda enzimati-
ca adicional de movilidad anddica diferente en el gel. La
presencia de un alelo con una movilidad electroforética
diferente en relacién a los alelos normales observados en
las larvas de H. metabus en fosfatasa alcalina y Glutama-
to-oxalacetato-transaminasa (Figuras 5 y 7) pueden ser
debidas a una mutacién del gen normal, o a la presencia
de una larva perteneciente a una especie diferente del gé-
nero Hylesia.

Los resultados de la Glutamato-oxalacetato-tran-
saminasa en las poblaciones analizadas indican que el
alelo (GOTs2) aparece con mayor frecuencia que el ale-
lo GOTsl y puede cambiar a través de las generaciones
en éstas y en otras poblaciones donde esta mariposa sea
introducida. El porcentaje de los heterocigotos en las
poblaciones de Sucre es 39,47 %, en Delta Amacuro
55,55 % y en Monagas 33,33 %.

Las poblaciones de Sucre y Monagas no estdn en
equilibrio de Hardy-Weinberg (p < 0,05), en cambio
la poblacién de Delta Amacuro si estd (p > 0,05), por
lo que las frecuencias de los alelos GOTsl y GOT?2 se
mantienen constantes de generacion en generacion, a
menos que la seleccién natural, el flujo de genes o la
deriva genética cambien las frecuencias de estos alelos
en estas poblaciones. Por su parte, las poblaciones de
Sucre y Monagas alcanzan el equilibrio en la siguien-
te generacion.

Las esterasas presentaron cuatro fenotipos en las
larvas analizadas, lo que indica que el gen para esta enzi-
ma presenta una serie de alelos multiples responsables de
la presencia y ausencia de estas bandas en los individuos.
Posiblemente los fenotipos electroforéticos observados
en la zona I sean el resultado de un gen con dos alelos,
ya que pueden distinguirse dos bandas con movilidad
anddica diferente (Figura 8). Sin embargo, no se hizo
el andlisis correspondiente debido a que los individuos
heterocigotos no se identificaron con claridad. En re-
cientes recolectas de H. metabus se ha encontrado una
variacién en el color de las alas de gris a azul pélido.
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Figura 9. Filogenia intraespecifica de Hylesis metabus. MP consenso
utilizando el gen COI (MP: analisis de maxima parsimonia, T: Cafo
Tilin, Pa: El Pauijil, M: Mapire, A: Angosturita; H: hembra, M: macho).
Se sefalan los valores de soporte en las ramas (bootstrap).

El estudio de ALP, GOT vy esterasas indica que tanto
las larvas claras como las oscuras presentan los mismos
fenotipos electroforéticos por lo que la variacién fenoti-
pica en las alas de estas mariposas puede ser el resultado
de la plasticidad fenotipica que presenta esta especie a
requerimientos del medio ambiente.

El estudio enzimdtico de ALP, GOT y EST en las
poblaciones de los estados Sucre, Delta Amacuro y Mo-
nagas mostré que no existe diferenciacién genética en
los genes que codifican estas enzimas, debido a que los
fenotipos electroforéticos se presentaron idénticos tanto
en las larvas claras como en oscuras en estas poblaciones.

Filogenia

Los anilisis filogenéticos resultan en la obtencién
de drboles (soluciones topoldgicas) que indican la ausen-
cia de estructura filogenética, apoyado por la baja dife-
renciacién entre los haplotipos determinados (valores de
distancia intralocalidad= K2P=0,00-0,007, valores de
distancia interlocalidad=K2P=0,000-0,006) indepen-
diente de la localidad, periodo de vuelo, sexo y patrén
de coloracién. Ademds, se evidencia la existencia de un
grupo natural, monofilético, para los haplosespecie, con
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base en el grupo externo utilizado; secuencias de COI
de Automeris fieldi e Hylesia continua, disponibles en el
Genbank (NCI base de datos).

La monofilia determinada para los dos marcadores
de COly 12§ (Figura 9) evidencia que H. metabus es un
grupo natural, que taxonémicamente representa a una
especie simple genética muy homogénea, con ausencia
de estructura genética (basado en la politomia observa-
da). Ademds, la ausencia de estructura filogenética, al
menos en base a los marcadores evaluados, indica la au-

sencia de diferenciacién fenotipica (patrones de colora-
cién), diferenciacion geogréfica (por localidad y estado),
diferenciacion ecoldgica (espacial entre poblaciones del
estado Sucre o periodos de vuelo entre 2004 y 2007) co-
rrelacionada al genotipo. Esto implica que las variacio-
nes observadas son s6lo parte de la variacién poblacional
de H. metabus y sélo generan plasticidad fenotipica y
un bajo grado de polimorfismo genético, sin causar di-
vergencia entre las poblaciones y restriccién en el flujo
genético entre las mismas.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los estudios genéticos, realizados con tres técnicas
independientes, indican que H. metabus en Venezuela
no es un complejo de especies sino una especie simple,
polimérfica y genéticamente vilida. Ademds, los crite-
rios morfolégicos considerados para su identificacién en
el campo, tanto para las formas larvales como para las
adultas, son adecuados para una identificacién certera,
debido a que las variaciones en los patrones de colora-
cién son parte de la variabilidad natural de esta especie.
Sin embargo, seria interesante comparar las poblaciones
de Venezuela de H. metabus con ejemplares de Surinan
y Guayana Francesa, al igual que con otras especies de
Hylesia para obtener resultados mds robustos.
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Resumen l_as setas abdominales de las hembras adultas de Hylesia metabus (Saturnii-
dae) causan una severa dermatitis en los humanos; sin embargo, las setas de
los machos no producen tales sintomatologias. El objetivo de este trabajo fue
determinar si existen diferencias morfoldgicas en las estructuras de las setas de
las hembras comparado con las de los machos, que podrian evidenciar una fun-
cién urticante. Para ello, se describi6 en detalle la morfologia externa e interna
de las setas abdominales de los adultos de esta especie y se evalué el efecto de las
mismas sobre el comportamiento de hormigas. Las setas se clasificaron en cua-
tro tipos, S1, S2, S3 y S4. En las hembras, las S1 y S2 presentan una estructura
porosa. Las S3 tienen pequenas espinas a lo largo de la seta y las S4 presentan
espinas en la base, para luego aplanarse, con espinas a los lados, antes de volver
a afilarse hacia el dpice. En los machos, el tnico tipo de seta presente es el S1.
En las estructuras celulares por debajo de las setas se observaron tres tipos de
reservorios: los RI que contienen una sustancia homogénea y estructuras poco
diferenciadas, los RII que contienen una sustancia amorfa y los RIII, asociados
a las setas S3, los cuales estdn rodeados por células con abundantes microvellos
y mitocondrias. Grupos de huevos desprovistos de setas fueron examinados y
acarreados por hormigas del género Pheidole, mientras que éstas evitaron entrar
en contacto con las posturas cubiertas de setas. La morfologia externa de las
83 y la ultraestructura de los RIII sugiere que podrian estar relacionados a las
propiedades urticantes de esta polilla. El hecho de que las hormigas evitaron los
huevos cubiertos por las setas indica que éstas protegen a los huevos de algunos
insectos depredadores.

Abstract Morphology of the Urticating Setae of Hylesia metabus (Cramer, [1775])
The abdominal hairs (setae) from female Hylesia metabus (Saturniidae) adults
cause a severe dermatitis in humans. Setae from males do not produce these
symptoms. The aim of this study was to compare setae structures in males

Palabras clave Hylesia metabus, morfologfa, setas urticantes, ultraestructura.
Key words Hylesia metabus, morphology, ultrastructure, urticating setae.
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and females in order to determine whether structure could be linked to an
urticating function in the latter. The external and internal morphology of the
abdominal setae in adult moths was described in detail, and the effects on ant
behavior were evaluated. The setae were classified into four types, S1, S2, S3
and S4. In females, the S1 and S2 setae have a porous structure, the S3 have
small barbs along their length, and the S4 have numerous barbs at the base,
but further up flatten out, with barbs along both sides, before tapering off at
the apex. S1 are the only type found in males. In the cellular structures under
the setae, three reservoir types were observed: the RI type contains a ho-
mogeneous substance and un-differentiated structures, the RII type contains
an amorphous substance, and the RIII type, associated with the S3 setae, is
surrounded by cells with abundant microvilli and mitochondria. Egg masses
not covered by setae were examined and carried by Pheidole ants, whereas co-
vered eggs were largely avoided. The external morphology of the S3 setae and
the ultrastructure of the RIII reservoirs suggest that they may be related to the
urticating properties reported for this moth. Ant avoidance of setae covered

eggs suggests that these protect the eggs from at least some predators.

PRESENTACION

Dentro del orden Lepidoptera (Linneo, 1758), nue-
ve familias: Megalopygidae, Limacodidae, Nympha-
lidae, Lasiocampidae, Saturniidae, Notodontidae, Ly-
mantridae, Arctiidae y Noctuidae tienen especies que
poseen setas que al entrar en contacto con la piel pro-
ducen urticaria. En la familia Saturniidae, las especies
de los géneros Hylesia, Automeris, Citheronia'y Eudyaria
son registradas como urticantes (Hémez ez al. 1995). De
éstas, Hylesia metabus (Cramer, [1775]), es de particu-
lar interés en Venezuela, ya que se caracteriza por ser la
responsable de accidentes urticantes, en especial en el
estado Sucre, principalmente en los municipios Cajigal,
Marifo, Benitez y Libertador, ubicados en la peninsula
de Paria (Visquez 1990); en el estado Monagas, en los
municipios Maturin y Aguasay; y mds recientemente, en
el estado Bolivar, municipio Radl Leoni.

Hylesia metabus, conocida cominmente como «pa-
lometa peluda», es una polilla de pequefo tamafio, color
marrén, con actividad nocturna, que aparece general-
mente en regiones cercanas a rios y manglares, aunque
también ha sido reportada en zonas boscosas sin rios.
Los abdémenes de las hembras adultas estdn cubiertos
de setas, las cuales son extremadamente urticantes. Las
hembras utilizan estas setas para cubrir las masas de

huevos y se ha especulado que protegen a los huevos de
depredadores y parasitoides (obs. pers.).

Para describir los efectos de la urticaria causados
por miembros del orden Lepidoptera se han empleado
dos términos médicos: el «epidopterismo» y el «erucis-
mo». El lepidopterismo describe los efectos producidos
por larvas y adultos de mariposas sobre seres humanos.
La via de penetracién de las setas incluye inhalacién,
contacto dérmico e ingestién (Wirtz 1984). El término
erucismo es empleado ocasionalmente para describir los
efectos causados por larvas de mariposas. Los lepiddp-
teros pueden ser clasificados como «fanerotéxicos», los
cuales son capaces de introducir una toxina en la piel
a través del uso ofensivo de setas venenosas y los «crip-
totoxicos» que producen emanaciones repelentes o vo-
ldtiles que son proyectadas por medio de la emisién de
un tubo (Wirtz 1984). Tanto el erucismo como el lepi-
dopterismo se caracterizan por presentar los siguientes
sintomas: dermatitis inflamatoria, vesiculas y erosiones,
nédulos, neuritis, dolor de cabeza, nauseas, vémitos, ca-
lambres y diarreas (Pesce & Delgado 1971).

Aun cuando existen numerosas especies de
Lepidoptera sefialadas como urticantes, s6lo se ha
estudiado la morfologia en detalle de unas pocas, como
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por ejemplo: Thaumetopoea spp., Euproctis spp. y Ana-
phe venata Butler (Bleumink ez al. 1982; De Jong ez al.
1982; Lamy & Lemaire 1983; Lamy 1984; Novak ez al.
1987; Lamy & Novak 1988; Fornés 1998). Es caracteris-
tica comun de estas especies que en sus setas se observen
puas (afiladas o redondas), dirigidas hacia el extremo
distal que se proyectan desde su superficie (Lamy & Le-
maire 1983; Lamy 1984; Novak & Lamy 1987). Nor-
malmente las setas urticantes reportadas son pequefias
(150-450 um), aunque A. venata posee setas largas que
van desde 10.000 a 15.000 pm.

Con respecto a Hylesia metabus, Tyzzer (1907) fue
el primero en demostrar que los tejidos irritantes de los
adultos de esta especie son producto de pelos urticantes
microscdpicos (citado por Pelissou & Lamy 1988). Tis-
seuil (1935) dilucidé que en los adultos las hembras son
las tinicas responsables de la dermatitis; ellas poseen las
setas pruriginosas en el abdomen y una vez que ovipo-
nen recubren los huevos con dichas setas por medio de
contorsiones; con el supuesto propésito de protegerlos de
depredadores y pardsitos (Fornés 1998).

Los estudios morfoldgicos realizados con los adul-
tos de H. metabus demuestran que las setas abdominales
estin implantadas en cipulas que son protuberancias
cuticulares con una densidad de hasta 50.000 / mm?
(Lamy 1984; Pelissou & Lamy 1988). Las setas son hue-
cas internamente y esta cavidad en la extremidad distal
mide de 10-20 um (Novak ez a/. 1987).

Se han realizado estudios de la morfologia externa
de las setas y algunos autores registran un solo tipo que
se presenta como flechas con pequefias proyecciones a
lo largo de la misma (Lamy & Lemaire 1983; Lamy
1984; Olivares & Visquez 1984). Por su parte, Visquez
(1990) senala tres tipos de setas, presentes en los abdé-
menes de las hembras, y considera que dos de estos tipos
son urticantes. Sin embargo, las Unicas setas ilustradas
son similares a las previamente descritas por Lamy &
Lemaire (1983).

Internamente, existen tres tipos de células que en
conjunto forman la glindula exocrina responsable de
la produccién, almacenamiento y liberacién de las sus-
tancias irritantes: las células tricgenas, responsables de
la formacién de setas urticantes; las células termdgenas
que producen el casquillo de fijacién de estas setas; y
las células cuticulares (Lamy 1984; Pelissou & Lamy
1988). Los estudios realizados sugieren que, en general,
la ultraestructura de las glandulas urticantes de los Le-
pidépteros es parecida a la de 7haumetopoea processionea

L. donde cada seta estd insertada en un casquillo de fi-
jacion, el cual estd conectado a un canal o reservorio
que se encuentra rodeado por una prolongacién de la
célula tricégena. En esta especie, cada seta es producida
por una sola célula tricégena, las cuales, en conjunto,
forman una glindula urticante situada debajo de la cu-
ticula (Lamy 1984).

La hipodermis de la extremidad abdominal de A.
metabus es igual a la de Thaumetopoea spp; ambas pre-
sentan una monocapa con tres tipos de células: tricége-
nas (de gran tamano, formadoras de las setas urticantes),
termdgenas (que producen las ctipulas de fijacion de las
espinas urticantes) y cuticulares. Las células tricégenas
emiten una prolongacién citoplasmdtica que comunica
al canal de implantacién de las setas. Esta prolongacién
posee numerosos microvellos (Novak & Lamy 1987; Pe-
lissou & Lamy 1988).

El trabajo m4s reciente y detallado de la morfologia
externa de las diferentes tipos de setas de H. metabus fue
el realizado por Rodriguez ez al. (2004), quienes descri-
bieron cuatro tipos de setas encontrados en los abdé-
menes de hembras y machos de H. metabus. Ademds,
Rodriguez (2001) describié la ultraestructura de tres
glandulas asociadas a las setas abdominales de las hem-
bras adultas de H. metabus.

Se conoce que las setas de los insectos pueden
cumplir una funcién protectora contra los enemigos na-
turales (Wirtz 1984) En este sentido, las hormigas son
reconocidas como depredadores de los insectos y pueden
influir en la distribucién de éstas (Basset 1996; Kriiger
& McGavin 1998). Las especies dominantes en un eco-
sistema son normalmente depredadores generalistas, y
con una tendencia a ser agresivas (Leston 1973). Las
hormigas del género Pheidole han sido senaladas como
depredadoras de lepidépteros plagas del maiz (Perfecto
1990) y del algodén (Gravena & DaCunha 1991). Estas
hormigas se encuentran cominmente en la vegetacién
y probablemente entran en contacto con los huevos y
las larvas de los lepidépteros de forma regular. Es por
ello que consideramos interesante evaluar el comporta-
miento de las hormigas hacia las masas de huevos de
H. metabus, utilizando como modelo a las hormigas del
género Pheidole.

En este capitulo se describe la morfologia externa
y ultraestructura de las setas abdominales de los adultos
de H. metabus. Por otra parte, se determina la efectivi-
dad de las setas que cubren a las masas de huevos como
protectoras contra la depredacion de las hormigas.
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DESCRIPCION DE METODOS

La microscopia electrénica de barrido (MEB) y
de transmisiéon (MET) son usadas para estudiar las
estructuras morfoldgicas externas e internas de los or-
ganismos vivos, las cuales son invisibles a simple vista.

En este trabajo se emple6 la MEB para estudiar
la morfologia externa de las setas abdominales de H.
metabus y la MET para realizar estudios de la ultraes-
tructura de las células glandulares responsables para la
produccién, almacenamiento y liberacién de la sustan-
cia (o las sustancias) urticantes.

Sitios de recoleccion y procesamiento
preliminar de las muestras

En zonas de manglar, ubicadas en los alrededo-
res de Yaguaraparo, municipio Cajigal, estado Sucre,
se recolectaron pupas hembras y machos de H. meta-
bus, las cuales se diferenciaron por tamano y carac-
teristicas morfoldgicas (ver paginas 15-24, Figura 4).
Estas muestras se trasladaron al laboratorio.

Las pupas se aislaron una por una en bolsas
pldsticas hasta la eclosion de los adultos. Se diseca-
ron mariposas vivas bajo agua destilada con la ayuda
de un microscopio estereoscopico marca Zeiss, usan-
do una cdpsula de Petri con cera y alfileres entomo-
légicos. Se realizaron cortes en los abdémenes para
dividirlo en tres zonas distintas: ventral, dorsal y la-
teral. Para estudiar la morfologia externa de las setas
se utilizaron machos y hembras; mientras que para
el estudio de la ultraestructura se emplearon dnica-
mente hembras.

Microscopia electrénica de barrido

Las muestras para microscopia electrénica de
barrido fueron separadas en trozos de aproximada-
mente 1 mm?, colocadas en viales de vidrio y des-
hidratadas en una estufa a 40 °C durante 48 horas
en presencia de Silica Gel. Luego, las mismas fueron
cubiertas con oro/paladio durante 10 minutos en una
unidad de cubrimiento i6nico DCM-10. Posterior-
mente, fueron examinadas y fotografiadas en un mi-
croscopio electrénico de barrido marca Philips SEM
505 y JEOL T-300 (Stobbart & Shaw 1964; Rodri-
guez et al. 2004).

Microscopia electrénica de transmision

Las muestras para ser usadas en microscopia elec-
trénica de transmisién se sumergieron inmediatamente
en prefijador fresco (glutaraldehido al 2,5 % y para-
formaldehido al 1 % en solucién bufer fosfato salino
de pH = 7,2 y 260 mOsm /1,4 °C). A continuacidn, se
procedid a retirar el prefijador, luego se lavé dos veces
con bufer fosfato por 20 minutos.

Las muestras se fijaron con tetréxido de osmio al
1 % acuoso en PBS por 1 hora y 45 minutos. Una vez
transcurrido ese tiempo, se lavaron en dos oportunida-
des los tejidos en bufer fosfato por 10 minutos cada uno.
Se deshidrataron las muestras en una serie de alcoholes
(etanol al 50, 70, 80 y 90 %) por 10 minutos en cada
concentracion; luego se pasaron dos veces por alcohol
al 100 % por 15 minutos cada una. Se mezclé etanol
al 100 % con el 6xido de propileno en proporcién 1:1
por 15 minutos. Luego se retird la mezcla y se le anadi6
6xido de propileno por 15 minutos. Todo este proceso se
realizé a 4 °C.

Se descarté el dxido de propileno para comenzar
la infiltracién, afadiendo una mezcla de éxido de pro-
pileno mds resina con las siguientes proporciones: (3:1),
(1:1), (1:3), una vez por cada proporcién. Se colocé en
la estufa por cinco minutos para evaporar el éxido de
propileno en exceso y se le anadié la resina pura, la cual
se preparé mezclando: SPL.PON 812 (3,24 g), DDSA
(2 g), NMA (1,78 g) y DMP-30 (0,12 g). Después de 24
horas se retiraron las muestras de la resina, se colocaron
en moldes para realizar la inclusién en resina fresca bajo
un microscopio estereoscépico marca Zeiss y se dejaron
en la estufa a 60 °C por 48 horas para que ocurriese la
polimerizacién. Posteriormente, se sacaron las muestras
de los moldes y se realizé el tallado de los bloques en
un ultramicrétomo marca Reichert-Jung con cuchilla
de vidrio.

Los cortes finos (60-70 nm) se realizaron con el ul-
tramicrétomo con cuchillas de diamante, colocdndolos
sobre una rejilla de cobre (200 mesh). El contraste se rea-
liz6 colocando unas gotas de acetato de uranilo al 2 %
en una cdpsula de Petri. Luego se colocaron las rejillas
sobre las gotas, con los cortes hacia abajo, por cinco horas
a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se la-
varon tres veces con agua destilada por 10 minutos cada
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una y inmediatamente se colocaron las rejillas sobre gotas
de citrato de plomo durante cinco minutos. Finalmente,
se lavaron tres veces con agua destilada por 10 minutos
cada una. Los cortes se observaron en un microscopio
electrénico de transmision, marca Hitachi H-600.

Ensayos de comportamiento

Los ensayos de comportamiento fueron realizados
en el laboratorio, de acuerdo con la metodologia utilizada
por Osborn & Jafté (1998) con algunas modificaciones.
Se recolectaron dos colonias de Pheidole sp. en el campo y
se mantuvieron en el laboratorio, en recipientes plasticos
de 1 m de didmetro y una profundidad de 50 cm, a una
temperatura constante de 25 °C y una humedad relativa
de 70-80 %. Un tripode metdlico de 40 cm de altura fue
colocado en cada recipiente, sobre el cual se ubicé una
plataforma de vidrio de 20 cm?, el cual sirvié como el drea
de forraje. Dos tapas pldsticas con un didmetro de 5 cm y
una profundidad de 1 cm fueron situadas sobre las plata-
formas de vidrio, dentro de las cuales se colocé un trozo
de tela tipo mosquitero remojado en agua y uno remojado
en agua y miel en una proporcién de 1:1. Cada dos dias se
depositaron sobre el drea de forraje, insectos que habian
sido capturados mediante redes entomoldgicas.

Cada bioensayo constaba de dos tratamientos. En
uno de éstos, se colocd una masa de huevos sin la cober-

tura de las setas sobre el drea de forraje de las colonias de
las hormigas (tratamiento 1) y en el otro se colocé una
masa de huevos con la cobertura de las setas (tratamien-
to 2). Las masas de huevos sin setas se prepararon remo-
viendo las setas con un par de pinzas, y luego lavando los
huevos en agua destilada. En cada tratamiento, el com-
portamiento de las hormigas hacia la masa de huevos fue
observado durante 15 minutos. Los tratamientos se rea-
lizaron de manera consecutiva y el primer tratamiento
fue seleccionado de manera aleatoria. Se realizaron un
total de nueve bioensayos, alternando entre las colonias
de las hormigas, de manera que cada colonia participé
en sélo un bioensayo por dia.

Experimentos preliminares permitieron definir las
siguientes respuestas etoldgicas de las hormigas Pheidole
hacia las masas de huevos: (1) Exploracién: las hormigas
tocan los huevos con sus antenas por un periodo de >1
segundo, (2): Tocar: las hormigas tocan los huevos con
sus mandibulas por un periodo de >1 segundo, (3) Ca-
minar sobre: las hormigas caminan sobre los huevos, (4)
Acarrear: las hormigas llevan los huevos a sus nidos.

Los resultados fueron analizados mediante una
prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney, donde se comparé
cada comportamiento realizado por las hormigas (explo-
racidn, tocar, caminar sobre y acarrear) con respecto a
las masas de huevos cubiertas con las setas y las masas
de huevos desnudas de setas (Siegel & Castellan 1988).

DESCRIPCION DE RESULTADOS

Morfologia externa de las setas abdominales
de Hylesia metabus

En la Tabla 1 se presentan las medidas de las setas
de las hembras y los machos.
En las secciones dorsales de los

abdémenes de las hembras se  de Hylesia metabus.

en la base, aplandndose hacia el extremo distal en forma de
escudo, con el dpice en forma de W (Figuras 2A y B).
En las secciones ventrales se identificaron tres ti-

pos de setas, las S1, las S3 y las S4. Las setas tipo S3

Tabla 1. Medidas de los diferentes tipos de setas abdominales de adultos

encontraron dos tipos de setas

d . N S Tipo de Ancho en la base Ancho méximo Largo Ancho de la apertura
que se denominaron S1 y 82 oy wm) (um) (mm) del bolsillo (um)
Tablas 1 y 2, Figuras 1A, B

( v & X DE X DE X DE X DE

y C). Las S1 muestran una es- St c o1 T 03 5 291 3 0o
tructura pOI‘OS& y con lOS épiCCS 32 57 0,1 46 27 0,2 128 7,7 0,4
redondeados (Figura 1A). Las S3 29 0,2 8 0,7 0,19 15 4 0,6
setas tipo S2 tienen una estruc- S4 55 1.2 586 38 1 32 / 0.4

tura porosa similar a la de las

S1. La estructura es cilindrica DF = Desviacién estandar.

n = 20 para cada uno de los tipos de seta. Fuente: Rodriguez et al. (2004).
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Figura 1. Setas abdominales de hembras adultas de Hylesia metabus. 1A) Vista
general de la regién dorsal del abdomen, mostrando las setas tipo S1y S2. 1B)
Detalle de las setas tipo S2.) Obsérvese la porosidad de la seta (flecha). 1C). Deta-
lle de la base de una seta tipo S1. B: base de la seta, Lp: Bolsillo grande. 1D) Vista
general de las setas tipo S3. 1E) Detalle de la base de una seta tipo S3. Sp: Bolsillo
pequeno. Lp: Bolsillo grande. Observe las barbulas redondeadas (A). 1F) Detalle
del &pice de una seta tipo S3. Observe las barbulas afiladas (Ba).

(Tablas 1y 2, Figuras 1D, E y F) son cilindricas, delga-
das y lisas, sin huecos o poros, posean bdrbulas a todo
lo largo de la seta, tienen una base redondeada (Figura
1E) y su extremo distal es afilado (Figura 1F). Las se-
tas tipo S4 tienen una morfologia mds compleja que
los otros tipos: en la base la superficie estd cubierta de
numerosas bdrbulas afiladas y se aplana hasta un ancho
de aproximadamente 60 pm, con barbulas triangulares
a lo largo de ambos lados (Tabla 1, Figuras 2A, B, C).
Hacia el 4pice, las setas se estrechan hasta formar un
tubo cilindrico, donde, en un caso, se observa una gota
de secrecién (Figura 2D). Las setas tipo S4 también
fueron observadas en las secciones laterales de los ab-
démenes de las hembras (Tabla 2).

Las setas tipo S1, S2 y $4 estdn insertadas en bolsi-
llos con didmetros de 7 a 7,7 pm (Tabla 1, Figuras. 1C,

1E, 2B, 2E), mientras que las setas tipo S3, lo
estan en bolsillos con didmetros de 3,2 a 4,6
pm (Tabla 1, Figuras. 1E y 2E). La densidad de
estos bolsillos varia segiin su posicién sobre el
abdomen. En las partes dorsales del abdomen,
donde se ubican las S1 y S2, los bolsillos tienen
una densidad de aproximadamente 1000/mm?
(Figuras 1Cy E). Los bolsillos en las partes late-
rales del abdomen, donde se encuentren las $4,
tienen una densidad de 3500/mm?* (Figura 3b).
En la zona ventral del abdomen, se observaron
bolsillos grandes, donde se insertan las S1 y S4,
los cuales tienen una densidad de 2000/mm?
y bolsillos pequenos donde se ubican las S3,
que son muy abundantes, aproximadamente
50.000/mm?* (Figuras 1E y 2E).

En las posturas, se observan la presencia
de las setas tipos S1, S3, S4 siendo estas tltimas
las mds abundantes. Un hecho resaltante fue
que en los machos sélo se observaron las setas
tipo S1.

Segtin la morfologfa externa de las setas,
se sugiere que las setas tipo S1 y S2 probable-
mente no estdn asociadas a las propiedades ur-
ticantes de H. metabus, debido a su naturaleza
porosa y la carencia de bdrbulas o puntas agu-
das. Ademds, las setas tipo S1 se encuentran
solamente en los machos, las cuales no provo-
can reacciones urticantes al ponerse en contac-
to con la piel.

La morfologia de las setas tipo S3 y S4,
exclusivas a las hembras, sugiere que pueden
estar estrechamente relacionadas con las propiedades
urticantes de las mismas. Las setas urticantes descritas
en las larvas del género Thaumetopoea (Notodontidae)
muestran un largo similar (150-250 um) y comparten
algunas de las caracteristicas estructurales de las setas
tipo S3 de H. metabus: birbulas pequenas y agudas,
apuntando hacia el 4pice (Lamy & Novak 1988). Se-
tas urticantes similares a las S3 han sido descritas en
diferentes especies del género Hylesia por Lamy & Le-
maire (1983), quienes reportaron que en H. metabus las
setas miden de 100 a 225 pm y tienen una apertura en
la zona distal. Posteriormente, Novak & Lamy (1987)
sefialan que esta «apertura» pudiera ser para liberar la
sustancia urticante.

Las setas tipo S4 fueron descritas por primera vez
por Rodriguez (2001). Su morfologia (barbulas afiladas
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Figura 2A Vista general de la regién lateral del abdomen de la hembra cubierta con
las setas tipo S4. 2B) Detalle de la base de una seta tipo S4. Lp: Bolsillo grande. 2C)
Detalle de la seccién media de una seta tipo S4. Observe las barbulas laterales (A).
2D) Detalle del apice de una seta tipo S4. Observe la gota de secrecion (Sd). S1: Seta
tipo 1. 2E) Detalle del cambio en los tamafos de los bolsillos entre la regién ventral
anterior y ventral medio del abdomen de las hembras. Sv: regién ventral anterior, Mv:
region ventral medio, Sp: bolsillo pequeno, Lp: bolsillo grande. S1: Seta tipo 1.

Tabla 2. Ubicaciones relativas de las setas y los reservorios
en los abdémenes de las hembras adultas de Hylesia
metabus.

Zona del abdomen Tipo de seta Tipo de reservorio
Dorsal S1,82 RI
Lateral S4 2l
Ventral S3 RI, RIL RN

Fuentes: Rodriguez (2001), Rodriguez et al. (2004).

en la base y triangulares a lo largo de la parte aplanada)
sugiere que pueden segregar una sustancia urticante. La
gota de secrecién observada en el dpice de una de estas
setas también indica que contienen una sustancia liqui-
da. Ademds, las setas estdn asociadas al aparato oviposi-
tor en las hembras y son el tipo de seta mds abundante
en las posturas, las cuales son sumamente urticantes.

Ultraestructura de las setas de
Hylesia metabus

En las estructuras celulares debajo de
las setas se identificaron tres tipos de reser-
vorios: el reservorio tipo I (RI), observado
de las zonas ventrales y dorsales de los ab-
démenes de las hembras (Tabla 2), contiene
una sustancia homogénea y las células que
lo rodean no tienen estructuras bien dife-
renciadas excepto por los nicleos grandes
que se aprecian en la base (Figura 3). El
reservorio tipo II (RII), el cual se encontrd
en la zona ventral, contiene una sustancia
amorfa en su interior y estd aparentemente
conectado a la estructura celular debido a
la presencia de canales (Tabla 2, Figura 4).
El reservorio tipo III (RIII), observado de
las zonas ventrales y laterales, estd rodeado
por células tricégenas, cuyas membranas
forman microvellos adyacentes al reservo-
rio. Estas células contienen abundantes mi-
tocondrias y estdn rodeadas por las células
termégenas (Tabla 2, Figura 5).

De los tres tipos de reservorios, el RIII
tiene las caracteristicas mds tipicas de una
glindula urticante. Este reservorio contiene
células termégenas que rodean a las células
tricbgenas, las cuales llevan en su interior
mitocondrias distribuidas en la zona cerca-

Figura 3. Seccién longitudinal del reservorio tipo | (Rl). Pl: Punto de
insercion, NU: Nucleo.
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Figura 4. Seccién longitudinal del reservorio tipo Il (RIl). Obsérvense
los canales (flecha) PI: Punto de insercion.

na a los microvellos. La presencia de mitocondrias indi-
ca las grandes cantidades de energfa utilizada, asi como
un transporte activo de sustancias hacia el reservorio,
los microvellos aumentan la superficie y, por lo tanto, el
transporte de sustancias desde la célula tricégena hacia
el reservorio. La estructura y composicién de este reser-
vorio sugiere que podria ser el responsable de la produc-
cién y transporte del compuesto urticante. Pelissou &
Lamy (1988) estudiaron la ultraestructura del abdomen
de las hembras de esta especie y describieron un solo
tipo de reservorio al que sefalaron como responsable
de la produccién del compuesto urticante (descrito por
Rodriguez 2001, como RIII). Sin embargo, Pelissou &
Lamy (1988) mencionan la ausencia de mitocondrias
en la célula tricégena, las cuales si fueron observadas
por Rodriguez (2001), lo cual implica que estas células
estin metabdlicamente activas.

En H. metabus, la estructura del reservorio tipo 111
es parecida a la de otras especies de lepiddpteros: existen
canales que atraviesan la cuticula, los cuales se conectan
con una prolongacién citoplasmdtica que estd dirigida
hacia la superficie cuticular, la cual a su vez, estd co-
nectada con la célula tricégena. Esta emite prolongacio-
nes que se insertan en el interior de la célula termégena
(Lamy & Lemaire 1983; Pelissou & Lamy 1988).

La organizacién de las células del RIII es similar
a las células asociadas con las setas urticantes de larvas

Figura 5. Seccion longitudinal del reservorio tipo Il (RIll). Observe la
seta tipo S3 saliendo del reservorio (flecha). CU: cuticula, MI: micro-
vellos, MT. mitocondria, TR: célula tricogena, TE: célula termdgena.

del género Zhaumetopoea (Novak & Lamy 1987), en
las que los pelos estin colocados individualmente en
cavidades que estdn hacia el final del extremo apical
de los canales, con la cuticula transversa y conectados
con la célula tricégena. En las larvas de Euproctis spp.,
los procesos citoplasmdticos de la célula tricégena pe-
netran a través del citoplasma de la célula termégena
y la cuticula transversa, tal como sucede en adultos de
H. metabus, con la diferencia de que estos primeros son
estrechos y no contienen reservorio. Sin embargo, hay
dreas con microvellosidades debajo de la prolongacién
citoplasmadtica, las cuales podrian transportar la sus-
tancia urticante acumulada de la célula tricégena hasta
la cavidad de la seta (Kawamoto ez a/. 1978).

Si el reservorio RIII es responsable de la produc-
cién de la sustancia urticante en H. metabus, debe estar
asociado a una o ambas setas (S3 y S4). En la Tabla 2
se muestran las ubicaciones relativas de las setas y los
reservorios. Se puede apreciar que las setas S$4 estdn apa-
rentemente asociadas con las RIII (ademds, estdn ubica-
das cerca del aparato ovipositor y son abundantes en las
posturas). Sin embargo, en la figura 5, se puede apreciar
que una seta muy parecida a las S3 esta insertada en el
canal del reservorio de un RIII, lo que implica que por
lo menos las setas S3 son transportadoras de la sustancia
urticante. En esta misma figura se puede observar que
la seta es claramente hueca, lo que concuerda con las
descripciones de Novak ez a/l. (1987). Es posible, enton-
ces, que la aparente asociacién por ubicacién de las RIII
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con las S4 se deba a una fallaen la
precision al cortar los abdémenes.

Tabla 3. Respuestas de Pheidole sp. a las masas de huevos desprovistas
de o cubiertas con setas de Hylesia metabus.

. Respuesta Masas de huevos Masas de huevos Valor de Z Probabilidad de
Ensayos de comportamiento sin setas con setas que no hubo
(tratamiento 1) (tratamiento 2) diferencia entre los
tratamientos
En la Tabla 3 se muestran -
1 lead de 1 A Exploracion 18 0 -2,842 0,014*
0s resultados de [0S €Xperimen-  cominar sopre 22 8 -0,287 0,796
tos con las hormigas. Se puede Tocar 10 0 1835 0,258
observar que hay una diferencia Acarrear 16 0 -2,85 0,014*

significativa entre las respuestas
de las hormigas en las categorias
de «exploracién» y «acarrear» ha-
cia los dos tratamientos (masas de
huevos desprovistas de o cubiertas
con setas). Un total de 18 hormi-
gas exploraron las masas de huevos desprovistos de se-
tas, mientras que ninguna hormiga exploré las masas de
huevos cubiertas con setas. De la misma manera, hubo
un total de 16 hormigas que acarrearon los huevos sin
cubierta de setas a su nido, pero ninguna hormiga aca-
rre6 los huevos con setas. En general, las hormigas igno-
raron los huevos cubiertos con setas y evitaron ponerse
en contacto con ellas.

Estos ensayos mostraron que las hormigas no fue-
ron repelidas por las setas abdominales que cubrian los

Los nimeros en la segunda y tercera columnas se refieren al nimero total de hormigas que res-
pondieron a las masas de huevos en cada una a las categorias de respuesta, al sumar los resul-
tados de todas las nueve réplicas.

*Denota una diferencia significativa en la respuesta de las hormigas entre los dos tratamientos
(Prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney). Fuente: Rodriguez et al. (2004).

huevos; no se observé comportamiento de alarma y
simplemente los ignoraban o los evitaban. Sin embargo,
las masas de huevos sin su capa protectora de setas fue-
ron llevadas al nido de las hormigas. Esto sugiere que
la capa protectora no disuade a las hormigas por sus
propiedades urticantes, sino que sirve para esconder los
huevos de éstas. Es posible, sin embargo, que las pro-
piedades urticantes podrian ser dirigidas a mamiferos
o aves que también son depredadores potenciales de los
huevos de H. metabus.

CONCLUSIONES

Existen cuatro tipos de setas que cubren los abdo-
menes de las hembras de H. metabus. De ellos, las S3
y S4 tienen caracteristicas compatibles con la produc-
cién de la sustancia urticante. Sin embargo, la evidencia
ultraestructural indica que son Gnicamente las setas S3
las que estan asociados a gldndulas responsables de la
produccién, almacenamiento y transporte de sustancias
utilizadas en la defensa de esta especie. Los ensayos con
las hormigas indican que las setas protegen a los huevos
de algunos depredadores.
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l_as hembras adultas de la polilla neotropical Hylesia metabus (Lepidoptera: Sa-
turniidae) poseen mindsculas espiculas (setas), cargadas de sustancias urticantes
en su interior. Estas setas son liberadas en cantidades enormes durante los vuelos
nocturnos de apareamiento. La incrustacién dérmica de las setas, y posterior libe-
racién de toxinas en la dermis o la epidermis, da origen a una dermatitis intensa,
a veces incapacitante, en humanos. El cuadro clinico (lepidopterismo) se caracte-
riza por presentar erupciones cutdneas vesiculo-papilares de larga duracién, que
pueden persistir durante semanas. La toxina ha mostrado ser una proteasa alcali-
na que es capaz de causar una reaccion de hipersensibilidad retardada (tipo 4). Es
una glucoproteina altamente resistente a la degradacién proteolitica. Los glicanos
presentes son neutros adosados a residuos de asparagina. Son de tipo hibrido con
N-acetilglucosamina y galactosa en las ramificaciones terminales. Estos glicanos
son extremadamente raros en los insectos y nunca han sido reportados ante-
riormente en Lepidoptera. En el presente capitulo resumimos las caracteristicas
toxinolégicas, bioquimicas y estructurales de la toxina identificada.

Toxinology of the Hylesia metabus (Cramer, [1775]) Moth

The adult females of the neotropical moth Hylesia metabus (Lepidoptera:Satur-
niidae) possess minute spicules (setae) filled with urticating substances in their
hollow interior. Copious amounts of these setae are released during nocturnal
mating flights. The penetration of the setae in the skin and posterior release of the
toxin in the dermis/epidermis gives rise to an intense, and at times incapacitating,
dermatitis among humans. This clinical condition (lepidopterism) is character-
ized by papulo-vesicular dermal lesions in affected areas which may last for several
weeks. The toxin is an alkaline protease capable of inducing a retarded type 4
hypersensitivity reaction. It is a glucoprotein highly resistant to proteolytic degra-
dation. The glucanes present in the toxin are of the neutral N-linked hybrid type
with N-acetylglucoseamine and Galactose in their terminal ramifications. These
glucanes are extremely rare in insects, and have never been reported previously in
Lepidoptera. In the present chapter we outline the toxinologic, biochemical, and
structural characteristics of the toxin identified.

ESI-MS, glicoproteina, lepidopterismo, toxina.
ESI-MS, Glucoprotein, Lepidopterism, Toxin.
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PRESENTACION

Las larvas de aproximadamente 12 familias de
Lepidoptera son capaces de causar un cuadro clinico
conocido como lepidopterismo. Este se caracteriza por
manifestaciones dermatolégicas en el sitio de exposi-
cién, como por ejemplo: dermatitis y urticaria, ademads
de condiciones generalizadas como asma, osteocondri-
tis, sindrome de coagulacién diseminada, insuficiencia
renal y hemorragia intracerebral (Diaz 2005). Entre las
familias de Lepidoptera con propiedades urticantes co-
nocidas estdn: Arctiidae, Anthelidae, Bombycidae, Eup-
terotidae, Lasiocampidae, Limacodidae, Lymantriidae,
Megalopygidae, Noctuidae, Nymhalidae, Notodonti-
dae y Saturniidae (Matheson 1950; Riley & Johannsen
1938; Roth & Eisner 1962; Wirtz 1984). En la mayo-
ria de los casos, las setas urticantes se encuentran en las
larvas. Sin embargo, en algunas especies los insectos
adultos son portadores de ellas, como en el caso de los
géneros Acyphas y Euproctis en la familia Lymantriidae
y en el género Hylesia en la familia Saturniidae. Las
lesiones cutdneas estdn clasificadas como una dermati-
tis macropaular y vesiculopapular de inicio retardada,
acompafada de un prurito intenso (Benaim-Pinto ez al.
1991, Diaz 2005). Las lesiones normalmente tienen una
duracién de 7 a 21 dias, pero en algunos casos pueden
persistir por meses.

El género Hylesia estd conformado por un grupo
de polillas neotropicales que habitan desde el estado de
Arizona de los Estados Unidos hasta la provincia de Pa-
tagonia en el extremo sur de Argentina (De Camargo
2007). Se han identificado alrededor de 118 especies
en este género, de los cuales 25 han sido reportadas en
Venezuela  (http://cbe.ivic.gob.ve/ulfesp002.heml). La
mayoria de las especies de Hylesia identificadas en Vene-
zuela no causa problemas entre la poblacién, con la nota-
ble excepcién de Hylesia metabus (Cramer, [1775]). Esta
polilla se considera un problema mayor de salud puabli-
ca para los habitantes que vive en las cercanias de los
manglares del golfo de Paria (golfo Triste) en la region
nororiental de Venezuela (Fornés & Herndndez, 2001).

El ciclo biolégico de H. metabus dura aproximada-
mente 101 dias, dando origen a 3,65 generaciones suce-
sivas cada afo (Boyé 1932; Benaim-Pinto ez al. 1991).
Las hembras adultas liberan cantidades enormes de setas
urticantes microscopicas cargadas de toxina durante los
vuelos de apareamiento al final de cada ciclo reproduc-

tivo (Salazar ez al. 2010). Presuntamente la presencia de
este tipo de defensa podria ser para:

Resguardar y asegurar el éxito reproductivo del
vuelo de cépula contra la amenaza de especies
depredadoras (murciélagos, aves, etc.), ya que du-
rante el vuelo, las setas urticantes permanecen en
grandes cantidades sobre las hembras y en los alre-

dedores del lugar del vuelo.

Proteger los huevos y las larvas recién nacidas de

depredadores y pardsitos. (Rodriguez ez al. 2004).

Los hembras adultas tienen un fototropismo posi-
tivo muy marcado, y por lo tanto son atraidos en gran-
des nimeros por el sistema de alumbrado publico de los
pueblos cercanos a los manglares habitados por H. me-
tabus. En consecuencia, durante las épocas de vuelo de
los adultos, tanto el sistema de alumbramiento publico
como las luces eléctricas dentro de los domicilios tienen
que ser apagados después de la puesta del sol para evitar
la invasién de las polillas. Ademds, la mayoria de las ac-
tividades diurnas son restringidas, como por ejemplo la
agricultura, la pesca artesanal, las actividades docentes
y deportivas.

La naturaleza y mecanismos de accién de las sus-
tancias urticantes en los lepidépteros han sido temas
controversiales. La presencia de histamina en las setas
urticantes de Hylesia sp. ha sido citada previamente
como posible agonista de las lesiones (Dinehart ez al.
1987). Sin embargo, el efecto es de muy corta duracién,
por lo que parece poco probable que juegue un papel de
importancia en las lesiones inflamatorias causadas por
H. metabus, tomando en cuenta la larga duracién de las
mismas. En efecto, en estudios recientes no se ha podido
corroborar los hallazgos del estudio anterior (Dinehart
et al. 1987; Benaim-Pinto et al. 1992; Lundberg ez al.
2007) por lo que debe haber otros factores causantes de
la reaccién inflamatoria.

Sustancias enzimdticas con actividades proteoliti-
cas parecidas a las serina proteasas han sido reportadas
en orugas del género Euproctis (Lymantriidae) (Bleu-
mink ez a/. 1982). Una proteina con un peso molecular
de 28 kD, extraida de las setas de las larvas de 7haumeto-
poea pityocampa (Denis & Schiffermiiller, 1775) (Thau-
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metopoeidae) causé reacciones dérmicas similares a las
causadas por la toxina de H. metabus (Lamy et al. 1986).
Varios estudios han demostrado la presencia de protei-
nas con actividades inflamatorias en las setas urticantes
de H. metabus (Benaim-Pinto et al. 1992). En estos estu-
dios se reportaron, ademds, la presencia de una enzima
con actividad proteolitica con un peso molecular de 32
kDa (determinado por cromatografia de permeacién de
geles). El pH éptimo para la actividad enzimitica es 9,0
(Lundberg ez al. 2002).

La toxina de H. metabus tiene un peso molecular
de 38 kD aproximadamente cuando se estudia mediante
electroforesis en poliacrilamida en estado nativo. Esta
toxina es una proteasa alcalina con caracteristicas pare-

cidas a las enzimas pertenecientes a la familia de serina
proteasas. Al ser analizada por electroforesis en presencia
de sustancias reductoras de enlaces sulfidriles «condicio-
nes disociantes» se evidenciaron dos componentes: una
glucoproteina de un peso molecular de 29 kD (HMT-
29) y una proteina con un peso molecular de 31 kD
(HMT-31) (Lundberg ez al. 2007).

En este capitulo presentamos evidencias de que la
glucoproteina presente en la toxina contiene N-glicanos
neutros de tipo hibrido, los cuales hasta los momentos
no han sido reportados en los insectos. Estudios inmu-
nohistopatolégicos muestran que la toxina estd presente
en las setas urticantes de las hembras adultas y en las
posturas de huevos (ver paginas 47-56).

DESCRIPCION DE METODOS

Extraccion y purificacion de las toxinas

La extraccién se realizé esencialmente como ha
sido descrito por Lundberg ez al. (2007). Los cuerpos
deshidratados de los adultos o las posturas de huevos
eclosionadas (aproximadamente 170 adultos o 150 pos-
turas) se sumergieron en 50 ml de una solucién Tris de
50 mM pH 9,0 suplementada con 0,5 M de cloruro
de sodio con agitacién por 48 h (la alta fuerza idnica
es necesaria para lograr una extraccion eficiente de la
toxina). Los extractos obtenidos de los adultos se usa-
ron para estudiar las diferencias entre los sexos mien-
tras que para los estudios bioquimicos, estructurales e
histopatolégicos se utilizaron las posturas como mate-
ria prima para la purificacién de la toxina, ya que en
ellas hay muy pocos contaminantes y la toxina resulta
ser muy pura. Los extractos obtenidos de esta mane-
ra se centrifugaron a 5.000 rpm por 45 min en una
centrifuga refrigerada de mesa y la toxina se precipi-
t6 en forma fraccionada usando sulfato de amonio al
35 y 60 % de saturacién. Los precipitados obtenidos
al 60 % de saturacién mostraron una alta actividad
proteolitica mientras que los precipitados que se obtu-
vieron al 35 % de saturacién no tuvo actividad algu-
na. Los precipitados obtenidos al 60 % de saturacién
de sulfato de amonio fueron disueltos en un volumen
minimo de solucién Tris 50 mM pH 8,5 suplementa-
da con cloruro de sodio al 50 mM (solucién A), y se
centrifugaron a 20.000 rpm en una centrifuga Sorvall
RC-5B en un rotor HB4 por 2 horas. Posteriormente,

se dializaron dos veces contra 3 litros de la solucién
A. Finalmente, los dializados se concentraron 10 veces
utilizando una cdmara de ultrafiltracién (Amicon 800,
Millipore Co. Billerica, MA 01821, USA). La determi-
nacién de la concentracién proteica se hizo mediante
la metodologia de Bradford (Bradford 1976) y la acti-
vidad amidolitica se determiné usando el sustrato cro-
mogénico S1-2302 (Lundberg ez al. 2007).

Este método de purificacién de la toxina de A.
metabus se usa rutinariamente en la Unidad de Toxinas
de Invertebrados del IVIC debido a que proporciona
una alta recuperacién de proteinas con alta actividad
biolégica. Ademds, ha demostrado ser un método al-
tamente reproducible y confiable. Aunque hasta los
momentos ha sido empleado exclusivamente para la
purificacion de las toxinas de H. metabus, podria ser
aplicable a otras especies de este género.

Estudios electroforéticos

En el estudio electroforético se midié la migra-
cién de muestras de proteinas sometidas a un campo
eléctrico en un gel de poliacrilamida en presencia del

detergente dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE). Este

procedimiento fue usado para:

- Separar los subcomponentes de la toxina en su
estado nativo para comparar los extractos de las
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setas provenientes de adultos (machos y hembras)
y las posturas;

- Separar los subcomponentes de la toxina conte-
nido en las setas provenientes de las hembras en
presencia de sustancias reductoras de puentes di-
sulfuro (condiciones disociantes),

- Demostrar la actividad proteolitica de la toxina
a través de la degradacién de fibrinégeno bovino
en condiciones disociantes durante un periodo
de 24 h (ver la seccién de Actividad enzimdtica a
continuacién).

Los estudios electroforéticos se realizaron en
minigeles de acrilamida de 10 % (Mini PROTEAN
3, Bio Rad Laboratories, Hercules, CA 94547, USA)
utilizando el sistema descrito por Laemmly (1970).
Para visualizar los componentes de las proteinas en
el gel se utilizé el método de coloracién con Coo-
massie Brilliant Blue (Andrews 1986) o el método de
visualizacién de glicoproteinas con dcido periddico
en combinacién con el reactivo de Shiff (Jay ez al.

1990).
Actividad enzimatica

La actividad amidolitica de la toxina purificada en
sustratos cromogénicos fue evaluada segin Lundberg
et al. (2002). La actividad proteolitica fue evaluada al
incubar Albimina Bovina (BSA), fibrinégeno bovino
o caseina a una concentracién de 3 mg/ml con 5 pg de
la toxina purificada en un tampén de Tris de 50 mM
pH 8,5 suplementado con 50 mM de NaCl. Muestras
de 20 pL fueron tomadas a los 0, 5, 15, 30 y 60 min y
alas 4 y 24 h. En el caso de las muestras de fibrina y
fibrinégeno se hicieron las incubaciones con y sin 0,1

M de dcido g-aminocapréico (EACA) como inhibidor

Tabla 1. Estuctura y especificaciones de los sustratos cromogénicos estudiados.

del sistema fibrinolitico. Las mismas fueron tratadas
con la solucién de muestra de Laemmly, calentadas a
95 °C por 5 min y analizadas mediante SDS-PAGE en
un gel de 10 % de acrilamida.

Estudio de cinética enzimatica

La relacién kcat/Km relaciona la velocidad de
formacién del producto (P) del complejo sustrato-
enzima (kcat) a una saturacién de 50 % de los si-
tios cataliticos de la enzima (Km). Esta relacién fue
evaluada usando los sustratos cromogénicos S-2302,
S-2238, S-2444, §-2288, S$-2222, S-2266, y S-2251
(Chromogenix AB, Mélndal, Suecia) (Lundberg ez
al. 2002). Los sustratos tienen una secuencia de re-
conocimiento que le confiere la especificidad como
sustrato ubicada inmediatamente N-terminal del si-
tio de clivaje enzimdtico. En la parte C-terminal del
péptido hay un croméforo (paranitroanilina), que al
ser clivado absorbe luz a 405 nm lo que sirve como
indicador. Las estructuras y especificaciones de estos
sustratos se pueden ver en la Tabla 1. Experimental-
mente, el sustrato cromogénico (200 uM) fue incuba-
do con la toxina purificada (5 pg/ml) en un tampén
de Tris 50 mM pH 8,5 suplementado con 50mM de
NaCl y la absorbancia a 405 nm se registr6 en fun-
cién del tiempo. La concentracién del sustrato a un
momento determinado se obtuvo mediante:

5=5,-P

donde S es la concentracién del sustrato en un mo-
mento determinado y S, la concentracién inicial del
sustrato. P es la concentracién de p-nitroanilina de-
terminado espectrofotométricamente a 405 nm. El
logaritmo natural de la concentracién del sustrato
en un momento determinado (LnS) fue calculado y
graficado en funcién del tiempo. La diferencial de la
curva (-Kobs) fue usada para el
cdlculo de Kcat mediante la si-

guiente ecuacion.

Férmula Cddigo K3/Km Especifidad
,, kcat  kobs
H-D-Pro-Phe-Arg-pNA S-2302 4.47-10° Caligreina =
Plasmaética K, Et
H-D-Phe-Pip-Arg-pNA S-2238 1.87-10° Trombina
. e . Donde kobs es la cons-
H-D-PiroGlu-Gly-Arg-pNA S-2444 1.35-10° Urokinasa .
tante de primer orden y Et es
H-D-lle-Pro-Arg-pNA S-2288 1.11-108 Activador tisular del 1 ., 1 .
plasmindgeno (t-PA) a concentracién de la enzima
H-D-Val-Leu-Arg-pNA 5-2266 71010° Calicreina glandular en moles por litro. La velocidad
H-D-Pro-Phe-Lys-pNA S-2251 4.31-10* Pasmina de formacién de 1/p-nitroanili-
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na fue graficada en funcién de 1/sustrato, segin Li-
neweaver & Burk (1934). Los valores de Km y Vmax
fueron calculados a partir de las ecuaciones lineales
obtenidas por el método de los minimos cuadrados.

Determinacion del pH optimo

La determinacién del pH 6ptimo para la activi-
dad enzimdtica se hizo usando el extracto purificado
(5 pg/ml) y el sustrato S1-2302 (0,5 mM). El medio de
incubacién fue un tampén de acetato, Tris o borato,
a una concentracién de 50 mM en presencia de 150
mM de NaCl para cubrir el rango de pH desde 3,0
hasta 11,0. La absorbancia a 405 nM fue determinada
continuamente y la velocidad inicial de liberacién de
p-nitroanilina fue graficada en funcién del pH.

Espectrometria de masas

La espectrometria de masas es una técnica me-
diante la cual se puede elucidar las estructuras de
compuestos quimicos usando el patrén de fragmenta-
cién de las mismas y la posterior deteccién de las ma-
sas de los fragmentos. El método genera un espectro
de masas, el cual nos permite determinar la estructu-
ra quimica del analito en cuestién. Los componentes
de las muestras fueron separados por HPLC, ioniza-
dos mediante evaporacién ESI y analizados por MS.

Los estudios de espectrometria de masas se em-
plearon para identificar la estructura de uno de los
subcomponentes de las proteinas contenidas en la sus-
tancia urticante de H. metabus. Para ello, se utilizd
una de las bandas obtenidas por los estudios de elec-
troforesis (marcada con un recuadro azul en la Figura
1) ya que se habia determinado previamente que se
trataba de una glicoproteina por coloracién con 4cido
periédico/Schiff (Lundberg ez 2/. 2007). La banda fue
recortada y destenida en una solucién de bicarbonato
de amonio (250 mM) suplementado con 30 % de ace-
tonitrilo (v/v) a temperatura ambiente con agitacion.
La banda recortada se lavé con 500 pl de agua (Mi-
11iQ, USA) durante 5 min y se cort6 en pequefios cu-
bos de aproximadamente 1 mm? a los cuales se anadié
acetonitrilo hasta su total deshidratacién. El exceso de
acetonitrilo fue eliminado y los fragmentos de gel fue-
ron secados completamente en una centrifuga evapo-
radora (Savant, USA). Los cubos fueron rehidratados
en una solucién de bicarbonato de amonio (50 mM)

suplementada con tripsina a una concentracién de
12,5 ng/ul y luego incubados a 37 °C en un mezclador
termostatado durante toda la noche. Los péptidos se
extrajeron al sumergir el gel en 20 pl de agua durante
1 hora luego extraidos usando microcolumnas de fase
reversa (ZipT'ipC18™, Millipore, EUA). Los péptidos
fueron lavados repetidamente con una solucién de 4ci-
do férmico al 5 % (v/v) y posteriormente eluidos en
un volumen de 2-3 pl de una solucién de acetonitri-
lo al 60 % (v/v), suplementada con dcido férmico al
1 % (v/v). Los productos de la digestién triptica fue-
ron cargados en unas agujas capilares de borosilicato
cubiertos con oro (Micromass, RU) e introducidos en
la fuente de ionizacién de un espectrémetro de ma-
sas hibrido con geometria ortogonal equipado con
una fuente de nanospray (QTOF-2™, Micromass,
RU). Los voltajes del cono y el capilar fueron de 35
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T peem 200

g - —— 116
97— — 07
66 . — — O
45 .. W 45

i .
31 s,
oL el sicia

Figura 1. Analisis por electroforesis en poliacrilamida en presencia de
dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) de extractos de adultos y pos-
turas de H. metabus.

Patron de migracion electrofoético en condiciones no disociantes
(nativos) de los extractos de los adultos de ambos sexos y las postu-
ras de Hylesia metabus. PM: patrones de peso molecular. M: machos,
H: hembras. P: posturas de huevos.

y 900 voltios, respectivamente. Los espectros de ma-
sas ESI-MS fueron adquiridos en un rango de peso
molecular de 350-2000 Da. Las sefiales mds intensas
en el espectro ESI-MS fueron seleccionadas para su
posterior secuenciacién por ESI-MS/MS. El gas de co-
lisién empleado fue el argén y se utiliz6 una energia de
colisién apropiada para producir una fragmentacién
extensiva de los péptidos seleccionados que permitiese
su secuenciacién y posterior comparacion por alinea-
miento con secuencias homélogas en las bases de datos
(Shevchenko ez al. 2001; Mackey ez al. 2002).
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DISCUSION DE RESULTADOS

Estudios electroforéticos

En la Figura 2 se muestra el patrén proteico de los
extractos acuosos de los adultos (machos y hembras) y
las posturas de huevos eclosionadas, en un gel de acri-
lamida en condiciones no disociantes (condiciones na-

la toxina estd asociada a las dos bandas de 29 y 31 kD
que se ven en el precipitado de 60 % y que también
estdn presentes en el extracto crudo. La coloracién con
el reactivo de dcido peridédico/Shiff para la deteccién

A B C D E F G H
A_ B C D E F G H | J 200,0 s
200 w— — 116,0 Semm=
1;? ——— 97,4 Tase
66— . 662 weme | (EN p
7 — TS vevan e
s p—
31— —— Y c— 31,0 — - -—
21 — — 21,5
Kt
6 14,4
: 6.5 "'-=
0o 5 15 30  4H  24H

Figura 2. Analisis por electroforesis en poliacrilamida en pre-
sencia de dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) de la toxina de
H. metabus.

Patron de migracion electrofoético en condiciones disociantes de la
toxina de H. metabus. Ay J: marcadores de peso molecular. By C:
extracto sin purificar. D, E y F: Precipitado obtenido al 35 % de satura-
cién con sulfato de amonio. G, H e I: Precipitado obtenido al 60 % de
saturacion con sulfato de amonio. La banda marcada con un recua-
dro azul corresponde a HMT-60.

tivas, ver métodos). Como puede verse, las hembras y
las posturas muestran una banda de un peso molecular
de aproximadamente 38 kD, que no se evidencia en

los machos. Por lo tanto, pare-

ce probable que la toxicidad esté o %]
asociada a este componente, ya % 140
que son Unicamente las hembras g 120
y las posturas que poseen propie- é 1%
dades urticantes. En la Figura 2 £ %0
se observa un gel representativo g jz
del extracto crudo de posturas y 3 2
los precipitados obtenidos con 35 =

Figura 3. Degradacion proteolitica del fibrindgeno bovina causado
por HMT-60.

Degradacion proteolitica progresiva del fibrindgeno bovino causado
por la toxina de H. metabus (HMT-60) analizado por electroforesis en
poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE)
bajo condiciones reductoras de enlaces sulfhidrilicos. A: patrén de
pesos moleculares. B: Toxina sola (HMT-60) 5 ug. C: 60 ug de fibrind-
geno bovino. D: 60 ug de fibrinégeno bovino incubado con 5 ug de
HMT-60 por 5 minutos. E: Idem 15 minutos. F: Idem 30 minutos. G:
Idem 4 horas. H: Idem 24 horas.

de carbohidratos mostré que la banda superior en el

precipitado de 60 % (Figura 2, recuadro azul) es una

glicoproteina (datos no publicados). Esta banda fue re-
cortada y usada para los estudios
de espectrometria de masas de los
glicanos.

Actividad proteolitica/
enzimatica

En estudios preliminares de
las propiedades de la toxina se ha

- ol
y 60 % de saturacién de sulfato 3 405

7 8 9 10 11 12

mostrado que se trata de una pro-

de amonio respectivamente. La
actividad téxica es mds alta en el
precipitado de 60 % de sulfato de
amonio (Figura 2: carriles G, H
y I), siendo aproximadamente 2,5
veces mayor que el extracto cru-
do (Figura 2: carriles B y C). Se

puede concluir que la actividad de

pH

Figura 4. Actividad amidolitica del sustrato cromo-
génico S1-2302 en funcion del pH.

0,5 mM del sustrato cromogénico S1-2302 incu-
bado con 5 ug de toxina purificada (HMT-60) en
tampones de acetato, tris o borato, a una concen-
tracién de 50 mM en presencia de 0,15 M de NaCl
para cubrir el rango de pH desde 3,0 hasta 11,0.
La velocidad de liberacion inicial de p-NA fue de-
terminado espectrofotométricamente y se graficd
en funcion del pH del bufer tampon.

teasa con una actividad notable
en el ensayo de degradacién de
fibrina in vitro (Lundberg ez al.
2002). En este estudio se muestra
que la toxina degrada el fibrin6ge-
no en forma progresiva (Figura 3).
Como se puede apreciar, las tres
bandas prominentes en el carril C
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representan la cadena Aa (64 kD), Bf
(56 kD) y v (47 kD). La degradacién es

progresiva, siendo la cadena y la mds re-

'I[]l:i‘ﬁm
891,08

927 03]
sistente mientras que las cadenas Ao y

B son totalmente degradadas a las 24 h.
Nos hicimos la pregunta de si la
degradacién del fibrinégeno/fibrina de la

toxina podria ser explicada por una acti-
vacién del sistema fibrinolitico, o si mds
bien la protedlisis fue una consecuencia

hylesia-alto-1 126 (2.429) Sm (Mn, 1x3.00), Cm (83:172)

94339

391

directa de la actividad proteolitica de

la toxina. Para entender el mecanismo

TOF MS ES+
144

Glicopéptidos
(M+2H)2

1113.30

Liass
3o

., . 00
de accién de la toxina de H. metabus se

hicieron experimentos de degradacion
de fibrinégeno/fibrina en presencia del
inhibidor del sistema fibrinolitico: 4ci-

950

"Ti000 1050 1100 1150 1200 1250

Figura 5. Espectro ESI-MS de los péptidos neutros N-glicosilados de la toxina de H.
metabus (HMT-31).

Espectro obtenido de una regién del cromatograma HPLC donde eluyen los péptidos
N-glicosilados neutros. Los cuatro iones m/z 1229, 1269, 1331 y 1371 estan sefnalados

como glicopéptidos doblemente cargados mediante las flechas.

do g-aminocaproéico (EACA). Es de no-
tar que en experimentos en las mismas
condiciones, pero en presencia de EACA, el patrén de
degradacién fue igual, de manera que la degradacién
probablemente no es mediada por el sistema fibrinoli-
tico (datos no publicados) y en consecuencia probable-
mente se debe a la actividad proteolitica directa.

La actividad téxica ha sido estudiada extensa-
mente con sustratos tripeptidicos sintéticos (sustratos
cromogénicos) y en bioensayos in vitro e in vivo (Sa-
lazar et al. 2010). La actividad m4s alta se encontré en
el precipitado de 60 % de sulfato de amonio (Figura
2, carriles G, H e I). En la Tabla 1 estdn resumidas las
estructuras de los sustratos cromogénicos y la veloci-
dad de la actividad catalitica. Como se puede apreciar,
la especificidad de la proteasa fue mayor
1190

para el sustrato S-2302, que es un sustra- 6

1004
to disefiado para la calicreina (Pro-Phe-
Arg) y menor para el sustrato S-2251
(Val-Leu-Lys). Basado en estos estudios,
se ha postulado que la toxina de H. me-
tabus tiene una actividad parecida a la .

calicreina y que su actividad, se podria
atribuir, en parte, a la liberacién de bra-
diquinina y lisilbradiquinina (Lundberg
et al. 2002).

1008 60

1312

04
1000

Dependencia del pH

1200

hylesia-alto-1 126 (2 429) M3 [Ev-362321 )t15,En1] (0.050,200.00,0 200,1400.00,2,Cmp); Sm (Mn, 1%3.00); Cm (83:1

vidad enzimdtica de la toxina ocurre a un pH aproxi-
madamente 9,0. A un pH de menor o igual a 5,0 no
hay actividad, y a un pH mayor de 10,5 ocurre una
inhibicién irreversible de la enzima. El efecto estimula-
torio de un pH alrededor de 9 podria explicar el hecho
de que el uso de jabones comerciales, que tienen un pH
alcalino, empeoran notablemente la dermatitis causada
por H. metabus.

Analisis por espectrometria de masas

El espectro nanoESI-MS obtenido de una re-
gi6n del cromatograma nano-HPLC, donde eluyen

72)
4.03e3

885.76 =y T T
. Glicopéptidos |

(M+Hy |

0.1

6217
T

|2B2005
-

Mz?nass

2600

1600

1400 1800 2000 2200 2600

Figura 6. Espectro deconvolucionado de los péptidos neutros N-glicosilados de la toxina

En la Figura 4 se muestra la acti-
vidad enzimdtica en sustrato S1-2302.
Como se puede apreciar, la mdxima acti-

de H. metabus (HMT-31).

Espectro deconvolucionado de los péptidos neutros N-glicosilados de la toxina de H.
metabus (HMT-31) mostrados en la figura 5 sefalando los correspondientes glicopépti-
dos de uma 2457, 2537, 2660 y 2740.
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Figura 7. Espectros MS/MS de los péptidos con m/z 1229, 1269, 1331y 1371.

Los espectros MS/MS deconvolucionados de los péptidos con m/z 1229, 1269, 1331 y
1371 mostrados en la figura 5 (desde arriba hacia abajo) mostrando la presencia de los
ibnes m/z 204,09 [HexNAc] ", 366,15 [HexNAc-Hex]+ y 528,21 [HexNAc-Hex,]* (resalta-
dos con 6valos de color azul en la figura).

el m/z 2660,17. Esta diferencia de 80
uma ocurre debido a una fosforilacién
(HPO,), que es una de las modificacio-
nes postraduccionales mds ampliamen-
te distribuidas en la naturaleza. Entre
los aminodcidos mds suceptibles a ser
fosforilados estdn la serina y la treoni-
na. Si tenemos en cuenta la secuencia
de los sitios potenciales de N-glicosi-
lacién [Asn-X-Ser/Thr/Cys], siendo X
diferente de prolina, es muy probable
que estos glicopéptidos, contengan
aminodcidos como Ser/Thr en su se-
cuencia y que estos aminodcidos estén
fosforilados.

Los espectros MS/MS deconvulo-
cionados de los iones m/z 1229, 1269,
1331, y 1371 muestran la presencia in-

los péptidos N-glicosilados. Se sefialan cuatro iones
(1229/1269/1331/1371) que son doblemente carga-
dos, como glicopéptidos (Figura 5). En la Figura 6
se observa el resultado de la deconvolucién de este
espectro, originando todos los iones como (M+H)".
Se senalan también cuatro iones de m/z 2457, 2537,
2660 y 2740 como glicopéptidos y las diferencias de
masas entre ellos.

Como puede observarse, el i6n m/z 2537,10 es
80 uma mayor que el m/z 2457,15 y de la misma
manera el ién m/z 2740,11 es 80 uma mayor que

discutible de los iones reporteros correspondientes
a las estructuras [HexNAc]* (m/z 204), [HexNAc-
Hex]" (m/z 366) y [HexNAc-Hex2]* (m/z 528) lo que
afirma que estos iones corresponden a glicopéptidos
(Figura 7). Por otra parte, la ausencia de iones m/z
(292/657) y m/z (308/673), que corresponden a las
[Neu5Ac]*, [HexNAc-Hex-Neu5Ac]*,
[Neu5Gc]*, [HexNAc-Hex-Neu5Gcl,
vamente, indican la ausencia de glicanos cargados
como el dcido N-acetil (Neu5Ac) 6 N-glicolil (Neu-
5Gc) neuraminico. Esto significa que se estd en pre-

estructuras

o respecti-

sencia de glicopéptidos neutros.
En la Figura 8 se describe mds de-

hylesia-aito-1_1229 195 (3 383) M3 |[Ev-57137 125 En1| (0.050,200.00,0 200,1400 00,2,Cmp), Sm (Mn, 1x3 00), Cm (37 376 talladamente 13. propuesta dC las estruc-
137e3
100+
o turas de los glicanos mds probables, a
(409) . , .
s o partir del patrén de fragmentaciones
y (515) observada en el espectro ESI-MS/MS
[ 29102 m‘Jﬁﬂ Cﬁmas BBTNB  gym R DS 8. del i6n mfz 1229 ((Figura 5). Las pér-
Oy "{ 1 .' . T T T i
200 500 600 800 900 1000 1100 1200 Imﬂmass dldas de 146 uma (dHeX)’ 162 uma
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100- Pl ., ..
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| PPy
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: . 62189 o) T | i -
%m! |56.l18? o ) qk@“g&hw 0 |G | [ Fetm ], Precursor por las di erentes rutas, has
[ S, e et mass. ta €l 16n m/z 1418,79 (mostradas en la
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Figura 8. Espectro MS/MS y patrén de fragmentacion del ion m/z 1229.

Reconstruccion de una estructura de glicano hibrido a partir de la fragmentacion del ion
m/z 1229. Las pérdidas de 146 uma [dHex] (flechas color verde), 162 uma [Hex] (flechas
color rojo) y 203 [HexNAc] (flecha color negro) a partir del ién precursor m/z 2457,16
indica que estos tres residuos son terminales. La estructura del glicano hibrido esta se
muestra en la parte superior de la figura.

figura mediante flechas), justifican la
estructura propuesta. Debe enfatizarse
sin embargo, que esta propuesta es pre-
liminar, pues para poner con rigor una
estructura dada, debe utilizarse una
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Figura 9. Espectros MS/MS deconvulocionados de los iones m/z (1229, 1269, 1330 y
1371).

Como se puede ver, el idn 2660 esta formado por la incorporacion de 203 uma al ién m/z
2457 (HexNAc) y los iones m/z 2740 y m/z 2537 estan formados por la adicién de 80 uma
(HPO,) a los iones m/z 2457 y 2660.

combinacién de varias estrategias. De manera gene-
ral, para el estudio de una glicoproteina, suele de-
glicosilarse la misma y analizarse los carbohidratos

Glicopéptido 1, Hibrido

Glicopéptido 2, Hibrido

i
Figura 10. Reconstruccién de las estructuras de los glicanos neutros hibridos presen-
te en la toxina de H. metabus (HMT-31).
La estructura del glicopéptido 1 corresponde al patron de fragmentacion del ion m/z

2457,15 y la del glucopéptido 2 al ién 2660,17. Ambos iones existen en forma fosfori-
lada y no fosforilada.

liberados, generalmente por derivacién
con algin croméforo o fluréforo, que
permite su separacién por HPLC (Gui-
le ez al. 1996). Esta estrategia favorece
el uso de exoglicosidasas y la compara-
cién de los valores de GU con patrones
de glicanos estudiados contra la base
de datos Glycobase (http://glycobase.
ucd.ie/cgi-bin/public/glycobase.cgi). A
esta estrategia puede afadirse el and-
lisis de monosacdridos constituyentes,
que no sélo identifican los monosacd-
ridos presentes sino la proporcién entre
ellos. Indiscutiblemente, el andlisis por
espectrometria de masas, ESI y MAL-
DI-TOF de estos glicanos liberados, es
una de las herramientas mds poderosas.
Debe senalarse que la dHex se refiere a

la fucosa, la Hex puede ser lo mismo una Galactosa,
una manosa o una glucosa, pues todas son hexosas y
tienen la misma masa atémica. La HexNAc es gene-

ralmente la GlcNAc (N-acetilglucosami-
na), pero puede ser también la GalNAc
(N-acetilgalactosamina).

A manera de comparacién, en la
Figura 9 se muestran los espectros MS/
MS deconvulocionados de los iones m/z
(1229, 1269, 1330, y 1371). Los resul-
tados muestran claramente como los
idnes m/z 1269, 1330 y 1371 estdn for-
mados por fosforilizacion o incorpora-
cién de una unidad de HexNAc al i6n
m/z 1229. De los datos obtenidos de la
fragmentacién MS/MS de los iones m/z
2457,15 y m/z 2660,17 pueden inferirse
las estructuras de los glicanos hibridos
que se muestran en la Figura 10. Ambos
iones existen en forma fosforilada y no
fosforilada.

En la actualidad, se estdn realizando
los estudios necesarios para elucidar las
estructuras definitivas de estas glicopro-
teinas. El conocimiento concluyente de la
estructura de esta toxina, responsable del
lepidopterismo causado por H. metabus,
proporcionard informacién vital para el
disefio molecular de firmacos que permi-
tan tratar clinica y eficazmente los sinto-
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mas observados en los individuos susceptibles expues-
tos a las setas urticantes de H. metabus.
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Resumen El género Hylesia (Lepidoptera, Saturniidae) estd conformado por un grupo
de polillas neotropicales que abundan en Centro y Suramérica, Hylesia meta-
bus es una de las especies de este género encontrada en Venezuela, la Guaya-
na Francesa y Trinidad. En Venezuela, esta polilla es muy abundante en los
manglares y los canos adyacentes al delta del Orinoco, en el oriente del pais.
Durante las épocas de apareamiento, las hembras adultas liberan cantidades
enormes de mintsculas setas urticantes en el medio ambiente pudiendo ocasio-
nar una dermatitis papulo-vesicular a los pobladores de las zonas adyacentes a
los manglares. Se han aislado y caracterizado sustancias proteicas con propie-
dades proinflamatorias de las setas urticantes y se ha estudiado sus efectos en
un modelo animal, utilizando el cobayo (Cavia porcellus), mediante métodos
bioquimicos y de histopatologfa. En este capitulo trataremos algunos aspectos
de la histopatologia de la toxina de H. metabus a escala sistémica, la respuesta de
los efectores celulares tempranos y la localizacién de la toxina mediante técnicas

inmunohistoquimicas.

Abstract Effects of the Toxin from the Urticating Setae of the Moth, Hylesia
metabus (Cramer, [1775]) in Experimental Models. A Histopathologi-
cal Study

The genus Hylesia (Lepidoptera, Saturniidae) is made up of a group of neo-
tropical moths distributed in Central and South America. One of the spe-
cies in this genus found in Venezuela, French Guiana and Trinidad Island
has been identified as Hylesia metabus. In Venezuela these moths are abun-
dant in the mangrove swamps close to the Orinoco Delta in the eastern part

Palabras clave Dermatitis, fibrina, histopatologia, lepidopterismo, macréfagos,
mastocitos, neutrofilos.
Key words Dermatitis, fibrin, histopathology, lepidopterism, macrophages, mast

cell, neutrophils.
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of the country. During the reproductive phase of the life cycle, the adult
females release huge quantities of miniscule urticating setae into the sur-
rounding environment, which can produce a severe papulo-vesicular derma-
titis amongst the inhabitants of zones adjacent to the mangroves. Proteins
with proinflamatory properties have been isolated and characterized from
the egg nests of H. metabus using biochemical methods. In addition, the in-
flammatory response to the egg nest extract and components isolated from
it have been studied in experimental models, using the guinea pig (Cavia
porcellus). In this chapter we discuss aspects of the histopathology of the AH.
metabus toxin at a systemic level, the response of the early effector cells and

the localization of the toxin using imunohistochemical techniques.

PRESENTACION

Existen reportes de lesiones dermatolégicas lue-
go del contacto con orugas irritantes desde la Antigua
Grecia. Durante el Imperio romano, Plinio el Viejo y
Galeno escribieron sobre las propiedades irritantes de
los lepiddpteros. En el continente americano la primera
resefia fue realizada por el padre José de Anchieta en
1569 en sus «Cartas desde Siao Vicente» (Cox-Cardoso
& Haddad 2005; Diaz 2005).

El lepidopterismo es un término médico general
usado para describir los efectos dafiinos que las larvas
y los adultos de mariposas y polillas pueden causar en
humanos; estos problemas incluyen los asociados con
inhalacién, ingestién, contacto dérmico y penetracién
de los tejidos por productos o estructuras en cualquier
etapa del ciclo de vida (Wirtz 1984; Battisti ez a/. 2011).
Sin embargo, hay una gran confusién con respecto a la
terminologia referente a los eventos adversos del con-
tacto con lepiddpteros; algunos autores especifican mds
detalladamente los efectos de los lepidépteros al usar
los términos lepidopterismo y erucismo: el contacto
con larvas, mariposas, capullos o partes de ellos que
pueden causar reacciones exclusivamente cutdneas es
considerado como erucismo. Por el contratio, si cau-
san sintomas sistémicos tanto con reacciones cutineas
o sin ellas, es denominado lepidopterismo (Hossler
2009, 2010a). En el caso del erucismo, otros investi-
gadores han sido atin mds concisos al definirlo como
el término usado para describir los accidentes o enfer-
medades producidas por el contacto de la piel con setas
de larvas de las familias Megalopygidae y Saturniidae.
En este caso, los sintomas estdn caracterizados por un
dolor local intenso, picazén, enrojecimiento seguido

por vesiculacién y afeccién de los ganglios linfaticos
(adenopatia) (Ramos ez al. 2004). Debido a que las
reacciones a las formas adultas y larvales de lepidépte-
ros pueden causar una variedad de sintomas cutdneos
o sistémicos, o ambos, es mds facil evitar el uso de am-
bos términos y en su lugar, clasificar las reacciones ba-
sadas en los sintomas predominantes (p. ej., urticaria
inducida por contacto con orugas procesionarias del
género Thaumetopoea). De esta manera, el clinico pue-
de continuar usando términos descriptivos familiares,
tales como urticaria eczematosa y este enfoque ayudard
tanto con el diagndstico asi como con el tratamiento
(Hossler 2010a; Battisti ez /. 2011).

En general, las interacciones entre lepidépteros y
humanos son poco frecuentes y los eventos adversos ocu-
rren, tipicamente, en unos pocos individuos expuestos.
Sin embargo, varias especies de lepidépteros presentan
una abundancia estacional, ocasionando una frecuencia
en la exposicién y a sintomas cutdneos o sistémicos. Esto
es bien conocido en el noreste de los Estados Unidos
donde las orugas de la polilla gitana (Lymantria dispar
L. 1759), desfolian grandes extensiones de bosques en el
verano (Hossler 2010a).

Entre las especies de lepidépteros causantes de le-
siones a humanos, las del género Hylesia son notables
porque son unas de las pocas en las cuales el adul-
to es responsable de causar efectos nocivos. Entre las
especies de este género causantes de lepidopterismo
estd Hylesia metabus (Cramer, [1775]), objeto de estu-
dio de este trabajo. Esta especie ha sido sefialada para
Surinam, Guayana Francesa y en Venezuela como el
principal lepidoptero danino (Hassing & Bauer 2008;
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Hossler 2009). En Venezue-
la, H. metabus puede ser tan
prevalente que las escuelas y
tiendas cierran temprano y

los agricultores y pescadores
no pueden trabajar a causa
del temor al prurito y al ma-
lestar incapacitante (Hossler
2010a).

afecciones de tipo respiratorio en los casos de
lepidopterismo por H. metabus y otras espe-
cies, sin embargo la asociacién con lesiones en
los pulmones no ha sido estudiada de manera
sistemdtica en humanos y persiste la sospecha
de dafos a otros 6rganos (Rodriguez-Morales
et al. 2005). Usualmente, la exposicion ocurre
cuando las polillas son atraidas por la luz de las

H. metabus, conocida
cominmente como «palome-
ta peluda» (Figura 1A), es una
polilla nocturna distribuida
principalmente en el noreste
de Venezuela. Dicha especie

dreas habitadas. Los accidentes pueden presen-
tarse como brotes epidémicos, dada la sincro-
nizacién de la eclosién de los adultos en esta
especie. Sin embargo, las setas pueden persistir
en la vegetacion y enseres y conservan el poder
urticante por mucho tiempo con la posibilidad

de producir lesiones, inclusive si la polilla es un

habita los manglares del gol-
fo de Paria, estado Sucre, ex-
tendiéndose hasta los estados
Monagas y Delta Amacuro. A):1cm, B): 10um.
Sin embargo, es en el estado
Sucre donde alcanza mayores densidades poblacionales,
hasta constituir un problema grave de salud publica para
los pobladores de este estado (Osborn, 2005). Ademis,
en el género Hylesia también se conocen las siguientes
especies como causantes de lepidopterismo: Hylesia alin-
da Druce, 1886 (Ferndndez ez al. 1992); Hylesia frigida
Schaus, 1911; Hylesia lineata Druce, 1886; Hylesia ni-
gricans Berg, 1875; Hylesia valvex Dyar, 1913 ¢ Hylesia
metapyrrha Walker, 1855 (Fornés & Herndndez 2001;
Specht ez al. 2007). La distribucién de algunas de estas
especies se presenta en la Tabla 1 (ver paginas 15-24).
La hembra de H. metabus tiene setas abdominales
extremadamente urticantes, conocidas también como
flechette, las cuales utiliza para cubrir las posturas de
huevos, con el fin de protegerlos de depredadores y pa-
rasitos (Figura 1B) (Battisti ez a/. 2011). Estas espiculas
urticantes al entrar en contacto con la piel del hom-
bre y partirse liberan una sustancia urticante que es
responsable de causar dermatitis prolongadas, lesiones
cutdneas papuloeritematosas con ligera degeneracion
vascular y un prurito intenso que empeora con el roce
(Fornés & Herndndez 2001; Benaim-Pinto 2002). En
algunas personas estos sintomas estdn acompanados
por una reaccién alérgica y se han reportado trastornos
respiratorios, fiebre, dolor de cabeza, nduseas, artral-
gias, queratitis y conjuntivitis, entre otros; la duracién
de las lesiones es muy variable, de 3 hasta 15 dias (Be-
naim-Pinto 2002; Hossler 2009). Es comdn observar

Figura 1. A) Hembra de H. metabus. B)
Fotografia de una seta vista mediante mi-
croscopia de contraste de fases. Barras:

ejemplar muerto y seco (De Roodt ez al. 2000;
Hossler 2010a).

Patologia, sintomatologia y tratamiento

Las reacciones a los lepidépteros se dan en muchas
formas y ocurren sobre todo en la piel, por ser el punto de
interaccién mds comun con los elementos del medio am-
biente; entre ellas tenemos: erupciones papulares, papulas
y placas urticarianas pruriticas o pdpulas y placas eritema-
tosas escamosas en las dreas expuestas. En consecuencia,
se requiere de diagnostico cuidadoso y un estudio com-
pleto de la historia clinica. Por lo tanto, los pacientes que
tienen una historia de exposicién a orugas o polillas, y
un conocimiento general de las especies peligrosas, pue-
den ayudar al médico a realizar el diagnéstico correcto
(Hossler 2010b; Battisti ez a/. 2011). En el caso del género
Hylesia, las setas producen un cuadro de dermatitis ur-
ticariana y las manifestaciones que generalmente se han
estudiado son predominantemente de tipo dermatolégico
(Figuras 2 y 3), con una respuesta inmunoldgica tipica,
caracterizada por una masiva infiltracién de neutréfilos
y linfocitos, necrosis de queratinocitos y degeneracién hi-
drépica de las células basales. En la literatura siempre se
habla de reacciones alérgicas como consecuencia del lepi-
dopterismo, sin embargo, es necesario ser mas especiﬁcos
en cuanto a esta forma de descripcién, puesto que una
reaccién inmune caracterizada por dermatitis no necesa-
riamente se corresponde con una reaccién alérgica estric-
tamente hablando (Battisti ez 2/. 2011).

Pocas horas después del contacto con las setas de H.
metabus, las lesiones cutdneas primarias consisten princi-
palmente en una urticaria aguda o bien en una derma-
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titis papuloeritematosa
con discreta degeneracién
vesicular; en algunos pa-
cientes se da un edema
que puede abarcar zonas
extensas (Figura 2A) o
bien de manera focalizada
(Figura 2B). Las pdpulas
son pequenas, aisladas o
confluentes, sensibles al
tacto y causan un pruri-
to persistente. Se produ-
ce un infarto ganglionar
intenso, caracteristico y
doloroso con frecuentes
elementos hemorrdgicos
en las dreas pruriginosas.
En las primeras 24-48 ho-
ras, la lesién puede evolu-
cionar hacia la formacién
de vesiculas (Figura 3A) y
mds raramente necrosis en
las dreas de contacto (Figura 3B). Las lesiones evolucionan
acompanadas de prurito intenso para remitir en un pe-
riodo variable que oscila entre 7 y 14 dias tras el inicio de
los primeros sintomas, pero por repetidos contactos con
nuevas setas, puede sobrevenir una exposicién secunda-
ria, eczematizacién y liquenificacién, tardando entonces
semanas e incluso meses en desaparecer. Otros tipos de
lesiones cutdneas son las erupciones monomorficas (pe-
quefias papulas duras, rodeadas por vesiculas pequenas),
manifestaciones del tipo de una dermatitis herpetiforme
y casos de nédulos inflamatorios subcutdneos, los cuales
son los mds refractarios a las terapias convencionales (Ro-
driguez-Acosta ez al. 1998; Paniz-Mondolfi ez al. 2011).
Entre los sintomas distintos a los cutdneos produ-
cidos por H. metabus, tenemos los siguientes: malestar
general, artralgias, efectos psicoldgicos, accesos agudos
de asma bronquial, insomnio y depresién. El dafo a
las mucosas es comin en el lepidopterismo, siendo la
conjuntivitis la manifestacién mds frecuente hallada en
las personas afectadas, también pueden producirse tlce-
ras corneales, granulomas conjuntivos y hasta ceguera
(Bactisti ez al. 2011), aunque en Venezuela esta Gltima
condicién no se ha reportado hasta ahora. En relacién
a las manifestaciones orofaringeas, lo que mds frecuen-
temente se halla es el eritema en labios, lengua, paladar
y mucosa bucal. Por otra parte, en sujetos afectados por

Figura 3. Edemas y vesiculas eritematosas en individuos ex-
puestos a las setas de H. metabus. A) La flecha indica zonas
edematosas focalizadas y dispersas. B) Las flechas indican
vesiculas eritematosas con degeneracion y formacion de pus-
tulas a las 48 horas luego de la exposicion.

Figura 2. Edema en individuos expues-
tos a las setas de H. metabus luego de
30 minutos de exposicion; las flechas
en A) y B) indican zonas edematosas,
las cuales pueden variar de individuo a
individuo.

H. metabus existe la sensibilizacién de tipo atépico
(Glasser et al. 1993; De Roodt et 2/. 2000; Benaim-
Pinto 2002).

Las setas han sido vistas profundamente enca-
jadas dentro de la dermis y el aumento del prurito
con el rascado se debe quizd al hecho de que se adhie-
ren muy firmemente, siendo dificil su salida debido a su
morfologia de tipo barbardo. Ademds del trauma mecd-
nico provocado por la introduccién de las setas, estd la
presencia de factores toxicos, lo cual ha sido un tema de
cierto debate. Dinehart ez a/. (1987) aislaron histamina
de las setas de Hylesia; sin embargo en sus preparaciones
usaron el tegumento completo de especimenes vivos y
pudo haber contaminacién. La histamina, en cantida-
des nanomolares s6lo explicaria la accién urticante y el
prurito intenso e inmediato, pero no el dano extensivo y
el efecto necrotizante observado en la dermatitis causada
por H. metabus (Benaim-Pinto 2002; Hossler 2010a).

Lundberg ez al. (2002, 2007) no detectaron his-
tamina en setas aisladas de H. metabus y demuestran,
mediante métodos cromatograficos, que la toxina conte-
nida en las mismas estd compuesta de cinco fracciones,
principalmente glucoproteinas, con propiedades de pro-
teasas con afinidades para diferentes sustratos e inducen
respuestas inmunoldgicas, distintas a las que ocasiona
la toxina completa. Ademds, estudiaron su efecto en un
modelo experimental mediante un estudio histopato-
l6gico, el cual mostré infiltrados leucocitarios perivas-
culares, formado predominantemente de neutréfilos, y
concluyeron que la dermatitis es causada por los compo-
nentes glucoproteinicos de la toxina.
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El tratamiento del lepidopterismo y erucismo es
sintomdtico y de soporte; en la literatura médica se in-
dican diversas opciones terapéuticas. Las lesiones pruri-
ticas y eritematosas producidas por el contacto con las
setas de Hylesia se han controlado mediante drogas an-
tihistaminicas y esteroides. En general, el uso de drogas
que logran una inmunosupresién parcial y reversible del
sistema inmunoldgico se ha convertido en la alternativa
para el lepidopterismo causado por H. metabus (Mul-
vaney et al. 1998; Rodriguez-Acosta et al. 1998; Lee et
al. 1999; Paniz-Mondolfi ez a/. 2011). No obstante el
uso de tratamientos inmunosupresivos puede tener con-
secuencias perjudiciales a largo plazo como lo seria la
reincidencia de los sintomas luego de una aparente me-
jorfa. Por lo tanto, en las poblaciones afectadas por AH.
metabus, se debe considerar una mayor atencién y obser-
vacién de aquellos pacientes con alteraciones de mayor
impacto en su cuadro clinico.

La alternativa de tratamientos inmunoldgicos es
una opcién bastante estable y usada en muchos casos; la
neutralizacién de las toxinas circulantes por antisueros
hiperinmunes heterélogos es el tratamiento usado para
muchos accidentes causados por animales venenosos,
como en el caso de los venenos de himenépteros donde
la inmunoterapia es muy efectiva en proteger a pacientes
alérgicos de reacciones anafildctica (Ruéfl ez al. 2004;
Gongalves ez al. 2007). En el caso de las patologias cau-
sadas por lepidépteros, el suero hiperinmune antiloné-
mico, obtenido de caballos inyectados con extractos
de setas de Lonomia, es un tratamiento efectivo para el
envenenamiento causado por el contacto con orugas de
Lonomia oblicua Walker, 1855 (Gongalves et al. 2007).

Estudios histopatoldgicos previos

El enfoque mds directo para estudiar el potencial
de las proteinas que causan reacciones tdxicas es la eva-
luacién de las caracteristicas de la respuesta inmune que
pueden inducir. En general, este enfoque estd dirigido
a estudiar xenobiéticos capaces de inducir alergias y es
vélido para una gran cantidad de compuestos y orga-
nismos. Sin embargo, existen considerables variaciones
entre las respuestas inmunoldgicas, lo que ha llevado al
desarrollo de métodos bien establecidos y ampliamente
aceptados que facilitan la identificacién precisa de po-
tenciales alérgenos proteicos para humanos y, al esta-
blecimiento de ensayos de riesgos de sensibilizacién en
animales (Huby ez /. 2000; Germolec ez al. 2004).

Los estudios histopatolégicos se fundamentan en
la histoquimica, que, con sus técnicas muy particula-
res, proporciona informacién que permite explicar el
efecto de los agentes téxicos en modelos tanto in vivo
como in vitro. La histoquimica y la citoquimica, estu-
dian la composicién y comportamiento de los mate-
riales biolégicos en relacién con su estructura original,
bien sea en los tejidos (histolégico), a escala celular
(citolégico) o en organelos (morfolégico submicroscé-
pico) y estd disefiada para solventar en forma directa
un problema molecular sobre una base celular, lo cual
crea un panorama mds detallado de la respuesta de los
tejidos a un estimulo. Por lo tanto, los métodos his-
toquimicos son excelentes herramientas para probar
hipétesis especificas sobre los mecanismos de accién
de compuestos quimicos o toxinas (Coleman 2000;
Asan 2002; Asan & Drenckhahn 2004; Taatjes &
Roth 2005; Coleman 2006).

El tipo de examen semicuantitativo de los pardme-
tros histolégicos debe también comprender una descrip-
cién histolégica cuidadosa de los tipos de lesiones, inclu-
yendo alteraciones focales, necrosis celular, granulomas
y cualquier detalle considerado como fuera de lugar en
un tejido normal. El uso de la evaluacién histopatoldgi-
ca, como una prueba primaria, puede ser ventajosa por
dos razones: 1) la toxicidad potencial puede probarse
durante los estudios toxicoldgicos sin la necesidad de
animales adicionales, 2) no se requiere de técnicas es-
pecificas, o equipos adicionales, para probar la funcién
inmunolégica (Germolec ez al. 2004). El conocimiento
sobre la patologia de las mds diversas enfermedades estd
basado los métodos histolégicos, y el lepidopterismo no
es la excepcidn.

Son pocos los estudios en histopatologia del le-
pidopterismo por el género Hylesia. Leger & Mouzels
(1918) describieron los primeros casos de dermatitis de-
bido a Hylesia sp. en la Guayana Francesa, a partir de
alli se ha estudiado la histopatologia de la dermatitis
generada por especies del género Hylesia en pacientes y
en algunos modelos experimentales y concluyeron que
la histopatologia de la exposicién en el lepidopterismo
es inespecifica y en general se presenta con edema epi-
dérmico, infiltrado linfocitico perivascular y eosinéfi-
los, la necrosis epidérmica y vasculitis rara vez aparece.
La sintomatologia sistémica del lepidopterismo involu-
cra una cantidad diversas de manifestaciones como vé-
mitos, linfoadenopatias, taquicardia, arritmias, neuro-
patias periféricas y convulsiones (Ziprkowski & Rolant
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1972; Wirtz 1984; Everson 1990). Se han descrito las
espinas embebidas de las polillas y orugas de Hylesia,
Euproctis chrysorrhea L., 1758 y Megalopyge opercula-
ris JE Smith, 1797. Los granulomas con o sin setas,
o espinas embebidas se han demostrado en los casos
de oftalmia nodosa. Ademds de los granulomas con
setas embebidas, se ha visto la dermatitis inespecifica
asociada a afecciones en las articulaciones (artritis o
artralgias) (Hossler 2010b). En todo caso, el efecto a
érganos distintos a la piel se ha estudiado muy poco
con escasos ejemplos donde se estudie danos adicio-
nales a la dermatitis, uno de ellos es el de la polilla
Thaumetopoea wilkinsoni Tams, 1924 (Finkelstein ez al.
1988). Durante la fase aguda, pueden encontrarse, en
la epidermis, las siguientes caracteristicas: membrana
basal intacta, abundante células basales con degenera-
cién hidrépica y picnosis, edema intercelular que da
como resultado depdsitos de fluido seroso, capilares
ensanchados, edema e infiltrado perivascular denso
compuesto de linfocitos, histiocitos y neutréfilos. En
la fase crénica, pueden hacerse evidentes granulomas
foliculares del tipo tuberculoide, tanto en la dermis pa-
pilar y reticular, asi como en el tejido subcutdneo con
neutrdfilos en su interior. En los pacientes previamente
sensibilizados, se han observado reacciones perivascu-
lares profundas con infiltracién linfocitica y eosinofi-
lica (Casala ez al. 1967; Jorg 1969; Zaias et al. 1969;
Dinehart et al. 1985).

Los efectos del lepidopterismo o erucismo, causado
por distintas especies de polillas, se ha considerado como
limitado a la piel, sin embargo Lundberg ez a/l. (2007)
estudiaron los efectos de la toxina en la piel de cobayos
(Cavia porcellus L., 1758) mediante métodos histopato-
l6gicos y andlisis de imdgenes y concluyeron que puede
haber un efecto sistémico mds alld de la dermatitis. En
otros modelos se ha visto que las reacciones de tipo alér-
gico pueden causar una reaccién que involucra a todo el
sistema inmunolégico con danos a otros 6rganos, bien sea
a corto o a largo plazo (Pastor ez al. 2003). Dependiendo
de la naturaleza del antigeno, la activacién de células in-
munoldgicamente activas con el potencial para producir
interleucinas pueden mantener una respuesta exacerbada
con dafos en (')rganos internos, a veces en forma irreversi-
ble (Guo ez al. 2002) y donde la dermatitis pueden ser sélo
una respuesta secundaria a un evento (Fan ez a/. 2003).

El objetivo de este trabajo es estudiar los efectos
de la toxina de H. metabus en modelos de experimen-
tacién, de forma tal que nos permita obtener infor-
macién de los posibles efectos que pueden ocurrir en
humanos. Se presenta evidencia de la localizacién de la
toxina en las setas, de cémo ocurre la penetracién de
éstas en el organismo, y de los efectos cutdneos y sisté-
mico que tiene la toxina y sus componentes en modelos
in vivo asi como los primeros eventos de respuesta la
inmunolégica estudiado in vitro con células inmuno-
l6gicamente competentes.

DESCRIPCION DE METODOS

Los efectos de la toxina de H. metabus se estu-
diaron en tanto in vivo como in vitro. Los experimen-
tos in vivo se realizaron en cobayos (Cavia porcellus)
y ratones (Mus musculus) y se estudiaron los efectos
de la toxina completa y sus componentes mediante
métodos histolégicos en la piel y érganos internos.
Se realizaron experimentos exponiendo la piel de los
ratones a las setas. Para las pruebas in vitro se usaron
células peritoneales residentes murinas y se estudi6
el efecto que tiene la toxina completa sobre éstas. La
localizacién de la toxina en las setas, la piel de los
animales tratados con éstas, en los sitios de inocu-
lacién de la toxina purificada y en las células perito-
neales tratadas in vitro se realizé6 mediante técnicas
inmunohistoquimicas fluorescentes. Todos los expe-

rimentos realizados con los modelos animales (co-
bayos y ratones) se llevaron a cabo de acuerdo a las
normas bioéticas del Instituto Venezolano de Investi-
gaciones Cientificas (IVIC) (http://www.ivic.gob.ve/
bioetica/?mod=Reglamento.php).

Obtencién y purificacion cromatografica de
las toxinas de las setas

La obtencién, purificacién y separacién de las
diferentes fracciones del veneno fueron realizadas me-
diante los procedimientos descritos en Lundberg ez a/.
(2002, 2007). Para extraer el veneno de las setas se to-
maron 5 g de cubierta superficial de las posturas con
sus respectivas setas y se incubaron con 50 ml de tam-
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pén Tris 50 mM a pH 8,50 en NaCl (tampén Tris)
al 0,5 M por 24 horas. Este extracto fue concentrado
mediante la adicién de sulfato de amonio sélido hasta
alcanzar una concentracién de 60 %. Las proteinas
precipitadas se resuspendieron en tampén Tris y se
dializaron con el mismo tampdn, esta fraccion del ex-
tracto se conoce como toxina purifica y se denominé
HM-PTG60. La separacién cromatogrifica se realizé
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al
10 y 12 % con dodecil-sulfato de sodio (SDS-PAGE)
(Laemmli 1970). Las bandas de proteinas se revela-
ron mediante tincién con Coomassie Brilliant Blue
R-250 y para la deteccién de glucoproteinas se usé la
técnica del 4cido periddico-Schiff (Jay ez al. 1990). La
separacién analitica de la fraccion HM-PT60 se reali-
z6 mediante cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC) en un sistema Waters 626 LC, usando una
columna de intercambio idnico Protein-PakQ8HR
(Waters, Milford, MA). Las fracciones separadas se
concentraron mediante liofilizacién y se resuspendie-
ron en tampén Tris. Una descripcién mds detallada
de los procedimientos mencionados, asi como la sepa-
racion de las cinco fracciones componentes de HM-
PTG60, se puede consultar en Lundberg ez /. (2007).

Morfologia de las setas

La morfologia de las setas de las hembras y las
posturas de H. metabus se estudiaron mediante mi-
croscopia 6ptica y mediciones morfométricas. Las setas
se montaron en diferentes medios: cloruro de sodio al
0,9 % (p/v), acido clorhidrico 1N, glicerina : PBS (50 :
50), aceite de inmersién Nikon tipo A y agua destilada.
Con cada medio utilizado se hizo el registro fotogréfi-
co usando las siguientes modalidades de microscopia:
polarizacion, contraste de fases y epifluorescencia; para
ésta tltima se utilizaron filtros con diferentes rangos de
excitacién correspondiente a la luz ultravioleta: UV-2A
(330-380 nm), B-2A (450-490 nm) y G-2A (510-560
nm). Se realizé la medicién del largo y ancho de 50
setas montadas en aceite de inmersién Nikon tipo A
usando el software Image] (versién 1.410) (http://rsb.
info.nih.gov/Ij).

Estudio de la respuesta celular inmune

Para estudiar los eventos tempranos de la respuesta
celular inmune se realizaron experimentos con macréfa-

gos y mastocitos peritoneales, extraidos de ratones de la
cepa BALB/c, (Mus musculus L.), los cuales se prepara-
ron usando métodos convencionales, (ver Apéndice IV
pag. 209), se trataron con la fraccion HM-PT60 a una
concentracién de 1 pg/ml y se incubaron a diferentes
tiempos: 1 minuto, 5 minutos, 15 minutos y 1 hora. Los
cambios de morfologia fueron observados mediante mi-
croscopia de contraste de fases. La toxina fue detectada
mediante métodos inmunohistoquimicos y microscopia
de fluorescencia (ver Apéndice VI pdg. 212).

Estudios histopatoldgicos e
inmunohistoquimicos

Los estudios histopatoldgicos se realizaron para eva-
luar los dafos causados por la fraccion HPM-PT60 (en
las auriculas, pulmones, corazén, higado y bazo) en coba-
yos. Para la deteccion de la toxina se preparé un antisuero
contra la fraccion HM-PTG60, se purificaron los anticuer-
pos y su especificidad se comprobd mediante inmunoblot
(ver Apéndice VI pdg. 212, Figura 33). Se utilizaron téc-
nicas inmunohistoquimicas para localizar la toxina de /.
metabus en: 1) las setas, 2) en setas insertadas en la piel de
especimenes expuestos a éstas y 3) en la piel de las auricu-
las, en el modelo para estudiar los efectos cutdneos.

Estudios histopatologicos

Para los estudios histopatolégicos se prepararon
dos grupos de cobayos con cinco especimenes cada
uno; el peso de los cobayos fue de 300,00 a 350,00 g.
En un grupo se estudiaron las reacciones en la piel (au-
riculas) y en el otro, los efectos en pulmones, corazén,

higado y bazo.
Efectos cutaneos

Para determinar el efecto de la fraccion HM-
PTG60 y sus componentes en la piel, se realiz6 un bioen-
sayo in vivo mediante la inyeccién subcutdnea, en la
parte dorsal de la auricula de cobayos. Los animales
se inocularon intradérmicamente con HM-PT60 y las
fracciones componentes (1, 2, 3, 4, 5y 6) (7 grupos de
cinco animales cada uno), usando una jeringa Gilson
teniendo cuidado de no tocar el cartilago auricular que
separa las superficies dorsal y ventral; la cantidad ino-
culada fue el equivalente a 25 pg de proteinas totales o
5 pg de proteinas purificadas mediante HPLC, en un
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volumen total de 25 pl. Las fracciones se resuspendie-
ron PBS (NaCl 0,15 M en solucién reguladora de fosfa-
to a 10 mM a pH 7,4). Los animales del grupo control
recibieron 25 pl de cloruro de sodio al 0,90 % (p/v) es-
téril. Se tomé como tiempo éptimo un periodo de cua-
tro horas, después de la inoculacién, basado en obser-
vaciones previas de las reacciones de la piel (Lundber ez
al. 2007); luego de trascurridas las cuatro horas los es-
pecimenes se anestesiaron con tiopental (Penthothal®
Abbot) a 50 mg/kg, inyectado intraperitonealmente y
se realizé la fijacién mediante perfusién cardiaca y se
procesaron las auriculas por métodos estandarizados
de histopatologia (ver Apéndice V pdg. 209).

Estudio de los efectos sistémicos en pulmon,
corazon, higado y bazo

Los efectos sistémicos de HM-PT60 se evaluaron en
cinco grupos de cobayos (n = 5); los especimenes se in-
yectaron intradérmicamente, en la espalda, con 25 pg de
HM-PT60 en 100 pl de cloruro de sodio al 0,90 % (p/v)
estéril; los del grupo control recibieron 100 ul de NaCl al
0,90 % estéril. Los cobayos se anestesiaron con tiopental
(Penthothal® Abbot) a 50 mg/kg después de 1, 24, 48 y
96 horas. Se realiz6 la fijacién mediante perfusién cardia-
cay se procesaron los érganos de interés por métodos es-

tandarizados de histopatologfa (ver Apéndice V pag. 209).
Estudios inmunohistoquimicos
Preparacion de las setas

Para la localizaciéon de la toxina en las setas, se
tomaron pequefas porciones de la masa de setas. Estas
se adhirieron a portaobjetos tratados con polilisina y
se fijaron en acetona fria a -20 °C durante 10 minutos.
Luego, se secaron al aire y se conservaron a -20 °C has-
ta su procesamiento por métodos inmunohistoquimi-
cos (ver Apéndice VI pdg. 212).

Preparacion de muestras de piel de ratones
expuestos a setas

Dos grupo de ratones BALB/c (27,45 g + 2,41 g;
n = 5) se expusieron a las setas de H. metabus, por pe-
riodos de 15 minutos y 1 hora. Las espaldas de los rato-
nes se depilaron usando tijeras, tratando de eliminar el
pelo sin cortar la piel (por esta razén no se usé ningin

rasurado mecdnico) y se les frotaron con las setas (0,50
mg de la masa de setas de la postura), durante 1 mi-
nuto usando un hisopo de algodén, sin aplicar presién
excesiva. Después de trascurrir 15 minutos y 1 hora de
exposicién a las setas los ratones fueron anestesiados
con tiopental (Penthothal® Abbot) a 25 mg/kg, me-
diante una inyecccién intraperitoneal. Posteriormen-
te, se cortd la zona de la piel tratada con las setas y
los animales se sacrificaron aplicando una sobredosis
del anestésico. La piel se incluy6 en gel crioprotector
Cryomatrix® (Shandon), y se congelé répidamente en
nitrégeno liquido. Se obtuvieron secciones de 8 pm
con un cridstato, se montaron en ldminas tratadas con
polilisina y se fijaron en acetona fria a -20 °C durante
10 minutos, se secaron al aire y se conservaron a -20 °C
hasta su procesamiento por métodos inmunohistoqui-

micos (ver Apéndice VI pdg. 212).

Determinacion de la concentracion de
fibrinégeno sanguineo

Utilizando métodos bioquimicos se determind
la concentracién de fibrindgeno en los animales uti-
lizados para estudiar el efecto sistémico de la toxina;
trabajos preliminares asocian el efecto de la misma a
una alteracién en las concentraciones de fibrindgeno
y la deposicién de fibrina (Lundberg ez al. 2007). A
los especimenes utilizados para el grupo control, 24 y
48 horas de los estudios sobre los efectos sistémicos de
HM-PTG60, se les determiné la concentracién de fibri-
négeno sanguineo y se denominaron grupos A (con-
trol), B (24 horas) y C (48 horas). Antes de la fijacién
por perfusién, se extrajo la sangre por puncién cardia-
ca para la obtencién del plasma, el cual se congelé a
-30 °C hasta su uso. Para determinar la concentracién
de fibrindgeno, se us6 el método de Ingram (1952): se
indujo la formacién de codgulos usando trombina bo-
vina en NaCl al 15 mM tamponizado con Tris 50 mM
a pH 7,4. Los codgulos se lavaron en agua destilada y se
deshidrataron en acetona durante 30 minutos, se seca-
ron en una estufa a 50 °C durante 24 h y finalmente se
pesaron en una balanza analitica de precisién.

Los datos obtenidos fueron procesados utilizando
el programa estadistico PAST (Paleontological Statis-
tics, version 1.15 en heep://folk.uio.no/ohammer/past)
(Hammer ez al. 2001), con el cual se realizaron las
pruebas de Kruskal-Wallis, la prueba a posteriori de
Tukey y la prueba de t-Student.
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DESCRIPCION DE RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio de la morfologia de las setas.
Localizacidn de la toxina en las setas y en
secciones de piel tratadas con setas

Las setas de H. metabus se encuentran entremez-
cladas con escamas largas y muy plegables, tienen un
largo de 293,54 + 27, 99 um y en su parte mds ancha
miden 11,25 + 1,63 pm; no son birrefringentes cuando
se estudian con luz polarizada, indicando la carencia de
una estructura linealmente ordenada a escala molecular.
Son barbadas, dando el aspecto de ser serruladas; los dos
extremos estdn claramente diferenciados: uno con pe-
quenas espinas y el otro carece de éstas; terminan en una
punta aguda, lo cual le da el aspecto de una flecha (Figu-
ra 4A). Son huecas y estos espacios estdn ocupados por

aire (Figura 4B); son

A T autofluorescentes en

todos los rangos de
longitud de onda
que se probaron; es
de particular im-

portancia  destacar

que hacia la punta

Figura 4. Seta de H. metabus. A) La foto
corresponde a una imagen obtenida me-
diante microscopia de contraste de fases,
el asterisco indica la punta de la seta. B)
Ampliacion de la punta de la seta, la fle-
cha indica el contenido de la misma. C)
Material autofluorescente usando el cubo
UV-2A (rango de excitacion: 330-380 nm).
La flecha indica el material autofluores-
cente que se corresponde con lo indicado
en B. D) Imagen de la seta donde se ob-

de la seta se encuentra un depésito de material que no
se disuelve en aceite de inmersién, pero si en solucién
de 4cido clorhidrico, éste material es autofluorescente en
el rango de 330 a 380 nm (Figuras 4C-4E). El uso de
un anticuerpo para la toxina de H. metabus permitié su
localizacién en las setas, la cual es la punta de la misma
en la zona del material autofluorescente y en las paredes
alrededor de la zona hueca (Figuras 5A y 5B).

En los animales tratados con las setas, éstas atra-
viesan la epidermis hasta llegar a la dermis, con una
orientacién particular: la punta es la que penetra y el
extremo mds ancho con las espinas queda fuera o en
la epidermis y generalmente se quiebra en la zona vacia
donde se localiza la toxina (Figuras 6A, B); sin embar-
go, la mayor parte se quiebra en la epidermis. Se ha de-
tectado la toxina tanto en las setas que penetran en la
dermis como en la matriz extracelular circundante. No
se observé una infiltracién masiva de leucocitos pues la
cantidad de setas que se localizaron en la dermis fueron
pocas, de 5 a 7 por seccién de piel (secciones de 2 mm
de largo por 300 pm de didmetro).

Las setas urticantes (macrotriquia) de los lepi-
dépteros se encuentran en una variedad de formas,

pero funcionalmente

pueden ser

divididas en dos grupos, depen-

serva la autofluorescencia de las paredes

usando el filtro B-2A (rango de excitacion
450-490 nm). E) Imagen de la seta en
donde se observa la autofluorescencia de
las paredes usando el filtro G-2A (rango
de excitacién: 510-560 nm). La seta se
monto en aceite de inmersion. Barras: A):
20um, B) aE): 5 um.

Figura 5. Seta de H. metabus, A) Foto
tomada mediante microscopia de fluo-
rescencia de la localizacién de la toxi-
na, las flecha indica el material fluo-
rescente correpondiente a la toxina.
B) Seta vista mediante microscopia de
contraste de fases. Barras: 10 um.

Figura 6. Fotografias de setas insertadas
en la dermis de ratones. A) localizacion
de la toxina en la seta y sus inmediacio-
nes (en color verde) mediante micros-
copia de fluorescencia (flechas), B) La
misma imagen mediante microscopia de
contraste de fases. Barras: 10 um.
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Figura 8. Macréfagos perito-
neales murinos tratados con
la toxina de H. metabus a 1
ug/ml por 5 min (A) y 10 min
(B). Barras: 5 um.

Figura 7. Macroéfagos pe-
ritoneales murinos en una
preparacion control trata-
dos con soluciéon salina
estéril a A) 5 miny B) 25
min. Barras: 5 um.

diendo de la presencia o ausencia de gldndulas exo-
crinas en su base. Las de tipo contentivas van desde
individuales hasta grupos de ellas montadas en tubér-
culos (se cree que para incrementar su efectividad), y
pueden cubrir zonas extensas del cuerpo del insecto;
la densidad de las setas puede ser muy elevada tan-
to como 60.000 setas/mm? en las larvas de la polilla
Thaumetopoea pityocampa Schiff.

Las macrotriquias venenosas pueden ser sélidas y
terminar en una punta desprendible, suelen ser huecas
y llenas de toxina pudiendo hundirse en vasos sangui-
neos superficiales; la descarga de veneno ocurre cuan-
do la seccién terminal se rompe (Wirtz 1984; Battisti
et al. 2011). En el caso de H. metabus el mecanismo de
inyeccién de toxina se corresponde con el de la fractu-
ra de éstas. Rodriguez er al. (2004) estudiaron las setas
abdominales de las hembras en H. metabus mediante
microscopia electrénica de barrido y describieron cuatro
tipos, clasificados por su morfologia y el tipo S3 es la
que contiene la toxina y corresponde a las denominadas
setas verdaderas (Battisti ez /. 2011). La descripcién de
las S3 se realizé estando adheridas al tegumento, donde
«la base» corresponde a la zona aguzada sin espinas y «el
dpice» al extremo con barbas. Sin embargo, para las des-

Figura 9. Mastocitos peritoneales
murinos tratados con la toxina de
H. metabus a 1 ug/ml por 5 min (A)
y 10 min (B). Barras: 5 um.

Figura 10. Macrofagos peritoneales tra-
tados con la toxina de H. metabus por 1
h. La foto A) corresponde a una imagen
de microscopia de fluorescencia de la
localizacion de la toxina (en color ver-
de) mediante inmunohistoquimica; las
flechas sefalan macroéfagos tipicos con
la toxina enlazada B) La misma imagen
mediante microscopia de contraste de
fases. Barras: 5 um.

prendidas del abdomen de la hembra y de las posturas
las referencias para su identificacién y descripciéon son
el extremo barbado y el extremo sin espinas, siendo este
tltimo es el que denominamos punta de la seta, y es el
que penetra en la piel.

Estudio de la respuesta celular inmune en
células peritoneales residentes

La toxina de H. metabus causé alteraciones mor-
folégicas en macréfagos y mastocitos peritoneales a los
pocos minutos de estar en contacto con estas células.
Normalmente los macréfagos se adhieren al vidrio y
cambian muy poco su forma (Figuras 7A y B). A los
5 y 10 minutos de incubacién con HM-PT60, los ma-
créfagos presentaron extensiones protoplasmdticas y de-
granulacién (Figuras 8A y B), mientras que los masto-
citos empezaron a degranular a partir de los 10 minutos
(Figura 9A y 9B). Mediante técnicas inmunohistoqui-
micas se detectd la toxina en los macréfagos a partir de 1
minuto, incrementdndose la fluorescencia con el tiempo
de incubacién (Figuras 10 y 11). Sin embargo, la toxina
se detectd principalmente en la superficie de las células y
muy pocas veces en el citoplasma.

VicTor SALAZAR, ULF LUNDBERG, RICARDO GAMEZ Y FRANKLIN MENDEZ

78



Figura 11. Macréfagos peritoneales donde se localiza
mediante inmunohistoquimica la toxina de H. metabus,
luego de tratarlos con la misma por 5 min (A), 15 min
(B)y 1h (C). La foto D) corresponde a imagenes de los
controles los cuales muestran poca autofluorescen-
cia. Barras: 5 um.

Figura 12. Localizacion de la toxina de H.
metabus (en color verde) en leucocitos
del sitio de inoculacion en la auricula de
cobayos. A) Con microscopia de fluores-
cencia; el inserto en es una ampliacion
de la célula indicada mediante la flecha:
un macroéfago. B) Es la misma zona que
A) pero con microscopia de contraste de
fases. Barras para Ay B: 20 umy para el

Figura 13. Corte transversal de la auricula
de un espécimen del grupo control. A) El
cartilago auricular (flecha) separa la zona
dorsal (D) de la ventral (V). B) Sitio de union
de dos cartilagos en el borde de la auricu-
la, un asterisco indica la zona de tejido co-
nectivo que los une. Tincién: hematoxilina
y eosina. Barras: 50 um.

inserto 5 um.

Estudios histopatolégicos
Efectos cutdneos

En los experimentos de la reaccién dérmica en las
orejas de cobayos, se detecté la toxina en la superficie de
los leucocitos infiltrantes en el sitio de inoculaciéon. Los
leucocitos fueron del tipo polimorfonucleares y mononu-
cleares, estos tltimos con caracteristicas de macréfagos
(Figura 12). En la parte dorsal de la auricula se observé
un gradiente de leucocitos desde el sitio de inoculacién
hasta la zona distal. Se observé arteritis y acumulacién de
neutrdfilos alrededor de vasos linféticos y hemorragias de
modo focalizado, aunque en algunos casos fueron masi-
vas al igual que la infiltracién. En los vasos y en la matriz
extracelular se observaron depdsitos de fibrina.

En la Figura 13A se muestra una imagen de un
corte transversal de la auricula de un espécimen del gru-
po control; se observa claramente una regién dorsal y
otra ventral que estdn separadas por el cartilago auri-
cular (indicado por una flecha), el cual es avascular y
de mayor espesor que la epidermis. En la Figura 13B se
muestra el sitio de unién de dos cartilagos en el borde
de la auricula, unidos por tejido conectivo. El sitio de

inoculacién de la fraccion HM-PT60; la infiltracion fue
masiva en la zona dorsal y no fue evidente en la parte
ventral que estd se-
para de la dorsal por
el cartilago auricu-
lar (Figura 14).
En la

infiltracién, se

zona
de
observaron los pro-
cesos asociados al
reclutamiento y
migracién de neu-
tréfilos, como la
diapédesis y paso a
través del endotelio
de capilares (Figura

15A). Ademis de los
neutréfilos, los mo-

nocitos formaron  Figura 14. Zona dorsal del sitio de inocu-
laciéon en la auricula de cobayos tratados
con la toxina de H. metabus. La parte dor-
sal (asterisco) muestra infiltracién de leuco-
citos, mientras que la parte ventral no pre-
senta infiltracién en la matriz extracelular.
La flecha indica el cartilago auricular. Tin-

cion: hematoxilinay eosina. Barras: 10 um.

parte del infiltrado
(Figura 15B) y am-
bos

en acumulos dentro

se observaron

de los vasos sangui-
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Figura 15. Sitio de inoculacion en la parte
dorsal de la auricula de cobayos tratados
con la toxina de H. metabus. A) En esta
imagen se muestran neutrdfilos en la ma-
triz extracelular y en diapédesis pasando
desde un capilar a través del endotelio,
hacia la matriz extracelular (flechas) B) En
la zona adyacente a la indicada en A) las
flechas sefalan monocitos en la matriz ex-
tracelular. Tincion: hematoxilina y eosina.
Barras: 10 um.

Figura 16. Sitio de inoculacién en la parte
dorsal de la auricula de cobayos tratados
con la toxina de H. metabus. A) En esta
imagen se muestran neutréfilos en la ma-
trizagregados en el interior de un vaso san-
guineo (asterisco) y en la matriz extracelu-
lar. B) Imagen de un vaso sanguineo lleno
de neutrdfilos que se infiltran hacia la matriz
extracelular (asterisco). La flecha indica a
un neutrdfilo en la matriz extracelular con
un halo hialino indicativo de la degradacién
que ha sufrido la misma. Tincién: A) PAS,

Figura 17. Sitio de inoculacion en la parte
dorsal de la auricula de cobayos tratados
con la toxina de H. metabus. A) En esta
fotograffa se muestra la degradacion
extensiva que sufre la matriz extracelu-
lar por neutrofilos activados (cabeza de
flecha), una considerable deposicion de
fibrina (asterisco) y fibras de colageno
sin degradar (flecha). B) Degradacion
de la matriz extracelular por neutrdfilos
(flechas) en las adyacencias de los de-
positos de fibrina (asterisco). Tincion: Tri-
cromico de Gomori. Barras: 10 um.

B) Tricrémico de Gomori. Barras: 10 um.

neos (Figura 16A) y en la matriz extracelular (Figura 16B)
donde los neutréfilos causaron la degradacién de la ésta.
En las Figuras 16B y 17 se demuestra la degradacién en
la matriz extracelular; la seccién se coloreé mediante la
técnica del tricrémico de Gomori, con la cual se colorean
de azul las fibras de coldgeno (Figura 17A, indicadas por
la flecha) y se observa la pérdidas de la afinidad tintorial
de la matriz y zonas de lisis alrededor de los neutréfilos.
En especial, es notable la gran cantidad de depésitos de
fibrina, sola o asociada a neutréfilos (en rojo). La pérdida
de la matriz se hace mds notable cuando grupos de neu-
tréfilos degradan las zonas adyacentes a los depésitos de
fibrina (Figura 17B).

Durante la infiltracién ocurre una distribucién
en gradiente de los leucocitos, que evidencia los efectos
quimiotdcticos. Aunque la infiltracién ocurre principal-
mente en la parte dorsal de la auricula, (Figura 18A),
sin embargo, en los vasos sanguineos de la zona ventral
se observaron aglomeraciones de leucocitos atrapados en
masa de fibrina, lo cual sugiere un posible efecto sisté-

mico del veneno a causa de una respuesta inmune gene-
ralizada (Figura 18B) y la necesidad de realizar estudios
de otros 6rganos. En muchas zonas del sitio de inocu-
lacién se observaron pequefias hemorragias focalizadas
cerca del cartilago (Figura 19A), asi como la infiltracién
masiva de neutréfilos en la matriz extracelular y la aglo-
meracién de leucocitos dentro de los vasos (Figura 19B).

La fracciéon HM-PT60 se compone de seis sub-
fracciones obtenidas mediante separacién cromatogrd-
fica, usando la metodologia descrita por Lundberg ez
al. (2007). Cada subfraccién tiene un efecto diferente a
HM-PT60; muchas de las manifestaciones como infil-
tracién de leucocitos con preponderancia de neutréfilo y
pocos monocitos son comunes en algunas de ellas.

Las fracciones 1 y 6 no causaron ninguna reacciéon
inflamatoria o hemorragica; ademds, las muestras de tejido
no mostraron ninguna diferencia cuando se compararon
con las del grupo de control. La fraccién 2 produce una
fuerte hemorragia con formacién de hematoma, (Figura
20A). La fraccién 3 causa hemorragias, aunque con una

VicTor SALAZAR, ULF LUNDBERG, RICARDO GAMEZ Y FRANKLIN MENDEZ

80



Figura 18. Imagen del sitio de inocula-
cion en auriculas de cobayos tratados
con la toxina de H. metabus. A) Parte
dorsal de la auricula mostrando infiltra-
cién. B) zona ventral de las auriculas
con poca infiltracion pero con los va-
sos llenos de agregados de leucocitos
y fibrina. Tincién: hematoxilinay eosina.
Barras: 15 um.

severidad menor que la fraccién 2, in-
filtracién moderada y poca deposicién
de fibrina (Figura 20B). La fraccién 3
ocasiona reacciones muy particulares, lo
cual se demuestra muy bien en el mode-
lo de la auricula: en el sitio de inocula-
cién ocurren hemorragias y danos a los
vasos, pero es en la parte ventral de la
auricula donde ocurre la infiltracién de
leucocitos, lo cual la diferencia sustan-
cialmente de la fraccién 2 (Figura 20B).
Con la fraccién 2 no hay formacién de
fibrina y la reaccién inflamatoria es leve
con poca infiltracién compuesta de neu-
tréfilos circundando la zona inoculada
(Figura 21A), ademds de los danos a los
vasos sanguineos ocurre la degradacién
de codgulos (Figura 21B).

Las fracciones 4 y 5 causan una
respuesta celular caracterizada por in-
fileracién masiva, depdsitos de fibrina

Figura 19. Hemorragias e infiltracion
leucocitaria en el sitio de inoculacion
en auriculas de cobayos tratados con la
toxina de H. metabus. A) Hemorragia (as-
terisco) cerca del cartilago auricular en la
zona dorsal de la aurfcula. B) Infiltracion
masiva desde los vasos sanguineos en
las proximidades del cartilago auricular.
La flecha indica la agregacién de leuco-
citos en un vaso sanguineo. Tincion: he-
matoxilina y eosina. Barras: 20 um.

Figura 21. Sitio de inoculacion en auriculas
de cobayos tratados con la fraccion 2, un
subcomponente de la fraccion HM-PT60.
A) Danos causados a vasos con la conse-
cuente hemorragia en la dermis; hay poca
infiltracién de leucocitos. B) Disociacion de
coagulos en venas y arterias (flechas). Tin-
cién: Hematoxilinay eosina. Barras: 15 um.

Figura 20. Sitio de inoculacion en auriculas
de cobayos tratados con las fracciones 2 'y
3, ambos subcomponentes de la fraccion
HM-PT60. A) Hemorragia en la dermis cau-
sada por la fraccion 2 enla zona dorsal de la
aurfcula (asterisco); hay poca infiltracion de
leucocitos. La flecha sefala el cartilago au-
ricular. B) Hemorragia en la dermis causada
por la fraccion 3 en la zona dorsal de la au-
ricula (asterisco) y una infiltraciéon masiva de
leucocitos en la parte ventral (circulo negro).
La flecha sefala el cartilago auricular. Tin-
cion: hematoxilina y eosina. Barras: 30 um.

y arteritis, aunque no con la intensidad
de HM-PT60. La fraccién 4 ocasiona
una moderada reaccién inflamatoria con
poca infiltracién, mientras que la frac-
cién 5 produce una mucho mds severa.
Ninguna de estas dos fracciones causa
hemorragias. No se encontré una ca-
racteristica particular en la respuesta in-
flamatoria celular causada por estas dos
fracciones, diferente a las de HM-PT60.
En los animales tratados con la
fraccion HM-PT60 y los del grupo
control no se observé condritis auricu-
lar, la cual se caracteriza histopatolégi-
camente por inflamacién granuloma-
tosa focal o multifocal con destruccién
de la placa cartilaginosa, formacién de
nuevos nédulos cartilaginosos y meta-
plasia sea; por lo tanto se descarta que
un dafo al cartilago, fueran la causa de
la infiltracién o contribuyeran a ella.
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Figura 22. Pulmones de cobayos de A) los
grupos controly B) a 1 h luego de la inocu-
lacion con la toxina de H. metabus. Tincion:
hematoxilina y eosina. Barras: 10 um.

Efectos sistémicos

La sospecha de un efecto sistémico de la toxina de

H. metabus condujo a realizar un estu-
dio histopatolégico de los érganos in-
ternos. Se observé un dano progresivo
en un periodo de 1 a 96 horas en cua-
tro 6rganos: pulmoén, higado, corazén
y bazo.

Pulmén

En los pulmones de los espe-
cimenes inoculado con la fraccién
HM-PT60, a 1 hora de exposicidn, se
observé una acumulacién progresiva
de leucocitos, principalmente polimor-
fonucleares y la morfologia del tejido
pulmonar fue anormal (Figura 22A,
22B). A 24 horas se observaron acu-
mulaciones de neutréfilos en los vasos
sanguineos (Figura 23A) y depdsitos
de fibrina en las paredes alveolares,
los cuales atrapan leucocitos y forman
microtrombos que terminaran por ne-
crosar el tejido, como se observa a los
48 horas (Figura 23B). En el grupo de
48 horas la depésitos de fibrina ocurre

Figura 23. Pulmones de cobayos inocu-
lados con la toxina de H. metabus A) a
las 24 h 'y B) 48 h, los asteriscos indican
zonas de necrosis. Tincion: hematoxilina
y eosina. Barras: 10 um.

Figura 24. Puimones de cobayos inocula-
dos con la toxina de H. metabus a A) 48 h,
las flechas sefalan membranas deposi-
tos de fibrina en el espacio alveolary B) 96
h, las flechas indican neutréfilos. Tincion:
hematoxilina y eosina. Barras: 10 um.

en las paredes de los alvéolos (Figura 24A); desde las

48 horas y hasta las 96 horas se observé la presencia de

304 B
g « / §
'
3
3 104
CONTROL 1H 244 48 H B8 H

Grupos

Figura 25. . Diagrama esquematica del
cambio en el tejido pulmonar en cobayos
inoculados con la toxina de H. metabus.
A) Microfotografia del pulmén normal
donde se indican el espacio alveolar y el
parénquima. B) Gréfico que representa
los cambios de celularidad en el modelo
de lepidopterismo durante 96 horas. Los
valores se expresan como la media =+
desviacion estandar para 5 cobayos en
cada grupo.

neutréfilos y acumulacién de fibrina en el espacio alveo-

lar (Figuras 24A y 24B). Todas estas
reacciones ocasionan un aumento en
el volumen del parénquima con una
consecuente reduccién del espacio al-
veolar, resultando en una incapacidad
mecdnica progresiva del pulmén hasta
el colapso.

En la Figura 25A se indican el
espacio alveolar y el parénquima en
el pulmén de un animal del grupo
control. La Figura 25B se muestra el
comportamiento de la celularidad en
el pulmén luego de la inoculacién de
la fraccion HM-PT60. La celularidad
es la cantidad de células por drea de
superficie y es proporcional a la can-
tidad de nucleos por superficie, este
pardmetros se calcularon mediante
andlisis de imdgenes con el objeto de
hacer comparaciones cuantitativas; se
hallaron diferencias estadisticamen-
te significativas, de acuerdo con la
prueba de Kruskall-Wallis, entre los
grupos tratados con la toxina y el gru-
po control (p < 0,05). La celularidad
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Figura 26. Gréficos que representan los
cambios en el parénquima y espacio al-
veolar en el modelo de lepidopterismo
durante 96 horas. Los valores se expresan
como la media * desviacion estandar

Figura 27. Corazdn de cobayos a las 24 h
de la inoculacién con la toxina de H. me-
tabus. A) Los recuadros muestran zonas
de infiltracién y necrosis en el miocardio.
B) Zona de infiltracién de polimorfonu-
cleares y necrosis en el miocardio. Tin-
cion: hematoxilina y eosina. Barras: A) 25
um, B) 10 um.

Figura 28. Corazén de cobayos a las 24
h luego de la inoculacién con la toxina de
H. metabus. A) Zona del subendocardio
donde se muestra infiltracion formando
pequenas vegetaciones. B) Ampliacion
de la zona de infiltracion en A). Tincién:
hematoxilina y eosina. Barras: A) 50 um,
B) 10 um.

para 5 cobayos en cada grupo.

aumenta 2,51 veces en la primera hora con respecto al
grupo control (p < 0,001) lo cual se debe a la infiltra-
cién de leucocitos; a partir de la primera hora la celu-
laridad permanece constante a lo largo de las 96 h del
experimento, pues no se hallaron diferencias estadisti-
camente significativas entre los grupos de 24 h-48 hy
48h-96h (p>0,05).

Las superficies del parénquima y el espacio alveo-
lar también fueron afectados por la HM-PT60. En la
Figura 26A y 26B se representan los cambios de la su-
perficie del parénquima y espacio alveolar en cada gru-
po experimental y el grupo control. A una hora el volu-
men del parénquima aumenté 1,2 veces y el espacio al-
veolar disminuye en la misma proporcién; se hallaron
diferencias estadisticamente significativas, para ambos
variables, entre los grupos inoculado a cada tiempo y el
grupo control (p < 0,001, pero no entre los grupos de

24 h-48y48h-96 h (p > 0,05).
Corazon

En el corazén se observé una mayor presencia
de leucocitos al aumentar el tiempo de exposicién a
la toxina. A una hora y a las 24 horas, se detectaron
dreas focalizadas en el miocardio con acumulaciones

de leucocitos polimorfonucleares (Figura 27A, 27B, ),
causando un cambio en la morfologia del tejido, cuan-
do se compara con los animales del grupo control; este
patrén de infiltracién se mantuvo hasta las 96 horas.
A 96 horas se observaron dreas de necrosis principal-
mente en las auriculas. En el subendocardio a las 48
y 96 horas, la infiltracion fue por células mononuclea-
res (Figura 28A y B), a diferencia del miocardio donde
hubo predominancia de polimorfonucleares. El tejido
de las vélvulas presenté edema a las 48 y 96 horas, lo
cual no ocurrié en el miocardio.

Higado

En el higado se observé infiltracién leucocitaria
en el sistema portal y los sinusoides; en la primera
hora la acumulacién de neutréfilos células mono-
nucleares, principalmente monocito, ocurrié en las
venas del sistema portahepdtico (Figura 29A) y en
pocos sinusoides (Figura 29B). A las 24 h, la infil-
tracién también abarcé el sistema de sinusoides y el
parénquima, aunque en los vasos del sistema portal se
siguieron reclutando neutréfilos (Figura 30A); a las
48 y 96 horas la infiltracién fue en su mayor parte
por células mononucleares: linfocitos y macréfagos.

EFECTOS DE LA TOXINA DE LAS SETAS URTICANTES DE LA POLILLA HYLESIA METABUS (CRAMER, [1775]) (LEPIDOPTERA: SATURNIIDAE),
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Figura 29. Aspecto general del higado de
cobayos a 1h de la inoculacién con la toxi-
na de H. metabus. A) La flecha indica la
infiltracion de polimorfonucleares a través
de una vena del sistema portahepético.
Las cabezas de flechas senalan sinus-
oides sin ninguna infiltracion. B) Imagen

Figura 30. Aspecto general del higado
de cobayos 24 h después de la inocu-
laciéon con la toxina de H. metabus. A)
El recuadro muestra una zona de infiltra-
cién de polimorfonucleares. B) En el re-
cuadro se muestra una zona de necro-
sis adyacente al sistema portahepatico
Tincién: Hematoxilina y eosina. Barras:
A) 10 um, B) 25 um.

Figura 31. Aspecto general del hi-
gado de cobayos 24 h después
de la inoculacion con la toxina de
H. metabus. A) Las flechas indican
hepatocitos vacuolados indicado
la condicion de higado graso en el
estado de esteatohepatitis. B) Esta
imagen muestra hepatocitos con
vacuolas conteniendo cuerpos de
Mallory (flechas) a las 24 h luego
de la inoculacion con la toxina de

del tejido hepético infiltrado. Las flechas
indican leucocitos, predominantemente
neutréfilos en los sinusoides. Tincion: he-
matoxilina y eosina. Barras: 25 um.

Hubo necrosis de hepatocitos a las 24 h (Figura 30B)
48 y 96 horas. En muchas zonas cercanas al sistema
de venas porta hepdticas se observaron hepatocitos
vacuolizados, dando el aspecto de esteatohepatitis si-
milar al que se observa en un higado graso (Figura
31A), ademds de la presencia de cuerpos de Mallory-
Denk a partir de las 24 h (Figura 31B).

Bazo

En el bazo no se observaron cambios hasta las 24
horas; en la zona periférica los leucocitos, principalmen-
te neutréfilos, se formaron pequefos granulomas y hubo
acumulacién de fibrina en los vasos periféricos (Figura
32A, 32B), estos cambios se observaron hasta las 96 ho-
ras. En algunos casos estos pequefios granulomas alteran
la circulacién esplénica.

Cambios en la concentracion de fibrin6geno
sanguineo

Hubo un aumento de la concentracién de fibring-

geno en las primeras 24 h (Grupo B) (6,079 + 1,576

H. metabus. Tincién: Hematoxilinay
eosina. Barras: A) 25 um, B) 10 um.

mg/100 ml), 1,833 veces la concentracién en los espe-
cimenes del grupo control (Grupo A) (3,316 + 0,869
mg/100 ml). A las 48 h (Grupo C), la concentracién de
fibrinégeno disminuyé, hasta 4,487 + 0,637 mg/100 ml.
El andlisis de varianza demostré que existen diferencias
estadisticamente significativas para este pardmetro entre
los tres grupos (p < 0,05). La comparacién de los dife-
rentes grupos mediante la prueba a posteriori de Tukey
indica que hubo diferencias estadisticamente significati-
vas entre los grupos control y 24 horas (p < 0,01), entre
el de 24 y 48 horas (p < 0,05), pero los grupos control y
de 48 horas no presentaron diferencias estadisticamente

significativas (p > 0,05).

Reacciones inflamatorias producidas por la
toxina de H. metabus

La composicién quimica y la farmacologia de los
venenos de lepiddpteros son poco conocidas, debido
a las dificultades en obtener material puro en las can-
tidades suficientes y en algunos casos, la informacién
existente es contradictoria. El lepidopterismo pue-
de tener diferentes manifestaciones; por ejemplo, se
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Figura 32. Imagen del bazo a 24 h
luego de la inoculacién con la toxi-
na de H. metabus. A) Zona de una
arteria esplénica donde se observa

1 2 3 4 ]

Figura 33. Inmunoblot para compro-
bar la afinidad del anticuerpo contra
la toxina de H. metabus.1) inmuno-
globulina contra veneno, 2) marca-
dores de peso molecular, 3) veneno
completo, 4) albimina sérica bovina
y 5) fraccion de veneno precipitada
con cloruro de amonio al 60 %.

puesta especifica, que en mamiferos estd mediada
por inmunoglobulinas de tipo E. Muchas de las
proteinas fordneas, salvo aquellas que estdn ex-
tensamente conservadas, son inmundgenos y al-
gunas son capaces de inducir reacciones alérgicas
de tipo inmediato. Para determinar si la inmu-
nogenicidad intrinseca de una proteina ha sido
alterada, es necesario probar independientemente
su alergenicidad y su antigenicidad, lo cual puede
lograrse experimentalmente midiendo simultd-
neamente tanto la respuesta con IgE (alergénica)
e IgG (antigénica) (Huby ez 2/. 2000; Kimber ez
al. 2003).

En las dermatitis alérgicas por contacto,
existe un componente inmunolégico caracteri-

acumulos de leucocitos y fibrina. B)
Vena adyacente al vaso indicado en
A) con acumulacion de leucocitos
monocucleares, en este caso plas-
matocitos. Tincién: hematoxilina y
eosina. Barras: 10 um.

han descrito cambios en los sistemas de coagulacién,
acompanado hemorragias como en caso de las setas
de las orugas del género Lonomia y algunas de estas
propiedades de tipo fibrinolitico y hemorrdgico han
sido demostradas en modelos in vitro y murinos (Ke-
len et al. 1995; Seibert ez al. 2004).

Algunos autores plantean que el contacto con los
venenos setales de orugas o polillas neotropicales, da
lugar a pocos casos de sensibilizacién alérgica debido
a que no contienen proteinas u otra sustancia capaces
de actuar como antigenos; es decir moléculas capa-
ces de suscitar la respuesta inmune con la correspon-
diente produccién de anticuerpos, como en el caso
de otras toxinas y xenobidticos (Wirtz 1984; Huby
et al. 2000). Sin embargo, los componentes activos
de muchos venenos de lepidépteros son proteinas, en
especial proteinasas y esterasas, cuya presencia parece
estar correlacionada con la intensa picazén y con la
reaccién tardia en humanos a los venenos de orugas
y polillas (Chudzinski-Tavassi & Carrijo-Carvalho
2006; Lundberg ez al. 2007).

En este contexto surgen dos términos que son
inmunogenicidad y alergenicidad. La inmunogenici-
dad es la propiedad que tiene un compuesto, o cuer-
po, de desencadenar una respuesta inmunitaria; por
su parte, la alergenicidad es una propiedad inmuno-
génica que posee un xenobidtico de causar una res-

zado por una reaccién inicial de hipersensibili-

dad inmediata o tipo I, el factor principal es la
inmunoglobulina E (IgE) y mastocitos como células
efectoras. Esta inmunoglobulina es producida por los
linfocitos B, después del contacto con sustancias am-
bientales o alergenos. Al igual que los anticuerpos de
todos los otros isotipos de inmunoglobulinas, la IgE
puede enlazarse especificamente a través de sus brazos
F(ab) al antigeno proteico que induce su produccidn,
y a través de las regiones constantes (Fc) a recepto-
res especificos para IgE (FceR) hallada en la superfi-
cie de los mastocitos y baséfilos. Cuando dos o mds
de estas moléculas de IgE se enlazan a sus antigenos
especificos, el FceR puede entrecruzarse sobre la su-
perficie de la célula iniciando eventos de senalizaciéon
intracelular, cuyo resultado final es la degranulacién
liberdndose histamina e induciendo la produccién de
prostaglandinas, leucotrienos y otros mediadores in-
flamatorios. Esto ejerce diversos efectos en varios teji-
dos dando lugar a cuadros clinicos caracteristicos de
la hipersensibilidad de tipo I o inmediata, mejor co-
nocida como reaccién alérgica cuyos sintomas pueden
ir desde eritema leve y rinitis aguda hasta un choque
anafildctico fatal (Huby ez 2/. 2000; Van der Laan ez
al. 2001).

La histamina, 5-hidroxi-triptamina, y materia-
les no identificados que estimulan su liberacién, tam-
bién estdn presentes en espiculas y setas de lepidép-
teros, como en el caso de las larvas de las polillas Ly-
mantria dispar donde el contenido de histamina setal
va desde 17 a 80 ng/espina, y 86-172 ng/espina para
Dirphia sp. (Wirtz 1984). Esto ha llevado a muchos
investigadores a adjudicarle la responsabilidad de las
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reacciones clinicas implicadas en el lepidopterismo.
La histamina libre ha sido encontrada en las setas del
género Hylesia (Dinehart er al. 1987); sin embargo,
su efecto disminuye en un tiempo corto y explicaria
la accién urticante y el prurito inmediato, pero no asi
su efecto necrosante. Ademds, los tratamientos anti-
histaminicos no erradican los sintomas, lo que sugiere
que existen otros componentes urticantes (Dinehart
et al. 1987; Benaim-Pinto 2002). Benaim-Pinto ez 4/.
(1992) demostraron que uno de estos componentes es
una enzima del tipo tripsina, especifica de la especie,
pues anticuerpos especificos contra ella no presenta-
ron reaccién cruzada con las de otros lepidépteros de
la familia Saturniidae.

Lundberg er al. (2002, 2007) demostraron que
la toxina de las setas de H. metabus poseen varios tipos
de proteinas, separables en cinco fracciones mediante
técnicas cromatogréficas y electroforéticas. Cada una
de ellas presenta reacciones inmunogénicas, vasode-
generativas y fibrinoliticas diferentes; estas tltimas no
estan asociadas a reacciones inmunogénicas severas,
pero si a reacciones vasodegenerativas.

Para el caso de H. metabus las reacciones de hi-
persensibilidad tardia de tipo I no parecen ser las mds
comunes en las afecciones producidas por esta polilla;
en el modelo estudiado no ocurre una reaccién de hi-
persensibilidad de tipo I. En las poblaciones humanas
no se descarta que ciertos individuos estén sensibili-
zados o tengan propension a las reacciones alérgicas.
En el modelo con cobayos se desarrolla un sindrome
de respuesta inflamatoria sistémica: una reaccién in-
munogénica muy téxica causada por neutréfilo pare-
cida a las reacciones de tipo Arthus como la descrita
para otras patologias, aunque con sesgos muy parti-
culares, tales como: la participacién de macréfagos,
hemorragias causadas directamente por efecto de los
componentes de la toxina y dafos a distintos érganos
que se asemejan a los casos de septicemias, conocidas
cominmente como sepsis, en humanos y en modelos
animales inducidos por lipopolisacdridos bacteriales.

Las septicemias son el resultado de una respues-
ta inmune sistémica aguda a una variedad de dafios
nocivos, en particular a la infeccién bacterial. Esta
respuesta produce la activacién de un niimero de sis-
temas de mediadores que incluyen citocinas, leucoci-
tos y la red hemostdtica y en la cual puede observarse
un enlace molecular entre inflamacién y coagulacién;
este proceso de dos vias crea un ciclo vicioso sobre

una espiral descendente que produce lesiones vascu-
lares, disfuncién de los érganos y el fallecimiento.
Es ampliamente aceptado que la induccién por lipo-
polisacdridos (LPS) del factor tisular, una molécula
procoagulante, en la vasculatura y células leucociticas
causa una activacion sistémica de la coagulacién del
tipo intravascular diseminada (Corral ez a/. 2005).

En el envenenamiento por insectos, serpientes,
escorpiones y arafas, ademds de los signos especificos
directamente relacionados a los componentes téxicos
del veneno, los pacientes también pueden desarrollar
un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica de-
bido a la activacién del sistema inmunolégico con la
liberacién de citocinas proinflamatorias, mediadores
quimiotdcticos, y vasoactivos e infiltracién celular,
los cuales juegan un papel preponderante en la pa-
togénesis del envenenamiento, su cuadro clinico y
desenlace; también hay evidencia de reacciones de
fase aguda con hipertermia o hipotermia, leucocito-
sis, neutrofilia, linfopenia, eosinofilia, desérdenes de
la coagulacién y un desbalance en la produccién de
proteinas con un incremento de proteina C reactiva
(Voronov et al. 1999; Silveira et al. 2004).

Se ha estudiado la respuesta inmune mediada
por células en distintos casos de envenenamiento por
diversos animales y en muchos casos los leucocitos, y
especialmente los neutréfilos, juegan un papel central
en la respuesta inflamatoria y en los efectos téxicos
que pueden generar las toxinas in vivo, como en los
escorpiones Tityus discrepans Pocock, 1897 (D’Suze et
al. 1999, 2004, 2007), Tityus serrulatus Lutz & Mello,
1922 (Paneque Peres ez al. 2009), aranas del género
Loxosceles (Tambourgi ez al. 2005), en Lonomia obli-
qua Walker, 1855 (Ramos ez al. 2004) y la serpiente
Bothrops jararaca Wied, 1824 (Silveira er al. 2004).
En todos los casos la eliminacién o inactivacion de
los leucocitos en los animales de experimentacién re-
sulta en la reduccién de los efectos dafinos causados
por el veneno (Luciano ez al. 2004; Tambourgi ez al.
2005; D’Suze et al. 2007; Ramos-Rodriguez & Mén-
dez 2008).

Mediante métodos histoquimicos se ha demos-
trado que las toxinas de H. metabus son capaces de
inducir una reaccién inmediata en mastocitos y ma-
créfagos in vitro y una respuesta inmunogénica a lo
largo del tiempo mediada por neutréfilos con una
participacién conspicua de monocitos en modelos in
vivo. En los macréfagos, la captacién de la toxina es
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dependiente del tiempo como se demostré median-
te el marcaje inmunofluorescente. La activacién de
células inmunolégicamente competentes como neu-
tréfilos, macréfagos y mastocitos es un indicativo del
potencial inmunogénico de cualquier compuesto que
se tenga como xenobidtico (Kimber ez /. 2003).

Neutroéfilos, monocitos y mastocitos:
Células claves en las respuestas
inflamatorias inducidas por la toxina de H.
metabus

Neutrofilos

Los neutréfilos son un componente esencial de
la inflamacién aguda y de la respuesta inmune inna-
ta, su contribucién se extiende mds alld de su papel
tradicional como fagocitos profesionales y destructo-
res de microorganismos. Una de sus principales ca-
racteristicas es la de migrar fuera de la circulacién a
través de diferentes barreras en respuesta a estimulos
quimioatrayentes (Si-Tahar e a/. 2001; Graga-Souza
et al. 2002; Ley 2002; Mayer-Scholl ez al. 2004; Re-
mick 2007).

Neutrdfilos y receptores del tipo Toll

Un prerrequisito esencial para el éxito de la de-
fensa del hospedero es la capacidad de su sistema in-
munoldgico para discriminar entre propio y ajeno. En
mamiferos, el sistema inmune puede dividirse desde
el punto de vista funcional en dos niveles: inmunidad
innata e inmunidad adaptativa. Mientras que la in-
munidad adaptativa es evolutivamente reciente (s6lo
en vertebrados), la inmunidad innata es muy antigua
y estd muy conservada en los distintos grupos de orga-
nismos (desde protozoarios a mamiferos) y muchos de
sus mecanismos fundamentales también se encuentra
en plantas (Mushegian & Medzhitov 2001; Menezes
& Jared 2002; Koller ez al. 2009; Moser & Leo 2010).
La funcionalidad de la inmunidad adaptativa estd ba-
sada en el reacomodo de genes especificos, resultando
en la generacién de, aproximadamente, 10" diferentes
especies de receptores para antigenos en la superficie
de las células B y T. Por el contrario, el sistema inmu-
ne innato es genéticamente fijo y ha desarrollado una
estrategia sustancialmente diferente para reconocer
patrones moleculares conservados usando receptores

de reconocimiento de patrones (PRR, pattern recogni-
tion receptors), algunas veces referidos como patrones
moleculares asociado a patégenos (PAMP, Pathogen
Associated Molecular Patterns), donde los receptores
del tipo Toll (TLR, 7oll-like receptors) representan re-
ceptores de reconocimiento de patrones tipicos (Mus-
hegian & Medzhitov 2001; Tsujimoto ez al. 2005;
Brown ez 2/. 2006; Rock & Kono 2008; Koller et 4!/.
2009; Flannagan ez al. 2012).

Los TLR son proteinas transmembranales que
contiene repeticiones ricas en leucina y un dominio
extracelular de reconocimiento de antigenos. Hay
11 diferentes TLR, cada uno de los cuales reconoce
componentes que estdn presentes en diferentes tipos
de microorganismos, pero que son quimicamente di-
ferentes, por ejemplo, TLR4 reconoce lipopolisaca-
ridos que son componentes de membranas hallados
en la mayor parte de las bacterias gramnegativas,
TLR2 a lipopéptidos presentes en la gran mayoria
de las bacterias grampositivas, TLR9 reconoce las
secuencias no metiladas ricas en citosina y guanina
del ADN que son abundantes en la mayor parte de
los genomas procariéticos, TLR5 reconoce una pro-
teina en los flagelos y por lo tanto puede detectar
muchos microorganismos flagelados. Finalmente,
TLR3, TLR7 y TLR8 reconocen especies de ARN
expresados por muchos virus. Enfocdndonos en estos
receptores, el hospedero realiza dos cosas notables e
importantes: discrimina los componentes propios y
ajenos y lo hacen con una cantidad relativamente pe-
quefia de receptores que pueden reconocer muchos
virus, bacterias y hongos, a pesar de la gran diver-
sidad que poseen éstos tipicos (Rock & Kono 2008;
Koller ez al. 2009; Moser & Leo 2010; Flannagan er
al. 2012; McGhan & Jaroszewski 2012).

Los TLR representan los principales receptores
de reconocimiento de patrones moleculares sobre los
neutréfilos y juega un papel crucial en la activacién de
las funciones de éstos. La estimulacién de los neutré-
filos con una variedad de ligandos para TLR resulta
en un incremento de la actividad fagocitaria, explo-
sién respiratoria y produccién de IL-8 in vitro (Mus-
hegian & Medzhitov 2001; Koller ez 2/. 2009). Todos
los TLR estimulan cascadas de cinasa, que finalmen-
te activan el factor de transcripcién nuclear kappa B
(NF«B, nuclear factor kappa B), el cual controla la
expresién de muchas moléculas necesarias para la in-
flamacién aguda, como las citocinas proinflamatorias
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(p. ¢j., IL-1, IL-6, IL-8, factor de necrosis tumoral
alfa TNFa), quimiocinas y moléculas de adhesién
vascular necesarias para el reclutamiento de leucoci-
tos (Rock & Kono 2008; Flannagan ez al. 2012).

Neutrofilos e inflamacién

Los procesos inflamatorios pueden ser amplifica-
dos por los neutréfilos mismos a través de la produc-
cién de dcidos grasos bioactivos derivados del 4cido
araquiddnico tales como leucotrieno B4 (LTB4), cito-
cinas (por ejemplo: interfer6n-y, interleucina-1 [IL-1],
factor de necrosis tumoral-a) o quimiocinas (IL-8,
oncogen-a relacionada a crecimiento [GRO«]) (Ley
2002; Graga-Souza ez al. 2002; Pompeia et al. 2002).
Las citocinas son proteinas secretadas por distintos ti-
pos de células de origen mieloide, o no mieloide, luego
de una estimulacién inmunogénica. Como una guia
prictica se les agrupa dependiendo de su origen; si son
producidas por monocitos se les llama monocinas, si
las producen linfocitos, linfocinas. Las quimiocinas
son citocinas proinflamatorias, péptidos pequefos de
8 a 10 kDa que son sintetizadas por diferentes células
tales como fagocitos, células endoteliales, queratino-
citos en la piel, fibroblastos, células musculares lisas
asi como células T adyuvantes y plaquetas; funcionan
como quimioatrayentes de células fagociticas, fun-
damentalmente en el reclutamiento de monocitos y
neutréfilos desde la sangre a los sitios de infeccién o
de lesiones; entre las quimiocinas mejor descritas en
el ratén incluyen, CXCL2 (proteina de inflamacién
derivada de macréfagos-2 o MIP-2), quimioatrayen-
te de neutréfilos inducido por citocinas 1 (CINC-1),
CXCLS5 (quimiocina CXC inducible por LPS o LIX)
y CXCLY7 (péptido activante de neutréfilos-2, NAP-2)
(Voronov et al. 1999; Ley 2002; Duchene ez /. 2007;
Flannagan ez al. 2012).

Los neutréfilos, entran a los tejidos a través de
las vénulas poscapilares, aunque en algunos érganos
son transportados por otros vasos, por ejemplo en la
circulacién pulmonar la migracién ocurre a través de
los capilares. El enlazamiento de los neutréfilos al en-
dotelio vascular estd controlado por las actividades
secuénciales de moléculas de adhesién, las cuales me-
dian la interaccién entre leucocitos y endotelio. Hay
tres familias de moléculas de adhesién quienes juegan
un papel central en la interaccién de los leucocitos con
el endotelio: las selectinas, las integrinas y la superfa-

milia de las inmunoglobulinas. Las selectinas son un
grupo de glucoproteinas de superficie, esenciales en la
marginacién de los neutréfilos y su arrollamiento a lo
largo del endotelio vascular; sus miembros incluyen
las selectinas E (CDG2E) y P (CDG62P) expresadas en
el endotelio y la L-selectina (CD62L) expresada en
leucocitos. Las integrinas son heterodimeros con una
cadena o y una cadena B comun, la cual define las
respectivas subfamilias de integrinas (B1 y 2); estas
moléculas se ubican en la mebranas de los leucocitos
y median la interaccién de estas células con moléculas
de adhesion de la matriz extracelular o del endote-
lio. En el caso de los neutréfilos, en la superficie la
L-selectina (CD62L) interactia con porciones espe-
cificas de oligosacdridos en la glucoproteinas de la su-
perficie de las células endoteliales, mientras que en el
endotelio selectinas E y P igualmente reconocen oli-
gosacdridos especificos en el neutréfilo. Las selectinas
promueven la unién inicial de los neutréfilos bajo el
flujo sanguineo, mientras que las integrinas inducen
una adhesién firme (Ley 2002; Brown ez a/. 20006).
La superfamilia de inmunoglobulinas comprende las
moléculas de adhesién intercelular ICAM-1, Interce-
lular Adhesion Molecules-1) y molécula de adhesién
celular vascular 1 (VCAM-1, Vascular Cell Adhesion
Molecule-1), las cuales también son responsables por
la adhesién de los neutréfilos al endotelio. Las cito-
cinas proinflamatorias y la trombina promocionan
la sintesis y aumento de la cantidad de moléculas de
adhesién ocasionando la unién de los neutréfilos al
endotelio y a la activacién de éste (Ayala ez a/l. 2002;
Gando ez al. 2004; Moser & Leo 2010).

El arsenal de los agentes citotoxicos de los neu-
tréfilos tradicionalmente se han dividido en mecanis-
mos dependientes del oxigeno e independientes de
este elemento y, probablemente, ambos sistemas cola-
boren en la eliminacién de microbios (Mayer-Scholl
et al. 2004; Von Vietinghoff & Ley 2008). Al estar
expuestos a un estimulo apropiado, los neutréfilos li-
beran una variedad de especies reactivas del oxigeno
(ROS, reactive oxygen species), que incluyen el anién
superoxido (O,), peréxido de hidrégeno (H,0,), ra-
dical hidroxilo (OH") y 4cido hipocloroso (HOCI)
(Graga-Souza et al. 2002; Jablofiski et /. 2006). La
reaccion del anién superdxido con éxido nitrico con-
lleva a la formacién de peroxinitrito (ONOO"), el
cual es responsable por los efectos citotéxicos del NO
aunque es una molécula mucho mds reactiva que sus

VicTor SALAZAR, ULF LUNDBERG, RICARDO GAMEZ Y FRANKLIN MENDEZ

88



precursores. En un pH fisiolégico normal el peroxini-
trito puede transformarse en una compuesto mucho
mds reactivo: el 4cido de peroxinitrito (ONOOH) que
puede originar a otras especies reactivas tales como el
anién hidroxilo (HO"), diéxido de nitrégeno (NO,)
y el catién nitronio (NO,) (Jabloriski ez al. 2006;
Maniatis & Orfanosa 2008; Flannagan ez a/. 2012).

Después de la adherencia, los neutréfilos secre-
tan varias enzimas tales como mieloperoxidasa y elas-
tasa, desde los granulos azurofilico, los cuales causan
danos al endotelio. Actualmente, se pueden medir en
una muestra de sangre las concentraciones de molé-
culas de adhesién como un marcador de activacién de
leucocitos y endotelio, la elastasa de neutréfilos como
un marcador de la activacién de los neutréfilos y la
trombomodulina (STM) como un marcador del dafo
endotelial (Gando ez /. 2004; Flannagan ez al. 2012).

Los neutréfilos en la circulacién tipicamente
tiene un periodo de vida de aproximadamente 24
horas; sin embargo, los reclutados a los tejidos viven
mds (hasta varios dias) y son modulados por el mi-
croambiente local (Hagiwara ez 2/. 2009; Koller ez al.
2009). El tiempo de vida extendido de los neutréfilos
infiltrantes en los tejidos incrementa la probabilidad
de que estas células induzcan lesiones extracelulares,
a través de la liberacién descontrolada de radicales
del oxigeno y enzimas proteoliticas. La eliminacién
de neutréfilos mediante apoptosis es un mecanismo
homeostdtico que previene la lesién de los tejidos,
que de otro modo ocurririan luego de la lisis celular.
Durante los procesos inflamatorios que involucren
coagulopatias, septicemias por ejemplo, la apoptosis
de los neutréfilos se halla retardada debido a la ac-
tivacién prolongada del factor nuclear kB y niveles
reducidos de caspasa 3, como resultado, existen un
mayor niimero de células con potencial para danar
a los érganos. Parte de este incremento en la esta su-
pervivencia se ha observado en relacién directa con la
fibrina y el fibrindgeno, este efecto antiapoptético es
mediado a través de las rutas de la cinasas (Whitlock
et al. 2000; Ley 2002; Brown ez al. 2006).

Monocitos

Los monocitos constituyen el segundo tipo ce-
lular de importancia que se observa como efector en
la respuesta inflamatoria causada por la toxina de H.
metabus. Los monocitos circulantes de la sangre peri-

férica son los precursores de los macréfagos tisulares,
por lo tanto proveen una fuente moévil de células fun-
cionalmente competentes del sistema inmune innato;
son constituyentes del sistema mononuclear de fago-
citos, el cual comprende diferentes subtipos de células
dendriticas y macréfagos. La carencia de capacidad
fagocitica y de receptores de superficie para ligandos
del complemento hace a los monocitos relativamente
inertes mientras estén en la sangre. Sin embargo, una
vez que dejan la sangre se convierten en macréfagos
(definido por su capacidad de fagocitosis) (Duffield
2003). Existen distintas subpoblaciones de monocitos
que difieren en su etapa de maduracién y en la capa-
cidad de infiltrarse en los sitios de inflamacién. La
existencia de estos subtipos especificos en diferentes
estados patoldgicos sugiere que las subpoblaciones de
monocitos también estin especializadas funcional-
mente. (Sunderkétter et 2/. 2004; Laskin et a/. 2011).
Los monocitos nuevos al entrar al sitio inflamado
se diferencian en uno de los varios estados fenotipi-
cos, dependiendo del arreglo de informacién percibi-
da en la superficie por el enlazamiento sus receptores.
Colectivamente, estos estados fenotipicos se conocen
como activacidén cldsica. Muchos factores conducen a
los macréfagos hacia el fenotipo de activacion cldsica,
entre ellos el enlazamiento de receptores de quimio-
cinas (por ejemplo, MCP-1), la exposicién a depésitos
de coldgeno alterado y la hipoxia. Sin embargo, hay
diferencias en los fenotipos de los macréfagos acti-
vados por distintos estimulos, lo cual se refleja en el
patrén de liberacién de citocinas y que, a su vez, pue-
de traducirse en funciones variables, haciendo que el
término activacion cldsicas de los macréfagos sea una
sobresimplificacién. Los macréfagos inflamatorios ac-
tivados por la via cldsica juegan un papel crucial en la
destruccién de la matriz extracelular matriz normal y
anormal, a través de la produccién de metaloprotei-
nasas (gelatinasas, caseinasas, colagenasas y elastina-
sas) tanto de forma directa como indirecta (Duffield
2003; Laskin ez a/. 2011; Flannagan er al. 2012 ).
Sin embargo, no todas las citocinas hacen que
los macréfagos sean activados por la via cldsica, al-
gunas citocinas, por ejemplo, (IL-10, IL-13) y gluco-
corticoides causan su «desactivacién». El término des-
activacién es inadecuado, puesto que los macréfagos
expuestos a estas citocinas muestran una mayor ca-
pacidad para la presentacién de antigenos y la fagoci-
tosis de restos y particulas. Los macréfagos activados
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alternativamente generan citocinas antiinflamatorias
que suprimen la sintesis de citocinas proinflamatorias
y son resistentes a la reactivacién (Dufhield 2003).

Los macréfagos tienen un arsenal de citocinas y
radicales libres que han sido descritos como proapop-
téticos para diferentes células e incluyen el NO, H O,
y radicales de oxigeno. Algunas de las citocinas deri-
vadas de macréfagos aumentan la proliferacién celu-
lar en algtin contexto, mientras que otras promueven
la muerte celular. Los macréfagos parecen emplear
diferentes factores inductores de muerte en distintos
tejidos. Por ejemplo, la apoptosis en las células mus-
culares lisas ocurre por el enlazamiento del ligando
Fas al receptor Fas inductor de muerte celular, mien-
tras que los neutréfilos son inducidos rdpidamente
a la apoptosis por la liberacién de la forma soluble
del ligando Fas desde los macréfagos (Dufhield 2003;
Laskin ez a/. 2011).

Mastocitos

En los casos de lepidopterismo causado por H.
metabus, no se observa una dermatitis alérgica de ma-
nera frecuente, a menos que el paciente esté sensibili-
zado; en este tipo de reacciones los efectores iniciales
son los mastocitos, sin embargo en nuestros experi-
mentos in vitro estas células presentan una reaccién
de degranulacién muy rdpida lo cual es indicio de una
rdpida captacién de la toxina y de una respuesta muy
temprana, la cual no podemos medir por ser escasos
en la piel y por que el modelo in vivo sélo se realizé
en tiempos prolongados. Los mastocitos son células
efectoras de la inmunidad que proveen mediadores y
citocinas durante enfermedades alérgicas e inflamato-
rias, son reconocibles por sus grandes grénulos, luego
de la coloracién con algunos derivados de la tiazina,
con los cuales exhiben una tincién metacromaitica, es
decir, presentan un color diferente a la del compuesto
usado para su tincién. Estos grdnulos contienen me-
diadores (como serotonina e histamina) que estdn a la
espera de una senal para ser liberados. Independien-
temente de la ruta de activacidn, ya sea por IgE o por
otro receptor, los mastocitos degranulan y secretan
mediadores en el tejido circundante (Bischoff 2007;
Francis & Meininger 2010). Los mastocitos derivan
de células madres pluripotentes hematopoyéticas en
la médula ésea y circulan como células inmaduras,
para asumir todas sus funciones sélo cuando llegan

a su destino, a diferencia de los baséfilos, los cuales
maduran en la médula 6sea antes de pasar a la cir-
culacién; una vez liberados, los mastocitos sufren un
proceso de diferenciacién que involucra a numerosos
factores que incluyen citocinas especificas tales como
el factor de células madres c-Kit, el cual juega un pa-
pel critico en la maduracién, desarrollo y accién se-
cretora de estas células (Francis & Meininger 2010).

Los mastocitos expresan otros sitios de enla-
zamiento y receptores de superficie, tales como los
TLR, B2-integrinas, moléculas de adhesién interce-
lular 1 (ICAM-1) y el receptor para serotonina; sue-
len localizarse estratégicamente en sitios como las
barreras mucosas y vasculares, la piel y en distintos
6rganos del cuerpo: pulmones, tejido cardiaco, tracto
gastrointestinal, rinones e higado. En estos sitios hay
dos tipos de mastocitos, que se diferencian por el tipo
de proteasas que poseen: los que tienen sélo triptasa
(MT) y los que tienen triptasa y quimasa (MTQ); los
MT se hallan principalmente en las mucosas mientras
que los MTQ se encuentran en el tejido conectivo y la
piel. Los MT producen citocinas del tipo IL-5 e IL-6,
mientras que los MTQ liberan IL-4 (Bischoff 2007;
Francis & Meininger 2010).

En su papel tradicional, los mastocitos juegan
un papel clave en la respuesta inmune asociada a la
inmunoglobulina E (IgE), a través de la agregacién de
los receptores FceRI de alta afinidad para IgE, causa-
da por un alérgeno. Al ocurrir el entrecruzamiento del
FceR], liberan histamina y otros mediadores. De par-
ticular relevancia en la patogénesis de la inflamacién
alérgica son la histamina y el leucotrieno C4 (LTC4),
los cuales inducen reacciones epidérmicas, secreciones
de moco y electrolitos, contracciéon del musculo liso y
activacién de las células nerviosas. Varias revisiones y
monografias recientes proveen una descripcién com-
pleta y detallada de este proceso, entre ellos Bischoff
(2007) y Francis & Meininger (2010).

Neutréfilos, monocitos, mastocitos y
oligosacaridos de la toxina de H. metabus

Los oligosacdridos son una parte integral de las
glucoproteinas e influyen en sus propiedades fisicas,
las cuales pueden incluir: estabilidad, solubilidad, hi-
drofobicidad y carga eléctrica. Cualquier cambios en
los oligosacdridos puede afectar la estabilidad y capta-
cién de una proteina y por lo tanto, alterar su poten-
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cial antigénico y alergénico (Huby ez /. 2000; Moser
& Leo 2010; Flannagan er al. 2012).

Muchas proteinas alergénicas estdn glucosila-
das, aumentando la posibilidad de que los grupos
glucosidicos puedan contribuir a su alergenicidad.
La capacidad de una proteina para suscitar la ma-
nifestacién clinica de una respuesta inmunogénica
o alérgica, en un individuo sensibilizado, puede re-
ducirse por deglucosilacién. Las proteinas y pépti-
dos glucosilados pueden mostrar tasas de captacién
por parte de las células, cientos de veces mayores
que sus contrapartes no glucosiladas. Esto ha sido
demostrado para la captacién de proteinas por célu-
las dendriticas presentadoras de antigenos, donde la
captacién mediada por receptores produce un incre-
mento cuantitativo en la antigenicidad de péptidos y
proteinas de varios ordenes de magnitud (Huby ez al.
2000; Moser & Leo 2010).

Las glucoproteinas de los lepidépteros presentan
un nucleo de a-1,3-fucosa en sus oligosacdrios, lo que
las hace muy inmunogénicas, esto se debe a que los
ndcleos de a-1,3-fucosilacién constituyen un epito-
po (o determinante antigénico, que es la porcién de
una molécula que actiia como antigeno, a la que se
une un anticuerpo producido contra dicha molécula)
para antisueros producidos contra glucoproteinas de
plantas, asi como para inmunoglobulina E de pacien-
tes alérgicos a materiales de plantas e insectos. De la
misma manera, se ha encontrado que los lepidépteros
son capaces de sintetizar oligosacdridos compuestos
del tipo B-glucano, por poseer la enzima transferasa
de B-1,4-N-acetil-galactosaminilo, y que son capaces
de transferir N-acetil-galactosamina desde UDP-N-
acetil-galactosamina a oligosacdridos enlazados en
configuracién en B-1,4. Resultados similares han sido
hallados en las glucoproteinas del veneno de las abejas
(Rendi¢ et al. 2008).

Los componentes glucoproteicos de la toxina de
H. metabus contienen oligosacdridos con estructuras
oligomanosidicas y paucimanosidicas, ademds de N-
glucanos hibridos, los cuales son poco comunes en in-
sectos (ver paginas 57-68). Estos oligosacdridos tienen
un componente mayoritario a base de a-D (+)-mano-
sa y las diversas configuraciones hacen de estas glu-
coproteinas componentes complejos. Asi mismo, sus
efectos en el sistema inmune pueden ser complejos, en
especial en los mecanismos de activacién, como ocu-
rre con otras glucoproteinas, donde no sélo los carbo-

hidratos, sino el patrén de expresion y configuracion
de enlaces de los disacdridos puede determinar la sus-
ceptibilidad relativa de respuestas celulares, produ-
ciendo una fuerte reaccién inmunolégica (Kovalenko
et al. 2007). Parte de esta variabilidad la podemos
observar en los componentes de HM-PT60, mientras
que la fracciones 2 y 3, no causan una respuesta in-
munolégica severa como los otros componentes de la
fraccion HM-PTG60, pero si presentan una accién va-
sodegenerativa y hemorrdgica muy marcada y se com-
portan, in vitro, como proteasas, similar al resto de
los componentes de la fracciéon HM-PT60 (Lundberg
et al. 2007).

La presencia de oligosacdridos con manosa y en
configuraciones de B-glucanos en la fraccién HM-
PT60, podria ser la causa de la rdpida captacién de
la toxina. Muchos de los oligosacdridos de la toxina
de H. metabus contienen manosa en diferentes com-
binaciones estructurales y aquellos con configura-
cién B-1,4, pueden ser la causa de la rdpida degranu-
lacién de mastocitos, y responsables la activacién y
la captacién progresiva e incrementada de la toxina
de H. metabus por parte de macréfagos peritoneales
residentes murinos desde tiempos tan cortos como
1 minuto observados en los experimentos in vitro
(Figura 11).

El zimosano es una particula derivada de la pared
celular de levaduras y estd compuesta principalmente
de polisaciridos, de los cuales los B-glucanos y los
mananos son los constituyentes principales (Brown
et al. 2002; Taylor et al. 2002). El reconocimiento
celular de zimosano no opsonizado es mediado por
el receptor de manosa y un receptor de § -glucano,
los cuales se han identificado en neutréfilos, célu-
las de la linea de monocitos/macréfagos (incluyendo
microglia), células NK y fibroblastos. La Dectina-1
(BGR) es el receptor para B-glucano en leucocitos y
tiene un papel preponderante en el reconocimiento
innato de B-glucano, también estd presente un segun-
do mecanismo que involucra al receptor de manosa;
ambos son un receptor de reconocimiento de patrones
con un papel importante en la defensa del hospedero
(Brown et al. 2002; Taylor ez al. 2002; Flannagan ez
al. 2012).

Estudio in vitro usando macréfagos peritonea-
les e inmunohistoquimica cuantitativa han demos-
trado que la incubacién de éstos con D(+)-celobiosa
(4-O-B-glucopiranosil-glucosa, un disacdrido de glu-
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cosa con enlace -1,4), inhibe el enlazamiento de la
toxina de H. metabus en un 65 % y la manosa en un
75 %; ademds HM-PTG60 fue capaz de inhibir par-
cialmente la fagocitosis y enlace de Saccharomyces ce-
revisiae por parte de los macréfagos peritoneales y es
una prueba funcional del efecto relacién que tienen
los oligosacdridos, con manosa y con la configuracién
de B-glucano, en la inmunogenicidad de la toxina
(Gamez 2011).

° »

Reaccion inflamatoria en la piel

Los neutrdfilos son las primeras células en ser
reclutadas en los sitios inflamatorios y la acumulacién
descontrolada contribuye a la disfuncién de los 6r-
ganos (Duchene ez a/l. 2007; Stearns-Kurosawa ez al.
2011). La predominancia de neutréfilos y depdsitos
de fibrina fueron las caracteristicas mds notable de las
reacciones inmunoldgicas inducidas por la fraccién
HM-PT60 y algunos de sus componentes, en la piel
de los cobayos.

La alteracién producida en la piel asociada al
lepidopterismo causado por H. metabus, es muy pa-
recida al producido por otras especies, sin embargo
en el modelo usado en este estudio estd asociada a
una fuerte reaccién inflamatoria mediada por neu-
tréfilos, similar al de la septicemia en humanos y al
de modelos experimentales de endotoxemia, donde
ocurre todo un conjunto de efectos en distintos sis-
temas de érganos las cuales se engloban en el deno-
minado sindrome inflamatorio sistémico (en inglés
SIRS, Systemic Inflammatory Response Syndrome) y se
atribuye a la liberacién de citocinas proinflamatorias
(Rojas er al. 2005; Stearns-Kurosawa ez /. 2011).

El veneno de H. metabus puede inducir una he-
morragia focalizada en pacientes afectados por las
setas; en los animales de experimentacién se produ-
cen pequefias hemorragias a causa de las propieda-
des vasodegenerativas y hemoliticas de algunos de
los componentes del veneno, como es el caso de las
fracciones 2 y 3. Estas zonas de hemorragia pueden
resultar en una sobreestimulacién de la respuesta in-
mune, causada por otras fracciones diferentes a 2 y
3, y posiblemente incrementada por productos deri-
vados de la degradacién de la hemoglobina, princi-
palmente el grupo hemo.

El hemo es una molécula de protoporfirina IX
complejada con un dtomo de hierro (+2); la proto-

porfirna deriva de cuatro grupos pirrélicos que for-
man un anillo y enlazan al 4dtomo de hierro en el
centro y estd muy conservada, pues se encuentra des-
de bacterias hasta mamiferos (Wagener ez a/. 2003;
Vijayan ez al. 2010). El grupo hemo es importante
para el transportador de oxigeno y de electrones en
las mitocondrias, asi como grupo prostético de una
gran variedad de proteinas como la hemoglobina, y
citocromos (Wijayanti ez a/. 2004). Recientemente
se ha reconocido geu hemo tiene potentes propie-
dades proinflamatorias y estd implicado en lesiones
a los tejidos durante la inflamacién, es capaz de
inducir la migracién de neutréfilos y monocitos y
puede modular varias respuestas relacionadas a neu-
tréfilos tales como la migracién, reorganizacién del
citoesqueleto de actina y la producciéon de especies
reactivas del oxigeno a través de la activacién de ci-
nasas dependientes de proteina C (Graga-Souza et
al. 2002; Wagener ez al. 2003; Vijayan ez al. 2010).
Figueiredo ez al. (2007), han demostrado que el ini-
cio de la inflamacién dependiente de hemo estuvo
mediada por interacciones especifica de hemo con
TLR-4 en ratones y en modelos in vitro usando cé-
lulas mononucleares.

En todos los casos donde se usé la HM-PT60
y las subfracciones se produjo la infiltracién y de-
granulacion de neutréfilos y la consecuente degrada-
cién de la matriz extracelular en la dermis como lo
demuestran las tinciones con tricrémico de Gomori.
Esta degradacién de la matriz, especificamente del
coldgeno, puede amplificar la reaccién de inflama-
cién, pues los derivados de los componentes de la
matriz extracelular se comportan como mediadores
inflamatorios (Rock & Kono, 2008). Los glucosa-
minoglucanos son unos de los principales constitu-
yentes de la matriz e incluyen al 4cido hialurénico y
el hepardn sulfato; los fragmentos de dcidos hialuré-
nicos estimulan la produccién de mediadores proin-
flamatorios desde las células endoteliales y dendriti-
cas in vitro y la produccién de quimiocinas cuando
se inyectan in vivo a traves de TLR4, el hepardn
sulfato activa los macréfagos y células dendriticas y
estimulan la produccién de citocinas proinflamato-
rias in vitro (Zhang er al. 2009; McGhan & Jaros-
zewski 2012); los péptidos derivados de la elastina,
coldgeno, laminina y fibronectina tienen un com-
portamiento similar (Rock & Kono 2008; Zhang er
al. 2009; Abu-Amara ez a/. 2010).
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Efectos de la toxina de H. metabus sobre el
sistema fibrinolitico

En este estudio se demostré que la accién de la
toxina de H. metabus es sistémica, produciendo una
activacién generalizada del sistema inmunolégico, in-
volucrando neutréfilos, deposicién de fibrina lo cual
genera lesiones en higado, corazdn, bazo y pulmones.
En los pulmones ocurrieron las mayores alteraciones
estructurales inducidas por depdsitos de fibrina y se
da en todos los tiempos que se consideraron para rea-
lizar el estudio histopatolégico. Un efecto sistémico
similar al originado por la toxina de H. metabus, fue
descrito por D’Suze ez al. (1999, 2004) para el veneno
del escorpién 7. discrepans, que produce una reaccién
inflamatoria caracterizada por infiltracién de leucoci-
tos, formacién de fibrina, coagulacién y la acumula-
cién de neutréfilos; los efectos sistémicos del veneno
de este escorpién ha sido relacionados a neutréfilos
en estudios usando inhibidores para estas células
(D'Suze et al. 2007).

Durante la reaccién inflamatoria generalizada,
hay formacién de fibrina en diferentes 6rganos lo cual
genera un gasto de fibrinégeno, activindose su pro-
duccién con el consecuente aumento en la concentra-
cién plasmdtica en las primeras 24 h. El fibrinégeno es
un componente importante de la cascada de la coagu-
lacién, asi como uno de los principales determinantes
de viscosidad y flujo sanguineo, una concentraciéon
elevada de esta proteina se asocian con patologias que
pueden promover estados hiperfibrinogenemia o de
hipercoagulacién. Su produccién en el higado estd re-
gulada por citocinas y aumenta en la respuesta de fase
aguda de la infeccidn y otros procesos inflamatorios
y estd sujeto a un efecto umbral (Kerlin ez a/. 2004).

La fibrina es el producto final de la cascada de
coagulacién y por lo tanto juega un papel primordial
en la coagulacién sanguinea y la circulacién, puede
actuar en diferentes sistemas debido a su estructura
molecular, la cual le provee una variedad de sitios de
enlazamiento para receptores celulares con diferentes
funciones biol6gicas. Normalmente, luego de una le-
sién, la deposicién de una matriz rica en fibrina en el
intersticio es una parte integral del proceso de repa-
racién de los tejidos, previniendo la pérdida de san-
gre y sirve como soporte para la migracién de células
inflamatorias, fibroblastos y células endoteliales que
inician la subsecuente formacién del tejido de granu-

lacién que reparard la lesién. Durante el proceso de
reparacion, la fibrina es reemplazada por una matriz
fibrosa compuesta por coldgeno (de Giorgio-Miller ez
al. 2005).

El proceso de formacién de fibrina implica la
conversion del fibrinégeno en mondmeros de fibrina,
a través de la accién de la a-thombina. Subsecuente-
mente, el factor XIIIa estabiliza los monémeros de fi-
brina polimerizada y vitronectina (de Giorgio-Miller
et al. 2005). Sin embargo, su papel no estd restrin-
gido a la sangre, puesto que los componentes de la
coagulacién y la cascada fibrinolitica también residen
en los tejidos, y regulan la formacién y degradacién
de la fibrina en una variedad de patologias caracteri-
zadas por la disrupcién de la integridad vascular; en
estas enfermedades el fibrindgeno gana acceso a los
tejidos debido al dafio vascular y la fibrina formada
contribuye al proceso patogénico (Degen ez al. 2001;
Akassoglou & Strickland 2002).

Actualmente, se acepta que la coagulacién intra-
vascular diseminada (DIC, Disseminated Intravascu-
lar Coagulation) refleja un desorden inflamatorio que
puede originarse de la microvasculatura, el cual, si es
suficientemente severo, puede producir disfuncién de
6rganos. Las alteraciones de la coagulacién y fibrin-
lisis en DIC estdn mediadas por diferentes citocinas
proinflamatorias. La actividad persistente de la fibri-
na-trombina estd estrechamente enlazada a SIRS y al
sindrome de disfuncién multiple de 6rganos (MODS,
Multiple Organ Dysfunction Syndrome) (Ayala et al.
2002; Gando et al. 2004). La coagulacién intravascu-
lar inducida por trombina amplifica la respuesta in-
flamatoria incrementando la permeabilidad vascular,
activando las células endoteliales para producir cito-
cinas proinflamatorias y otros mediadores provocan-
do la acumulacién de neutréfilos (Gando et al. 2004;
de Giorgio-Miller ez al. 2005).

Daiio tisular y alteraciones histol6gicas en
organos

Dano tisular

A pesar de las diferencias sintomatolégicas cau-
sadas por los venenos de diferentes especies, parece
subyacer un mecanismo similar en la forma de ac-
cién donde estdn implicados los principales efecto-
res celulares de la respuesta inmunoldgica durante la
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inflamacién: neutréfilos y macréfagos. La activacion
de neutréfilos y macréfagos durante un proceso de
inflamacién pueden producir, muerte celular, dano
tisular y disfuncién de los 6rganos. En las secciones
correspondientes a la histopatologia de érganos se tra-
tard este aspecto fundamental en el estudio del lepi-
dopterismo por H. metabus.

Existen varios mecanismos por los cuales una
lesién a los tejidos puede causar inflamacién. En una
infeccidn, el papel de la inflamacién es claro: la vaso-
dilatacién muy rdpidamente incrementa el suminis-
tro de defensas transportadas por la sangre al sitio
afectado, ademds, el incremento de la permeabilidad
vascular permite que proteinas solubles, tales como
anticuerpos y componentes del complemento se va-
cien en el ambiente local, donde pueden atacar a los
microbios invasores. Sin embargo, puede haber for-
mas de dano estéril que también activan la inflama-
cién, por ejemplo la estimulacién traumdtica de los
mastocitos puede ocasionar la liberacién de agentes
proinflamatorios, si el trauma causa hemorragias en-
tonces los mecanismos hemostdticos pueden generar
mediadores inflamatorios, como en el caso del hemo,
mencionado anteriormente. Ademds, la muerte celu-
lar por necrosis es un inductor universal y potente de
la inflamacién estéril, lo cual se ve en las quemaduras
y en el infarto al corazén (Rock & Kono 2008).

El dafio tisular es un término un tanto vago.
En su forma mds amplia es un concepto que implica
alteraciones de las estructuras celulares, la induccién
de la muerte celular y la destruccién progresiva de la
matriz extracelular, la cual sostienen la arquitectura
celular y cuyos componentes son cruciales para la
homeostasis y funciones de los tejidos normales, re-
sultando en la destrucciéon de la arquitectura de los
tejidos y disfuncién de los 6rganos (Duffield 2003;
Proskuryakov et al. 2003; Rock & Kono 2008;
Stearns-Kurosawa et a/. 2011).

Las células pueden morir por un nimero dife-
rente de mecanismos. Dos de los principales tipos de
muerte celular son la necrosis (oncosis) y la apoptosis.
Funcionalmente, las células apoptdticas mantienen la
integridad de la membrana plasmdtica e incapacitan
los sistemas homeostdticos y de sefialamiento, ademds
el ADN se escinde especificamente para inutilizarlo
y es un proceso no inflamatorio puesto que las vesi-
culas intracelulares téxicas no se liberan al exterior y
el ADN se dispone de una manera segura, de modo

que logran contener componentes que pueden fun-
cionar como sefiales proinflamatorias y antes de que
las células se desintegren son rdpidamente ingeridas
por los fagocitos residentes. Sin embargo, el concepto
de que la apoptosis no es inflamatoria, no siempre es
correcto; las células apoptéticas pueden estimular a
los macréfagos a generar mediadores, tales como in-
terleucina-10 (IL-10) o factor transformante de cre-
cimiento B (TGF-B) y en ciertas condiciones pueden
inducir inflamacién, debido a un proceso conocido
como necrosis secundaria en la cual su membrana
se hace permeable a macromoléculas. Si este proceso
ocurre antes de que la célula apoptética sea ingerida
por un fagocito, entonces su contenido intracelular, el
cual contiene componentes proinflamatorios, serd li-
berado y estimulard la respuesta del hospedero (Pros-
kuryakov ez al. 2003; Rock & Kono 2008; Stearns-
Kurosawa et a/. 2011).

La muerte por necrosis ocurre en respuesta a
muchos tipos de lesiones y agentes (trauma, infarto,
toxinas, entre otros), por lo tanto, es tipicamente el
resultado de un proceso patoldgico y se asocia con la
pérdida de la integridad de la membrana plasmdtica
con lo cual se liberan componentes celulares preexis-
tentes que funcionan como senales proinflamatorias
(Rock & Kono 2008). Una de las moléculas que ha
sido implicada en el inicio de la respuesta inflamato-
ria hacia las células necréticas es la proteina 1 del gru-
po de alta movilidad (HMGB1, High Mobility Group
Box I Protein), la cual estd presente en todas las cé-
lulas. Normalmente se enlaza a la cromatina y tienen
un papel en el plegamiento del ADN vy regulacién de
la transcripcion de los genes (Rock & Kono 2008).

Pulmén

El tracto respiratorio representa el sitio primario
para el contacto intimo con microorganismos patogé-
nicos y particulas aéreas. Por consiguiente, el sistema
inmune pulmonar tiene que mantener una balance
critico entre tolerar los estimulos ambientales y pro-
veer una efectiva linea de defensa contra patégenos
dafinos. Esta funcién se logra mediante una sofis-
ticada interrelacion de elementos celulares méviles y
constitutivos de la respuesta inmune, entre las cuales,
las células epiteliales alveolares y de las vias aéreas
representan los componentes esenciales de la barre-
ra. Los neutréfilos y macréfagos alveolares juegan un
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papel principal en el reconocimiento y eliminacién
de patégenos invasores en respuesta a una infeccién
pulmonar, ademds de ser capaces de activar células
epiteliales a través de la liberacién de IL-1P y el factor
de necrosis tumoral o (Tsujimoto ez a/. 2005; Koller
et al. 2009; Laskin et a/. 2011).

El endotelio es una capa unica de células epi-
teliales planas que recubre el interior de todos los
vasos sanguineos y es estructural y funcionalmente
heterogénea, dependiendo del 6rgano y ubicacién del
lecho vascular. Un aspecto intimamente asociado al
endotelio es la permeabilidad microvascular, la cual
se refiere a la facilidad de paso o transporte de solu-
tos a través de los vasos de intercambio (por ejemplo,
capilares y vénulas poscapilares) y es el principal de-
terminante del suministro de nutrientes a los tejidos;
las alteraciones patolégicas de este proceso, o hiper-
permeabilidad, contribuyen a la génesis de diferentes
patologias (Maniatis & Orfanosa 2008). El endotelio
microvascular pulmonar es un érgano en si, que es
metabdlicamente activo y esencial para el manteni-
miento adecuado de la homeostasis cardiovascular y
sistémica; los estimulos nocivos que comprometen la
integridad estructural y funcional del endotelio pul-
monar pueden generar un edema pulmonar no car-
diogénico y a la inflamacién del parénquima (Dhillon
et al. 2005; Maniatis & Orfanosa 2008).

Una de las principales caracteristicas del sindro-
me de respuesta inflamatoria sistémica es que define
el alto riesgo de lesiones a los pulmones (Rojas ez al.
2005); el pulmén fue el 6rgano mds afectados por
la toxina de H. metabus y presentan las caracteris-
ticas histopatolégicas propias de un dano agudo al
pulmén, con infiltracién masiva de neutréfilos en el
parénquima pulmonar y deposicién de fibrina, como
en los sindromes inflamatorios sistémicos con coagu-
lacién diseminada, como en las septicemias y los mo-
delos de endotoxemia usando LPS.

El dafo agudo al pulmén (ALL, Acute Lung In-
jury) y su forma severa, el sindrome de incapacidad
respiratoria aguda (ARDS Acute Respiratory Distress
Syndrome), resultan de numerosas causas y son res-
ponsables por una mortalidad elevada. El desarrollo
del ALI estd asociado a una variedad de desérdenes
clinicos y puede ser directo (por ejemplo, neumonia)
e indirecto (por ejemplo, trauma o septicemia). En el
ALI con lesién directa, las células epiteliales alveo-
lares son las primeras en ser alteradas, mientras que

en la indirecta empieza con alteraciones en las célu-
las endoteliales; de esta forma, el dafio alveolar es el
sine qua non de todo ALI (Mochizuki ez al. 2005;
Ochs 2006; Hagiwara e al. 2009; Matthay & Ze-
mans 2011).

Las mds ampliamente aceptadas y actualizadas
definiciones de ALI y ARDS estdn basadas en las
recomendaciones del Comité de la Conferencia de
Consenso Europeo Americano (AECC, American
European Consensus Conference Committee). Ambos,
se definen como sindromes de inflamacién, siendo el
ALI un continuo de respuestas patolégicas al dano
del parénquima pulmonar y el ARDS, un sindrome
de inflamacién pulmonar persistente y agudo con in-
cremento en la permeabilidad vascular caracterizado
por infiltrado bilateral del pecho, hipoxia y exclusién
de una causa cardiogénica. Mientras que la definicién
del AECC es simple de aplicar en un dmbito clinico y
refleja la variabilidad en la severidad del dafo clinico
del pulmén, su principal desventaja es que no con-
tiene ninguna informacién de la causas subyacentes
(Gando et al. 2004; Ochs 2006; Allen ez al. 2007;
Matthay & Zemans 2011).

Las causas mds comunes de ALI y ARDS son
la septicemias, quemaduras, neumonia, aspiracién
del contenido gdstrico, trauma severo con conmo-
cién, transfusiones multiples, entre otras; diferentes
toxinas, xenobidticos y agentes fisicos pueden danar
directamente las células endoteliales y epiteliales in-
duciendo inflamacién del parénquima pulmonar
(Imanaka ez al. 2001; Mochizuki ez al. 2005; Kang ez
al. 2009). Entre algunos casos estudiados de agentes

causantes del ALI se encuentran:

Causas mecdnicas, como por ejemplo, el dafio
del pulmén inducido por ventilacién (VILI,
Ventilator-Induced Lung Injury). La formacién
de la membrana hialina, edema pulmonar y de-
terioro en la oxigenacién son tipicas del dano al
pulmén que pueden ser causados por ventilacién
mecdnica mediante alta presién o elevados voli-
menes. Se han sugerido que las células y media-
doras inflamatorias juegan un papel importante
en la patogénesis del VILI (Imanaka ez al. 2001;
Matthay & Zemans 2011).

- Agentes quimicos, como los compuestos fluo-
rinados. El perfluoroisobutileno (PFIB) es un
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compuesto altamente téxico que puede originar-
se de la combustién de compuestos derivados de
los fluorocarbonos polimerizados, tales como el
teflén (politetrafluoroetileno) o como un pro-
ducto secundario de la produccién de tetrafluo-
roetileno. Una breve exposicién por inhalacién
de PFIB puede resultar en un lesién severa del
pulmén que se caracteriza por edema pulmonar,
permeabilidad alterada, incapacitacién y hasta el
fallecimiento (Wang ez /. 2001).

Toxinas. La toxina botulinica purificada, cuan-
do es atomizada en forma de aerosol es capaz de
inducir ALT y ARDS (Taysse ez al. 2005). Los
lipopolisacdridos de distintas bacterias gramne-
gativas y venenos de distintos animales de dife-
rentes grupos taxonémicos, como en el caso de

T discrepans (D’Suze et al. 1999).

Las caracteristicas histopatoldgicas del ALI se
han denominado colectivamente dano alveolar difuso
y puede dividirse en una fase exudativa temprana, la
cual dura aproximadamente una semana y una fase fi-
broproliferativa tardia que ocurre durante la segunda
y tercera semana. La fase exudativa estd caracteriza-
da por necrosis de las células epiteliales, alveolares o
endoteliales, edema alveolar e intersticial proteinico,
permeabilidad capilar incrementada, hemorragia al-
veolar, infiltracién de células inflamatorias, especial-
mente neutréfilos y membrana hialina constituida
por fibrina, proteinas plasmdticas y surfactantes. En
la fase fibroproliferativa, aumenta la cantidad de cé-
lulas epiteliales alveolares del tipo 1, engrosamiento
del septo alveolar y, finalmente, grados variantes de
fibrosis alveolar e intersticial (Mochizuki ez a/. 2005;
Rojas ez al. 2005; Zhou et al. 2005; Ochs 2006; Ma-
niatis & Orfanosa 2008).

La ruptura de la barrera endotelial y epitelial
produce un edema alveolar proteinico y junto a otros
factores, tales como la elastasa de neutréfilos, a una
mecdnica alterada del sistema respiratorio y del inter-
cambio de gases (Hiemstra 2002; Zhou ez al. 2005;
Ochs 2006). Los surfactantes del alveolo hacen posi-
ble su integridad y que no colapse durante el flujo de
gases; la fibrina es un potente inhibidor de la funcién
de los surfactantes, de aqui que tanto la permeabili-
dad y la fibrina incrementen de manera concertada un
desarreglo mecdnico en la funcién pulmonar (Allen ez

al. 2007).

Los componentes de la toxina de H. metabus
tienen actividad similar a la calicreina tisular in vi-
tro, la cual es una proteasa de serina implicada en
el sistema fibrinolitico; la toxina in vitro es capaz de
degradar el fibrinégeno (Lundberg ez /. 2002, 2007);
sin embargo, in vivo se produce con coagulacién di-
seminada en todo el organismo, siendo los pulmones
los 6rganos mds afectados. La fraccion HM-PT60, y
sus componentes, producen la infiltracién y degranu-
lacién de neutréfilos y la consecuente degradacion de
la matriz extracelular y la deposicién de fibrina, dos
caracteristicas asociadas con ALI y ARDS, y estdn
implicados tanto en la formacién de fibrina como en
la produccién de proteinasas, causantes de las altera-
ciones histopatolégicas observadas en pulmones.

Los neutréfilos son capaces de disparar la casca-
da de coagulacién por la formacién de un complejo
con el factor VII/VIla, generando trombina la cual
es capaz de convertir el fibrinégeno en fibrina (Fors-
yth ez al. 2001). Ademds de esta via, recientemente se
descubri6é que la induccién de fibrina puede ser me-
diada por neutréfilos estimulados por antigenos que
son capaces de expresar el factor tisular induciendo
la produccién de fibrina en reacciones de tipo Arthus
(Imamura ez al. 2002; Corral ez al. 2005; Tsujimoto
et al. 2005; Manly ez al. 2011). Las proteinasas de se-
rina producidas por los neutréfilos producen lesiones
a los tejidos en los sitios de inflamacién, entre estas
enzimas la elastasa es de gran importancia junto a la
catepsina G. Esta forma de accién de los neutréfi-
los se ha observado en las septicemias, donde juega
un papel central en la produccién de fibrina y en el
dafo causado a los pulmones por secrecién de elasta-
sas (Guo et al. 2002; Imamura et a/. 2002; Kawabata
et al. 2002; Manly ez al. 2011). La concentracién de
elastasa neutrofilica en plasma estd significativamen-
te elevada en pacientes con ALl y ARDS (Uchida ez
al. 2009).

La elastasa de neutréfilos es una proteinasa de
serina glucoproteica de 29 kDa del tipo quimiotrip-
sina con varias isoformas que difieren en su grado de
glucosilacién. Es almacenada en los granulos azurofi-
licos en su forma activa hasta que es liberada luego de
la exposicién del neutréfilo a estimulos inflamatorios.
Tiene un papel bactericida y acttia como agente proin-
flamatorio; el hecho de que la elastasa de neutréfilos
incremente la produccién de IL-8 sugiere la induc-
cién autocrina que pudiera dirigir, potencialmente,
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la hiperacumulacién de neutréfilos (Kuwahara ez al.
2006). Una vez liberada la elastasa de los neutréfi-
los es completamente activa, debido a que funciona
dptimamente en un ambiente neutro, y degrada elas-
tina, coldgenos, laminina y otros componentes de la
matriz extracelular, dafiando las células endoteliales
y ocasionando lesiones a los érganos (Kawabata ez a/.
2002; Tsujimoto et al. 2005; Kuwahara er al. 2006;
Uchida ez al. 2009; Flannagan ez al. 2012).

A pesar de las recientes mejoras en nuestra com-
prensién de los mecanismos moleculares del SIRS,
ALI/ARDS, hay pocas estrategias terapéuticas efec-
tivas para el dafio agudo a pulmén; se ha demostrado
que el tratamiento con inhibidores de la elastasa de
neutréfilos, como el sivelestat (ONO 5046, N-[2-[[[4-
(2,2-dimetil-1-oxopropoxi)-fenil]-sulfonil]-amino]-
benzoil]-glicina), reduce las lesiones pulmonares aso-
ciado con el SIRS en humanos y el inducido por LPS
en modelos animales para ALT y ARDS. (Gando ez
al. 2004; Tsujimoto ez al. 2005; Mori ez al. 2007;
Hagiwara ez al. 2009; Uchida ez a/. 2009; Kawahara
et al. 2010).

Los macréfagos juegan un papel central en la
respuesta inflamatoria, liberando citocinas que con-
trolan eventos claros en la iniciacién, resolucién y
procesos de reparacién de la inflamacién (Henderson
et al. 2003). Los neutréfilos juegan un papel impor-
tante en el dafno a pulmén, sin embargo, a lo largo del
tiempo, no es el Gnico tipo de leucocito presente en
esta reaccién, sino que los monocitos también forman
parte de los leucocitos infiltrantes y luego de 24 h,
su presencia se hace mds conspicua, y estds células
pueden ejercer efectos degradativos a través de la pro-
duccién de proteasas (Laskin ez 2/. 2011) aunque su
accién puede ser mds tardia, en la etapa fibroprolife-
rativa del dafio alveolar difuso; la estrecha interaccién
con macréfagos alveolares (que eliminan neutréfilos
apoptdticos) y células epiteliales pulmonares (que
estimulan neutréfilos a través de la secrecién de ci-
tocinas) perfilan el resultado de la respuesta inmune
bronquio alveolar (Beck-Schimmer ez /. 2005; Falas-
ca et al. 2008; Maniatis & Orfanosa 2008).

Higado
El higado juega un papel importante en la res-

puesta inmune innata, suministrando la primera li-
nea de defensa contra microbios y toxinas que atra-

viesan la barrera intestinal. Las células de Kupffer,
los macréfagos residentes de este 6rgano, son criticas
para la rdpida eliminacién de microorganismos de la
circulacién sistémica. Aunque las células de Kupffer
de por si son altamente fagociticas y capaces de remo-
ver microorganismos, también facilitan la generacién
de respuesta inflamatoria que producen el recluta-
miento de neutréfilos, monocitos, linfocitos By T y
células asesinas naturales (NK, Natural Killer). Los
mediadores de la inflamacién neutrofilica generados
por las células de Kupffer incluyen el factor de necro-
sis tumoral oo (TNF-a), interleucinas (IL-1 y IL-6),
quimiocinas y ROS, los cuales activan los neutréfilos
en la microvasculatura hepdtica ocasionando eventos
que culminan en la muerte de los hepatocitos (Ra-
maiah & Jaeschke 2007a; Uchida ez a/. 2009).

Los tipos de dafios al higado mediados por neu-
tréfilos en diferentes modelos animales se han asocia-
do a la isquemia y reperfusién, endotoxemia, hepa-
titis alcohdlica, colestasis obstructiva, toxicidad por
xenobidticos, como acetaminofen (APAP) y a-naftil-
isotiocianato (ANIT), o por el aumento de los me-
diadores de la inflamacién (Ramaiah & Jaeschke
2007ab). No obstante la acumulacién y activacién de
neutréfilos en los sinusoides y vénulas postsinusoida-
les, tipicamente no causan dano lesiones al tejido; en
general, la extravasacion en el parénquima es nece-
saria para que los neutréfilos los causen (Ley 2002;
Ramaiah & Jaeschke 2007ab; Uchida ez /. 2009).

En el higado de los especimenes inoculados
con la fraccién HM-PTG60, se observaron las carac-
teristicas de una condicién de esteatohepatitis con
prominencia de los neutréfilos dentro de las lesio-
nes centrolobulares, balonamiento de los hepatoci-
tos y cuerpos de Mallory-Denk, pudiendo asociar
las lesiones en el higado a la existencia de un pro-
ceso inflamatoria sistémico causado por esta toxina.
Algunas de las alteraciones observadas en el higado
nos indican un primer indicio de estd condicidn, la
vemos a partir de las 24 h con la presencia de los
cuerpos de Mallory-Denk. Los cuerpos de Mallory-
Denk, se describieron por primera vez como inclusio-
nes citoplasmdticas en los hepatocitos de individuos
con enfermedades hepdticas causadas por el alcohol,
pero también se hallaron en pacientes con esteato-
hepatitis no alcohdlica, asi como en neoplasmas he-
patocelulares malignos y comparten caracteristicas
morfolégicas y fisicoquimicas con otros cuerpos de
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inclusién, tales como los cuerpos esferoides asociados
con esclerosis lateral amiotréfica, y contienen cito-
queratinas 8 y 18 (Nakamichi ez 2/. 2002; Tiniakos
et al. 2010). La patogénesis de la esteatohepatitis estd
relacionada al estrés oxidativo y la peroxidacién de
lipidos, endotoxemia, activacién de las células estre-
lladas hepdticas y una compleja red de citocinas en la
cual la produccién del factor de necrosis tumoral a
(TNF)-a es preponderante, aunque juegan un papel
las interleucinas 1, 6 y 8 (Lefkowitch ez al. 2002;
Tiniakos et a/. 2010).

Las lesiones en el higado son necréticas y causa-
das por neutréfilos, aunque no se descarta la accién
de las proteasas transportadas por via sanguinea. El
estudio histopatolégico plantea un patrén que varié
en el tiempo, pues hubo un cambio en la infiltra-
cién desde neutréfilos a neutréfilos y células mono-
nucleares, principalmente monocitos, sin embargo se
siguen observando necrosis asociada a neutréfilos,
después de las 24 horas. Las proteasas y los ROS de-
rivados de neutréfilos, son capaces de causar dano
hepatocelular directamente. Los efectos citotéxicos
de las proteasas pueden contribuir al proceso de dano
total durante una hepatitis neutrofilica prolongada
(Ramaiah & Jaeschke 2007ab; Uchida er 2/. 2009).
Otro caso de respuesta inflamatoria sistémica con
desarrollo de una condicién de esteatohepatitis, cau-
sada por un aumento de inteleucinas en una condi-
cién tipo septicemia parecida a la de H. merabus, la
encontramos con el veneno del escorpién 7. discre-

pans (D’Suze et al. 2004).
Corazon

El corazén presenté necrosis e infiltracién de
neutréfilos en el miocardio durante las primeras 24
h. Posteriormente, la infiltracién pasé a ser de neu-
tréfilos y células mononucleares y se extendié hasta
el subendocardio; las caracteristicas histopatoldgicas
del tejido a 48 h son similares a las de una endocar-
ditis asociada con necrosis del tejido, ésta se reconoce
por la deposicién de fibrina y acumulacién de leuco-
citos en las vdlvulas (Lepidi ez /. 2002, 2003). En
general las alteraciones observadas se asemejan a las
condiciones que habitualmente ocurren en las pato-
logias cardiacas asociada a septicemias y a los dafos
por isquemia y reperfusién; en todos los casos son los
neutrdfilos los principales agentes de las lesiones en

el tejido. Los hallazgos de numerosos investigadores
muestran que los neutréfilos inyectados en la circu-
lacién coronaria de los corazones de cobayos expues-
tos a isquemia y reperfusién inducen una disfuncién
miocardial manifestdndose con signos clinicos, tales
como un incremento en el didmetro diastdlico del ex-
tremo ventricular izquierdo y disminucién la contrac-
tibilidad ventricular (Seligmann ez a/. 2001; Pompeia
et al. 2002; Tamion et al. 2010).

Hay un acuerdo general de que es la respuesta
del hospedero, y no la infeccién misma, la que de-
termina el desenlace de la sepsis y que tiene una re-
levancia particular en el desarrollo de fallas cardiacas
(Falasca et /. 2008). Los LPS bacteriales inducen dis-
funcién ventricular izquierda y causan la liberacién
de citocinas con propiedades de depresién cardiaca
(Hunter & Doddi 2009).

Es probable que los receptores del tipo Toll-4
sean un pivote en la disfuncién de los miocitos indu-
cida por endotoxinas, debido a que proveen un enlace
critico entre los estimulantes inmunes producidos por
los microorganismos y el inicio de la respuesta inmu-
ne. Los experimentos in vitro sugieren que los recepto-
res del tipo Toll-4 sobre macréfagos y neutréfilos estdn
implicados en disfuncién miocardial, probablemente a
través de la liberacidn de especies reactivas del oxigeno
y las citocinas inflamatorias IL-1 y TNF-a (Rudiger
& Singer 2007; Hunter & Doddi 2009; Schmittinger
et al. 2010; Tamion et al. 2010; McGhan & Jaros-
zewski 2012). Hay que tener en cuenta que la toxina
de H. metabus induce focos hemorrdgico con lesiéon
en eritrocitos pues sus componentes son proteasas con
propiedades hemoliticas (Lundberg ez /. 2002, 2007)
y vasodegenerativas pudiendo generarse el compuesto
hemo, el cual puede amplificar la respuesta mediada
por neutréfilos via TLR4 (Figueiredo ez al. 2007; Vi-
jayan et al. 2010); esta ruta puede estar implicada en la
generacion de lesiones que se observan en el corazén;
sin embargo este es un aspecto que es poco conocido
no solo para H. metabus sino para otros insectos con
venenos hemoliticos.

Bazo

El bazo contiene elementos vasculares y linfoi-
des; es un sitio de hematopoyesis y en algunas espe-
cies remueve eritrocitos envejecidos y defectuosos, asi
como material particulado y bacterias circulantes del

VicTor SALAZAR, ULF LUNDBERG, RICARDO GAMEZ Y FRANKLIN MENDEZ

98



suministro de sangre. El bazo es el sitio de toxicidad
directo e indirecto, blanco de algunos carcinégenos
y de metdstasis de neoplasmas malignos surgidos en
otros sitios (Suttie 20006).

Las lesiones en el bazo parecen ser mds una con-
secuencia de la reaccién inmunoldgica amplificada
que un dafo directo en su estroma. Una caracteristica
resaltante en este 6rgano es la formacién de grandes
actmulos de leucocitos inmersos en masa de fibrina
en la zona periférica subyacente a la cdpsula y en la
zona correspondiente a la pulpa roja, los cuales, ge-
neralmente, ocasionan problemas de embolismo. Una
alteracién de la circulacién esplénica siempre compro-
mete este organo, generando alteraciones en la pro-
duccién de plaquetas, linfocitos y en la persistencia
de eritrocitos danados y envejecidos, llegdndose en al-
gunos casos a tener como alternativa la esplenectomia
(Steiniger ez al. 2001).

Un esquema general del efecto sistémico
causado por la toxina de H. metabus

En este trabajo se han utilizado modelos experi-
mentales tanto in vitro como in vivo para estudiar el
lepidopterismo causado por H. metabus, son modelos
bien conocidos y utilizados sobre todo en histopatolo-
gia. El enfoque del trabajo es prioritariamente de tipo
histopatoldgico, y aunque los método histolégicos son
bastantes robustos y general suficiente informacién en
distintos sistemas de érganos quedan ain muchos as-
pectos sin tratar, por ejemplo los mecanismo a escala
molecular que estdn implicado en cada alteracién que
se observé; no obstante la informacién que se tienen
permite hacer un bosquejo general de como la toxina
genera lesiones en el modelo experimental in vivo.

Uno de los principales aspectos que puede in-
fluir en la intensidad de la afeccién por la toxina de
H. metabus es que los dahos parecen estar asociados a
la cantidad de toxina que recibe un individuo en cada
contacto con setas de esta polilla, de lo cual no exis-
ten estudios. Por otro lado, el sitio en que se insertan
las setas, la piel o en las mucosas, puede definir mu-
cha de la sintomatologia observada (Dinehart ez al.
1985; Battisti ez a/. 2011). Muchas espiculas pueden
quedar en la epidermis, como se observé en los rato-
nes tratados con setas, y por efectos mecdnicos rein-
sertarse en la dermis y comenzar de nuevo otro evento
de reacciones inmunolégicas. Este mecanismo puede

explicar las lesiones crénicas o prurito persistente que
se presenta en algunos pacientes previamente sensibi-
lizados, donde se ha observado infiltracién linfocitica
y eosinofilica como en el sindrome de Well, donde el
contacto persistente con insectos se ha descrito como
el factor iniciador de la enfermedad (Melski 1990).
Los efectos que se observan en la piel son la conse-
cuencia de una respuesta inmune mediada por neu-
tréfilos, que tienen un efecto en otros 6rganos y que
dependiendo de cada especie, puede tener una sinto-
matologia y desarrollo particular

Al introducirse la toxina en la dermis los pri-
mero efectores pueden ser mastocitos y neutréfilos
que se activan por oligosacdridos de los componen-
tes glucoproteicos de la toxina, en especial los que
poseen configuracion de B-glucano o que contienen
manosa, al enlazarse a receptore del tipo TLR que
estdn en la superficie de estas células. La activacién
de estas células inicia el proceso de inflamacién, sin
embargo para neutréfilos se da un reclutamiento y
activacion siendo capaces de inducir la formacién
de fibrina y amplificar la reaccién inflamatoria me-
diante citocinas; otros agentes capaces de amplificar
la reaccién son los derivados de a hemoglobina que
provienen de las hemorragia y hemdlisis que generan
algunos componentes de la toxina o productos de la
degradacién de la matriz extracelular causada por la
degranulacién de neutréfilos y macréfagos. La acti-
vacién generalizada de neutréfilos ocasiona un efecto
inflamatorio sistémico que se manifiesta con dano
en pulmén (ALI), higado y corazén del tipo que ocu-
rre en las septicemias con posterior participacién de
células mononucleares de la linea monocito-macroéfa-
gos; 6rganos como el bazo presentan lesiones a causa
de la deposicién de fibrina.

Algunos investigadores describen un panorama
muy diferente, plantean que el pretratamiento de las
setas de insectos y ardcnidos, con agentes quimicos
o calentamiento no evitan la reaccién inflamatoria y
creen que es necesario definir otras mecanismos para
explicar las reacciones que generan las setas y plan-
tean la hipdtesis de que a la quitina de las setas, y
sus derivados, son los promotores y reguladores de las
reacciones inflamatorias. Sin embargo, es necesario
que se realicen estudios directos de los mecanismos
moleculares subyacentes a una exposicién a quitina
de setas (Battisti ez @/. 2011). Aunque la quitina es un
buen candidato para generar respuesta inflamatoria,
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en H. metabus, no parece ser el caso, aunque la posibi-
lidad de un mecanismo adyuvante y de amplificacién
debido a este polisacdrido no puede ser descartado.
Los modelos animales han permitido la iden-
tificacién de mediadores especificos y moléculas de
adhesién implicadas en las SIRS inducidas experi-
mentalmente, pero las conclusiones, hasta ahora, no
han tenido efectos clinicos contundentes. Un factor
importante es que en los seres humanos los neutré-
filos representan la principal poblacién de células en
la sangre, mientras que en los ratones, el animal que
se usa regularmente en los modelos de sepsis, repre-
sentan una poblacién minoritaria; otro ejemplo de
diferencias es el caso de la integrina B1, CD49d, que
es expresada constitutivamente en neutréfilos muri-
nos, pero en humanos estd virtualmente ausente en
los neutréfilos de los individuos sanos y sélo se detec-
ta en una pequefa poblacién de células en pacientes
con septicemia (Brown ez a/. 2006). Una diferencia
crucial es que los ratones son muy resistentes, compa-

rado con otras especies, a las endotoxinas y cuando se
quiere inducir dafios en los pulmones, son necesarias
grandes dosis para causar un efecto mensurable, ade-
mds las lesiones producidas son moderadas y transi-
torias atin con dosis letales. A pesar de estas posibles
objeciones, el modelo murino es especialmente atrac-
tivo debido al catdlogo de ratones manipulados gené-
ticamente para identificar eventos importantes en la
patogénesis pulmonar (Rojas ez 2/. 2005).

Aunque se carece de un modelo animal que in-
equivocamente mimetice los aspectos claves del ALI
humano, éstos han sido ttiles en los estudios de la
patologia pulmonar (Ochs 2006). Esta misma con-
sideracién debe ser tomada en cuenta al evaluar el
modelo usando cobayos que se presenta en este tra-
bajo; aunque no refleje fielmente lo que ocurrird en
un humano que estén en contacto con la toxina de
H. metabus, las conclusiones son vilidas al momen-
to de considerar los posibles dafos a la salud de las
personas afectadas.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La toxina de Hylesia metabus es un complejo de
glucoproteinas inmunogénicas, las cuales son estimu-
ladoras de las células inmunolégicamente activas y
generan una fuerte respuesta inmunoldgica sistémica
en modelos de experimentacién, ocasionando lesiones
en los pulmones, higado, corazén y bazo. Los hallaz-
gos de alteraciones y lesiones en drganos internos en
modelos experimentales, sugieren que pueden ocurrir
dafos sistémicos en pacientes que han estado en con-
tacto con las setas de esta polilla.

Actualmente el uso de inmunosupresores, este-
roides principalmente, en el tratamiento del lepidop-
terismo por H. metabus puede generar inconvenientes
y ocasionar la reincidencia de los sintomas luego de
una aparente mejoria; la preparacién de antisuero e
inmunoglobulinas especificas para las toxinas de H.
metabus podria contribuir al estudio de la cinética de
la toxina en humanos, lo cual ayudarfa a desarrollar
un mejor tratamiento de los casos de exposicién a cor-
to y largo plazo.

Por lo tanto, en las poblaciones afectadas por
H. metabus, se debe considerar una mayor atencién y
observacién de aquellos pacientes con alteraciones de

mayor impacto en su cuadro clinico para determinar
si hay efectos sistémicos, lo cual ayudard al mejor tra-
tamiento y prevencién de danos a largo plazo.
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Abstract
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Existen diferentes patégenos que atacan a los insectos, entre ellos los virus,
bacterias, protozoarios, hongos y nemdtodos. Se investigd la presencia de
microorganismos patégenos en el intestino medio de larvas de Hylesia me-
tabus, mediante microscopia electrénica de transmisién. Larvas a las que se
les suministré una solucién de larvas muertas de H. metabus licuadas, mos-
traron dafos ultraestructurales, incluyendo vesiculacién de la membrana
apical, disminucién de los microvellos, hinchamiento de algunos organelos
y vacuolizacién intra y extracelular. Aunque la solucién suministrada pudo
haber contenido diversos patdgenos, los dafios observados son caracteristi-
cos de una infeccién bacteriana.

Ultrastructural Damages in Hylesia metabus (Cramer, [1775]) (Le-
pidoptera: Saturniidae) Larvae are Caused by a Bacterial Pathogen
Several pathogen groups attack insects including virus, bacteria, protozoa,
fungi and nematodes. We investigated the presence of pathogenic microorga-
nisms in the midguts of Hylesia metabus larva, using transmission electronic
microscopy. Larvae fed with a solution of liquefied dead H. metabus larvae
showed ultrastructural damages, including blebbing of the apical membrane,
a reduction in the number of microvilli, swelling of some organelles, and intra
and extracellular vacuolization. Although the solution given to the larvae may
have contained several pathogens, the damages observed are characteristic of
a bacterial infection.

Infeccion bacteriana, larvas, ultraestructura.
Larvae, bacterial infection, ultrastructure.
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PRESENTACION

Existen diferentes tipos de organismos patégenos
que atacan a los insectos, entre ellos los virus, bacte-
rias, protozoarios, hongos y nemdtodos. Los primeros
en detectar patologias en los insectos fueron los griegos:
Aristételes (384-322 A.C.) observé que las abejas pre-
sentaron anormalidades o enfermedades que él describi6
como «dxidos» (Steinhaus 1956), y los chinos quienes
hacian reportes de enfermedades en el gusano de la seda
en el siglo 7 A.C. (Wang 1965). Sin embargo, no fue
sino hasta 1835 cuando Agostino Bassi, identific el
primer patégeno, un hongo, que luego fue nombrado
Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, agente causal
de una enfermedad infecciosa en el gusano de la seda
(Steinhaus 1956; 1975).

A partir de mediados del siglo XIX se sabia que los
microorganismos patdgenos eran los que causaban las
enfermedades en los insectos. A finales del siglo XIX y
principios del siglo XX hubo un creciente interés en los
hongos como agentes de control de los insectos plaga.
No obstante, los intentos fallaron o no fueron aplicados
fuera del dmbito de los trabajos de investigacién (Tana-
da & Kaya 1993).

En 1901, Bacillus thuringiensis (Bt) Berliner, 1911
fue aislado del gusano de la seda, Bombyx mori L. 1758,
(Ishiwata 1901). Luego de muchos afnos de investigacio-
nes, Bt y formulaciones comerciales basadas en los dife-
rentes serotipos de Bt, han llegado a ser muy exitosas y
hoy en dia son los controladores bioldgicos mds uti-
lizados contra los insectos plaga. Sin embargo, repre-
sentantes de todos los grupos de patdgenos; bacterias,

La microscopia electrénica de transmisién permite vi-
sualizar las estructuras internas de las células de un or-
ganismo y detectar los cambios que son consecuencia de
una infeccién por un entomopatdgeno.

Las poblaciones de Hylesia metabus (Cramer,
[1775]) son controladas actualmente con una cepa co-
mercial de Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk); sin
embargo, el valor del insecticida biolégico y el alto costo
de las aplicaciones han promovido la busqueda de con-
troles alternativos. Una fuente potencial son los contro-
ladores naturales, entre ellos los pardsitos y patégenos de
la zona donde habita H. metabus. Los patégenos autdc-
tonos tienen la ventaja que perturban menos al ambiente
que los controladores introducidos y tienen menos im-
pacto sobre otros organismos.

En experimentos preliminares de campo realizados
por Visquez (1990) se encontrd que uno o mds patége-
nos causaron una mortalidad de 80 % en larvas de cuar-
to y quinto instar de H. metabus. Las larvas enfermas
presentaban sintomatologias que sugerfan la presencia
de una infeccién bacteriana o viral; se tornaron flaci-
das, aletargadas, dejaban de alimentarse y finalmente
morian. En este trabajo se investiga la presencia de paté-
genos en los intestinos de larvas enfermas de H. metabus
mediante microscopia electrénica de transmisién, para
verificar cudl o cudles podrian ser los responsables de la
mortalidad en las larvas.

Tabla 1. Sintomas mas tipicos de los grupos de agentes
entomopatégenos de mayor importancia (Lacey & Brooks 1997).

hongos, virus nemdtodos y protozoa (mayormente los

microsporidios) son actualmente utilizados de manera
exitosa contra una amplia gama de insectos plaga de
cultivos y de la salud publica (Tanada & Kaya 1993).

Los diferentes patégenos producen diversos signos
y sintomas en los insectos afectados, entre ellos, cambios
en el color del insecto, visualizacién directa del patdge-
no, comportamiento aberrante del insecto, cambios en
la forma y textura del caddver y el olor del mismo, los
cuales ayudan al investigador a distinguir entre los paté-
genos y permiten realizar un diagndstico preliminar de
la posible causa de una infeccién (Tabla 1).

Otros técnicas, entre ellas la microscopia elec-
trénica, también pueden ayudar a elucidar cuales son
el o los patdgenos responsables de una enfermedad.

Grupo Sintoma
Virus Enfermedad aguda. Produce cambios en la coloracion
del insecto infectado y a veces vémito o diarrea. Al
morir, el integumento se torna flacido y fragil.
Nematodos  Enfermedad aguda. Produce cambios en la
coloracion. Se puede visualizar los nematodos a
través de la cuticula.

Hongos Enfermedad aguda. Se puede observar la presencia
del micelio y esporas sobre el integumento del
insecto. Al morir se momifica.

Bacteria Enfermedad aguda. Produce cambios en la coloracion

Microsporidios

del integumento y pérdida del apetito. Al morir el
insecto se torna flacido inicialmente para luego
secarse y contraerse.

Enfermedad crénica. Causa un crecimiento irregular,
letargo, pérdida del apetito y la malformacién de
pupas y adultos, éstos ultimos con la fecundidad y
longevidad reducidas.

MARIA TOVAR Y FRANCES OSBORN

110



DESCRIPCION DE METODOS

Aproximadamente 50 larvas sanas del quinto ins-
tar de H. metabus se recolectaron de los manglares cerca
del poblado de Yaguaraparo, distrito Cajigal, estado Su-
cre, Venezuela y se trasladaron al Instituto de Investi-
gaciones de Biomedicina y Ciencias Aplicadas (IIBCA),
Universidad de Oriente, donde se mantuvieron en re-
cipientes pldsticos a 26 + 2 °C y humedad relativa de
60-70 %. Las larvas enfermas o muertas posiblemente
por patégenos también se recolectaron y se mantuvieron
separadas de las larvas sanas

Las larvas enfermas y las muertas fueron licuadas y
con ellas se preparé una solucién con agua destilada esté-
ril a una concentracién de 1:10. Esta fue suministrada a
10 de las larvas sanas abriendo para ello su aparato bucal y
suministrando, con la ayuda de una microjeringa, 3 pl de
la misma. Las larvas se dejaron durante seis horas en reci-
pientes pldsticos con hojas frescas de su planta hospedera,
Rhizophora mangle L. (mangle rojo). Como controles se
utilizaron 10 larvas que fueron tratadas de la misma ma-
nera, pero solamente con agua estéril.

Transcurridas las seis horas, se prepararon los
intestinos de las larvas infectadas y los respectivos

controles para examinarlos mediante microscopia
electrénica de transmision. Para ello, se extrajeron los
intestinos medios, se cortaron en trozos de Imm? y
se sumergieron inmediatamente en prefijador fresco
(gluteraldehido al 25 % y paraformaldehido al 1 %)
en una solucion bufer fosfato (PBS), pH 7,2 y 260
mOsm/l. Después de tres lavados con PBS pH 7,2, se
posfijaron los intestinos en una solucién de tetréxido
de osmio (OsO,) al 1 % en una PBS durante 90 mi-
nutos, luego los tejidos se lavaron en bufer fosfato tres
veces, y se deshidrataron en una serie creciente de eta-
nol (Stobbart & Shaw 1964; Crossley & Waterhouse
1969; Lu & Chow 1991). Las muestras, después de la
deshidratacién fueron infiltradas con éxido de propi-
leno, e incluidas en la resina epéxica Polybed 812°,
para luego ser incubadas a 60 °C por 48 horas. Se rea-
lizaron cortes ultrafinos, de 60-70 nm, con un ultra-
microtomo Reichart-Jung, y se tifieron con acetato de
uranilo al 6 % por cinco minutos y citrato de plomo
por tres minutos. Las observaciones y fotografias se
hicieron en un microscopio electrénico de transmision
marca Hitachi, modelo H-600 (Tovar 2001).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las micrografias de la ultraestructura del intestino
medio de las larvas sanas muestran un tejido compacto
tipico de células del intestino, con numerosos microve-
llos en la zona apical, mitocondrias y reticulo endoplas-
mitico rugoso (Figura 1A). La zona basal del intestino
se encuentra muy plegada, con mitocondrias repartidas
entre los pliegues formando el laberinto basal. Debajo
de la membrana basal estd el tejido muscular, los nervios
y traqueolas (Figura 1B).

En las larvas infectadas, las células se elevaron e hin-
charon (vesiculacién) en la zona apical y hubo una dismi-
nucién notable de los microvellos ademds de la desaparicion
de los microfibrillas (Figura 1C). Los organelos se hincha-
ron, especialmente las mitocondrias y el reticulo endoplas-
mdtico rugoso (Figuras 1C y D) y hubo un esclarecimiento
del citoplasma y una desintegracion del tejido en general
(Figura 1D). En el laberinto basal aparecieron numerosas
vacuolas y una separacién de los pliegues y de las membra-

nas entre las células (Figura 1E). No se observé la presencia
de cuerpos virales en ninguna de las larvas examinadas.
Los fenémenos de las alteraciones del epitelio, como lo
son el hinchamiento y vesiculacién de las células en la zona
apical, evidencian en las larvas infectadas las caracteristicas
de una patologfa bacteriana (Ebersold ez /. 1977; Charles
& de Barjac 1983). Este tipo de infeccién ha sido reportado
en varias especies de insectos contagiados con Bacillus thu-
ringiensis (Bt), como por ejemplo: Bombyx mori Linnaeus,
1758 (Lepidoptera) (Percy & Fast 1983), Corcyra cephalo-
nica (Stainton, 1866) (Lepidoptera) (Chiang er /. 1986),
Bovicola ovis Schrank (1781), (Anoplura) (Hill & Pinnock
1998), Chironomus thummi thummi Kiefter (1911) y Psectro-
cladius psilopterus (Kiefter, 1906) (Diptera) (Yiallouros ez 4.
1999), entre otros. La desaparicién de las microfibrillas fue
reportado en B. mori infectada con Bt (Percy & Fast 1983).
El hinchamiento del reticulo endoplasmdtico rugo-
so también es consistente con observaciones en larvas de
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Figuras 1Ay B. Intestino medio de larvas sanas de Hylesia metabus. Figura 1A. Zona api-
cal. M: mitocondria, Mv: microvellos, flecha: microfibrillas, (A): reticulo endoplasmético
rugoso. Figura 1B. Zona basal Mu: musculo, Lb: laberinto basal, N: ntcleo, flecha: mito-
condria. Figuras 1C-E. Intestino medio de larvas infectadas. Figura 1C. Zona apical. Mv:
microvellos, note la vesiculacién de la membrana apical (flecha), la desaparicion de las
microfibrillas y el hinchamiento del reticulo endoplasmatico rugoso (A). Figura 1D. Detalle
de los danos intracelulares. Note el esclarecimiento del citoplasma, la aparicién de espa-
cios (flecha) y el hinchamiento del reticulo endoplasméatico rugoso (A). Figura 1E. Zona
basal. Note la separacion de los pliegues (A) y de las membranas celulares (flecha). M:

mitocondria, V: vacuola.

mosquitos y lepiddpteros infectadas con Bty es aparente-
mente causado por un ingreso de agua a la célula y a sus
organelos (Ebersold ez al. 1977; Charles & de Barjac 1983;
Bauer & Pankratz 1992). Por otro lado, el rompimiento
de la membrana nuclear es otro sintoma de necrosis de
la célula (Percy & Fast 1983). La vacuolizacién y rompi-

miento de las membranas celulares en el
laberinto basal han sido reportados para
C. thummi thummi'y P. psilopterus infec-
tadas con B. thuringiensis var. san diego, en
las que se observé la unién de vacuolas ba-
sales para formar grandes vacuolizaciones
del citoplasma (Bauer & Pankratz 1992).

Percy & Fast (1983) senalan que
los cambios ultraestructurales en los in-
testinos de insectos tratados con Bt son
indicadores de danos celulares generaliza-
dos y necrosis y no son atribuibles a una
accién especifica de la toxina de Bz. Los
danos producidos por el agente patdgeno
en los intestinos de H. metabus también
son respuestas generalizadas. La carencia
de cuerpos virales en las muestras indica
que los danos ultraestructurales observa-
dos fueron probablemente producidos por
una o mds bacterias patdgenas.

Osborn et al. (2002) aislaron e iden-
tificaron 29 cepas de bacterias de larvas de
H. metabus sanas y larvas infectadas con
el mismo homogenato de larvas muertas
que se utiliz6 para infectar las larvas en
este trabajo. Entre estas cepas se identifi-
caron: Providencia rettgeri (Hadley 1918),
Alcaligenes faecalis Castellani & Chalmers
1919 y Pseudomona aeruginosa (Schroeter
1872) Migula 1900. De éstas, solamen-
te P. aeruginosa fue patdgena, causando una mortalidad
de entre 60 y 93,3 % en larvas del quinto estadio de H.
metabus (Osborn 2002). Sin embargo, debido a que P.
aeruginosa es un patégeno facultativo de humanos inmu-
nocomprometidos, no se pudo recomendar su uso en un
programa de control biolégico de H. metabus.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Aunque la solucién de larvas muertas pudo ha-
ber contenido diversos patdgenos, entre ellos, hon-
gos, virus y microsporidios, los dafios ultraestructu-
rales observados en los intestinos de las larvas trata-
das son caracteristicas de una infeccién bacteriana.
En tal sentido, se recomienda seguir realizando es-
tudios microbioldgicos con el objetivo de identificar

bacterias gram positivas que pudieron ser las respon-
sables de la sintomatologia observada.
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Resumen

Abstract

Palabras clave

Key words

Como un aporte a la salud publica de la regién nororiental de Venezuela,
y en la bisqueda de agentes para el control biolégico de Hylesia metabus,
en el presente trabajo se planted aislar selectivamente cepas de Bacillus
thuringiensis que puedan ser usadas como potenciales biocontroladores de
esta polilla en su fase larval. En este sentido, la metodologia empleada fa-
vorece la seleccién efectiva de B. thuringiensis a partir de larvas muertas de
H. metabusy de muestras de suelo. Se han obtenido 14 aislados autéctonos
de B. thuringiensis y con ellos se ha creado un banco de cepas, que ha sido
depositado en el Centro Venezolano de Colecciones de Microorganismos
(CVCM). Estos 14 aislados fueron caracterizados genéticamente, a través
de PCR para determinar la presencia del gen ¢7yl, cuyo rango de accién
patogénica estd dirigido a los lepidépteros. De ellos, sélo dos presentaron
el gen ¢ryl (CVCM1813 y CVCM1814). Asimismo, los patrones pepti-
dicos de los 14 aislados fueron caracterizados por SDS-PAGE. La cepa
CVCM1812 fue la tnica que presenté una banda de 130 kDa, la cual
coincide con la proteina perteneciente al grupo de proteinas Cryl con
actividad biocida contra lepidépteros.

Isolation and Characterization of Bacillus thuringiensis Berliner, 1911
Strains from Northeastern Venezuela

As a contribution to public health in the Northeastern region of Venezue-
la, we selectively isolated Bacillus thuringiensis strains that could be used
as potential biocontrolers of Hylesia metabus larvae. The methodology
used favours the selective selection of B. thuringiensis from dead H. me-
tabus larvae and soil samples. A total of 14 authoctonous B. thuringiensis
were isolated, with which a strain bank was created and deposited at the
Centre for the Collection of Microorganisms in Venezuela (CVCM). The
14 isolates were genetically characterized by PCR for the presence of the
cryl gene, which is pathogenic for Lepidoptera. Of these, only two of the

Bacillus thuringiensis, genes cry, patrén de proteinas, control biolégico,
identificacion molecular

Bacillus thuringiensis, cry genes, protein profile, biological control,
molecular identification.
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stains showed the ¢7yl gene (CVCM1813 y CVCM1814). The 14 isolates
were also subjected to SDS-PAGE analyses to determine their peptide
patterns. The only strain to show the 130 kDa band, which coincides
with the protein belonging to the group of Cryl proteins with insecti-
cidal activity against Lepidoptera was CVCM1812.

PRESENTACION

Las bacterias patdgenas de insectos que se han re-
portado pertenecen a las familias Bacilliaceae, Pseudomo-
nadaceae, Enterobacteriaceae, Streptococcaceae y Micro-
coccaceae (Tanada & Kaya, 1993). Mds de 90 especies
de bacterias se han aislado de insectos, plantas y suelo,
pero s6lo unas pocas se han estudiado intensivamente
(Nicholls 2008). Los dafnos producidos sobre el insecto
blanco se conocen generalmente como bacteriosis, del
tipo bacteriemia (septicemia causada por la presencia de
bacterias en la hemolinfa) o toxemia (condicién provo-
cada por toxinas bacterianas). Tomando en cuenta estas
propiedades patdgenas se han desarrollado los insectici-
das microbianos. El primer bioinsecticida comercial que
se formulé en EE. UU.,, en 1948, con base en Bacillus
popilliae Dutky 1940, fue rdpidamente eclipsado por la
comercializacién de otros productos que contenia Ba-
cillus thuringiensis Betliner, 1911 (Bz), a partir de 1961
(Siegel 2000). Hoy en dia, la mayoria de los insecticidas
microbianos utilizan como ingrediente activo a bacterias
formadoras de esporas o a las toxinas bacteriales produci-
das por éstas. Con la excepcién de Serratia entomophila
Grimont et al. 1988, utilizada para controlar Costelytra
zealandica White 1846, una plaga de los pastos en Nueva
Zelandia, la mayoria de las bacterias que se usan y que
estdn en desarrollo para ser empleadas como agentes de
control microbiano pertenecen a la familia Bacilliaceae,
del género Bacillus, entre las que destacan B. larvae White
19006, B. sphaericus Neide 1904, B. popilliae y, principal-
mente, Bt (Siegel 2000).

B. thuringiensis es una bacteria esporogénica, Gram
positiva y aerobia, perteneciente al grupo Bacillus cereus,
que incluye a siete especies cercanamente relacionadas, a
saber: B. anthracis Cohn 1872, B. cereus Chester 1898,
B. mycoides Gersbach 1922, B. pseudomycoides Nakamu-
ra 1998, B. weibenstephanensis Lechner et al. 1998 y B.
medusa Delaporte 1969, las cuales son identificadas y dis-
criminadas con base en el andlisis de caracteristicas mor-

folégicas, bioquimicas e inmunolégicas (Bavykin ez al.
2004). Sin embargo, la distincién entre estas especies es
muy dificil y existen informes contradictorios en cuanto a
la posibilidad de distinguir Bz de B. cereus. Bt se diferencia
de B. cereus por formar inclusiones proteicas cristalinas,
de tamano similar al de la espora durante la fase de es-
porulacién (Henderson ez al. 1995), que le confieren la
actividad insecticida. Otra diferencia entre estas dos espe-
cies de Bacillus radica en la patogenicidad de las mismas,
siendo B. cereus patégena de humanos al producir enve-
nenamiento por su presencia en alimentos, mientras que
Bt presenta patogenicidad sobre los estadios larvales de
algunos insectos pertenecientes a los 6rdenes Lepidoptera,
Diptera y Coleoptera, y por ello es la bacteria mds usada
dentro de las alternativas de control biolégico, debido a
que no afecta a mamiferos, aves o plantas (Burges 1982).

Esta bacteria entomopatdgena ha sido aislada, como
ya se menciond, a partir de muestras de agua y suelo, y
también se ha podido aislar de productos almacenados,
insectos muertos y hojas (Hansen ez al. 1998; Kaelin &
Gadani 2000; Porcar & Caballero 2000). Este aislamien-
to es posible siempre que se cuente con un medio selectivo
apropiado (Travers et al. 1987).

Existen mds de 50.000 cepas de Bt identificadas y
la busqueda de nuevas cepas y nuevas toxinas de Bf son
llevadas a cabo constantemente por laboratorios en todo
el mundo. Estas subespecies han sido diferenciadas por
varios métodos, entre ellos: pruebas bioquimicas, serotipi-
ficacién H (antigeno flagelar), serologia del cristal, morfo-
logia del cristal, perfil proteico, mapeo peptidico, sondas
de ADN vy actividad insecticida (Ananda ez al. 1996). El
sistema de nomenclatura de Bz en vigor se basa en la iden-
tidad de las secuencias de aminodcidos de las 3-endotoxi-
nas deducidas a partir de las secuencias de los genes. Este
sistema agrupa, actualmente, las 5-endotoxinas en 32 cla-
ses o grupos (Cryl a Cry32) y diferentes subgrupos, ade-
mids de dos clases de toxinas Cyt (Crickmore e a/. 1998).
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Un anélisis de las 8-endotoxinas que componen los cris-
tales de las cepas de Bt es realizado a través de electrofore-
sis de proteinas en geles de poliacrilamida-Sodio Dodecil
Sulfato (SDS-PAGE). Este andlisis permite conocer el ni-
mero y masa molecular de las 8-endotoxinas producidas,
indicando el grupo Cry al que pertenecen o demostrando
la existencia de nuevas toxinas atin no descritas.

El cristal, también llamado inclusién parasporal,
cuerpo parasporal, inclusion cristalina, endotoxina crista-
lina o cristaloide, estd compuesto de protoxinas o 8-endo-
toxinas. Para que las protoxinas sean activadas, el insecto
susceptible debe ingerirlas. El cristal es insoluble en agua
o en solventes orgdnicos, pero soluble en soluciones alca-
linas, como las del intestino medio de los insectos sensi-
bles con pH 10 a 12 (Ananda ez /. 1996). Luego de la
solubilizacién, las protoxinas deben ser procesadas por las
proteasas del intestino medio para activar las toxinas. Asi,
los fragmentos téxicos se unen a receptores especificos
que se encuentran sobre la membrana plasmatica, donde
la adhesion de la toxina crea canales i6nicos o poros. Cabe
destacar que los sitios de recepcién difieren entre las en-
dotoxinas y esto puede explicar las variaciones en la espe-
cificidad de insectos sensibles a las diferentes subespecies
de Bz. La formacién de poros produce un desequilibrio
osmotico en las células intestinales, que resulta en el inter-
cambio de iones y de agua, y, con ello, la lisis celular (Ta-
nada & Kaya 1993). Una vez eliminada la barrera entre
el intestino y el hemocele se produce una disminucién del
pH del primero y un incremento del pH en el segundo, lo
cual conlleva a la germinacién de las esporas y multipli-
cacién de las células vegetativas de Bz en la hemolinfa del
insecto. Entre los sintomas presentados por las larvas sus-
ceptibles se encuentran: cese de la ingesta de alimentos,
la parilisis del intestino y partes bucales, vémito, diarrea,
parilisis total y finalmente la muerte.

Las proteinas Cry son codificadas por los genes cry.
Tipicamente se reconocen cuatro genes ¢ry: los genes cryl
que codifican toxinas especificas para controlar lepid6pte-
ros; los genes cry2 especificos para lepid6pteros y dipteros,
los genes ¢7y3 determinados para coledpteros y los genes
cry4 efectivos sobre dipteros. Sin embargo, recientes descu-
brimientos han dilucidado toxinas activas sobre nemdtodos
y sobre otros érdenes de insectos, ampliando significativa-
mente el ndmero de genes que codifican las proteinas Cry
(Crickmore ez al. 1998). Haciendo el andlisis de cepas cris-
taliferas y acristaliferas se pudo determinar que la presencia
de algunos pldsmidos estaba relacionada directamente con
la capacidad de la cepa de formar inclusiones parasporales,

lo que llevé a intuir que los genes que codifican las protei-
nas Cry se encontraban en moléculas de ADN extracromo-
sémico (Gonzilez & Carlton 1980; Gonzilez et al. 1981).
La marcada diversidad de cepas de Bty sus toxinas es debi-
da al menos en parte al alto grado de plasticidad genética de
esta bacteria, pues muchos pldsmidos con genes cry parecen
conjugarse (Gonzélez ez al. 1981).

La técnica de PCR (reaccién en cadena de la po-
limerasa, por sus siglas en inglés) ha sido usada para la
identificacién y caracterizacién de cepas de Bz, ya que
permite determinar la presencia de genes conocidos, com-
binaciones de genes y prediccién de actividad insecticida.
Esta técnica ha demostrado ser adecuada para la identi-
ficacién de genes cry en cepas de By, principalmente en
colecciones, pues permite una caracterizaciéon répida y
precisa, que requiere poco ADN para su andlisis y per-
mite el procesamiento de un gran nimero de muestras
en relativo poco tiempo. Para la localizacién de genes cry
en ADN plasmidico de los aislados de B se usan oligo-
nucledtidos o iniciadores generales, disefiados a partir de
regiones altamente conservadas de una determinada clase
de gen ¢ry o los oligonucledtidos especificos, seleccionados
a partir de regiones altamente variable (Cerén ez al. 1994;
Cerén et al. 1995; Bravo et al. 1998). El tamano de los
fragmentos amplificados indica la presencia de genes de
determinadas clases o subclases de genes c7y.

Como un aporte para la salud publica de la regién
nororiental de Venezuela, en el presente trabajo se plante6
aislar selectivamente cepas de Br para la formulacién de
un producto que sea efectivo en el control de H. metabus.
Para ello, se aislaron cepas bacterianas aut6ctonas a par-
tir de muestras de suelo y de larvas muertas encontradas
en zonas donde no habia sido asperjado el insecticida co-
mercial DiPel®8L a base de B. thuringiensis var. kurstaki.
Una vez obtenidos los aislados se realizé la caracterizacion
genética y molecular de los mismos, constatando de esta
forma la especie y la variedad, pues las cepas bacterianas
que se requieren deben ser téxicas para lepidpteros. Ello
contempl6 determinar el patrén de proteinas, a través de
geles de poliacrilamida, y la presencia de genes ¢y que
codifican la proteina Cry causante de la muerte de los in-
sectos sensibles.

Se proyecta disefiar un medio de cultivo para la ma-
sificacion de las cepas de interés que surjan de este estudio,
a través de la utilizacién de subproductos agroindustriales
de ficil adquisicion y de bajos costos que permitan un alto
conteo de células viables y de esporas y, recuperacién de
proteinas Cry en las cepas seleccionadas.
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DESCRIPCION DE METODOS

Materiales
Cepas de Bacillus thuringiensis de referencia Preparacion de Agar LB: Por litro de caldo LB se agregaron
15 g de agar.

B. thuringiensis var. kurstaki (Btk) obtenido a partir de LB-Estrepromicina (50 mg/l): Medio para la seleccion de B.
DiPel®8L. sphaericus (Monnerat et al. 2001). La solucién madre
B. thuringiensis var. israelensis (Bti) obtenida en el La- de Estreptomicina se preparé a 10 mg/ml a partir de
boratorio de Biologia Molecular de la Universi- un formulado comercial. Esta solucién debié ser pasa-
dad Centroccidental Lisandro Alvarado, Barqui- daa través de fileros MES 25 cuyo poro es de 0,22 nm
simeto, estado Lara. de didmetro. Se tomaron 0,5 ml de la solucién madre
B. cereus obtenido en el Centro Venezolano de Colec- y se afiadieron a 100 ml de agar LB. El antibidtico se
ciones de Microorganismos con la denominacién afiadié después de esterilizar el agar, cuando estuvo
CVCM-583. tibio y dentro de una cdmara de flujo laminar Marca

Cepas aisladas a partir de larvas muertas de Hylesia metabus Nuaire Class IT Tipo A/B3, modelo UN-425-300.
(Cramer, [1775]) y de muestras de suelo fueron recolec-  LB-Penicilina (100 mg/l): Medio para la seleccién de Bt o
tadas en distintas localidades del estado Sucre (Tabla 1). B. cereus (Silva-Werneck & Monnerat 2001). La so-
lucién madre de penicilina se preparé a 5 mg/ml a
Tabla 1. Ubicacion geografica por entidad municipal de partir de un formulado comercial. Se tomaron 2 ml
los sitios de recolecta en el estado Sucre y Delta Amacuro, de la solucién madre y se afiadieron a 100 ml de agar
venezuela. LB. El antibiético se anadié después de esterilizar el
Municipio Localidad Coordenadas agar, cuando estuvo tibio y dentro de una cdmara de
Latitud N Longitud O flujo laminar marca Nuaire Class II Tipo A/B3, mo-

Marifio Rio Grande 10°38'13,0" 62°02' 47,7" delo UN-425-300.

Irapa 10°33'29,6" 627 44' 522" Agar-sangre: Medio para detectar la presencia de hemolisi-

Pedernales Pedernales 09°48'12,0" 62°10'33,4"

- P na, exotoxina producida por Bt en fase exponencial
Cano de Ajies 10° 27' 445" 63°03'29,4"

Morichal 10°2232.2"  62°53 186" de crecimiento (hemolisina I y II que producen he-
Benitez Guanoco 10° 07' 02,4" 62° 57' 28,7" molisis B o hemolisis total). Para preparar un litro de
Guaraunos 10°32'36,3"  62°50434" agar se agregaron 10 ml de sangre de cordero obteni-
LaTigana 10°19'07.0° 62 56'42,0" da en el Instituto Nacional de Higiene (INH) y 42,5
g de medio base Columbia. El medio se esterilizé en
Medios de cultivo para el crecimiento de autoclave durante 15 min, a 121 °C y 103,4 kPa de
bacterias presién.

Agar nutritivo: Este medio sirvié para la preservacién de
Leche peptonizada: Este medio sirvié para la obtencién las cepas bacterianas en punciones. La preparacién se
del complejo espora-cristal de cepas de Br (Iba- realizé de acuerdo con las indicaciones del proveedor.

rra & Federici 19806), el cual contenia en g/l: 10,0 La marca usada fue Difco™.

dextrosa; 10,0 bactopeptona; 2,0 extracto de leva-
dura; 0,3 MgSO,.7H,0O; 0,02 FeSO,7H,O; 0,02  Geles y biferes para electroforesis en
ZnSO,.7H,0; 0,02 MnSO,4H,O. El pH se ajust6  poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio
a 7,5y se esterilizé en autoclave a 120 °C, 103,4 kPa,  (SDS-PAGE)
durante 15 min.
Medio Luria-Bertani (Caldo LB): Este medio se usé para el Composicion de los geles de la electroforesis SDS-PAGE: La

crecimiento de Bt proveniente de los aislados en cho- mayorfa de las electroforesis analiticas de protei-
que térmico. Su contenido en g/l: 10,0 bactotriptona; nas son llevadas a cabo en geles de poliacrilamida
5,0 extracto de levadura; 5,0 NaCl. Se esterilizé en en condiciones que las disocien en sus subunidades
autoclave a 120 °C, 103,4 kPa, durante 15 min. peptidicas individuales y que minimicen la agrega-
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cién de éstas. Para ello, se usa el detergente

amoniacal dodecil sulfato de sodio (SDS)

Tabla 2. Composicion del gel de separacion 10 % y del gel de
concentracion 5 %.

que en combinacién con un agente reductor
y calor disocian las proteinas antes de que

éstas sean cargadas en el gel. El polipéptido
desnaturalizado se une al SDS y queda car-
gado negativamente. Este conjunto es pro-
porcional al peso molecular del péptido e
independiente de su secuencia, por lo tanto,

Gel de Gel de
Compuesto separacién  concentracion
10 % 5%

Agua destilada estéril 2,21 ml 3,20 ml
Bufer del gel (Tris 3 M; SDS 0,3 %; pH 8,45) 3,3ml 1,24 ml
Glicerol 100 % 1mi
Solucién de poliacrilamida 30 % 3,3ml 800 ul
N,N,N’,N Tetrametil etilen diamina (TEMED) 10 ul 5 ul
Persulfato de amonio 10 % 100 ul 50 pl

dicho complejo migra a través del gel de po-
liacrilamida en concordancia con el tamano
de la secuencia aminoacidica. La composicién del
gel se muestra en la Tabla 2.

Biifer de la cdmara Tris-Glicina: Con esta solucién amor-
tiguadora de corrida que contenia Tris base 25 mM;
glicina 250 mM (pH 8,3) y SDS 0,1 %, se llené la
cdmara electroforética.

Biifer de desnaturalizacion de proteinas (amortiguador de
carga 2X): Este bufer es afiadido en la muestra, antes
de someterla a hervor a 100 °C para desnaturalizar
las proteinas presentes. La solucién amortiguadora
contenfa Tris HCl 25 mM pH 6,8; B-mercaptoe-
tanol 1,28 M; azul de bromofenol 2,89 mM; SDS
0,138 M y Glicerol 2,17 M.

Solucion para la tincion de proteinas: El azul brillante
de Coomassie es un colorante que forma comple-
jos fuertes no covalentes con las proteinas y cuya
unién es proporcional a la cantidad de la secuencia
aminoacidica. Para llevar a cabo la tincién, el gel se
sumergié por un periodo de 30 min a 3 h en una
solucién compuesta por azul de Coomasie 0,1 % (en
solucién de etanol 45 % y 4cido acético al 9 %).

Solucion para la destincion de proteinas: Para destenir el
gel se utilizé una solucién que contenia etanol al
5 % y 4cido acético al 7,5 %. El gel se sumergi6 en
dicha solucién por un periodo de 4 a 8 h, sobre una
base giratoria.

Métodos
Aislamiento de cepas bacterianas
A partir de muestras de suelo
Se procesaron muestras de suelo provenientes de
varias localidades de la peninsula de Paria en el estado

Sucre: cafio Guaraunos, cafio Guanoco, rio Grande y
La Tigana. Cabe destacar que estos sectores no habian

sido asperjados con productos basados en Bz Las mues-
tras fueron recolectadas en frascos pldsticos estériles de
acuerdo con el protocolo descrito por la Organizacién
Mundial de la Salud (World Health Organization 1985).
En el laboratorio, se tomé 1 g de cada muestra y se
colocé en un tubo de ensayo conteniendo 10 ml de agua
destilada estéril. Cada muestra se homogeneizé mediante
agitacién en vortex durante 1 min. Luego, se colocé 1
ml de la muestra en un tubo Eppendorf de 1,5 ml y se
sometié a pasteurizacién en un bano a 80 °C durante 10
min, seguido de 5 min de enfriamiento en hielo. De la
suspension se extrajeron alicuotas de 10 y 3 pl, las cuales
fueron aforadas a 200 pl. De estas diluciones se tomaron
0,1 ml, se sembraron en placas con agar LB y se incuba-
ron durante 24 h en una estufa a 30 °C, lo que permitié el
crecimiento de colonias aisladas (Carmona 2002).

A partir de larvas muertas

Se tomaron larvas muertas de H. metabus recolec-
tadas en la regién de estudio. Las larvas fueron desinfec-
tadas con una solucién de hipoclorito de sodio al 3 % y
enjuagadas repetidas veces con agua destilada estéril. Las
muestras fueron conservadas a -20 °C, hasta el momento
de su estudio.

De las larvas desinfectadas se tomé una muestra del
interior del cuerpo antes de macerar, para sembrarlas so-
bre placas con agar LB. Luego, las larvas desinfectadas
se colocaron, a partes iguales, en dos homogeneizadores
estériles y se procedié al macerado de las mismas. Una ali-
cuota del macerado proveniente del homogenizador 1 se
sembré directamente sobre una placa de agar LB, mien-
tras que el macerado del homogeneizador 2 fue sometido
a choque térmico que consistia en 10 min de calentamien-
to en un bafo a temperatura de 80 °C, seguido de 5 min
de enfriamiento en hielo. Luego, una alicuota de la mues-
tra pasteurizada fue sembrada sobre placas con agar LB.
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Todas las placas fueron incubadas por 24 h a 30 °C para
someterlas a observacién y sembrar las colonias seleccio-
nadas en medios de cultivos selectivos.

Medios de cultivos selectivos

Se seleccionaron las colonias individuales aisladas,
tanto de muestras de suelo como de larvas muertas que
poseian el morfotipo de Bt, es decir, aquellas colonias blan-
cas, grumosas y con bordes irregulares. Luego, las cepas se
repicaron sobre placas con agar LB-penicilina, agar LB-es-
treptomicina y agar-sangre, dado que Bt se caracteriza por
mostrar el fenotipo hemdlisis positiva, penicilina resistente
y estreptomicina sensible (Hem* Pen®, Strp®). Este tipo de
pruebas bioquimicas permitié una mejor seleccién de las
cepas después de la seleccién con choque térmico.

Observacion de esporulacion y produccion de
cristales en microscopio 6ptico

Las colonias seleccionadas, después de incubarlas du-
rante 48 h a 30 °C, se sometieron a observacién en micros-
copio de contraste de fases marca Nikon, modelo 116437,
con aumento de 1000X. Para ello, la colonia aislada se tomé
con un asa de platino y se colocé sobre un portaobjeto con
una gota de glicerol 100 %; ello para evitar la movilidad de
las células. Las colonias tipicas de Bt presentan esporangios
alargados donde los cristales pueden ser visualizados como
un pequeio punto junto a la espora.

Mantenimiento de las cepas bacterianas
Puncion

Las cepas bacterianas aisladas fueron conservadas
en viales de polipropileno con medio agar nutritivo. Para
ello, se tomd con un asa de platino de las cepas purificadas
que habfan pasado por las pruebas de medios selectivos y
se realizaron punciones en el agar nutritivo contenido en
el vial. Los tubos fueron sellados con parafina para evitar
contaminaciones. Las cepas fueron depositadas en el Cen-
tro Venezolano de Colecciones de Microorganismos de la

Universidad Central de Venezuela (CVCM-UCV).
Liofilizacion

Las cepas bacterianas puras fueron sembradas sobre
placas de agar nutritivo. Al transcurrir 72 h de la inocula-

cién, se procedid a colocar una tira de papel de filtro estéril
(3 cm x 3 mm) sobre el cultivo autolisado. Luego de su
impregnacién completa durante unos 15 min se procedié
a colocarlo dentro de un microtubo de pldstico estéril, pre-
viamente sellado en un extremo y con algodén en el otro.
Luego, todos los microtubos se depositaron en frascos de
liofilizacién enfriados a -50 °C. Esta se llevé a cabo durante
24 h en un liofilizador LABCONCO modelo Freeze Dry
System/Freezone 4.5. Al concluirla, los microtubos se sella-
ron en el otro extremo, para su conservacion.

Identificacion de los genes cry

El método que se usé para el andlisis de la presen-
cia de los genes que codifican para la sintesis de las toxi-
nas Cry de Br fue la reaccién en cadena de la polimerasa

(PCR) descrito por Bravo e al. (1998).
Preparacion de la muestra

El ADN total fue extraido de cada uno de los aisla-
dos. Para ello, las cepas de Br se sembraron sobre agar nu-
tritivo durante 16 h a 30 °C. Se tomaron células con un asa
de platino a partir de una colonia aislada, las cuales fueron
resuspendidas en un tubo Eppendorf que contenia 100 pl
de agua miliQ estéril. El tubo con la muestra fue congelado
a -70 °C por 1 h e inmediatamente fue transferido a un
bafo en ebullicién por 10 min con el propésito de lisar las
células. Seguidamente, la muestra se centrifugé a 10.000
rpm por 10 sy se recuperé el ADN presente en el sobrena-
dante para llevar a cabo las reacciones de PCR.

Condiciones de la PCR

La PCR fue realizada en un termociclador Applied
Biosystems Gene Amp PCR System 2400. La mezcla de
reaccién, con un volumen final de 25 pl, contenia 2,5
ul de cada par de oligonucledtidos (0,5 pM), 12,5 pl de
polimerasa Master mix (concentracién final: 2,5 mM de
MgClz, 10 mM de Tris-HCI, 50 mM de KCl, 0,2 mM
de cada NTP) y 7,5 pl de ADN templado aforado con
H,O libre de ADNasa estéril.

Para la identificacién de los genes ¢7yl en los ais-
lados, se usaron un par de iniciadores generales Gral-
¢ryl, descritos por Bravo er al. (1998) en las siguientes
condiciones:

Un ciclo de desnaturalizacién de 1 min a 95 °C, se-
guido de 30 ciclos programados (cada uno de: 95 °C por
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Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados como iniciadores para la determinacion de

los genes cry1 en la reaccién de PCR, segun Bravo et al. 1998.

tolisis del cultivo. Las cepas autolisadas
fueron transvasadas a botellas estériles

Genes Nombre

de polipropileno de boca ancha para ser
centrifugadas durante 10 min a 12.000

a determinar del iniciador Secuencias
Gral-cry1(f) 5-CTGGATTTACAGGTGGGGATAT-3'
oy Gral-cry1(r) 5-TGAGTCGCTTCGCATATTTGACT-3'

rpm, en un rotor GSA 5,75 en centrifuga
Sorvall®, modelo RC-5B. Luego, el pellet

1 min para el segundo paso de desnaturalizacién, 53 °C
por 1 min para el acoplamiento de los iniciadores y un
ciclo de extensién de 1 min a 72 °C) y un paso extra de
extension a 72 °C durante 1 min. Los oligonucleétidos
utilizados se describen en la Tabla 3.

Preparacion del gel

Para el andlisis de los fragmentos de PCR se utilizé
una cdmara de electroforesis horizontal con gel de aga-
rosa sumergido y preparado a una concentracién de 2 %
en amortiguador TAE.

En cada uno de los pozos se depositaron 15 pl de
producto PCR con 3 pl de bufer de carga y se corrieron
a 100 V durante 35 min. También se cargaron en uno de
los bolsillos, 3 pl de marcador de peso molecular de 1 Kb,
Marca Gibco BRL®, N° de catdlogo 10787-018. Finaliza-
do el tiempo de corrida, el gel fue tefiido con bromuro de
etidio 1 % durante 10 min y decolorado en H,O destilada
durante 20 min. El producto de PCR fue visualizado en
un transiluminador BIO-RAD, bajo luz UV en gel DOC
1000 y programa Multi-Analyst version 1.1. El tamano de
los productos de PCR que se obtienen es de 557 pb.

Patron de proteinas

Cada una de las cepas nativas fue comparada con
las cepas de referencia por medio de su patrén de protei-
na. El procedimiento usado fue el descrito por Laemmli
(1970), para lo cual se procedié en primer lugar a la ob-
tencién del complejo espora-cristal.

Obtencion del complejo espora-cristal

La metodologia seguida fue la reportada por Le-
cadet et al. (1992). Los aislados fueron incubados en un
bafo con agitacién a 250 rpm a 30 °C durante 24 h. Este
preindculo sirvié para inocular fiolas que contenian 250
ml de leche peptonizada, que a su vez fueron incubadas
durante 72 h a 30 °C con agitacién a 250 rpm hasta la au-

se resuspendié en 150 ml de agua desti-

lada estéril fria y se centrifugé a 12.000
rpm durante 10 min. Este lavado se repiti6 tres veces
consecutivas. Luego, se realizé un dltimo lavado con una
solucién de NaCl 1,5 M, estéril y fria, con la finalidad de
disminuir las posibles exotoxinas excretadas, eliminar los
desechos celulares y evitar la degradacién de las proteinas
del cristal insecticida. Finalmente, el precipitado obtenido
fue liofilizado y congelado para su uso posterior.

Electroforesis en geles de poliacrilamida

La separacién de las proteinas que componen el cris-
tal de cada una de las cepas se realizé mediante electrofore-
sis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) (Laemmli 1970). Esta técnica permite sepa-
rar las proteinas de acuerdo a su tamafo. Estas moléculas
de proteinas constituyen, parcial o totalmente, el cuerpo
parasporal. Se usaron como patrones las cepas de referen-
cia Btk de DiPel®8L y Bti. En la cepa Btk de DiPel®8L
se distinguen claramente una banda de aproximadamente
130 kDa que identifica la proteina con actividad insecticida
contra especies del orden Lepidoptera y que pertenece al
grupo de proteinas Cryl de Bt (Schnepf & Whiteley 1981;
Crickmore ez al. 1998) y otra de 65 kDa que estd asociada a
un cristal ctbico incrustado al cristal bipiramidal (Hofte &
Whiteley 1989). En el caso de la cepa B, se identifican tres
bandas de 130 kDa, 70 kDa y 30 kDa, las cuales son de-
nominadas proteinas Cry4, Cryl1 y Cyt, respectivamente.

Para llevar a cabo la electroforesis se ensamblé una
minicimara BIO-RAD modelo Mini-Protean® II Cell, de
acuerdo con las instrucciones del fabricante, procediendo
de la siguiente manera para el vaciado del gel de SDS-PA-
GE. Se mezclaron los componentes del gel de separacién,
dejando el TEMED (N,N,N’,N’-tetrametilenediamina),
compuesto que acelera la polimerizacion de la acrilami-
da debido a que cataliza la formacién de radicales libres
a partir del persulfato de amonio hasta el final, ya que la
polimerizacion se inicia tan pronto éste es anadido. A con-
tinuacién se mezclé y agité ripidamente, vacidndolo en el
espacio entre las placas de vidrio, dejando espacio suficiente
para el gel de concentracién (la longitud de los dientes del
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peine de teflén, mds 1 cm). Usando una pipeta Pasteur, se
cubri6 el gel de separaciéon con SDS 1 % (en agua destilada)
y se coloc en posicion vertical, a temperatura ambiente.

Después de completar la polimerizacién (30 min),
se lavé la parte superior del gel varias veces con agua de-
sionizada para remover la acrilamida no polimerizada. Se
eliming la mayor cantidad posible de agua por medio de
papel absorbente.

Enseguida se preparé el gel de concentracion, dejan-
do el TEMED al final, por las razones antes descritas. Se
mezclé y vacié rdpidamente en la superficie del gel de se-
paracién, insertando, inmediatamente y con mucho cui-
dado, el peine de teflén limpio en el gel de concentracién,
evitando la formacién de burbujas de aire. El gel se dejé
en posicién vertical a temperatura ambiente por 30 min.
Mientras el gel se polimerizaba, se prepararon las muestras
y el marcador de peso molecular, calentando a 100 °C por
5 min en bufer de desnaturalizacién para proteinas.

La preparacién de la muestra para correr en los ge-
les de poliacrilamida partié de cultivos de Brde 72 h o
de liofilizado del complejo espora-cristal. El liofilizado se
pesé para preparar una suspension de 0,5 mg/ml de H,O
destilada estéril. En caso de partir de un cultivo liquido,
la suspensién se prepard tomando igual relacién de cul-
tivo y H,O destilada estéril (1:1). Luego, la muestra se
mezclé con el bufer de desnaturalizacién de proteinas, en
una relacién 1:1, en un Eppendorf estéril y dentro de una
campana de extraccién. La mezcla se agité y luego se llevéd
a un bafo en ebullicién por 10 min para promover su

desnaturalizacién. Para precipitar las esporas, se colocé en
una microcentrifuga Eppendorf, modelo 5415C, durante
1 min a 10.000 rpm. La muestra se conservé a 4 °C hasta
su uso. Cada vez que se corrié un gel, la muestra se llevé
a hervor durante 5 min y luego centrifugaciéon durante 1
min a 10.000 rpm.

Una vez completada la polimerizacién, se removié
el peine de teflén cuidadosamente y se enjuagd con agua
desionizada para eliminar los residuos de acrilamida no po-
limerizada. El gel se insertd en la cdmara de electroforesis,
anadiendo el bufer de electroforesis a las cdmaras interna
y externa, cuidando que no se formaran burbujas de aire
entre las placas de vidrio, en el fondo del gel.

Se colocaron de 5 a 15 pl de muestra en el fondo de
cada celda utilizando una micropipeta, donde a una de las
celdas se le colocé el marcador de proteinas, marca Gibco
BRL BenchMark, N° de catdlogo 10748-010. Se procedié
entonces a conectar el aparato de electroforesis a una fuente
de poder. Se aplicé un voltaje de 100 V por 2 h (aproxi-
madamente el tiempo que tarda el azul de bromofenol en
llegar al fondo del gel de separacién). Al finalizar la electro-
foresis, el gel se removi6 de las placas de vidrio rocidndolo
con agua y luego se coloc en una cdpsula de Petri grande.
El gel se marcé para reconocer la orientacién, haciendo un
corte en una de sus esquinas. Posteriormente, se cubrié con
la solucién de tincién de proteinas, permitiendo un tiempo
de tincién de 3 h, luego el gel se destiné cubriéndolo con
solucién de distincién. Una vez destefiido el gel se procedié
a registrar la imagen a través de un escdner HP 1300.

DESCRIPCION DE RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de cepas bacterianas de Bacillus
thuringiensis a partir de muestras de suelo y
larvas muertas de Hylesia metabus

Aislamiento selectivo

Las muestras de suelo y de larvas muertas de AH.
metabus fueron procesadas inicialmente con choque
térmico, para discriminar entre microorganismos espo-
rulados y no esporulados (Figura 1), siguiendo el proto-
colo recomendado por la Organizacién Mundial de la
Salud (World Health Organization 1985). Como era de
esperarse, en las muestras sin pasteurizar se obtuvo una
amplia variedad de microorganismos y las colonias ob-

servadas pudieron provenir no sélo de esporas, sino tam-
bién de células vegetativas (Figura 1A). Contrariamente,
en las muestras provenientes del mismo macerado o de
la misma suspensién de suelo, pero sometido a choque
térmico, las colonias observadas sélo derivan de esporas
(Figura 1B), pues el tratamiento por calor elimina las
células vegetativas, pero no dafa a estas estructuras.
Ademas, se llevaron a cabo las identificaciones ini-
ciales de los aislados, hasta nivel de especie, a través del
crecimiento diferencial en medios con penicilina y estrep-
tomicina. Aquellos aislados capaces de crecer en medio
suplementado con penicilina fueron identificados como
Bt o B. cereus (Silva-Werneck & Monnerat 2001) y los ais-
lados que crecieron en placas con estreptomicina fueron
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identificados como B. sphaericus (Monnerat
et al. 2001).

Ambos métodos tienen la ventaja de
disminuir los costos en la investigacién, so-
bre todo si se desea realizar una bisqueda de
cepas autdctonas de Bt captadas en muestras
provenientes de muchas regiones, como es el
caso del presente estudio.

Una vez llevada a cabo la seleccién
de las cepas, basindose en su fenotipo, se
procedié a identificar la presencia del cuer-
po parasporal de Bz, en cultivos en fase es-
tacionaria (Porcar & Caballero 2000). La
observacién al microscopio de contraste
de fases del cristal refringente durante la
fase de esporulacién permite la diferenciacién de Bz de
otras especies del complejo Bacillus (Porcar & Judrez-
Pérez 2004). Es por ello que las muestras cultivadas
durante 72 h fueron comparadas con un cultivo de B.
cereus, usado como control negativo para la presencia
del cristal. En la Figura 2 se pueden observar que las
células de Br presentan las esporas ovales (también re-
fringentes), en posicién subterminal y sin deformar el
esporangio, a diferencia de lo que ocurre con B. sphae-
ricus (otra bacteria entomopatégena usada para el con-
trol de dipteros) cuyas esporas distienden el esporangio
ddndole forma de raqueta.

Asi se realizaron los aislamientos selectivos de cepas
de Bt a partir de muestras de suelo y larvas muertas de /.
metabus. Después de ser examinadas en un microscopio
de contraste de fases, las muestras se caracterizaron me-
diante el sistema automatizado AT Bplus. Los resultados
sobre la identificacién de Bt se presentan en forma resu-
mida en la Tabla 4. Como resultado de la aplicacién del
método selectivo para Br, se logré una eficiencia del 85 %
en la recuperacién de Bt entre los aislados del género Ba-
cillus presentes en las muestras.

Aislamiento de Bacillus thuringiensis de
muestras provenientes de suelos

Al analizar las colonias provenientes de muestras
de suelos, sélo el 1,3 % mostraron el fenotipo Hem*
Pen® Strep® caracteristico de Bz, mientras que en colo-
nias provenientes de larvas muertas la proporcién de ais-
lados con este fenotipo fue considerablemente superior
(51,8 %). La Tabla 5 resume el andlisis de cada una de

las cepas caracterizadas como posible Bz.

Figura 1. Macerado de larvas muertas de Hylesia metabus sembradas en placas de
agar LB. A) sin choque térmico (K). B) con choque térmico (A). En el panel B se
pueden observar a las colonias 1y 3, caracteristicas de Bt. La colonia 4 pertenece a
una especie diferente de Bt.

Una colonia aislada de Bz, en cdpsula de Petri,
muestra una morfologia circular, de color crema, con
aspecto harinoso y textura parecida a la cera (Porcar &
Judrez-Pérez 2004). La identificacién de esas colonias,
mediante el sistema ATBplus, dio la probabilidad de Bz
en un 60 % para las muestras de suelo y en 91,7 % para
las provenientes de larvas muertas. En ambos casos fue-
ron observados los cristales, siendo mds alta su presencia
(100 %) en aislados provenientes de larvas.

De las 1251 colonias aisladas de muestras de suelo,
empleando una combinacién de métodos fenotipicos,
un total de 382 cepas presentaban las caracteristicas
mencionadas. De este universo, sélo cinco (1,3 %) mos-
traron el fenotipo caracteristico (Hem* Pen®, Strp®) (Ta-
bla 5). En dos casos fue posible apreciar la presencia de
cristales parasporales. Estos resultados indican una baja

' Espora.
Cristal
‘|
l |
h I v
I p Célula vegetativa

Figura 2. Cultivo de una cepa nativa de Bt (CVCM1813) en fase estacio-
naria de crecimiento, visto en microscopio de contraste de fases 1000X.
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Tabla 4. Seleccién de cepas con posibilidad de Bt considerando el fenotipo Hem*, Pen® , Strep® y la identificacion por el
método semiautomatizado ATBplus.

N° CVCM ) . ) Identificacién ATBplus .
(Designacion Procedencia Fenotipo Cristal B cereus ] B, mycoide Taxon
: Hem* SPenf : : elegido
equivalente) (Hem*Strep°Pen) Posibiidad de Bt (%) (%) Otros 9
CVCM 1816 Laboratorio de + +
(HD-73) biologia molecualr
CVCM 1817 Laboratorio de + +
(Bti) biologia molecualr
CVCM 1818 Laboratorio de + +
(HD-1) biologia molecualr
CVCM 1819 Laboratorio de + +
(DiPel® granulado)  biologia molecualr
CVCM 1734 Laboratorio de + + 99,6 0,3
(BT 44) biologia molecualr
CVCM 1735 Laboratorio de + + 99,5 0,5
(BT 204) biologia molecualr
CVCM 1812 Larvas muertas + + 97,9 2 B. thuringiensis
(F1) Pedernales
CVCM 1813 Larvas muertas + + 70,5 29,4 0,1 B. anthracis B. thuringiensis
(F7) Cano Guanoco
CVCM 1814 Larvas muertas + + 61,6 38,3 0,1 B. anthracis B. thuringiensis
(F13) Morichal
CVCM 1815 Larvas muertas + + 99,9 0,1 B. thuringiensis
(F19) Cano Ajies
CVCM 1831 Larvas muertas + + 13,7 82,4 1,8 Brevibacillus laterosporus B. thuringiensis
(4c2) Irapa
CVCM 1832 Larvas muertas + + 59,6 40,4 0,1 B. anthracis B. thuringiensis
(5b2) ElPauijil
CVCM 1833 Larvas muertas + + 80,3 17,9 1,7 B. anthracis B. thuringiensis
(4a2) Irapa 0,1 Brevibacillus laterosporus
CVCM 1834 Larvas muertas + + 95 2,5 B. anthracis B. thuringiensis
(4a3) Irapa
CVCM 1729 Suelo + - 55,7 443 0,1 Brevibacillus laterosporus B. thuringiensis
(M1 act 12) Guaraunos
CVCM 1730 Suelo + - B. stearothermophilus Bacillus sp
(M1 act 45) Guaraunos B. subtilis
CVCM 1731 Suelo + + 84,3 15,7 B. thuringiensis
(M110ml 5) Guaraunos
CVCM 1732 Suelo + - 68,3 B. amuloliquefaciens Bacillus sp
(M2LB3) Guanoco 24,9 B. subtilis
6,8 B. licheniformis
0,1 B. megaterium
CvCM1733 Suelo Guanoco + +  B. cereus posibilidad B. thuringiensis
(M3 10 ml 42) de B. thuringiensis
CVCM 1829 Suelo Rio Grande, - - 68,1 Brevibacillus brevis Brevibacillus
(RG23a) estado Sucre 31,9 B. sphaericus brevis
0,1 B. megaterium
CVCM 1830 Suelo Rio Grande, + - 63,6 29,4 3,5 Brevibacillus brevis B. cereus
(RG23b) estado Sucre
(RG5) Suelo Rio Grande, + - 51 48,8 0,1 B. stearothermophylus B. mycoides
estado Sucre
(RG7) Suelo Rio Grande, + - 92,5 46  27B. anthracis B. mycoides
estado Sucre 0,1 Brevibacillus laterosporus
(RG9) Suelo Rio Grande, + - 89,3 10,7 0,1 Brevibacillus laterosporus B. mycoides
estado Sucre
(RG10) Suelo Rio Grande, + - 89,1 10,9 0,1 Brevibacillus laterosporus B. mycoides
estado Sucre
(RG12b) Suelo Rio Grande, + - 92,1 7.8 0,1 Brevibacillus laterosporus B. mycoides
estado Sucre
CVCM 1836 Suelo La Tigana, + - 74 91,9 0,6 Brevibacillus laterosporus Bacillus sp.
(T3) estado Sucre
Continta
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Tabla 4. (continuacién) Seleccién de cepas con posibilidad de Bt considerando el fenotipo Hem*, Pen® |, StrepSy la
identificacion por el método semiautomatizado ATBplus.

N° CVCM . ) ) Identificacién ATBplus ,
(Designacion Procedencia Fenotipo Cristal B coreus ] B, mycoide Taxon
: Hem* SPenf : : elegido
equivalente) (Ham"Strep™Perf) Posibilidad de Bt (%) (%) Otros 9
CVCM 1865 Suelo La Tigana, —+ - 98,8 1.1 B. cereus
(T4) estado Sucre
(T5) Suelo La Tigana, + - 92,8 7.2 0,1 B. anthracis B. cereus
estado Sucre
(T6) Suelo La Tigana, - + 99,9 0,1 B. cereus
estado Sucre
CVCM 1835 Larvas muertas + + 62,8 36,9 0,2 B. anthracis B. thuringiensis
(4b1) Irapa
(5b1b) Larvas muertas + + 62,8 36,9 0,2 B. anthracis B. thuringiensis
El Pauijil
(1b1b) Larvas muertas + + 62,8 36,9 0,2 B. anthracis B. thuringiensis
El Pauijil
CVCM 1861 Larvas muertas + + 76,4 23,1 0,5 B. anthracis B. thuringiensis
(1c1b) El Pauijil
(4c1) Larvas muertas + - 17,9 80,3 1,7 B. anthracis B. mycoides
Irapa 0,1 B. stearotermophylus
CVCM 1863 Larvas muertas + - 23,6 50,8 25,4 B. anthracis B. mycoides
(8c1) El Pauijil 0,1 B. stearotermophylus
(8c2) Larvas muertas + - 179 80,3 1,7 B. anthracis B. mycoides
El Pauijil 0,1 Brevibacillus laterosporus
(4a4) Larvas muertas + - 17,9 80,3 1,7 B. anthracis B. mycoides
Irapa 0,1 Brevibacillus laterosporus
CVCM 1860 Larvas muertas + - 22,2 75,7 1,9 B. anthracis B. mycoides
(4b2) Irapa
CVCM 1862 Larvas muertas + + 86,7 7.7 2,8 B. anthracis B. thuringiensis
(4a1) Irapa

incidencia de Bt en el drea

de muestreo. La mayoria

Tabla 5. Resumen de las muestras procesadas de suelo y larvas muertas de H. metabus.

N° de colonias

de los estudios realizados N SOIBTL con fenotipo rgcgscg;:z i N do _—
en la busqueda de cepas  Muestras  obtenidas Hem-+PenRStrS P ATBpluS colonias (%)
de Br indican que esta (procesadas) ( /o del total de (con posibilidad de BY) con cristal
b . d b colonias procesadas)

acteria se puede obte- g0 1251 (382) 5 (1.3%) 5 () ° 66.7
ner en el 50-100 % de los | gvas 56 (56) 29 (51,8 %) 12 (1) iy 100

casos (Martin & Travers
1989; Chilcott & Wigley
1993; Hossain ez al. 1997; Bravo ez al. 1998). Sin embar-
go, Martin & Travers (1989) sefialan que la abundancia
va a depender de la zona que estd en estudio. En ese
trabajo, los autores revelan que es mds frecuente aislar Bz
en zonas de sabana, desiertos y cultivos agricolas, que en
zonas como cuevas subterrdneas y playas, donde la pre-
sencia de aislamientos es menor y no supera al 29 % de
muestras con al menos una cepa de Bz. A esta conclusion
llegaron después de analizar una gran cantidad de mues-
tras de suelo, provenientes de 30 paises. Por otro lado,
Chak ez al. (1994) trabajaron en suelos de Taiwdn con la
finalidad de establecer una coleccién de cepas de Br nati-
vas y encontraron que el 93 % de los aislados provenian

de zonas de alta montafa, sugiriendo que algtn factor
ambiental favorece su presencia alli, en comparacién con
las zonas bajas. En un estudio realizado por West ez al.
(1985), los autores compararon el crecimiento de Bz y
B. cereus en diferentes condiciones de pH, temperatura
y disponibilidad de nutrientes. Estos autores concluye-
ron que la densidad poblacional de B# no aumentd, sino
todo lo contrario, disminuyé hasta un 60 % con respec-
to a la poblacién inoculada, mientras que la densidad
de B. cereus incrementd de 10 a 100 veces en todas las
condiciones evaluadas. Estos resultados sugieren que Bt
es un microorganismo ineficiente al competir por nu-
trientes con otras bacterias, especialmente en el suelo.
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Tabla 6. Aislados autdctonos de Bt incorporados al Centro Venezolano
de Colecciones de Microorganismos (CVCM).

Codigo CVCM Tipo de muestra Procedencia
CVCM 1812 LM Pedernales
CVCM 1813 ! Cafo Guanoco
CVCM 1814 ! Morichal
CVCM 1815 ' Cano Ajies
CVCM 1831 ! Irapa
CVCM1832 ! El Pauj
CVCM 1833 ! Irapa

CVCM 1834 ! Irapa

CVCM 1860 ! Irapa

CVCM 1861 ! El Pauijil
CVCM 1862 ! Irapa

CVCM 1863 ! El Pauijil
CVCM 1864 S Rio Grande
CVCM 1733 ! Guaraunos

LM: muestra de larva muerta; S: muestra de suelo.

De acuerdo con los resultados y los antecedentes,
pareciera que la distribucién de Bz en el ambiente estd
determinada por factores como la humedad, presencia
de materia orgdnica, temperatura, estructura y pH del
suelo, ademds de la disponibilidad de macro y micro-
nutrientes en el mismo, e inclusive por la presencia y
distribucién de insectos en las zonas de muestreo, como
lo indica Bravo ez al. (1998) al correlacionar la presen-
cia de variedades de B con los insectos predominantes
en diferentes zonas de México, en donde se recolectaron
muestras de suelo para el establecimiento de un cepario.

Aislamiento de Bacillus thuringiensis a partir de
larvas muertas de Hylesia metabus

En el caso de los aislados obtenidos de larvas muer-
tas, fueron aisladas y estudiadas 56 colonias, de las cua-
les 29 (51,7 %) mostraron el fenotipo Hem' Pen®, Strp®,
una proporcién considerablemente superior que la de las
muestras de suelo (Tabla 5). El andlisis de la presencia
de cristales parasporales se realizé en 11 de estos aisla-
dos, observindose en todos los casos. Estos resultados
indican que Bt es mds eficiente colonizando insectos que
suelos. Algunos de los argumentos que pudieran susten-
tar estos resultados tienen relacién con que Bz posee la
capacidad de producir otras proteinas, ademds de la &-
endotoxina, que apoyan la patogenicidad de la bacteria
en fase vegetativa mientras surge la colonizacién del hos-
pedero, entre ellas, la a- y la B-exotoxina, fosfolipasas,
quitinasas y proteasas (Tanada & Kaya 1993). Por otro

lado, se sabe que Bt produce antibidticos, los cuales po-
siblemente le confieran una ventaja a la bacteria al com-
petir por recursos en el cuerpo del insecto hospedero
con otros microorganismos. Ademds, Wilson & Benoit
(1993) indican que el pH alcalino, el cual es tipico del
intestino medio de los insectos, contribuye a la germina-
cién de las esporas de Bz. De acuerdo a esto, pareciera
que la seleccién natural favorece la estrecha relacién en-
tre Bty sus hospederos, y de esta manera, su persistencia
en el ambiente (Uribe 2004).

De acuerdo con los procedimientos realizados, la
identificacion de Bt por el sistema ATBp/us coincidi6 en
un 95 % con la observacién de cristales parasporales.

Conservacion ex situ de los aislados obtenidos
en campo

Por otro lado y como parte de los objetivos pro-
puestos se procedi6 a construir un banco de cepas de Br
y otros géneros identificados entre los aislados procesa-
dos, como agentes con potencial actividad para el con-
trol biolégico de H. metabus, y de otros insectos plaga.
Los cultivos seleccionados de estos microorganismos,
representativos del ecosistema natural de H. metabus se
encuentran catalogados y preservados ex situ en forma
de liofilizados.

Hasta la fecha se han incorporado a la coleccién
14 aislados autéctonos de Bt obtenidos a partir de lar-
vas muertas (LM) y de suelos (S) de diferentes zonas de
la regién nororiental del estado Sucre, no tratadas con
DiPel®8L u otros productos empleados para el control
de H. metabus (Tabla 6). Ademds, durante este periodo,
se han obtenido los liofilizados de estas cepas autéctonas
de Bty de DiPel®8L, poniendo especial énfasis en este
ultimo pues es usado como control en los bioensayos de
patogenicidad y virulencia.

Dichos cultivos puros estin almacenados y dis-
ponibles para estudios posteriores en el Centro Ve-
nezolano de Colecciones de Microorganismos del
Instituto de Biologia Experimental de la Universidad
Central de Venezuela, Caracas, Republica Bolivariana
de Venezuela.

Identificacion de los genes cry
Las muestras presentadas en la Tabla 6, pertene-

cientes a la coleccidon de cepas autdctonas, fueron anali-
zadas para determinar la presencia de los genes cryl que
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR
obtenidos en la identificacién de genes cry1 presentes en cepa con-
trol Btk DiPel®8L, obtenidos a diferentes concentraciones de inicia-
dores gral-cry1. Carril 1y 2: 1 ul de iniciadores. Carril 3y 4: 2,5 ul de
iniciadores. PM: Marcador de Peso Molecular.

codifican las toxinas Cryl de las cepas de Bz, téxicas
para lepid6pteros. Para ello se sigui6 la metodologia pro-
puesta por Bravo et al. (1998).

Para realizar la estandarizacién y los ajustes a la
metodologia se utilizaron los liofilizados de DiPel 8L
que estdn constituidos por el complejo espora-cristal
proveniente de la cepa Bk, la cual con seguridad cuen-
ta con la presencia del gen ¢7yl. Como control positivo
se usaron los iniciadores universales Ul y U2, utiliza-
dos para la amplificacién de genes 16S rDNA, disefa-
dos por Lu ez al. (2000) sobre la cepa de Escherichia coli
J-62; como control negativo se usé agua miliQ estéril.

La amplificacién de los genes ¢7yl se realizé usando
la mezcla PCR Master Mix PROMEGA (Taq DNA Poli-
merasa, ANTP, MgCl, y bufer de reaccién). En la Figura
3 se muestran los productos de PCR cuando se usaron
diferentes concentraciones de iniciadores y el ADN pro-
veniente de Btk de DiPel®8L. Todas las reacciones con el
control DiPel®8L dieron resultados positivos.

Después de haber efectuado la estandarizacién
con el control positivo (muestras de ADN obtenidas de
Btk de DiPel®8L), las reacciones de PCR se llevaron a
cabo con las 14 muestras incorporadas en la colecciéon
de aislados aut6ctonos de B, obtenidas a partir de lar-
vas muertas y de muestras de suelos de diferentes re-
giones del estado Sucre, no tratadas con DiPel®8L. Los
resultados con las cepas obtenidas de larvas muertas
se muestran en la Figura 4. Las cepas CVCM1813 y

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR
obtenidos en la identificacion de genes cry1 presentes en las cepas
nativas de Bacillus thuringiensis obtenidos a diferentes concentra-
ciones de iniciadores gral-cry1. Carril 1: Marcador de peso mole-
cular, carril 2: CVCM 1813 (1 ul de iniciadores), carril 3: CVCM 1813
(2,5 ul de iniciadores), carril 4: CVCM 1814 (1 ul de iniciadores), carril
5: CVCM 1814 (2,5 ul de iniciadores), carril 6: Control DiPel®8L (1 ul
de iniciadores).

CVCM1814 presentaron el gen ¢ryl, dando fragmentos
de tamano esperado de 558 pb (Bravo er al. 1998) al
igual que la cepa control proveniente de DiPel®8L. Estos
resultados coinciden con los reportados por Vitelli ez 4.
(2010) cuando hacen el andlisis de estas mismas cepas a
través de ribotipificacién automatizada.

Tal como se presenta en la Figura 4, un nimero
significativo de muestras no reaccionaron con los ini-
ciadores generales usados para identificar los genes ¢ryl.
En todas las cepas almacenadas en el CVCM se pudo
observar la presencia del cuerpo parasporal a través de
microscopia de contraste de fases. Sin embargo, no se
pudo observar la forma que poseia dicha inclusién, pues
las células no habian lisado y, por lo tanto, el cristal se
encontraba en el esporangio a las 72 h. Es posible que
el cristal producido por estas cepas esté conformado por
otras proteinas, entre ellas Cry2, Cry3 o Cry4. Se pre-
tende hacer el estudio con iniciadores especificos dife-
rentes que identifiquen a los genes codificantes de estas
proteinas Cry.

Patron de proteinas
El patrén de proteinas del cristal parasporal es

uno de los pardmetros mds utilizados para una ade-
cuada caracterizacion de cepas de Bz. En la Figura 5 se
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Figura 5. SDS-PAGE 10 % del complejo espora-cristal de las cepas
autéctonas de Bt. A) carril 1, CVCM1833; carril 2, CVCM1834; carril 3,
CVCM1864; carril 4, CVCM1863; carril 5, PM (marcador de peso mo-
lecular); carril 6, control positivo DiPel®8L; carril 7, control positivo Bti;
carril 8, CVCM1862; carril 9, CVCM1861; carril 10, CVCM1860. B) carril
1, CVCM1813; carril 2, CVCM1814; carril 3, control positivo DiPel®8L;
carril 4, control positivo Bti; carril 5, PM (marcador de peso molecu-
lar); carril 6, CVCM1733; carril 7, CVCM1812; carril 8, CVCM1815; carril
9, CVCM1831; carril 10, CVCM1832.

muestran los patrones de proteinas de las cepas incor-
poradas al CVCM.

La cepa CVCM 1812 es la inica muestra en donde se
distingue tenuemente en el gel de poliacrilamida una ban-
da de aproximadamente 130 kDa (Figura 5, B-7), la cual
coincide con la banda tipica del control positivo DiPel®8L.

Esta proteina pertenece al grupo de proteinas Cryl de Bt
con actividad insecticida contra lepidépteros (Crickmore ez
al. 1998). Ademds de la banda de 130 kDa, la cepa control
presenta otra banda importante a la altura de 65 kDa (Hof
te & Whiteley 1989) que se asocia con un cristal ctibico que
va adosado al bipiramidal (Figura 5, A-6 y B-3). Las protei-
nas que conforman este tipo de inclusién son denominadas
Cry2 y se encuentran en el rango de 65- 71 kDa (Baum
& Malvar, 1995). Esta banda estd presente en varias de las
muestras procesadas (Figura 5, A-1, A2, A3 y B-7, B-8,
B-9), pero no se puede asegurar que dicha banda coincida
con esta proteina, porque no se observé la forma del cristal
para cada una de las cepas analizadas.

La abundancia de proteinas seguramente se debe a
que la corrida se hizo a partir del complejo espora-cristal.
Segtin Carmona e Ibarra (1999), las proteinas de bajo peso
molecular podrian estar asociadas a proteinas de la cubierta
de las esporas, porque el patrén de bandas es similar al que
presentan cepas de Bt acristaliferas. Ademds, sugieren que
las bandas presentes por debajo de 130 kDa podrian ser
producto de la degradacién de una proteina mayor.

Es importante senalar que las cepas CVCM1813
y CVCM1814, a pesar de dar positivas en la reaccién de
PCR para la identificacién de los genes ¢7yl, no mostraron
la banda de 130 kDa que identifica al producto de dichos
genes. Las cepas con actividad tdxica frente al orden Lepi-
doptera se caracterizan por la presencia de un cristal bipira-
midal, el cual estd constituido por proteinas de peso mole-
cular de 125 a 140 kDa. En el caso de la cepa Btk, utilizada
en la formulacién de DiPel®8L, el cristal estd conformado
por proteinas CrylAa, CrylAb y CrylAc, de pesos 133,2;
131,0 y 133,3 kDa, respectivamente (Whiteley & Schnepf
1986). En este sentido, se puede mencionar que la técnica
de PCR no distingue entre genes silentes y genes expresa-
dos, y ésta puede ser una de las razones por la cual no se
observa la proteina en el andlisis SDS-PAGE.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los resultados presentados permiten concluir que
la metodologia empleada permite la seleccién efectiva
de Bt a partir de larvas muertas. A pesar de la baja pro-
porcién de aislados de Bz que se encontré en las mues-
tras de suelos, el método resulté igualmente efectivo.

Se han almacenado 14 aislados autéctonos de
Bt en un banco de cepas. Estos aislados han sido

caracterizados genéticamente; de ellos, dos cepas
(CVCM1813 y CVCM1814) presentaron al gen cryl,
el cual tiene propiedades téxicas para algunos lepi-
dépteros.

En la evaluacién del patrén de proteinas, la cepa
CVCM1812 fue la Ginica que presenté una banda de 130
kDa, la cual coincidi6 con la proteina perteneciente al
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grupo de proteinas Cryl, con actividad insecticida con-
tra lepidépteros.

Se considera importante realizar bioensayos para
evaluar la actividad entomopatégena de los 14 aislados
con Bt frente las larvas de H. metabus. Sin embargo, como
consecuencia de la sdbita reduccién de las poblaciones
de H. metabus en la regién nororiental del pais ha sido
précticamente imposible recolectar larvas para tal fin. Se
pretende hacer las evaluaciones de las cepas autéctonas al
momento de presentarse nuevos brotes de esa polilla.
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Resumen

Abstract

Palabras clave
Key words

Los hongos entomopatdgenos son microorganismos que pueden causar impor-
tantes mortalidades en las poblaciones de insectos. Algunos de ellos han sido de-
sarrollados como controladores biolégicos de plagas. En diferentes localidades del
golfo de Paria, estado Sucre, Venezuela, se observaron focos de infeccién de larvas
y pupas de Hylesia metabus, momificadas por el micelio de un hongo de color
blanquecino. Algunas de estas larvas se recolectaron en el cano Ajies y se proce-
di6 a la aplicacién de los postulados de Koch para la determinacién del agente
causal de la muerte de las larvas. Trozos de micelio blanco provenientes de las
larvas muertas fueron inoculados en placas con medio ANDP suplementado con
amoxicilina y ampicilina (1 mg/ml). Para la identificacién del aislado, se procedi6
a la revisiéon de las caracteristicas morfoldgicas y a la amplificacién de los espa-
ciadores transcritos internos del ADN ribosémico. Un grupo de larvas sanas del
quinto instar de /. metabus fueron inoculadas con una suspensién de esporas (10°
esporas/ml) del aislado obtenido. Al cabo de siete dias, el aislado causé un 65 %
de mortalidad en la poblacién tratada, a diferencia del control, que no presentd
mortalidad. Finalmente, se procedi al aislamiento de los hongos de las larvas uti-
lizadas en los bioensayos. En los aislados obtenidos inicialmente y en los obtenidos
de las larvas inoculadas, la caracterizacién morfolégica y molecular indic6 que se
trata de una cepa de Beauveria bassiana Vuillemin, 1912 (Balsamo) Vuillemin.
Los resultados de la identificacién y de los bioensayos sugieren que el agente causal
de la mortalidad observada naturalmente es el hongo entomopatégeno B. bassia-
na, el cual podria ser utilizado como alternativa de control de H. metabus en un
programa de manejo integrado.

First Report of an Entomopathogenic Fungus on Hylesia metabus (Cra-
mer, [1775]) (Lepidoptera: Saturniidae)

Entomopathogenic fungi are microorganisms that can represent a sub-
stantial mortality factor in insect populations, and several species have
been developed as biological pest controls. Focal points of infection were

Beauveria bassiana, control biolégico, identificacion molecular.
Beauveria bassiana, biological control, molecular identification.
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observed at several localities in the Gulf of Paria, where Hylesia metabus
larvae and pupae were found mummified by the mycelium of a white
fungus. Mummified larvae were collected from cafio Ajies and processed
according to Koch's postulates in order to determine the causal agent for
the larval mortality observed. Pieces of the white mycelium taken from
the dead larvae were innoculated into petri dishes with ANDP medium
supplemented with amoxiciline and ampiciline (Img/ml). The isolate was
identified by the examination of morphological characteristics and the
amplification of the internal transcribed spacers of the ribosomal DNA.
A group of healthy H. metabus fifth instars was then inoculated with a
suspension of spores (10® spores/ml) from the isolate. After seven days the
isolate had caused a mortality of 65 % of the population, whereas no mor-
tality was observed in the control larvae. Finally, the fungi from the dead
larvae were re-isolated. The morphological and molecular characteristics
of the isolates obtained both from field collected larvae and inoculated
larvae allowed us to identify the fungus as Beauveria bassiana (Balsamo)
Vuillemin. We suggest that this entomopathogenic fungus could be used
as an alternative control strategy within an integrated management pro-

gramme of H. metabus.

PRESENTACION

A partir de finales del siglo XIX ha habido un
especial uso de Metarhizium anisopliae (Metschnikoff,
1879) Sorokin, 1883, en el control de larvas del cole6p-
tero Anisoplia austriaca (Herbst, 1783) Endrédi 1957
(Metschnikoff 1879), ha habido un especial interés en
el desarrollo de la patologia de insectos, teniendo como
una de sus metas principales el control biolégico de
plagas. Desde entonces, una extensa variedad de hon-
gos, bacterias, virus y nemdtodos han sido identifica-
dos como entomopatdgenos, constituyendo los hongos
el grupo prominente, pues se conocen méds de 700 es-
pecies pertenecientes a mds de 90 géneros, como agen-
tes causales de infeccién (Alves 1986).

A diferencia de las bacterias, virus y nemdtodos,
los cuales deben ser ingeridos por el insecto para que
la infeccién ocurra, los hongos entomopatdgenos inva-
den normalmente a través de la cuticula, por lo que su
accién se extiende a los estadios de desarrollo que no se
alimentan (huevos, pupas) y también en aquellos adul-
tos que, por sus practicas alimentarias (succionadores),
son dificiles de controlar via la ingestion del agente. La
infeccién se inicia con la adhesién y germinacién de
las esporas o conidias sobre la cuticula del insecto; un

proceso que requiere en muchos casos la presencia de
una fuente de carbono exégena. En algunas especies
puede observarse la formacién de apresorios en la parte
apical del tubo germinal. Estos son estructuras adhesi-
vas, a partir de las cuales se origina una hifa afilada que
rompe la cuticula de una célula epidérmica del huésped
por puncién (Alves 1986). El efecto mecdnico de esta
estructura, combinado con la accién de enzimas, tales
como proteasas, quitinasas, lipasas, elastasas, etc. fa-
cilita la penetracién del tubo germinativo hasta la ca-
vidad general del cuerpo, donde ocurre la invasién de
los distintos érganos y tejidos. Esta fase de la infeccién
va acompanada de la produccién de toxinas y metabo-
litos de bajo peso molecular con actividad insecticida,
los cuales, conjuntamente con el bloqueo mecdnico del
aparato digestivo, causado por el crecimiento vegetati-
vo y otros dafios fisicos (accién histolitica), conducen a
la muerte del insecto. Seguidamente las hifas comien-
zan a emerger por los espirdculos y regiones interseg-
mentales, para dar lugar a un abundante crecimiento y
esporulacidn sobre la superficie del insecto. Las esporas
asi producidas pueden ser descargadas al ambiente e
iniciar un nuevo ciclo de infeccién.

RoxaNA GAJARDO, DoMENICO PAVONE, FRANCES OSBORN Y BLAs DORTA

132



Los hongos entomopatdgenos pueden sobrevivir
saprofiticamente en el suelo por largos periodos y dis-
persarse desde los caddveres que tienen el hongo sobre
su cuticula (Alves 1986), pero ademds puede propa-
garse pasivamente por la accién de insectos parasitoi-
des y depredadores (Bruck & Lewis 2002; Meyling &
Eilenberg 2006b), o por el aire o por agua (Lecuona &
Alves 1996). Estos agentes entomopatégenos también
pueden estar presente de forma natural en la superficie
de las plantas (Meyling & Eilenberg 2006a).

El uso eficiente de hongos entomopatégenos en
el control de insectos plaga depende de su capacidad
para generar epizootias, entendidas éstas como la di-
seminacién epidémica del hongo sobre la poblacién de
la plaga a partir de los llamados focos de infeccién.
Tanto en ecosistemas naturales como en agroecosis-
temas, estos focos estdn constituidos principalmente
por insectos muertos debido a la accién del hongo,
con una densa capa de micelio y esporas recubriendo
sus cuerpos. Sin embargo, se pueden generar focos de
infeccién a partir del desarrollo saprofitico del hon-
go sobre el material vegetal en descomposicién que se
acumula en los suelos.

La generacién de epizootias por hongos entomo-
patdgenos, ademds de ser altamente dependiente de la
densidad poblacional de la plaga y de la presencia de
focos de infeccién, es condicionada por un conjunto de
propiedades adicionales inherentes al hongo, como lo
son: 1) la capacidad de las esporas para germinar sobre
la cuticula del insecto, penetrar a su interior y llevar a
cabo su desarrollo in vivo; 2) los mecanismos quimicos
defensivos de los insectos que impiden la germinacién
de las esporas y la emisién del apresorio; 3) la capaci-
dad de las esporas para dispersarse dentro del ecosiste-
ma; 4) su estabilidad en el ambiente; es decir, resistencia
a condiciones ambientales adversas como por ejemplo,
una alta incidencia de radiacién UV, cambios bruscos de
temperatura y humedad relativa; y 5) la estabilidad fren-
te a otros agentes de control, principalmente quimicos.

A continuacién se sefalan los principales géneros
de hongos utilizados como controladores efectivos de
plagas de insectos (Tanada & Kaya 1993; Lecuona &
Alves 1996; Berlioz 2002).

Beauveria: La especie cosmopolita mds importante
de este género es Beauveria bassiana (Balsamo) Vui-
llemin, 1912. Ataca a diversas especies de insectos,
principalmente de los 6rdenes Lepidoptera, Coleop-

tera y Hemiptera, pero también ocurre en Dipte-
ra, Isoptera e Hymenoptera. En Venezuela ha sido
utilizada para controlar el picudo del algodonero,
Anthonomus grandis Boheman, 1843; la broca del
tabaco, Faustinus apicales Faust, 1896; la broca del
café, Hypothenemus hampei Ferrari, 1867; el gorgo-
jo del plétano, Cosmopolites sordidus Germar, 1824;
comejenes y bachacos, entre otros.

Metarbizium: La especie principal para el control de
insectos plaga es M. anisopliae, la cual tiene un ran-
go de hospederos casi tan amplia como B. bassiana.
En Venezuela se ha utilizado mayormente para el
control de Aeneolamia varia Fabricius 1787 (He-
miptera), en la cafa de azicar y otros hemipteros
plagas de frutales.

Nomuraea: Nomuraea rileyi (Farlow) Samson 1974
ataca diferentes especies de lepidépteros, entre ellos
las plagas noctuidas Heliothis zea (Boddie, 1850)
(maiz), H. virescens Fabricius, 1777 (algodén) y T7i-
choplusia ni Hiibner, 1803 (repollo) y al menos dos
especies de coledpteros (Hypera punctata Fabricius,
1775 y Leptinotarsa decemlineata Say, 1824).

Paecilomyces: Varias especies de Paecilomyces han
sido aisladas de insectos de los 6rdenes Lepidoptera,
Diptera, Coleoptera, Neuroptera, Hymenoptera,
Thysanoptera y Homoptera. En Venezuela es uti-
lizada principalmente para el control de las moscas
blancas Bemisia spp., que son plagas del tabaco.

Lecanicillium = Verticillium: Las especies de hongos
de este género parasitan especies de diveros drdenes
de insectos e incluso dcaros. Lecanicillium lecanii
(Zimmermann 1898) Zare & W. Gams 2001, ha
sido utilizada de manera comercial para controlar
los insectos escama y dfidos (Homoptera).

En el golfo de Paria, en la regién nororiental de
Venezuela, se registran ciclos de proliferacion de la
polilla Hylesia metabus (Cramer, [1775]), vulgarmente
conocida como la «palometa peluda». La region estd
caracterizada por la predominancia del mangle rojo
Rhizophora mangle L. y tiene una temperatura prome-
dio anual entre 25 y 27 °C y humedad relativa entre
80 y 90 % (Delgado ez al. 2000), las cuales son con-
diciones de humedad y temperatura propicias para el
desarrollo de micosis por parte de hongos entomo-
patégenos sobre esta plaga. Asi mismo, el comporta-
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miento gregario de las larvas, las cuales se mantienen
en intimo contacto por periodos prolongados, facilita
la diseminacién de las esporas entre ellas, una vez ini-
ciado un ciclo de infeccidn, lo que puede contribuir a
la generacién de la epizootia.

Al respecto, se han registrado porcentajes de
mortalidad natural en las poblaciones de H. me-
tabus, causados por uno o mds especies de hongos
entomopatégenos. En enero de 2006, en el cano
Ajies, municipio Benitez, estado Sucre, se observé
un 100 % de larvas y pupas momificadas (n > 500),
como resultado de infeccién por un micelio de un
hongo de color blanco (observacién personal). Al-
gunas de estas larvas y pupas se recolectaron con
el fin de identificar al agente responsable de la in-
feccién. Ademads, en febrero de este mismo afo, se
registraron niveles de infeccién micética de entre 22
y 100 %, en una poblacién total de 850 individuos,

en diversas localidades de manglar en los municipios
Benitez y Cajigal.

A raiz de lo anteriormente senalado y como un
aporte a la salud publica de la regién nororiental de
Venezuela, donde H. metabus es responsable de gran
cantidad de casos de dermatitis severa y afecciones res-
piratorias en sus pobladores, el Laboratorio de Proce-
sos Fermentativos, Facultad de Ciencias, Universidad
Central de Venezuela, en el marco del Proyecto Reto
Hylesia metabus, realizé el aislamiento selectivo y ca-
racterizacion genético-molecular de hongos entomo-
patdgenos, teniendo como meta su utilizacién como
agentes de biocontrol de esta plaga.

En este capitulo se presenta la primera evidencia
de un hongo patégeno de H. metabusy se discute sobre
su posible participacién en el control de esta polilla en
condiciones naturales en ecosistemas de manglares de
la peninsula de Paria, estado Sucre, Venezuela.

DESCRIPCION DE METODOS

Material biolégico

A partir de larvas y pupas de H. metabus momificadas
recolectadas en el cafio Ajies (CA1) (Lat. N 10° 27" 44,5
Long. O 63° 03' 29,4") del golfo de Paria, estado Sucre,
se procedio a la siembra de trozos de micelio y esporas en
placas con medio agar nutritivo dextrosa papa (ANDP),
suplementado con amoxicilina (I mg/ml). Las placas fue-
ron incubadas a 25 + 2 °C en luz artificial continua duran-
te siete dias. Cada aislado fue procesado para obtener un
cultivo monospérico del mismo. Suspensiones diluidas de
cada uno fueron sembradas en agar agua, incubando las
placas durante 24 horas. Con la ayuda de un microscopio
estereoscpico a una magnificacién de 20X, se seccionaron
trozos de agar con una Unica espora germinada, la cual fue
colocada en el centro de una placa de ANDP. Los aislados
fueron depositados en el Centro Venezolano de Coleccio-
nes de Microorganismos (CVCM), con sede en el Instituto
de Biologia Experimental de la Universidad Central de Ve-
nezuela, Caracas.

Caracterizacion de los aislados
Para la caracterizacién morfoldgica preliminar se rea-

lizaron montajes de los aislados en ldminas portaobjetos
para la observacién al microscopio de estructuras carac-

teristicas (conidiéforos, células conidiogénicas, conidios,
etc.). Para la identificacién molecular se analizaron las se-
cuencias de los espaciadores transcritos internos (ITSI e
ITS2) del ADN rib6somico (ADN), utilizando el Progra-
ma Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (Altschul ez
al. 1990), disponible en linea (www.ncbi.com).

Extraccion del ADN

A partir de placas con PDA con cultivos monospéri-
cos de los aislados se obtuvo una muestra de micelio para
la extraccién de ADN geonémico, utilizando la metodo-
logia descrita por Aljanabi & Martinez (1997). El mice-
lio fue homogeneizado en 400 pl de bufer de extraccion
(Tris-HCI 10 mM; NaCl 0,4 M; EDTA 20 mM; pH 8,0)
en un tubo Eppendorf de 1,5 ml. Seguidamente, fueron
agregados 40 pl de SDS al 20 % y 8 pl de Proteinasa K a
20 mg/pl. Los tubos fueron incubados durante una hora
a 60 °C, anadiéndose posteriormente 300 pl de una so-
lucién 6 M de NaCl. Cada tubo fue agitado en vértex a
méxima velocidad durante 30 segundos y luego centri-
fugado a 10000 rpm durante 20 minutos. Se transfirie-
ron 700 Pl del sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf,
al que se le agregé posteriormente el mismo volumen de
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isopropanol puro, agitindose suavemente por inversién e
incubdndose a -20 °C durante una hora. Finalmente, los
tubos se centrifugaron a 10.000 rpm por 20 minutos, se
descarté el sobrenadante y el sedimento se lavé con etanol
al 70 %. El precipitado seco fue resuspendido en 50 pl
agua ultrapura estéril y mantenido a -20 °C.

Amplificacion de las regiones ITS1 e ITS2 del
ADNr

A partir del ADN extraido se procedié a ampli-
ficar por Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
las regiones ITS1 e ITS2 del ADNr. Para cada reaccién
de PCR se utilizé un volumen final de 25 pl de la mez-
cla de reaccién, conteniendo: bufer T 5x 2,5 pl; MgCl
(25 mM) 1,5 pl, dNTP (10 mM) 1,5 pl; iniciador ITS1
(sentido): 5-CTTGGTCATTTAGAGGAAGT-3" (0,2
mM) 0,75 pl; iniciador ITS4 (antisentido): 5-TCCTC-
CGCTTATTGATATGC-3" (0,2 mM) 0,75 ul; 0,5 pl
Taq DNA polimerasa (5U/pl) en 12,5 pl de agua ultra-
pura estéril. Las amplificaciones fueron llevadas a cabo
en un termociclador Modelo Icycler®, BIORAD, bajo
las siguientes condiciones: 94 °C durante 5 minutos; 45
ciclos a 94 °C durante 1 minuto, 55 °C durante 1 minu-
to, 72 °C durante 1 minuto. Finalmente se realizé una
extensién a 72 °C durante 10 minutos. Las amplificacio-
nes fueron verificadas en un gel de agarosa al 1 %. Los
productos de PCR fueron purificados utilizando el kir
AxyPrep® PCR Clean-Up, Axygen Biosciences.

Secuenciacion de los productos de PCR

Los productos de PCR purificados fueron envia-
dos para su secuenciacién a la Unidad de Estudios Ge-

néticos y Forenses (UEGF) del Instituto Venezolano
de Investigaciones Cientificas (IVIC). Para la PCR de
secuenciacion se prepard una mezcla de 10 pl finales
con 20 ng del templado y 10 pmol del iniciador ITSI.
Posteriormente, se agregaron 4 pl de mezcla de reac-
cién (BygDye® Terminator 3.1, Applied Biosystem)
con solucién bufer y una mezcla de ddNTPs y dNTDs,
completdndose el volumen con agua de grado biologia
molecular. Las muestras preparadas fueron sometidas
a 25 ciclos de PCR (98 °C durante dos minutos; 55 °C
durante un minuto y 60 °C durante cuatro minutos).
Finalmente, el ADN purificado y disuelto en formami-
da fue procesado en un secuenciador automdtico mode-

lo ABI 3130x! (Applied Biosystem).
Bioensayos

Con el propésito de evaluar la patogenicidad del
aislado, se realizaron bioensayos con larvas sanas del
quinto instar de H. metabus en condiciones de laborato-
rio, provenientes del golfo de Paria, estado Sucre. Se pre-
paré una suspension de esporas del hongo en Tween 80
al 0,1 % en agua destilada estéril. Con esta suspensién se
inocularon discos de hojas de Hura crepitans L. (jabillo)
de 7 ecm?, previamente desinfectadas con hipoclorito de
sodio al 3 %. El volumen de suspensién utilizado para la
inoculacién fue de 100 pl con una concentracién de 10°
esporas/ml. Cada disco fue colocado en un recipiente
de pléstico estéril de 30 ml de capacidad junto con una
larva sana. Se utilizaron 25 larvas por tratamiento con
tres réplicas. La evaluacién de la mortalidad se realizé
diariamente durante siete dias. Tratamientos con agua
y con solucién de Tween al 0,1 % sin inéculo, ambos
estériles, sirvieron como controles del experimento.

DESCRIPCION DE RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el mes de enero de 2006, se detect6 en la
localidad del cafio Ajies, estado Sucre, Venezuela, la pre-
sencia de larvas muertas de H. metabus, probablemente
debido a la accién de un hongo entomopatégeno. Las
larvas recolectadas estaban recubiertas por un micelio
blanquecino (Figura 1), el cual es tipico en los estados de
momificacién de insectos por hongos entomopatdgenos.
Los aislados obtenidos a partir de estas larvas fueron so-
metidos a una caracterizacién morfolégica y molecular.

La estructura compleja del bosque de mangle pro-
picia un ambiente idéneo para el establecimiento de un
proceso epizodtico por parte de agentes entomopatdgenos
(Medina & Barboza 2003). Este tipo de vegetacién que se
extiende desde el golfo de Paria, en el estado Sucre, hasta
los estados Monagas y Delta Amacuro, en el oriente de
Venezuela, constituye el hdbitat natural de H. metabus.
Las altas densidades poblacionales de H. metabus hacen
que la colonizacién por parte estos agentes se vea favore-
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Figura 1. Larva de Hylesia metabus momificada por la presencia de
un hongo.

El contacto fisico entre las larvas favorece la transmision
directa y horizontal desde un hospedero enfermo hacia
otro sano y susceptible. Durante la fase larval de su ciclo
de vida, la de mayor duracién, con una media de 60 dias,
H. metabus se alimenta de las hojas de mangle, donde el
agente entomopatdgeno podria estar asociado saprofitica-
mente, como se ha reportado para otras especies de plan-
tas (Elliot ez al. 2000; Wagner & Lewis 2000; Meyling &
Eilenberg 2006a; Akello ez al. 2007). El consumo de las
hojas del manglar contaminado con el inéculo del agente
entomopatédgeno pudo haber sido el inicio de la actividad
patogénica del microorganismo.

La caracterizacién morfolégica del hongo aisla-
do de las larvas de H. metabus, se realizé utilizando
la clave de Samson ez /. (1988), tomada de Humber

(1997). Las observaciones al micros-

Conididforo

copio evidenciaron células conidi6-
Conidio genas usualmente agrupadas y sin co-
lor, siendo éstas globosas en la base,
en forma de botella, y denticuladas
en el dpice o raquis (Figura 2). De
esta forma, las observaciones de las

Célula caracteristicas de la larva momifica-

conidiogénica | 4, de la colonia fingica en placas de

ANDP y de las estructuras microscé-

picas, indican que podria tratarse del

Figura 2. Estructura del hongo aislado. A) micrografia de microscopio de contraste de fases
20X. La caracterizacion morfolégica del hongo aislado se realizé con la clave de Samson et al.
(1988). B) Esquema de las estructuras del hongo Beauveria bassiana (Tomado de Alves, 1986).
Las observaciones al microscopio evidenciaron células conidiogénicas usualmente agrupadas
y sin color, siendo globosas en la base (en forma de botella) y denticuladas en el pice o raquis.

hongo entomopatégeno B. bassiana
(Balsamo) Vuillemin (Ascomycota:
Hypocreales). Este es un hongo ana-
morfico, que forma una densa cober-
tura blanca sobre el exoesqueleto del

hospedero (Tanada & Kaya 1993).

TTGGTGACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTTCAACTCCCTAACCCTTCT
GTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCCCGGACGCGG
ACTGGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCTTGTATTCCAGCATCTT
CTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGAT
CTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGT
GAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCG
CCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGACCT
CCCCTGGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGLCCGGLCCCT
GAAATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAATACAGCT
CGCACCGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAAC
GTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGC
GGAGGA

Figura 3. Secuencia nucleotidica del producto de PCR de los espaciadores trans-
critos internos del ADNr de CA1.

cida ya que una agrupacién de larvas puede estar com-
puesta de varias decenas de éstas. Asi, el comportamiento

Ademais, los resultados del andlisis de las
regiones ITS1 e ITS2 del ADNTr, confirmaron
la identificacién preliminar a partir de la se-
cuencia nucleotidica (Figura 3). Al realizar la
alineacién de la secuencia obtenida con las de-
positadas en la base de datos, se encontré una
coincidencia de bases del 99 % con secuencias
de B. bassiana. Las regiones I'TS son utilizadas
para la identificacién de hongos a nivel de espe-
cies (Tkacz & Lange 2004), debido al polimor-
fismo que presenta ya que estas regiones tienen
mayor variabilidad que por ejemplo, las regio-

nes 28S y 18S del ADNr (White ez /. 1990).
El hecho de haber aislado un hongo entomopaté-

gregario del estadio larval de H. metabus promueve el
establecimiento epizodtico de agentes entomopatdgenos.

geno a partir de las larvas momificadas no es una con-
firmacién de que este hongo haya sido el causante de
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Figura 4. Mortalidad acumulada de larvas del 5° instar de Hylesia
metabus tratadas con hojas de Hura crepitans en presencia de los
hongos CAla una concentracion de 108 esporas/ml. n= 20 para cada
ensayo (prueba de ¥?, p < 0,05).

la mortalidad observada. Para corroborar esto, deben
confirmarse los postulados de Koch. Habiéndose iden-
tificado el aislado fingico obtenido a partir del material
original, se deben reproducir los mismos sintomas de las
larvas encontradas en la naturaleza e identificar de éstas
al mismo agente causal inicial. Asi, el aislado de B. bas-
siana (CA1) caus6 una mortalidad de 65 % en un perio-
do de siete dias de bioensayo, valor significativamente
mayor al encontrado en los tratamientos controles con
agua y solucién de Tween 80 (0,1 %) (prueba de o2, p <

Figura 5. Larva de Hylesia metabus momificada luego de ser someti-
da a tratamiento con el hongo CA1.

0,05) (Figura 4). Las larvas muertas por el aislado CAl
en los bioensayos de laboratorio presentaron las mismas
caracteristicas que las encontradas en la zona de estudio
(Figura 5). La caracterizacion tanto morfolégica como
molecular, evidenciaron que se trata del mismo aislado,
lo que permite confirmar que B. bassiana es, en efecto, el
hongo patdgeno responsable de la mortalidad observada
en las larvas y pupas de H. metabus.

B. bassiana es un hongo patdgeno de muchas espe-
cies pertenecientes a distintos érdenes de insectos (Ta-
nada & Kaya 1993). Esta caracteristica ha hecho que
el uso de B. bassiana en formulaciones comerciales sea
considerado como una estrategia en el control de plagas.
Por ejemplo: ensayos de campo en casas rurales en Ar-
gentina, infestados con el triatomino 7riatoma infestans
Klug 1834 (Hemiptera), vector de Trypanosoma cruzi
Chagas 1909, arrojaron una mortalidad de 52,4 % de
los mismos mediante trampas de atraccién-infeccion ce-
badas con B. bassiana (Pedrini et al. 2009). En Venezue-
la, una formulacién comercial de B. bassiana caus6 una
mortalidad de 98,34 % del picudo de la batata, Cylas
Sformicarius elegantulus Fabricius 1798 (Coleoptera), en
condiciones de laboratorio (Alcald de Marcano et al.
1999). Experimentos con diferentes cepas de B. bassia-
na causaron mortalidades de hasta 93 % en la broca del
café (H. hampei, Coleoptera) en condiciones de labora-
torio en Colombia (Cruz e al. 2006) y hasta 43 % en
condiciones de campo en Chiapas, México (De la Rosa
et al. 2000). En Trujillo, Venezuela, la aplicacién de B.
bassiana durante el proceso de fructificacién del café
contribuyé a mantener los niveles de infestacion de la
broca por debajo del 5 % (Montilla ez al. 20006).

B. bassiana también puede ser utilizado en combi-
nacién con otros métodos de control biolégico. La apli-
cacién de B. bassiana junto con el nemdtodo Steinerne-
ma carpocapsae Weiser 1955, produjo 100 % de mortali-
dad en la polilla /ndarbela dea Swinhoe 1890, una plaga
de litchi (Litchi chinensis Sonn.) en Asia (Schulte et al.
2009). Cuando se utiliz6 en conjunto con Bacillus thu-
ringiensis var. israeliensis Berliner 1911, produjo mortali-
dades de hasta 52 % en la mosca doméstica en galpones
avicolas (Mwamburi ez 2/. 2009). Por otro lado, Cova
et al. (2009) obtuvieron mortalidades de 100 % luego
de tres semanas de nebulizacién en galpones avicolas en
Trujillo, Venezuela, aplicando solamente este hongo. Sin
embargo, cuando se utilizé B. bassiana en conjunto con
el Neem a concentraciones mayores que 0,25 % para el
control del dfido Lipaphis erysimi Kaltenbach 1843, se
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demostré que el crecimiento de la colonia o la viabilidad
de las esporas podrian estar negativamente afectados
(De Araujo et al. 2009).

No obstante, como ya se ha mencionado, B. bassia-
na ataca especies de insectos de muchos érdenes, entre
ellos algunos que podrian ser beneficiosos para el hombre.
B. bassiana produjo un 100 % mortalidad en los estados
inmaduros de la avispa Phymastichus coffea La Salle 1990,
parasitoide de H. hampei, ademds caus6 una reduccion de
22 % en lalongevidad del adulto (Castillo ez 4/. 2009). En

condiciones de laboratorio, una formulacién comercial de

B. bassiana causé una mortalidad de 92 % en obreras de
la abeja Bombus terrestris Linnaeus 1758 (un polinizador
importante), luego de 11 semanas a la mdxima dosis re-
comendada en el campo por los fabricantes (MDRC),
y 46 % de mortalidad a una dosis de 1/10 del MDRC
luego del mismo periodo de tiempo (Mommaerts ez al.
2009). Por lo tanto, el uso de B. bassiana como controla-
dor biolégico en ecosistemas naturales debe estar sujeto a
un monitorizacién constante para poder estimar posibles
efectos negativos sobre insectos no blancos, aun cuando
sea autéctono del lugar donde se aplica.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos constituyen la prime-
ra evidencia de un hongo entomopatégeno asociado a
Hylesia metabus, identificado como Beauveria bassiana.
Ademds, estos resultados demuestran la eficacia de este
hongo entomopatégeno como factor de mortalidad para
las larvas de Hylesia metabus. La identificacion del agen-
te causal de esta micosis representa el primer paso hacia
una nueva forma de controlar esta importante plaga de

salud publica.
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Abstract

Palabras clave
Key words

Los microsporidios son protozoarios parasiticos que atacan distintos gru-
pos de invertebrados y vertebrados, entre ellos los insectos. En el presente
trabajo se reporta la presencia de un microsporidio en larvas de Hylesia
metabus. Se recolectaron larvas del segundo estadio de este insecto en
zonas de manglar en los alrededores de Yaguaraparo, estado Sucre, Ve-
nezuela. Las larvas se mantuvieron en recipientes pldsticos de 15 x 30
cm, a razén de 50 larvas por recipiente y diariamente se alimentaron con
hojas frescas de su planta hospedera, Rhizophora mangle L. Se anotaron
las fechas de cambio de estadio de las larvas y la supervivencia de las
mismas. De algunas larvas infectadas, se tomé un frotis del intestino y
se montd con Bédlsamo de Canad4 para ser observado con un microscopio
Zeiss. De otras larvas infectadas se extrajeron los intestinos medios, se
cortaron en trozos de 1 mm y se prepararon para microscopia electrénica
de transmisién. Las larvas infectadas, aunque siguieron alimentdndose y
aparentemente eran saludables, no cambiaron de estadio y eventualmente
murieron. El microsporidio observado en los frotis e intestinos de las lar-
vas tiene caracteristicas similares a las del género Orthosomella: son uni-
nucleares y aparecen en contacto directo con el citoplasma del hospedero,
la espora es cilindrica y el filamento polar es isofilar. Sin embargo, falta
informacién sobre el tipo de esporogénesis en la especie nueva, lo que es
un cardcter diagnéstico para Orthosomella. Por lo tanto se propone que la
especie sea designada como «cercana a» Orthosomella sp.

First Report of a Parasitic Microsporidium in Hylesia metabus (Cra-
mer, [1775]) Larvae (Lepidoptera: Saturniidae)

Microsporides are parasitic protozoans that attack many groups of inver-
tebrates and vertebrates, including insects. In this study, a first report is
made of a microsporidium from Hylesia metabus larvae. Second instars
were collected from mangrove swamps close to the village of Yaguaraparo,
Sucre State, Venezuela and maintained in plastic tubs 15 x 30 c¢cm, with
50 larvae per tub. The larvae were fed daily with leaves from their host

Infeccion crénica, larvas, microsporidios, Orthosomella, Venezuela.
Chronic infection, larvae, Microsporidia, Orthosomella, Venezuela.
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plant, Rhizophora mangle L. Moulting dates and survival were recorded
daily. Smears of the intestines from infected larvae were taken, mounted
on slides with Canada Balsam and observed with a Zeiss microscope. The
middle intestines were extracted from other infected larvae, cut into 1
mm pieces and prepared for transmission electronic microscopy. Infect-
ed larvae, although they did not lose their appetite and were apparently
healthy, did not moult and eventually died. The microsporidium observed
in the smears and intestines of the larvae shares some characteristics with
Orthosomella: they are uninuclear and in direct contact with the host cy-
toplasm, the spore is cylindrical and the polar filament is isofilar. Nev-
ertheless, information about the type of sporogeny is lacking, which is
diagnostic for Orthosomella. 1 therefore propose that the species be placed

as “near” Orthosomella sp.

PRESENTACION

Los microsporidios son protozoarios parasiticos
que atacan diferentes grupos de insectos, ademds de
otras especies de invertebrados y vertebrados. El pri-
mer caso de un microsporidio parasitico reportado
fue Nosema bombycis (Kudo, 1916), aislado de larvas
de Bombyx mori L., el gusano de seda (Nigeli 1857).
Balbiani (1882) sugirié el nombre Microsporidies para
ubicar a V. bombycis, el inico microsporidio conocido
para la época. En 1976, Sprague creé el phylum Mi-
crospora, el cual fue revisado y actualizado en 1992
(Sprague 1976; Sprague ez al. 1992).

Los microsporidios tienen ciclos de vida que va-
rian entre especies. Sin embargo, el ciclo de vida bd-
sico comprende una fase esporal infectiva. La espora
normalmente entra al hospedero por el intestino, aun
cuando se conoce la existencia de otras rutas de en-
trada. Una vez dentro del hospedero, el esporoplasma
es liberado de la espora hacia una de las células del
hospedero. En ésta, el esporoplasma comienza una fase
de reproduccién vegetativa (merogénesis) para produ-
cir células hijas (merozoitos), las cuales pueden repetir
la merogénesis o entrar en otra fase, la esporogénesis,
que resulta en la produccién de las esporas (Vavra &
Larsson 1999).

Los microsporidios generalmente causan enfer-
medades crénicas (actiian lentamente durante un pe-
riodo largo de tiempo). Los efectos externos pueden
ser observados como cambios en el color, tamano,
forma o comportamiento comparados con individuos

sanos. Los microsporidios también afectan la longevi-
dad (pueden alargar las fases larvales y reducir la fase
de adulto) y la fertilidad y fecundidad del organismo
(Becnel & Andreadis 1999). Los géneros de microspo-
ridios reportados como pardsitos de especies en el orden
Lepidoptera son: Cystosporogenes, Nosema, Orthosomella
y Vairimorpha (Undeen & Vivra 1997; Becnel & An-
dreadis 1999), de los cuales la especie Nosema lyman-
triae Weiser (1963) ha sido sefalada como controlador
biolégico potencial de Lymantria dispar L. (Lepidopte-
ra), una plaga de los bosques de pinos en los Estados
Unidos de América (Solter et al. 1997).

Por otro lado, el alargamiento del desarrollo de las
larvas aumenta el tiempo disponible para que actden otros
controles biolégicos. Por ejemplo, las larvas de Lymantria
dispar (Lepidoptera) preinfectadas con el microsporidio
Nosema sp. son mds susceptibles a un patégeno viral que
las larvas no infectadas (Bauer ez a/. 1998)

En el caso de Hylesia metabus, se han identificado
diferentes especies de enemigos naturales, incluyendo
depredadores como Arilus cristatus (Linnaeus, 1763),
Hemiptera (Visquez 1990, 1994); parasitoides (Her-
nandez er al. 2009) y patégenos (Osborn er al. 2002;
Gajardo ez al. 2005a, b). En el presente capitulo se re-
copila la informacién sobre la presencia y los efectos
de un microsporidio en larvas de H. metabus, el cual
representa un control natural adicional que, a su vez,
pudiera influir en la dindmica poblacional de esta im-
portante plaga.
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DESCRIPCION DE METODOS

Se recolectaron larvas del segundo estadio de AH.
metabus en zonas de manglar, ubicadas en los alrede-
dores de Yaguaraparo, municipio Cajigal, estado Sucre,
Venezuela (Lat. N 10° 35%; Long. O 62° 43") y se tras-
ladaron al Instituto de Investigaciones en Biomedicina
y Ciencias Aplicadas (IIBCA-UDOQO). Una vez alli, las
larvas se colocaron en seis recipientes pldsticos de 15 x
30 cm?, a razén de 50 larvas por recipiente, con hojas
frescas de su planta hospedera Rhizophora mangle L.
Cada dia se revisaron los recipientes y se registré el nd-
mero de larvas vivas, ademas se anoté la fecha de cam-
bio de estadio (muda) de las mismas. Diariamente, se
reemplazaron las hojas de R. mangle con hojas frescas y
se removieron las larvas muertas.

De algunas larvas infectadas, se tomé un frotis
del intestino sobre un portaobjeto y se dejé secar. Se
montaron las muestras con Bédlsamo de Canadd y se
cubrieron con cubreobjetos limpios. Los microspo-
ridios fueron observados con un microscopio Zeiss,
modelo Axioscop.

Algunos intestinos de larvas infectadas se prepa-
raron para ser examinados por medio de microscopia

DISCUSION DE

Seguin Visquez (1990, 1994), las duraciones de los
estadios larvales varfan entre 7,7 y 9,3 dias y se regis-
traron siete instares. Sin embargo, en este estudio las
duraciones promedio del quinto y sexto estadio de lar-
vas infectadas fueron mucho mayores: 21 y 21,75 dias
respectivamente. Ademds, el séptimo estadio larval no
se observo: las larvas se convertian en pupas después del
sexto estadio.

En la Figura 1 se muestra la curva de supervi-
vencia de las larvas y pupas de H. metabus. Se puede
observar que la mayor tasa de mortalidad de las larvas
ocurrié entre el quinto y el sexto estadio. Sin embar-
go, las larvas que sobrevivieron hasta el sexto esta-
dio larval tenfan una alta probabilidad de eclosionar
como adultos.

La sintomatologia observada en las larvas de A.
metabus infectadas con los microsporidios es simi-
lar a la encontrada en otras especies de Lepidopte-

electrénica de transmisién. Para ello, se extrajeron los
intestinos medios, se cortaron en trozos de 1 mm y
se sumergieron inmediatamente en prefijador fresco
(glutaraldehido al 2,5 % y paraformaldehido al 1 %)
en solucién bufer fosfato, pH 7,2 y 260 mOsm/l. Des-
pués de tres lavados con solucién bufer fosfato pH
7,2, se realiz6 una fijacién posterior de los intestinos,
en una solucién de tetréxido de osmio (OsO,) al 1 %
en solucién bufer fosfato durante 90 minutos, y luego
los tejidos se lavaron en bufer fosfato tres veces. A
continuacion, se deshidrataron en una serie creciente
de etanol (Stobbart & Shaw 1964; Crossley & Water-
house 1969; Lu & Chow 1991). Posteriormente, las
muestras fueron infiltradas con éxido de propileno,
para luego ser incluidas en resina epéxica Polybed®
812, e incubadas a 60 °C por 48 horas. Se realizaron
cortes ultrafinos, de 60-70 nm, con un ultramicréto-
mo Reichart-Jung, y se tifieron con acetato de uranilo
al 6 % por cinco minutos y citrato de plomo por tres
minutos. Las observaciones y tomas fotogréficas se
realizaron con un microscopio electrénico de trans-
misién, Hitachi H-600.

RESULTADOS

ra; es decir, un desarrollo prolongado de los estados
inmaduros y una alta tasa de mortalidad (Becnel &
Andreadis 1999). Los efectos de la infeccién en las
larvas fueron mds intensos en el quinto y sexto es-
tadio, probablemente por el aumento progresivo en
la abundancia de los microsporidios durante el desa-
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Figura 1. Curva de supervivencia de las larvas infectadas.
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Figura 2. Preparaciones de los frotis en las que se muestran las es-
poras frescas.

rrollo larval. Es interesante acotar que las larvas que
sobrevivieron hasta la fase de pupa tenfan una alta
probabilidad de emerger como adultos y que el tiem-
po de pupacién en las larvas infectadas fue similar
a lo esperado para las larvas sanas de acuerdo a los
resultados de Vdsquez (1990, 1994).

En las preparaciones de los frotis, se pudo ob-
servar las esporas frescas de los microsporidios. Eran
cilindricas y midieron 3,9 a 4,7 um de largo y 2,3
a 3,1 pm de ancho, n = 50 (Figura 2). A escala ul-

traestructural se pudo observar a los microsporidios

Figura 3. Vista general de las diferentes etapas de desarrollo del mi-
crosporidio, sc: esquizonte, n: nlcleo, A: nucleolo, sp: esporonte, sb:
esporoblasto, es: espora.

en diferentes etapas de desarrollo (ezquizontes, espo-
rontes y esporoblastos) (Figura 3), los cuales estaban
en contacto directo con el citoplasma. Los esquizon-
tes eran uninucleares con un nucleolo bien definido
y un citoplasma denso. Los esporontes también pre-
sentaron un nucleolo pero el citoplasma presentaba
menos densidad electrénica. Los esporoblastos tem-
pranos se distinguian de los esquizontes y esporontes
en que la membrana estaba separada del citoplasma
del hospedero y no presentaban un nucleolo. Algunos
de estos esporoblastos presentaron un filamento polar
de hasta cinco anillos, dentro del

cual se pudo observar un aparato
de Golgi (Figura 4). En uno de los
esporoblastos se pudo observar un
aparato de anclaje primordial, el
cual afinca el filamento polar a la
espora (Figura 3). Los esporoblas-
tos maduros presentaban alta den-
sidad electrénica, con un aspecto
crenado (Figura 3). En la Figura
5 se muestra una espora madura,
cuya membrana estd compuesta
de tres capas: una exoespora on-
dulante de grosor variable, una en-
doespora translicida y una mem-
brana. El disco de anclaje midié

0,18 um en la base. La espora era

Figura 4. Detalle de un esporoblasto. m: membra-
na, G: aparato de Golgi, vp: vacuola posterior, fle-
cha: anillo del tubo polar.

filamento polar.

Figura 5. Detalle de una espora madura.
ex: exospora, fp: filamento polar, a: disco
de anclaje, n: nlcleo, flecha: anillo del

uninuclear, con un filamento po-
lar isofilar, de 12 anillos de 0,06
pm de didmetro. La vacuola pos-
terior era pequena e indistinta.
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El microsporidio descrito aqui no se correspon-
de con los géneros de microsporidios parasiticos mds
comunes en Lepidoptera, Nosema Naegeli, 1857 y
Vairimorpha Pilley, 1976, debido a que éstos tienen
nucleos diplocaridticos en todas las etapas de desa-
rrollo (Undeen & Vdvra 1997; Canning ez al. 1999).
Sin embargo, tiene caracteristicas similares a las del
género Orthosomella (Canning, Wigley & Barker,
1991); estas son: un solo nucleo en los esquizontes,
esporontes y esporas, una espora madura de forma
cilindrica, un filamento polar isofilar y el microspo-
ridio en contacto directo con el citoplasma del hos-
pedero (no tiene vesicula esporifera) e infecta a los
tejidos del intestino (Canning ez al. 1985). El género
Cystosporogenes también comparte algunas de las ca-
racteristicas mencionadas, pero éste tiene como ca-
ricter diagndstico la presencia de una vesicula espo-
rifera, la cual no aparece en la especie aqui estudiada
(Canning et al. 1985).

A pesar de que las caracteristicas compartidas
con el género Orthosomella, hay algunas dudas que
llevan a que la ubicacién de esta especie sea sélo tenta-
tiva. No hay informacién sobre el tipo de esporogéne-
sis en la especie nueva, lo que es un cardcter diagndsti-

co de este género, el cual desarrolla una esporogénesis
polisporobldstica y monofiliforme; es decir, los espo-
rontes se dividen varias veces en forma de una cadena
para después desarrollarse en esporoblastos (Canning
et al. 1985). Ademids, otros caracteres ultraestructura-
les, como por ejemplo la presencia de una membrana
con alta densidad electrénica que cubre los esquizon-
tes estd presente en O. operophterae (la especie tipo)
(Canning et al. 1985), pero no en esta especie, aunque
otros autores han sugerido que éste no debe conside-
rarse un cardcter diagndstico (Andreadis ez al. 1996).

En general, la taxonomia de los microsporidios
parasiticos de los insectos es una disciplina todavia
muy joven y hay pocos reportes sobre estos organis-
mos, especialmente de los lepidépteros. Debido a ello,
las descripciones de los géneros se basan en muy pocas
especies, y estdn en continua revisién. Por lo tanto, se
propone que la nueva especie sea colocada tentativa-
mente como una especie cercana a Orthosomella sp.
Sin embargo, debido a que éste es el primer reporte
de un microsporidio de una especie de Lepidoptera en
Venezuela y la primera descripcién de un microspori-
dio en larvas de H. metabus, es probable que represen-
te una nueva especie para la ciencia.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se reporta por primera vez la presencia de un
microsporidio en las larvas de H. metabus, el cual
pudiera tener un efecto sobre las poblaciones de esta
plaga en conjunto con otros enemigos naturales. Es
importante que cualquier programa de control no
perturbe el equilibrio entre las poblaciones de H. me-
tabus y este control natural. Se recomienda realizar
los estudios necesarios para lograr una mejor identifi-
cacion de este pardsito y profundizar el conocimiento
sobre los efectos que puede tener en todo el ciclo de
vida de H. metabus.
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Resumen

Abstract

Palabras clave
Key words

Los parasitoides pueden ser importantes reguladores de las plagas en ecosistemas
agricolas y naturales. En la regién nororiental de Venezuela, en dos localidades
(Mapire y Pedernales) y durante seis ciclos, se registré el parasitismo natural sobre
Hylesia metabus (Saturniidae). Ademds, se realizé un estudio preliminar sobre
la elaboracién de una dieta artificial para uno de los parasitoides encontrados,
Sarcodexia lambens (Sarcophagidae). Para ello, se recolectaron larvas y pupas de
H. metabus en el campo y se mantuvieron en el laboratorio hasta la eclosién de
los adultos. También se recolectaron pupas de S. lambens y se mantuvieron hasta
el apareamiento de los adultos y subsecuente larviposicién. Se preparé una die-
ta basada en leche y levadura para la cria de S. lambens hasta la eclosién de los
adultos de la F1. En Mapire, el parasitismo aumenté de 33,0 % a 91,1 % en tres
ciclos consecutivos estudiados y los principales parasitoides fueron los Diptera:
Belvosia spp. (Tachinidae) y S. lambens y diversas especies de Hymenoptera de las
familias Ichneumonidae, Chalcidae, Perilampidae y Eulophidae. En Pederna-
les, en tres ciclos consecutivos el parasitismo disminuyé de 29,5 % a 16,1 %;
el parasitoide mds abundante fue Belvosia spp., aunque durante el tercer ciclo,
la contribucién de Neotheronia sp. (Hymenoptera: Ichneumonidae) result6
significativa. De 25 larvas de la F1 de S. lambens obtenidas, 36 % emergieron
como adultos. Belvosia spp. y Sarcodexia lambens son parasitoides promisorios
para ser usados en programas de manejo integrado de H. metabus. Se deben
optimizar las condiciones de cria de S. lambens para maximizar el porcentaje
de supervivencia sobre la dieta ensayada.

The Parasitoids of Hylesia metabus (Cramer, [1775])

Parasitoids can be important regulators of pest populations both in agricultural
and natural ecosystems. We report natural parasitism levels for Hylesia metabus
(Saturniidae) during six life cycles in two localities (Mapire y Pedernales) in north-
eastern Venezuela. We also report on preliminary studies for the elaboration of an
artificial diet for one of the parasitoids found, Sarcodexia lambens (Sarcophagidae).
H. metabus larvae and pupae were collected in the field and maintained under
laboratory conditions until eclosion. Also, S. lambens pupae were collected and
maintained until adult mating and subsequent larviposition, A milk and yeast

Dieta artificial, Hymenoptera, Parasitismo, Sarcophagidae, Tachinidae.
Artificial diet, Hymenoptera, Parasitism, Sarcophagidae, Tachinidae.
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based diet was prepared for rearing S. lambens larvae until the eclosion of the F1
adults. In Mapire, parasitism increased from 33.0 % to 91.1 % in the three cycles
studied, with the dipterans Belvosia spp. (Tachinidae) and S. lambens as well as
several hymenopteran species from the Ichneumonidae, Chalcidae, Perilampidae
and Eulophidae being the most common. In Pedernales, parasitism decreased
from 29.5 % to 16.1 % during the three cycles studied, with Belvosia spp. being
the most abundant parasitoid, although in the third cycle parasitism by Neothero-
nia sp. (Hymenoptera: Ichneumonidae) was also significant. Thirty six percent
of adults emerged from the 25 S. lambens F1 larvae obtained. Belvosia spp. and
S. lambens may have potential for use in integrated management programs of /.
metabus. The rearing conditions for S. lambens should be improved in order to
maximize the survival of these flies on the diet tested.

PRESENTACION

El parasitoidismo es el fenémeno en el cual un
organismo se alimenta de otro que se mantiene vivo
y desarrolla sus actividades con relativa normalidad,
hasta que finalmente muere. Este es realizado por los
parasitoides, los cuales son insectos que en la fase
adulta oviponen cerca, sobre o dentro de otras espe-
cies de insectos. Asi, el parasitoidismo puede clasi-
ficarse entre la depredacién y el parasitismo, lo cual
implica una relacién intermedia entre depredacién y
parasitismo. Al eclosionar, las larvas del parasitoide
penetran y se desarrollan alimentdndose del cuerpo
del insecto hospedero, provocando la muerte del in-
secto parasitado. Se estima que el 25 % de las avispas
(Hymenoptera) y moscas (Diptera) tienen este hébi-
to. Los parasitoides suelen ser importantes agentes de
control biolégico, debido a que poseen la capacidad
de regular las poblaciones de insectos plaga por de-
bajo de un umbral de dafio econémico y, como son
especificos, dependen de las poblaciones de la plaga
para su propia supervivencia (Godfray 1994; Ferndn-
dez-Arhex & Corley 2003).

Los parasitoides se diferencian de otros enemigos
naturales de insectos plaga presentes en la naturaleza.
Por ejemplo, los parasitoides se alimentan de un solo
hospedero produciendo la muerte del mismo a corto,
mediano o largo plazo, mientras que los depredadores
pueden alimentarse de varios hospederos causando la
muerte inmediata. El parasitoide, al igual que el pard-
sito, se alimenta de un solo hospedero, pero no siempre
causa la muerte pues necesita de un hospedero vivo para

Figura 1. Ciclo de vida de parasitoide larva-larva (Fuente: Nicholls et
al. 1999, modificado por Adriana Herrera).

la supervivencia, aunque, el parasitoide tarde o tempra-
no, causa la muerte de su hospedero. El parasitoide adul-
to es un animal de vida libre, el cual puede ser herbivoro
o depredador (Godfray 1994).

Los parasitoides dipteros e himendpteros son in-
sectos holometdbolos; es decir, presentan metamorfo-
sis completa, y desarrollan cada una de las siguientes
fases durante su ciclo de vida: huevo, larva, pupa y
adulto. Tomando en cuenta esto, los parasitoides pue-
den actuar de diferentes maneras sobre el hospedero.
La Figura 1, ilustra un ejemplo de cémo acttian los
parasitoides larva-larva: primero, el parasitoide (una
avispa) localiza el hospedero, que en este caso corres-

José V. HERNANDEZ E., FRANCES OSBORN,
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ponde a una larva de lepidéptero, por medio de atra-
yentes de largo y corto alcance. Luego coloca uno o
varios huevos sobre el hospedero o sobre las hojas de
la planta de las que éste se alimenta. En este ltimo
caso, el hospedero ingiere los huevos del parasitoide al
alimentarse. De estos huevos eclosionan una o varias
larvas. La larva se alimenta sobre o dentro del hospe-
dero, aumentando su tamafo, pudiendo desarrollarse
entre cuatro y siete estadios, hasta emerger de la larva
para transformarse en pupa dentro de ésta tltima, so-
bre la misma o retirada de ella (Nicholls ez 2/. 1999).

También existen parasitoides larva-pupa que pre-
sentan un comportamiento y ciclo de vida similar a
los parasitoides larva-larva con la diferencia de que las

larvas del parasitoide pupan en el interior de la pupa

del hospedero (Figura 2) (Nicholls ez al. 1999). Otros

Figura 2. Ciclo de vida general de un parasitoide larva-pupa. (Fuente:
Nicholls et al. 1999, modificado por Adriana Herrera).

tipos de parasitoides de comdn ocurrencia y con un
comportamiento similar a los parasitoides larva-larva
y larva-pupa son los de huevo-huevo, huevo-larva y
pupa-pupa.

Frecuentemente, cuando se recolectan larvas de
lepidépteros para el estudio en el laboratorio, es usual
que en lugar de emerger el adulto de la larva que se
recolectd, lo que se observa es un parasitoide larva-
larva o larva-pupa, cominmente moscas o avispas.
Sin embargo, en el momento de recolectar, esto se
desconoce, debido a que las larvas y pupas del para-
sitoide pueden estar ocultas en la larva y pupa de su
respectivo hospedero.

Existen diferentes tipos de parasitoides, a saber:

Los parasitoides pueden ser ectoparasitoides si se
alimentan y desarrollan en el exterior del hospedero y
endoparasitoides si lo hacen en el interior.

Dependiendo del nimero de parasitoides que vi-
van en un hospedero el parasitoide puede ser solitario o
gregario.

Los parasitoides pueden ser: primarios, cuando
atacan a un hospedero fitéfago; secundario, cuando ata-
can a un parasitoide primario.

Se usa el término superparasitoidismo si diferentes
hembras de misma especie depositan sus huevos en un
mismo hospedador y multiparasitoidismo si diferentes
especies de hembras colocan sus huevos en un mismo
hospedador.

Un hiperparasitoide es el organismo que parasi-
ta a otro parasitoide, también existe el hiperparasitoi-
de facultativo, el cual puede actuar como parasitoide o
hiperparasitoide dependiendo de sus necesidades. Pero
también se encuentran los hiperparasitoides obligados,
los cuales requieren de un parasitoide para desarrollarse.

También existen los parasitoides coinobiontes, en
los cuales la larva del parasitoide mata al hospedero. En
el caso de los idiobiontes, es el parasitoide el que mata al
hospedero al momento de oviponer. Ademds, hay para-
sitoides primarios los cuales colocan los huevos directa-
mente sobre el hospedero, o los secundarios o hiperpa-
rasitoide que coloca el huevo sobre un parasitoide que ya
se encuentra previamente sobre el hospedero.

La mayoria de los parasitoides registrados pertene-
cen a los 6rdenes Hymenoptera y Diptera. En el primer
orden la mayoria pertenece a las familias Ichneumoni-
dae, Braconidae, Perilampidae, Trichogrammatidae,
Eulophidae y Chalcididae; mientras que en el segundo
pertenecen a las familias Tachinidae, Sarcophagidae y
Phoridae. Varias especies de estos parasitoides son uti-
lizadas en programas de manejo integrado de insec-
tos plaga (MIP) o manejo holistico de insectos plaga
(MHP), en los cuales se usa como una de las alterna-
tivas, el control biolégico cldsico. Esto consiste en la
introduccién de depredadores o parasitoides exdticos
para controlar una plaga en una determinada drea. El
uso comercial de los parasitoides es comtin en muchos
invernaderos, plantaciones y cultivos en Europa y EE.
UU., donde los artrépodos mds comtinmente vendidos
son avispas parasiticas, entre ellas, los géneros Ephidiun
sp., Encarsia sp., Leptomastix sp. y Trichogramma spp.
(Gullan & Cranston 2000). Por ejemplo: para el control
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Tabla 1. Himendpteros y dipteros parasitoides reproducidos masivamente

y sus hospederos.

que son reproducidos masiva-
mente y comercializados para el

control de plagas.
Por otro lado, en algunos

ecosistemas naturales donde la in-
tervencién humana es minima o
nula, posiblemente los mecanismos
naturales tienen un importante y
muchas veces no medido impacto
en la regulacién de las poblaciones
de organismos. Por ejemplo, en el
caso de invertebrados de la clase
Insecta en bosques naturales, Petri-
ce et al. (2004) reportaron que el

Orden Familia Hospederos
Braconidae Afidos, lepiddpteros, coledpteros vy dipteros
Scelionidae Huevos de chinches
Trichogrammatidae Huevos de lepidopteros, muy importantes en el
control bioldgico inundativo
Eulophidae Son muy importantes en el control de larvas de
Hymenoptera minadores de hojas y barrenadores de madera
Mymaridae Huevos de Heteroptera, Homoptera, Coleoptera,
Diptera y Saltatoria
Encyrtidae Escamas, cochinillas
Aphelinidae Escamas, cochinillas, moscas blancas y é&fidos.
. Tachinidae Larvas de lepidépteros
Diptera Bombyliidae Larvas de Scarabeidae (escarabajos)

(Fuente: Carballo, 2002).

de Heliothis armigera Hiibner, 1808. (Noctuidae), el gu-
sano del fruto del tomate, Cotesia kazak Telenga 1949, y
Microplitis croceipes Cresson 1872, (Braconidae) fueron
introducidos con éxito en Nueva Zelanda (Cameron ez
al. 20006). Por otra parte, Semielacher petiolatus Girault,
1915 (Eulophidae) fue introducida en Tdnez para con-
trolar Phyllocnistis citrella Stainton, 1856 (Lepidoptera:
Gracillariidae) (Braham ez a/. 20006). La avispa Apoana-
gyrus lopezi De Santis, 1964 (Encyrtidae) ha logrado es-
tablecerse en mds de 25 paises africanos donde mantiene
bajo control la cochinilla de la yuca o mandioca Phe-
nacoccus maniboti Matile-Ferrero, 1977 (Homoptera:
Pseudococcidae), una plaga importante de este cultivo
(Neuenschwander ez a/. 1988). En Cuba, Lixophaga dia-
traeae Townsend, 1916 (Tachinidae) es empleada para
combatir el barrenador de la cafa de aztcar Diatraea
saccharalis Fabricius, 1794 (Lepidoptera: Pyralidae)
(Aleman et al. 1998).

En Venezuela, los taladradores o barrenadores de
la cafa de azdcar, Diatraea spp. (Crambidae), son con-
trolados por la mosca amazdnica Lydella minense Town-
send, 1927 (Tachinidae) y la avispa, Cotesia flavipes
Cameron, 1891 (Braconidae), las cuales han reducido
los dafios causados en mds de 99 % (Linares & Sala-
zar 2007). Las avispas parasitoides de huevos, 7elenomus
remus Nixon, 1937 y Trichogramma spp. también son
utilizadas extensivamente para el control de lepidépteros
plaga de muchos cultivos, incluyendo maiz (7. remus),
hortalizas y papa (richogramma spp.), sorgo y algodén
(ambas especies) (Van Lenteren & Bueno 2003). En la
Tabla 1, se muestran algunas familias de parasitoides

15,5 % de las larvas de macrolepi-
dépteros nativos estaban parasita-
dos por especies de Hymenoptera
(6,6 %), Tachinidae (6,4 %) y otros (2,5 %). Sarvary ez al.
(2007) reportaron nueve especies de parasitoides para el pa-
sador de las hojas, Choristoneura rosaceana Harris 1841, de
las cuales el Tachinidae Actia interrupta Curran 1933, y los
Hymenoptera Oncophanes americanus Weed 1887, (Braco-
nidae) y Exochus albifrons Cresson, 1868 (Ichneumonidae)
fueron los mds abundantes.

En otros capitulos de este libro han sido documen-
tadas las medidas de control de las poblaciones de Hyle-
sia metabus (Cramer, [1775]) en Venezuela, por ejemplo,
las fumigaciones aéreas y terrestres con el larvicida bio-
l6gico a base de Bacillus thuringiensis var. kurstaki, uso
de trampas de luz para la captura de adultos (Vdsquez
1990). Sin embargo, aparte de los controles aplicados,
H. metabus, en condiciones naturales, es atacada por un
importante nimero de enemigos naturales, entre ellos
los insectos parasitoides (Piegler 1990).

En el caso de H. metabus para Venezuela, Vis-
quez (1990) reporté una reduccién del 67,4 % en las po-
blaciones de esta polilla en el golfo de Paria, entre enero
y marzo de 1985, por efecto de enemigos naturales. Pos-
teriormente, Fornés & Herndandez (2000) encontraron
15,1 % y 7,9 % de parasitismo sobre pupas recolectadas
en el mismo golfo, durante los meses de julio a octubre
de 1997 (periodo lluvioso) y enero a febrero de 1998 (pe-
riodo seco), respectivamente.

Ahora bien, para que una especie de parasitoide
pueda ser utilizada en un programa de control bioldgico,
es necesario conocer su biologl'a y comportamiento; asi
como también establecer procedimientos para la cria ma-
siva del parasitoide en condiciones de laboratorio, esto ul-
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timo incluye el desarrollo de una dieta artificial. Este tipo
de dieta ha sido utilizada a partir de los afios cincuenta, en
la cria de insectos en laboratorio, a fin de disponer de su-
ficientes individuos que puedan ser utilizados en estudios
fundamentales en dreas del conocimiento como la fisio-
logia, ecologia y genética. Ademds, de su uso en la pro-
duccién de patdgenos de insectos, estudio de feromonasy
en programas de MIP y MHP. Existen dietas artificiales
para mds de 1300 especies de insectos parasitoides, entre
ellas 279 para especies de Diptera, siendo la mayoria de
importancia agricola (Singh 1977). Algunas de las venta-
jas del uso de dietas artificiales son la uniformidad nutri-
cional del medio de cultivo y la uniformidad biolégica de
la colonia (Parra 1994). Otra ventaja es la posibilidad de
criar a los parasitoides sin el mantenimiento de una cria
de su insecto hospedero.

En este capitulo se presentan resultados del re-
gistro del parasitismo natural (larva-pupa) de H. me-
tabus y se analiza el impacto de los mismos sobre las
poblaciones de esta plaga en dos zonas geogréficas de
la regién nororiental de Venezuela. Ademds, se presen-
tan resultados preliminares sobre la cria del parasitoide
Sarcodexia lambens Wiedemann 1830 con una dieta
artificial. El desarrollo de esta dieta permite el man-
tenimiento de colonias continuas de este sarcofigido
parasitoide y representaria un paso importante en la
busqueda de alternativas para el control de H. meta-
bus, en el marco de estrategias de MIP o MHP de este
insecto plaga de salud publica. En este sentido, los re-
sultados se discuten en funcién del potencial de los pa-
rasitoides como alternativas de control para el manejo
de este insecto plaga.

DESCRIPCION DE METODOS

Registro de parasitoidismo de Hylesia metabus
en Venezuela

Con el objeto de estudiar el impacto del parasitoi-
dismo sobre la H. metabus en Venezuela, durante tres
ciclos de vida consecutivos de esta polilla y en dos lo-
calidades, se recolectaron pupas en plantas de las espe-
cies de mangle descritas en el Capitulo I. La recolecta se
realizéd como se describe en Herndndez ez 4/. (2009), en
las siguientes localidades: a) en el manglar adyacente a
la poblacién de Mapire, municipio Valdez, estado Sucre,
Venezuela (Lat. N 10° 38' 42,6"; Long. O

capas de algodén. Una vez en el laboratorio, las pupas
se individualizaron en bolsas pldsticas, transparentes y
esterilizadas y se mantuvieron bajo fotoperiodo inverti-
do de 12L1:120 a una temperatura promedio de 27 °C
y humedad relativa promedio de 65 %, hasta la emer-
gencia de los adultos (Figura 5). Posteriormente, se re-
gistré el nimero y sexo de los adultos de H. metabusy la
emergencia de los parasitoides en cada uno de los ciclos
estudiados. Los parasitoides fueron separados por mor-
fotipo, cuantificados, montados e identificados hasta la
categoria de género y en algunos casos hasta especie. To-

62° 08' 59,2"), del 11 al 16 de diciembre pe

de 2004; del 10 al 13 de marzo de 2005
y del 11 al 14 de julio de 2005 (Figura 3);
b) en los canos ubicados cerca de la pobla-
cién de Pedernales, municipio Pedernales,
estado Delta Amacuro, Venezuela (Lat. N
09°48'12,0"; Long. O 62° 10" 33,4"), del
12 al 16 de octubre de 2005; del 23 y 24
de enero de 2006 y el 6y 7 de mayo de
20006 (Figura 3, Figura 4A, 4B).

Previo, al traslado al laboratorio, las
pupas recolectadas se limpiaron, se retird
el capullo manualmente y se colocaron

en envases de pldstico de aproximada- e

Mar Caribe

MEONAGAS

4

mente 1 L de capacidad, protegidos con

Figura 3. Areas de recolecta de pupas de Hylesia metabus.
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Figura 4. Areas de recolecta de pupas de Hylesia metabus (A) y detalle de la misma (B).

dos los especimenes de los parasitoides identificados han
sido depositados en la coleccién de insectos del Museo
Britdnico de Historia Natural, Londres, Inglaterra y en
el Museo de Ciencias Naturales de la Universidad Si-
mon Bolivar, Caracas, Venezuela.

Estudio preliminar para la cria masiva del
parasitoide Sarcodexia lambens

En el estudio preliminar para el establecimiento
de crias masivas con dietas artificiales se seleccioné a la
especie de mosca S. lambens uno de los insectos mds co-
munmente encontrado como parasitoide de H. metabus
en el estado Sucre. Este insecto pertenece a la familia
Sarcophagidae, la cual estd constituida por unas 2600
especies, distribuidas por todo el mundo con una multi-
plicidad de hdbitos de vida: saprofiticos, necréfagos, co-
préfagos, depredadores, y parasitoides de otros insectos,
entre otros. El rasgo mds resaltante de esta familia es la
larviparidad, es decir las hembras normalmente colocan
larvas sobre el hospedero en lugar de huevos. No hay
caracteristicas externas distintivas de la familia, pero in-
ternamente las hembras presentan un ttero con dos sa-
cos, en los cuales los huevos son incubados hasta que las
larvas se desarrollan. De 6 a mds de 700 huevos pueden
ser incubados a la vez, segtin la especie. La mayoria de
las especies de este género presentan franjas de color ne-
gro o gris, frecuentemente con 4reas doradas en la parte
dorsal del térax (Pape 1996).

Sobre la base de las consideraciones anteriores, se
recolectaron de masas de larvas de Hylesia metabus del V
y VI estadio directamente de los troncos de los drboles
de R. mangle donde descansan durante el dia. Estas se
efectuaron en la zona de Pedernales en el estado Delta
Amacuro (Lat. N 09° 58' 51,7"; Long. O 62° 14' 25,0"),
durante las mismas fechas se recolectaron pupas de H.

metabus las cuales se usaron para estudiar
el efecto del parasitoidismo sobre esta
polilla. Las larvas se trasladaron al Labo-
ratorio en cavas de anime donde fueron
alimentadas con hojas de la misma planta
hospedera y mantenidas en condiciones
de 26-28 °C y 70-80 % de humedad re-
lativa.

Las etapas seguidas para el desarrollo
de una dieta artificial para Sarcodexia lam-
bens, fueron: recolecta y mantenimiento
de las pupas de S. lambens, mantenimien-
to y apareamiento de los adultos de S. lambens, obtenciéon
de los huevos de la primera generacién (F1) de S. lambens,

Figura 5. Detalle de cuarto de mantenimiento de pupas de Hyle-
sia metabus.

alimentacién de las larvas de la F1, mantenimiento de las
pupas y cria de los adultos de la F1.

Las pupas de S. lambens se obtuvieron diariamente
de larvas muertas de H. metabus. Fueron medidas, pesa-
das y luego individualizadas en bolsas pldsticas hasta la
eclosién de los adultos, registrando la fecha de la misma.
Los adultos obtenidos fueron liberados en cdmaras de
apareamiento, las cuales consistian de envases de 25 L
de capacidad, sellados por arriba con doble tela de tul
y abertura lateral conectada a un tirabuzén de tela que
permitia introducir la mano para la liberacién de los in-
dividuos y para realizar los cambios en las dietas (Figura
6A). En la base de cada cdmara se colocaron placas de
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extraidas; y luego, colocadas en un envase
con la dieta artificial preparada como se
describe a continuacién: Se calenté 40 ml
de leche pasteurizada hasta 40 °C, se agregd
2 g de levadura granulada y se mantuvo en
agitacion suave por media hora con ayuda
de un agitador magnético, luego se dejo re-
posar de 3 a 4 horas y finalmente se agregé

Figura 6. A: Camara de apareamiento de los adultos de Sarcophagia lambens (Fuente:
Frances Osborn). B: Envase con la dieta artificial y larvas de S.lambens. (Fuente: Fran-
ces Osborn).

Petri con los siguientes sustratos: para la alimentacién de
los adultos, algodén remojado en agua azucarada y al-
goddn remojado en agua; para la larviposicion, algodén
remojado en leche, carne de res molida e higado de res.

Se realizaron observaciones diarias hasta la forma-
cién de larvas; las mismas fueron cuidadosamente reti-
radas, anotdndose el tipo de substrato del cual fueron

leche a temperatura ambiente hasta comple-
tar 200 ml. Se rellené un envase de vidrio
boca ancha con papel absorbente sin cloro,
hasta mds o menos la mitad y se humedecié
con la mezcla de leche y levadura. Luego se
colocaron en dicho envase las larvas en un disco de algo-
dén y se cubrieron con papel seco hasta el tope del envase,
tapando muy bien la boca con tela (Figura 6B). El envase
se mantuvo entre 26-28 °Cy 70-80 % de humedad relati-
va hasta la formacién de pupas, las cuales fueron retiradas
del medio para luego ser medidas, pesadas e individuali-
zadas hasta la eclosién de los adultos de la generacién F1.

DESCRIPCION DE RESULTADOS Y DISCUSION

Parasitoides encontrados en muestras
recolectadas en Mapire

De las pupas de H. metabus, recoletadas en el mes de
diciembre del afio 2004, m4s de la mitad alcanzaron el es-
tado adulto. En marzo del 2005 la emergencia disminuyé
aun 36,4 % y en julio de este ul-

timo afo, solamente emergieron
100

[ Hylesia sp. emergidas [] Pupas parasitadas []Pupas no emergidas

En el primer ciclo, H. metabus fue parasitada prin-
cipalmente por moscas de las familias Sarcophagidae
(Sarcodexia lambens) (62,8 %) y Tachinidae (Belvosia
spp-) (33,0 %). Solamente se identificaron dos especies
de avispas parasiticas: Brachymeria subconica Boucek
1992, y Brachymeria nigra Girault 1911, (Chalcididae),
representando apenas un
3,8 % del total de parasi-

el 3,6 % de las pupas recolecta- 131

das. En relacién al porcentaje de 50

pupas parasitadas, se observé un -

aumento progresivo durante los

tres ciclos estudiados, desde un
33,0 % en diciembre de 2004,
hasta 91,1 % en julio de 2005.
La mayoria de las pupas recolec-

Porcentaje de individuos

tadas en este ciclo estuvieron va-
cias, con evidencia de que los pa-

dic-04 (N=2379)

rasitoides ya habfan emergido. El
porcentaje de hembras (adultas)
de H. metabus en estos tres ciclos
fue: 34,5 %, 15,1 % y 22,7 %,

respectivamente (Figura 7). Hernandez et al. 2009).

5.3 toides (Figura 8a, Tabla 2).
Al inspeccionar los pupa-

26

mar- 05 (N=1963)
Fechas de recoleccion

Figura 7. Comparacién de la emergencia de las pupas de
Hylesia metabus y parasitismo observado en individuos reco-
lectados durante tres ciclos entre diciembre 2004 y julio 2005
en la poblacion de Mapire, estado Sucre, Venezuela. (Fuente:

rios de H. metabus, no se
encontraron evidencias de
911 la presencia de otros indivi-

duos, lo cual confirma que
en este caso las especies de
Brachymeria halladas estdn

actuando como parasitoi-
des primarios.

La diversidad de los
parasitoides aumenté con-

jul-05 (N=1112)

siderablemente (Figura 8B,
Tabla 2) durante el segundo
ciclo de vuelo evaluado. Las

LOs PARASITOIDES DE HyLEsiA METABUS (CRAMER, [1775])




Diciembre, 2004

N =795 0.5%

3,8%

33,0 %

A

Julio 2005
N = 131 23%

4,6 %

3.8%

39,7 %

C

121 %

62,8%

49,6%

6,8 %

25%

9 Marzo 2005
20% 12%

N =763

75,5 %

Leyenda

[ Sarcodexia
[ Belvosia

3 Perifampus
HEl Otros’

B Brachymeria

3 Podogaster

3 Conura

3 Hemisturmia

B Chetogena

Figura 8. Proporciones relativas de los géneros de parasitoides de Hylesia
metabus mas abundantes en las localidades de Mapire, estado Sucre, du-
rante los ciclos estudiados. ' Géneros presentes cuyos porcentajes de apa-
ricién son bajos. Los grupos pertenecientes a esta categoria son variables
de acuerdo al ciclo y localidad estudiada (Fuente: Hernandez et al. 2009).

especies de parasitoides mds abundantes corresponden a
la familia Tachinidae, género Belvosia (75,5 %). Ademis,
se identificaron 10 especies de Hymenoptera pertenecien-

tes a las familias Ichneu-
Chalcicidae,
Perilampidae y Eulophi-

monidae,

dae, B. nigra fue la mds
abundante (12,1 %), se-
guido por Conura spp.
(6,8 %). Los ejemplares
correspondientes a las
familias  Ichneumoni-
dae, Perilampidae y Eu-
lophidae se encontraron
en muy bajos porcenta-
jes, 1,2 %; 2 % y 0,1 %,
respectivamente (Figura
8b, Tabla 2).

A pesar que se re-
gistré un aumento ver-
tiginoso en el porcenta-
je de pupas parasitadas
(91,1 %) en el ciclo del
mes de julio de 2005, no
fue posible identificar en

su totalidad los parasitoides de este periodo, debido a
que para el momento de la recolecta se encontraron
s6lo las pupas vacias con el orificio de salida del pa-
rasitoide. Sin embargo, de los parasitoides identifica-
dos 49,6 % fueron S. lambensy 39,7 % Belvosia spp.
Por otra parte, en este ciclo solamente emergieron
cuatro avispas de las siguientes especies: Enicospilus
sp., Neotheronia sp. (Ichneumonidae), B. subconi-
ca (Chalcididae) y Tetrastichus howardi Olliff, 1893
(Eulophidae) (Figura 8c, Tabla 2).

Parasitoides encontrados en muestras
recolectadas en Pedernales

En octubre del afio 2005, aproximadamente
la mitad de las pupas recolectadas sobrevivié hasta
adulto, mientras que en los ciclos subsiguientes, ene-
ro y mayo de 2000, se observa una disminucién del
porcentaje de emergencia. El porcentaje de parasitis-
mo disminuyé de 29,5 % en octubre 2005 a 18 % en
enero de 2006. Por otra parte, el porcentaje de pupas
no emergidas y de las cuales tampoco emergieron
parasitoides aument$ de 17,4 % en octubre de 2005

a 43,3 % en mayo de 20006, lo que sugiere el posible
ataque de un agente o enfermedad que en este caso se
desconoce. Posiblemente, el nimero de pupas recolec-

Tabla 2. Lista de parasitoides de Hylesia metabus en Mapire, estado Sucre y Pedernales,
estado Delta Amacuro, Venezuela.

Fecha dic mar jul oct ene  may
. 2004 05 05 05 06 06
Familia
Localidad/especie Mapire Pedernales
Brachymeria nigra Fig. 11a 4 81 0 4 4 0
- Brachymeria subconica Fig. 11b 26 2 1 13 3 0
Chalcididae  Otros Brachymeria Fig. 11c 0 9 0 0 0 0
Conura spp. Fig. 11d,e 0 52 0 0 0 0
Otros Chalcididae 0 0 0 0 2 0
Eulophidae  Tetrastichus howardi Fig. 11f 0 1 1 0 0 0
Enicospilus sp. Fig. 11g 0 1 1 1 5 1
Ichneumonidae Neotheronia sp. Fig. 11h 0 0 1 1 0 25
Podogaster sp. Fig. 11i 0 9 0 0 0 0
Perilampidae  Perilampus sp. Fig. 11j 0 15 0 0 0
Sarcophagidae Sarcodexia lambens Fig. 11k 499 0 65 2 13 0
Belvosia spp. Fig. 11lm 262 576 52 681 178 65
Chetogena scutellaris Fig. 11n 1 0 3 4 0 1
Tachinidae Hemisturmia carcelioides 0 7 6 0 0 0
Fig. 11A
Leschinauitia bicolor Fig. 110 3 3 0 0 0 0
Otros Tachinidae 0 7 1 0 1 0
Total de pupas de Hylesia parasitadas 795 763 131 706 206 92
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Figura 9. Comparacion de la emergencia de las pupas de Hyle-
sia metabus y parasitismo observado en individuos recolec-
tados durante tres ciclos entre octubre 2005 y mayo 2006 en
Punta Pescador, Pedernales, estado Delta Amacuro, Venezuela.
(Fuente: Hernandez et al., 2009).

tadas disminuyé como producto de la reduccién en la
densidad de la poblacién de H. metabus en las zonas vi-
sitadas (Figura 9). El porcentaje de hembras (adultas) en
estos tres ciclos fue: 45,5 % en el primer ciclo, 35,7 % en
el segundo y 45,5 % en el tercero. En el primer ciclo de
esta localidad H. metabus estaba parasitada casi en su to-
talidad por Belvosia spp. (96,2 %) (Figura 10a, Tabla 2).

En el segundo ciclo, se observé un patrén parecido:
86,4 % de las pupas de H. metabus fueron parasitadas
por las mismas especies de Belvosia spp., con contribu-
ciones menores de S. lambens (6,3 %), Brachymeria spp.
(3,4 %) y Enicospilus sp. (2,4 %), entre otros (Figura.
10b, Tabla 2). Durante el tercer ciclo, mayo 2006, Bel-
vosia spp. siguié siendo el parasitoide mds abundante
(70,7 %), y se increment6 en el parasitismo por Neothe-
ronia sp. (27,1 %) (Figura 10c, Tabla 2). En la inspec-
cién de los puparios de H. metabus no se encontraron
evidencias de la presencia de otros individuos, lo cual
confirma que, al menos en este caso, Neotheronia sp. estd
actuando como un parasitoide primario.

Por cada pupa de H. metabus parasitada emer-
gié un solo adulto del parasitoide en el caso de las
familias Tachinidae, Perilampidae e Ichneumonidae;
mientras que para las familias de Sarcophagidae y
Chalcididae fue comin encontrar entre 2-8 parasitoi-
des adultos por pupa.

Los resultados expuestos en este trabajo eviden-
cian como las poblaciones de H. metabus en la regién
nororiental de Venezuela son afectadas por el fenéme-
no del parasitoidismo causado por diversas especies

Enero 2006
N = 206

2,4 %

15%

14%

2,4
Octubre 2005
N =708 86,4 %
96,2 %
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Figura 10. Proporciones relativas de los géneros de parasitoides de
Hylesia metabus més abundantes en las localidades de Pedernales,
estado Delta Amacuro durante los ciclos estudiados. ' Géneros pre-
sentes cuyos porcentajes de aparicién son bajos. Los grupos perte-
necientes a esta categoria son variables de acuerdo al ciclo y locali-
dad estudiada. (Fuente: Hernandez et al. 2009).

de los érdenes Diptera e Hymenoptera. Se reconoce
que los Tachinidae son importantes parasitoides de
Lepidoptera, asi como de otros 6rdenes de insectos
(Strazanac ez al. 2001). En este estudio, las especies
pertenecientes a esta familia de dipteros se caracte-
rizan por ser parasitoides primarios y coinobiontes y
todos los parasitoides identificados representan nue-
vos reportes de parasitismo sobre H. metabus, con la
excepcion de la mosca Belvosia spp. (Tachinidae) que
ha sido previamente reportada por Vdsquez (1990).
Por otra parte, en la provincia de Guanacaste, Costa
Rica se encontré Belvosia bella Giglio-Tos, 1893, en
pupas de H. lineata Janzen, 1984. Belvosia sp. se ha
registrado como parasitoide de H. alinda, H. umbrara
e Hylesia spp. en México, Panamd y Ecuador respec-
tivamente (Aldrich 1928; Arnaud 1978). También,
Belvosia leucopyga Wulp, 1882, parasitoide de Hylesia
sp. (probablemente, nigricans), fue reportada en Bra-
sil, Venezuela y México (Aldrich 1928; Janzen 1984).

En este estudio, Sarcodexia lambens es otra de las
especies importantes reportadas como parasitoides de
H. metabus. Esta especie es un parasitoide facultativo
y generalista, el cual estd ampliamente distribuido en
las Américas, desde el sur de los Estados Unidos hasta
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Hymenoptera

/

Figura 11d. Conura sp. 1

Figura 11g. Enicospilus sp.

Figura 11j. Perilampus sp.

Argentina (Lopes & Leite 1989). Esta mosca ha sido en-
contrada parasitando varias especies de insectos (Cou-
pland & Barker 2004), incluyendo Diptera: Muscoidae
(Marchiori er al. 2007) y Lepidoptera: Psychidae (Ste-
phens 1962), también gasterépodos (Coupland & Bar-
ker 2004), aves (Emberizidae) (Fessl & Tebbich 2002),
inclusive en humanos sufriendo de miasis (Fernandes ez
al. 2009). Ademds, esta especie coloniza material orgdni-
co animal, como por ejemplo heces de humanos y heces

Figura 11c. Brachymeria sp.

Figura 11f. Tetrastichus howardi

Figura 11e. Conura sp. 2

Figura 11i. Podogaster sp.
Figura 11h. Neotheronia sp.

e higado de bovinos (Rocha & Mendes 1996; Marchio-
ri 2007; Marchiori ez al. 2007). Esta generalizacion en
hospederos y sustratos para su desarrollo facilita la cria
sobre medios artificiales en el laboratorio (Coupland &
Barker 2004). Estas caracteristicas de este insecto, junto
con la alta proporcién de individuos de H. metabus pa-
rasitadas por la misma, hace atractiva a S. lambens como
un potencial controlador de poblaciones de esta polilla
urticante. Sin embargo, la posibilidad de que ataque a
otras especies no objeto de medidas de control en estos
ecosistemas, debe ser investigada antes que sea incorpo-
rada en un programa de manejo integrado u holistico de
esta importante plaga de salud publica.

Ademis, este trabajo es el primer registro de las
especies Chetogena scutellaris Wulp, 1890; Leschenaul-
tia bicolor Macquart, 1846 y Hemisturmia carcelioides
Townsend, 1927 (Diptera: Tachinidae) como parasitoi-
des de H. metabus. De estas especies de moscas parasiti-
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Figura 11n. Chetogena scutellaris

cas, C. scutellaris es un parasitoide generalista, con una
amplia lista de hospederos. La misma ha sido reportada
como parasitoide de dos familias de Coleoptera (Ce-
rambycidae y Coccinellidae) y 11 familias de Lepidop-
tera (Arctiidae, Citheroniidae, Ctenuchidae, Geometri-
dae, Hesperiidae, Noctuidae, Notodontidae, Sphingi-
dae, Zygaenidae, Pieridae y Saturniidae) en los Estados
Unidos, Costa Rica y Pertt (Arnaud 1978). Ademis, C.
scuterllaris ha sido citada como un parasitoide efectivo en
el control del gusano cachudo de la yuca, Erinnyis ello L.
1758, (Sphingidae) (Bellotti ez al. 2002). Esta especie de
parasitoide presenta un ciclo de vida de corta duracién
y es viable mantener crias masivas de ella en condicio-
nes de laboratorio, es por ello que podria ser un posible
agente de control biolégico de H. metabus. Sin embargo,
la baja proporcién de esta especie como parasitoide de
pupas de H. metabus comparada con Belvosia spp. y S.
lambens sugiere que estas dos ultimas especies sean los
parasitoides que pudieran tener un mayor impacto en la
regulacién de las poblaciones de esta plaga.

En cuanto a los parasitoides del orden Hymenop-
tera, las especies observadas en en este estudio no han
sido reportadas previamente para el género Hylesia. Sin
embargo, géneros de Hymenoptera parasitica como Eni-
cospilus, Conura, Podogaster, Brachymeria y Ietrastichus,
parasitoides de H. metabus, han sido encontrados en di-

Figura 111. Belvosia sp. 1

Figura 11n. Hemisturmia carcelioides

Figura 110. Leschinaultia bicolor

ferentes especies de la familia Saturniidae incluyendo al
género Hylesia (Janzen 1984; Gauld 1988; Peigler 1994).

En relacién al género Perilampus (Hymenoptera:
Perilampidae), los mismos pueden ser parasitoides pri-
marios o secundarios. Se conoce que Perilampus hyali-
nus Say 1828 es un hiperparasitoide de Belvosia bifasciata
Fabricius 1775 y otros Tachinidae en Canad4, EE. UU.,
México, Puerto Rico, Perd. Perilampus maurus Walker
1852 es un posible hiperparasitoide de Tachinidae o Ich-
neumonidae, o parasitoide primario de su lepidéptero
hospedero (Packard 1914).

En la localidad de Mapire, estado Sucre, los parasi-
toides predominantes del orden Diptera fueron las especies
de moscas: Belvosia spp. y S. lambens, especialmente en los
ciclos de diciembre de 2004 y julio de 2005, cuando los
porcentajes de estas familias alcanzaron 95,8 % y 89,4 %,
respectivamente. En el caso de Pedernales, estado Delta
Amacuro, el parasitoide predominante fue Belvosia spp.,
con porcentajes de parasitismo que oscilaron entre 96,2 %
y 70,7 %. Es importante resaltar que durante el ciclo de
marzo de 2005 en Mapire, no se recolectaron individuos
de S. lambens y para Pedernales la captura siempre fue muy
baja. Esto podria haber sido por fluctuaciones en las densi-
dades de las poblaciones de los parasitoides durante el afio
o debido a diferencias en la fecha de emergencia de los pa-
rasitoides relativas al momento de recolecta. Debe tomarse
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en cuenta, que las larvas de los Sarcophagidae migran de
su hospedero para pupar fuera del mismo, inmediatamen-
te después que el hospedero ha pupado. Por lo tanto, si la
recolecta se realiza en el momento que la mayorfa de la po-
blacién muestreada de H. metabus se encuentra en la fase de
pupa, es posible que los Sarcophagidae estuvieran fuera de
la pupa del hospedero. Ademds, la presencia de un elevado
nimero de pupas vacias en el tercer ciclo de recolecta en
Mapire, sugiere que los parasitoides ya habian emergido,
dejando el pupario vacio.

En el mes de marzo de 2005 en Mapire, se registrd
mayor diversidad de parasitoides que durante los ciclos del
mes de diciembre de 2004 y julio de 2005. Es posible que
esto represente un patrén causado por las variaciones de las
densidades de las poblaciones de larvas hospederas. Inicial-
mente la poblacién de larvas de H. metabus se incrementa,
lo cual produce un aumento de las poblaciones de parasi-
toides, lo que a su vez causa una disminucién de las pobla-
ciones de H. metabus. En este sentido, otros investigadores
como Petrice ez 2l. (2004) han encontrado fluctuaciones en
el nimero de especies de parasitoides en larvas de macro-
lepiddpteros en los bosques de Apalaches Centrales (oeste
de Virginia, EUA), con mayor abundancia entre finales de
mayo y principios de junio.

Por otro lado, en el caso de Pedernales, durante to-
dos los ciclos estudiados se encontré que el parasitoide do-
minante es la mosca Belvosia spp. En esta regién hay una
menor diversidad de parasitoides que en Mapire, posible-
mente debido a que el manglar en Mapire comprende un
drea aislada de aproximadamente una hectdrea, rodeado
por bosque tropical, mientras que en Pedernales el manglar
es la vegetacién dominante en un 4rea de cientos de miles
de hectéreas.

Es importante destacar, que en este estudio se refleja
solamente las poblaciones de parasitoides larva-pupa que
atacan a H. metabus. Es probable, entonces, que los parasi-
toides identificados aqui representen una porcién de todos
los parasitoides de esta polilla y, por supuesto de otros ene-
migos naturales, como por ejemplo los insectos depredado-
res y los microorganismos patégenos.

En el caso de Mapire, el porcentaje de machos emer-
gidos fue mayor en el mes de marzo de 2005, seguido por
julio de 2005 y, por tltimo, diciembre de 2004; mientras
que en Pedernales este porcentaje fue uniforme en los di-
ferentes ciclos estudiados. En Mapire existe la posibilidad
de que los insectos parasitoides atacaron mds a las hembras
que a los machos, produciendo asi un sesgo a favor de los
machos, lo cual pudiera haber sido un factor determinante

en la disminucién abrupta de la poblacién de H. metabus en
esta localidad. Por otra parte, Fornés & Herndndez (2000)
han reportado una mayor mortalidad de pupas machos que
de hembras debida a la accién de los parasitoides, durante
dos periodos de vuelo consecutivos a partir de individuos
recolectados en el golfo de Paria, en fase de pupa y man-
tenidos bajo condiciones de laboratorio. A su vez, Osborn
et al. (2001) encontraron mayor emergencia de machos
comparado con hembras (18,9 % de hembras) a partir de
un grupo de individuos recolectados en estado larval, en la
misma zona y mantenidos en el laboratorio hasta la emer-
gencia de los adultos. Estos hallazgos sugieren una variabi-
lidad de la proporcién macho: hembra, siendo los machos
siempre los mds abundantes.

Los estudios sobre el parasitismo de larvas de Lepi-
doptera en sistemas naturales han sido pocos (Petrice e 4.
2004; Sarvary ez al. 2007). En el presente estudio se regis-
tran por primera vez una serie de especies de parasitoides
que representan un potencial en el manejo de la plaga A.
metabus en condiciones naturales. Por todo lo antes expues-
to y destacando el hecho de que Belvosia spp. y S. lambens
son aparentemente los parasitoides mds abundantes en las
poblaciones de H. metabus en los estados Sucre y Delta
Amacuro de Venezuela, es pertinente realizar estudios mds
profundos sobre el potencial de los mismos con vista a su
posible uso como agentes de control en programas de ma-
nejo integrado u holistico de esta plaga. En este sentido,
en el presente trabajo se realiz6 el estudio preliminar para
la cria masiva de potenciales parasitoides en el control de
poblaciones de H. metabus.

Estudio preliminar para la cria masiva del
parasitoide Sarcodexia lambens

De las 65 pupas de Sarcophagidae recolectadas (ge-
neracién 0) solamente emergieron 13 (20 %) adultos. Al ser
transferidos los adultos a la cdmara de apareamiento, a los
cuatro dias se observé la aparicién de larvas (25) en la placa
que contenia carne molida. Las larvas fueron transferidas
a la dieta artificial y a los tres dias empezaron a caminar
por las paredes del envase, sus movimientos se tornaron mds
lentos y se oscurecié la cuticula, hasta que finalmente a los
7-9 dias puparon. Se contabilizaron un total de nueve pupas
(36 %) las cuales pesaron entre 4-76 mg y midieron entre
0,4-0,8 cm y 16 larvas muertas (64 %). De todas las pupas
emergieron adultos, es decir hubo un 100 % de supervi-
vencia. La longevidad de éstos fue entre 14 y 16 dias (F1)
y comenzaron a morir a partir del séptimo dia después de
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su eclosién. Los resultados obtenidos en esta investigacion
coinciden con los reportados por Coppel ez al. (1959), quie-
nes reportan una longevidad de 5-8 dias para el periodo lar-
val, de 10-14 dias para la fase de pupa de Agria affinis Fallén
1817 y Sarcophaga aldrichi Parker 1916 (Diptera: Sarcopha-
gidae), parasitoide de Choristoneura fumiferana Clemens
1865 (Lepidoptera: Tortricidae) (Arthur & Coppel 1953).
La diversidad de alimentos naturales para insectos es
extraordinariamente amplia e incluye plantas, granos, san-
gre, desechos y madera entre otros (Brues 1946). Las dietas
artificiales sencillas contienen solamente higado de cerdo
(Coppel ez al. 1959), mientras que las muy elaboradas son
ricas en aminodcidos, colesterol, benzoato de sodio y sales
minerales entre otros (Hegdekar 1970). En esta investiga-
cién, los adultos de S. lambens realizaron la larviposicion

sobre carne molida, despreciando el higado y la leche como
los otros dos sustratos ofrecidos.

Con respecto al desarrollo de las larvas de la genera-
cién F1, Loureiro ez al. (2005) compararon diferentes die-
tas artificiales para Partonella intermutans Thomson 1869,
(Diptera: Sarcophagidae), obteniendo como resultado que
el sustrato a base de carne fue mds eficiente que la dieta a
base de caddveres de animales, atin cuando las moscas de
este género, en condiciones naturales, se desarrollan en es-
tos tltimos. Loureiro e al. (2005) obtuvo una superviven-
cia de las larvas de 99 %, que es mucho mayor a la obtenida
en el presente trabajo (36 %). Sin embargo, la viabilidad de
las pupas fue mayor a la obtenida por Loureiro ez al. 2005
(86,5 %), comparado con 100 % reportada en la presente
investigacion.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El estudio de las poblaciones de H. metabus en los
manglares de Mapire y Pedernales representa un ejemplo
de control natural de esta polilla. Consideramos impor-
tante el estudio de la potencialidad de los parasitoides re-
portados, principalmente Belvosia spp. y S. lambens que
se perfilan como opciones en las estrategias de control
compatibles con el mantenimiento de la biodiversidad en
las extensos manglares donde habita H. metabus. Ademas,
es necesario continuar con la vigilancia de éstos y otros
parasitoides de esta plaga para poder detectar patrones en
la diversidad e impacto de estos enemigos naturales sobre
las poblaciones de esta polilla. Finalmente se destaca que
es posible criar las larvas de S. lambens con una dieta arti-
ficial. Sin embargo, alin es necesario optimizar las condi-

ciones para establecer crias masivas de esta especie.
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SECCION IV
Gestion y control
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P ara finales de 2004, las poblaciones de Hylesia metabus se encontraban
fuera de control en la peninsula de Paria, estado Sucre. Esto provocé una
reorganizacién de la Gerencia de Saneamiento Ambiental y Control de En-
demias de Fundasalud, estado Sucre, institucién encargada del control de
este lepiddptero en esta entidad, la cual permitié el establecimiento de tres
dreas de trabajo en el campo, denominadas: Bloque I: municipios Benitez y
Libertador; Bloque II, municipio Cajigal y Bloque III, municipios Marifo y
Valdez. Por otro lado, se inicié un monitorizacién basado en la georreferen-
ciacién de las poblaciones del insecto. Ademds, en noviembre del ano 2005,
se implanté como estrategia la reubicacién de las trampas de luz, desde zo-
nas pobladas hacia el manglar. Entre septiembre y noviembre de 2004, las
poblaciones se incrementaron tanto que fue imposible contabilizarlas. En
diciembre de 2004 comenzé el registro de las poblaciones del insecto en el
municipio Benitez, el cual fue extendido a los demds municipios: Libertador,
Cajigal, Marifo y Valdez en marzo de 2005. Las densidades poblacionales de
H. metabus siguieron siendo altas hasta noviembre de 2005, cuando comen-
zaron a decaer, concentrdndose bdsicamente al sur del municipio Benitez.
La caida en las poblaciones se debi6 a las aspersiones con larvicidas a base
de Bacillus thuringiensis var. kurstaki y la accién de los enemigos naturales.
Ademds, la reubicacién de las trampas de luz aparentemente concentré las
poblaciones en los manglares, lejos de los centros poblados. La elaboracién
de una base de datos ha permitido reconocer algunos patrones en la distribu-
cién espacio-temporal de las poblaciones de H. metabus en el golfo de Paria
e ilustrar la influencia de la ubicacién de las trampas sobre ellas, lo cual ha
facilitado la toma de decisiones para su manejo integrado.

Control Strategies (2004-2008) on Hylesia metabus (Cramer, [1775])
Populations in the Peninsula of Paria, Sucre State, Venezuela

Towards the end of 2004 Hylesia metabus populations in the Paria Pe-
ninsula, Sucre State, were out of control. This resulted in the reorga-
nization of the institution responsible for the control of this moth in

Control, monitorizacién, sistemas de informacion geografica, trampas.
Control, monitoring, Geographic Information Systems, traps.
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Sucre State. Three areas of action (blocks) were established: Block I:
Benitez and Libertador Municipalities; Block II, Cajigal Municipality;
and Block III, Marifio and Valdez Municipalities. Additionally, moni-
toring techniques based on the georeferentiation of the populations of
this insect were started and in November 2005 the locations of several
of the light traps were moved from populated areas to the mangroves.
Between September and November 2004, H. metabus populations were
so high that it was impossible to count them. In December 2004 records
of the populations using the new system were started in Benitez and ex-
tended to Libertador, Cajigal, Marifio and Valdez by March, 2005. The
population densities of H. metabus remained high until November 2005
when they began to decrease, and concentrate, in general, in the south
of Benitez. The fall in the populations of this pest could be due to appli-
cations with larvicides based on Bacillus thuringiensis var. kurstaki and
the action of natural enemies. Moreover, the relocation of the light traps
has apparently concentrated the populations in the mangroves, far from
populated areas. The generation of a data base has made possible the re-
cognition of patterns in the spatial-temporal distribution of H. metabus
populations in the Gulf of Paria as well as illustrating the influence of
the location of the light traps on them, thus aiding the decision making

process for an improved integrated control.

PRESENTACION

El ente encargado del control de Hylesia meta-
bus (Cramer, [1775]) en el estado Sucre, Venezuela es
el Servicio de Vigilancia Epidemiolégica Ambiental,
adscrito a la Gerencia de Saneamiento Ambiental y
Control de Endemias (Gsace), de la Fundacién para
la Salud (Fundasalud), ente adscrito a la Gobernacién
del estado Sucre. Entre sus responsabilidades estd el
manejo integrado de esta plaga. Para ello, emplea un
sistema de monitorizacién y control de las densidades
poblacionales de este insecto, el cual comprende un re-
gistro de las fases inmaduras (huevos, larvas y pupas)
y de los adultos, y un sistema integrado de control que
comprende: la recoleccién directa de larvas y pupas,
y el uso de una formulacién comercial de la bacteria
Bacillus thuringiensis Berliner, 1911, var. kurstaki (Btk)
para controlar las fases larvarias y trampas de luz para
el control de la fase de adulto. Ademds, se emprenden
actividades educativas para mantener a la comunidad
informada de las diferentes estrategias que se deben
emplear para minimizar los efectos de esta plaga sobre
la salud humana.

Monitorizacion de las fases inmaduras y
adulta de H. metabus

Este proceso consiste en la bisqueda y ubicacién
constante de focos de las distintas fases inmaduras del
lepidéptero, mediante recorridos constantes (terrestres y
acudticos) en la extensa drea boscosa, tanto de manglares,
los cuales son el habitat preferido de H. metabus, como
de los bosques aledafos, especialmente los bosques de
galeria ubicados en las margenes de los rios y quebradas
que desembocan en el golfo de Paria, los cuales son usa-
dos como corredores para su dispersién y reproduccion.
Las larvas localizadas son identificadas y se determina el
instar o estadio en que se encuentran. Ademds, se llevan
a cabo recolecciones de pupas para determinar distribu-
cién de sexos y niveles de parasitismo, lo cual incluye la
identificacion de la especie del parasitoide y la abundan-
cia relativa temporal y espacial de la polilla. Esta acti-
vidad también permite medir el efecto causado por las
aspersiones con bacterias entomopatégenas (Bzk) que se
hayan realizado previamente. La bsqueda y recoleccién
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de posturas se llevan a cabo in-
mediatamente después de cul-
minado el periodo de vuelo de
los adultos, especialmente en
el drea alrededor de las tram-

pas de luz donde hay una alta
probabilidad de localizarlas.
Las poblaciones de adul-
tos son monitoreadas median-
te el uso de trampas de luz,
que son colocadas alrededor
de las dreas infestadas, las cua-
les se determinan por inspec-
ciones terrestres, maritimas y
fluviales. También se realizan
recorridos diurnos y noctur-
nos de las localidades cercanas ~ Plastica
para determinar la posible pre-
sencia de individuos de la especie en los postes del alum-
brado publico, principalmente. Esta estrategia permite
determinar: densidad poblacional, relacién entre ambos
sexos, ubicacién, determinacién de la dispersién del in-
secto en la zona, migraciones, enemigos naturales, etc.
Toda la informacién recopilada por el equipo de moni-
torizacién se coloca en una base de datos centralizada,
la cual estd disponible para todo el equipo que labora en
el programa.

Control de las fases inmaduras y adulta
de H. metabus

El control de las fases inmaduras se ejerce median-
te varias estrategias: el retiro manual y posterior des-
truccién de las posturas, larvas y pupas directamente de
las plantas hospederas o de superficies artificiales como
paredes, postes o techos, en donde en algunos casos las
hembras oviponen cuando ocurren explosiones pobla-
cionales e invaden los pueblos y ciudades cercanas; la
aplicacién de agua jabonosa para la eliminacién de ma-
sas de larvas, ubicadas por lo general en el extremo de las
ramas (estadios tempranos) y en el tronco de las plantas
hospederas (estadios tardios); la aplicacién focalizada de
Btk. con pulverizadores o asperjadoras manuales, lo cual
se implementa para eliminar masas larvales que no pue-
den ser alcanzadas manualmente, debido a la altura del
hospedero o a lo accidentado del terreno. Esta tltima es-
trategia es la mds empleada en los manglares de las mar-
genes de canos y en los drboles y arbustos de las riberas

Figura 1. Trampas de luz utilizadas para la captura de Hylesia meta-
bus. T = techo, Al = area de intercepcion, E = embudo, B = bolsa

de rios, en las dreas en
donde se han localizado
focos de infestacién.

La aplicacién aérea
de Btk., mediante aero-
naves como helicépteros
y avionetas, se realiza
en caso de infestaciones
mayores que abarquen

una gran drea, general-
mente de manglares,
que resulten inaccesibles
para el personal de cam-
po debido a la dificul-
tad de desplazamiento
dentro de este tipo de
vegetacién, ya sea por
via terrestre o acudtica.
Esta estrategia solo es efectiva si se toman en cuenta pa-
rdmetros como: estadio promedio de las masas larvales
por controlar, las cuales deben estar entre tercer y quinto
instar ya que estos son mds susceptibles al patégeno Brk.;
y ubicacién exacta del drea infestada. Ademds, las aplica-
ciones deben realizarse a comienzos de la mafana y fina-
les de la tarde, de manera de disminuir en gran medida
las pérdidas de producto por evaporacién o por el efecto
de los vientos. También debe tomarse en cuenta el hecho
de que las aeronaves deben volar lo mds cerca posible de
la vegetacién y, en la medida de lo posible, en dias en que
no esté lloviendo, de manera que el producto se fije mejor
a las hojas y no sea lavado por el agua.

Esta dltima estrategia sélo debe ser llevada a
cabo luego de una preevaluacién del producto por par-
te de la Coordinacién de Vigilancia Entomoldgica y del
Programa de Vigilancia y Control de H. metabus del
estado Sucre. También es necesario realizar una evalua-
cién en el campo «posterior a la aplicacién» que permita
determinar la efectividad de la medida.

En cuanto a los adultos, el control se ejerce bési-
camente a través de la estrategia de colocacién de trampas
de luz (Figura 1), ubicadas en los sitios de mayor infesta-
cién de H. metabus, segin la informacién obtenida por el
equipo de monitorizacién. Las trampas consisten en una
estructura metdlica que bdsicamente tiene tres partes: un
techo, drea de interceptacién donde se ubica el bombillo
(atrayente) y un embudo metdlico, debajo del cual se co-
loca una bolsa plastica para la retencién de los individuos
y posterior recoleccién (Figura 1). Las mariposas, atraidas
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por la luz del bombillo, vuelan hacia la trampa, chocan
contra el drea de interceptacién y caen a través del em-
budo en la bolsa, la cual es posteriormente retirada. Las
mariposas de H. metabus se contabilizan mediante el con-
teo directo o en el caso de altas densidades poblacionales
y de manera alternativa, la bolsa es pesada y el nimero
de individuos es estimado, asumiendo un peso de 0,325
g por individuo, lo cual ha sido calibrado. Luego de la
contabilizacion de los individuos de H. metabus la bolsa
es destruida. Estas trampas permiten monitorear las po-
blaciones, provocando también la interceptaciéon de los
insectos y la circunscripcién de su oviposicion alrededor
de éstas, lo cual permite un mejor control en el siguiente
ciclo. Anteriormente también se empleaba la aplicacién
directa de gasoil sobre los individuos que revoloteaban en
las luces del alumbrado publico de las localidades afecta-
das, método que fue descartado debido a la alta conta-
minacién ambiental que causaba (observacién personal).
Ademis, el gasoil pudo tener un efecto directo en la salud
de los operadores y pobladores de la regién que se expo-
nian a las aplicaciones del mismo, el cual, diseminado en
el ambiente en altas concentraciones en forma de rocio,
podia penetrar en la piel y producir reacciones alérgicas
(observacién personal).

Las estaciones de captura estdén compuestas por al
menos ocho trampas de luz, a objeto de asegurar un es-
timulo suficientemente fuerte para atraer a las mariposas
desde el interior del manglar o bosque. Las trampas de luz
deben ser ubicadas estratégicamente en estaciones cons-
truidas en tierra firme o en palafitos a orillas de los cafios,
y alimentadas eléctricamente por generadores portitiles;
también pueden ser conectadas directamente a la red eléc-
trica publica. Esta estrategia debe implementarse en cada
periodo de vuelo por al menos 30 a 45 dias continuos
para asegurar su eficiencia. Para la determinacién de ese
periodo, se toma en consideracién el o los picos de mayor
densidad de capturas de adultos en el ciclo anterior y el
rango de duracién de ese mismo ciclo, de manera de tra-
tar de capturar la mayor proporcién posible de los adultos
emergidos en el nuevo periodo de vuelo.

En los pdrrafos siguientes se presentan los resul-
tados del impacto que han tenido las labores de mo-
nitorizacién y control sobre las poblaciones de adultos
de H. metabus como plaga de importancia en la salud
publica en el drea de la peninsula de Paria, estado Su-
cre, la cual a su vez se caracteriza que por ser una zona
endémica de malaria, enfermedad transmitida por in-
sectos vectores.

DESCRIPCION DE METODOS

Las situaciones que se presentaron con las pobla-
ciones de Hylesia metabus para finales de 2004 y comien-
zos de 2005, las cuales se encontraban fuera de control
en todos los municipios que conforman la peninsula de
Paria, estado Sucre: Cajigal, Marino, Benitez, Valdez y
Arismendi, provocaron una reorganizacién del Progra-
ma de Control de Hylesia metabus en dicho estado, en
relacién al personal, recursos financieros, materiales y
equipos, la cual fue influenciada y apoyada por las re-
comendaciones técnicas hechas por los investigadores
participantes en el Proyecto Reto Hylesia metabus. Este
cambio comprendié la conformacién de tres dreas de
trabajo en el campo denominadas bloques geograficos
y de accién (Bloque I: municipios Benitez y Libertador;
Bloque II, municipio Cajigal; y Bloque III, municipios
Marino y Valdez) (Figura 2), a los cuales se asigné un
técnico de campo, obreros, vehiculo, transporte acudtico
y materiales suficientes para que llevaran a cabo el con-
trol del insecto de una manera mds eficiente.

A partir de ese momento se inicié un monitori-
zacién basada en criterios cientificos, empleando tec-
nologfa de punta que permitiese garantizar el éxito del
programa. La ubicacién de los estadios inmaduros y
adultos de H. metabus fue registrada con coordenadas
geogréficas mediante un sistema satelital de posiciona-
miento global (GPS por sus siglas en inglés), los re-
gistros generados por estas evaluaciones de campo fue
almacenada en una base de datos y utilizada para gene-
rar mapas y graficos temdticos que permitié un mejor
andlisis de la distribucién y tamano poblacional del in-
secto, con el fin de facilitar la toma de decisiones mds
adecuadas al momento de implementar las distintas
opciones de control.

Las poblaciones de adultos fueron monitoreadas
mediante el uso de trampas de luz (Figura 1) que fueron
colocadas alrededor de las dreas infestadas. La busqueda
y recoleccién de posturas se llevé a cabo inmediatamen-
te después de culminado el ciclo de vuelo de los adultos,

MELFRAN HERRERA, GREGORIO RAMIREZ Y FRANCES OSBORN

166



especialmente en el drea
circunscrita alrededor de
las trampas de luz donde
se capturaban los adultos.
Con
se obtuvo lo siguiente:

esta informacién

1) generacién de mapas

de la distribucién de in-

maduros y adultos de AH.

metabus en los munici-

pios Benitez, Libertador,

Cajigal, Marifio y Valdez

y 2) comparacién de las T R—
poblaciones de adultos de
H. metabus entre los afos
2004-2008.

y 2008.

Mpio. Cajigal = Mpio. Marifio
(o)

®
@O ©

Mpio. Valdez

N
5

Situacién relativa nacional

Breal .

@® Sitios con larvas en el 2005
B Sitios con larvas en el 2008
E Zona de manglar

Figura 2. Ubicacién de los sitios de recolecta de las fases inmaduras de Hylesia metabus en los afios 2005

DESCRIPCION DE RESULTADOS

En la Tabla 1 se presentan las abundancias de
adultos de H. metabus, estimadas a partir del peso de
individuos capturados en las trampas de luz ubicadas
en el golfo de Paria entre el afio 2004 y el 2008. Para fi-
nales de 2004 y comienzos del 2005, las poblaciones se
encontraban fuera de control; para diciembre de 2004
s6lo se dispuso de los datos de captura de las trampas
ubicadas en el municipio Benitez; para marzo y agos-

Tabla 1. NUmero de adultos de Hylesia metabus capturados en las
estaciones de trampas de luz en los municipios Benitez/Libertador,

Cajigal y Marifio/Valdez durante los periodos de vuelo entre
dicembre 2004 y diciembre 2008.

to de 2005, la colocacién de estaciones de captura de
polillas mediante trampas de luz fueron mucho mds
extensivas y se cubrieron los municipios Benitez, Li-
bertador, Cajigal, Marino y Valdez (Figuras 2 y 3). Las
poblaciones de H. metabus siguieron siendo altas hasta
el periodo de vuelo de noviembre 2005, con capturas
mayores en el municipio Benitez (islas Turuépano y
Antica) y en trampas colocadas cerca de la localidad de
Yaguaraparo. A partir de ese mes, y debido a que
las poblaciones mayores de H. metabus se encon-
traron en las zonas de manglar (Figuras 2 y 3), se
decidié trasladar las estaciones de trampas de luz
del municipio Cajigal al municipio Benitez, con

el fin de remover la fuente de luz de tierra firme al
manglar, para asi poder circunscribir las poblacio-

nes en esta zona (Figura 4). En febrero de 2006 las

dngggt&LlJra Numero de Individuos
Benitez/Libertador Cajigal Marifio/Valdez
dic-04 216.462 0 0
mar-05 5.495 517 14.828
ago-05 452114 365.871 208.335
nov-05 930.892 505.803 16.190
feb-06 688.092 1.034.738 111.911
jun-06 5.877 31 0
sep-06 2.585 31 0
dic-06 462 0 0
abr-07 63 0 0
sep-07 30 0 0
ene-08 12 0 0
abr-08 6 0 0
ago-08 6 0 0
dec-08 7 7 0

poblaciones de H. metabus comenzaron a dismi-
nuir, encontrdndose mayormente en trampas alre-
dedor de la isla Turuépano (Mpio. Benitez), pero
también con mayores densidades poblacionales en
cafio Aruca (Mpio. Cajigal).

Entre abril y mayo de 2006, la Gsace, en con-
junto con el Ministerio del Poder Popular para la
Salud se programé una aspersion aérea con el lar-
vicida DiPel® (a base de Btk.), producto que se ha-
bia utilizado en anos anteriores para controlar las
poblaciones larvales de H. metabus con resultados

variables. A partir de esta aspersidn, las capturas de
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Figura 3. Ubicacion de las trampas de luz que se capturaron individuos de Hylesia metabus en los
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Algunas de estas
fluctuaciones poblaciona-
les pueden deberse a di-
ferencias en la intensidad
del muestreo. Por ejemplo,
no se colocaron estaciones
de captura en los munici-
pios Benitez, Libertador,
Marino o Valdez durante
los periodos de vuelo de
marzo y julio 2002, o en
el municipio Cajigal en
diciembre de 2004. Sin
embargo, es obvio que la
poblacién ha disminui-
do drdsticamente a partir
de noviembre 2005. Esto
pudiera deberse en parte
a las aspersiones con Btk.,
sin embargo, la existen-
cia de enemigos naturales
como por ejemplo, depre-
dadores, parasitoides 'y
microorganismos patége-
nos, tiene también un im-
pacto importante sobre las
poblaciones. En estudios
realizados sobre el para-
sitismo en H. metabus se
encontré que el porcentaje
de pupas parasitadas vari6
entre 33 y 91 %, en Ma-

Figura 4. Ubicacion geografica y temporal de las trampas de luz empleadas en el control de

Hylesia metabus.

H. metabus disminuyeron considerablemente y actual-
mente las poblaciones remanentes estdn concentradas
mayormente en la zona de Guanoco (Mpio. Benitez),
aun cuando ha habido reportes de larvas en zonas de
tierra firme en los municipios Cajigal y Marifio (Fi-
gura 2) y de adultos en cano de Ajies (Mpio. Benitez)
(Figura 3).

Hasta el momento no existen suficientes datos para
verificar si existe un ciclo regular en el aumento y dismi-
nucién de las poblaciones de H. metabus. Sin embargo,
éstas obviamente muestran fluctuaciones importantes
entre anos e incluso entre ciclos del mismo afo.

pire, Mpio. Valdez, en el
golfo de Paria (Herndndez
et al. 2009).

Por otro lado, es de resal-
tar que la ubicacién de las trampas de luz a partir de
noviembre de 2005, aparentemente ha tenido el efec-
to deseado: remover las poblaciones de tierra firme
y concentrarlas en las zonas de manglar, lejos de los
centros poblados. Esto ha resultado en un gran éxito,
al permitir, practicamente, erradicar esta plaga de las
comunidades de estos municipios.

Se logré integrar el monitorizacién y el control
de esta plaga entre diferentes instituciones como: la
Gerencia de Saneamiento Ambiental y Control de
Endemias (Sucre), el Ministerio del Poder Popular
para la Salud, las alcaldias de los municipios afecta-
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dos, la Armada Boliviariana, bomberos municipales,
la policia y Guardia Nacional Bolivariana, la Funda-
cién para el Mejoramiento de la Salud del municipio

Cajigal (Funmesaludca), los dispensarios de salud,
ademds de otras organizaciones vecinales, profesio-
nales y estudiantiles.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En conclusién, las poblaciones adultas de H. me-
tabus se han visto reducidas, de millones de individuos
capturados a comienzos de 2006 a solo 14 en el dl-
timo periodo de vuelo (octubre-diciembre, 2008). La
dispersién también se disminuy6 de forma importante,
pasdndose de poblaciones extendidas por toda la regién
a focos concentrados en el municipio Benitez. Sin em-
bargo, es necesario mantener una vigilancia constante
para evitar un nuevo repunte de esta plaga. En este
sentido, se propone realizar la creacién de un progra-
ma formal o permanente de control, que sea capaz de
actualizarse seguin las necesidades. Ademds, se sugiere
facilitar la conduccidn por parte de los entes competen-
tes de un monitorizacién continuo de la plaga en todas
sus fases: huevos, larvas, pupas y adultos.

Se debe mantener abierta la posibilidad de em-
plear algin otro tipo de control biolégico, especial-
mente autéctono, que demuestre ser efectivo, no pro-
duzca dafios colaterales y sea sustentable su produccién
o adquisicién. Se han realizado varios estudios duran-
te los ultimos 30 anos que han permitido identificar
una serie de controladores biolégicos naturales de esta
especie de polilla, entre los cuales destacan: bacterias
y hongos entomopatdgenos, e insectos parasitoides o
depredadores (moscas de las familias Tachinidae y Sar-
cophagidae; avispas de las familias Braconidae y Chal-
cididae; y chinches de la familia Reduviidae).

En particular, la chinche Arilus cristatus L.
1758, es la tnica que ha sido evaluada en condiciones
de laboratorio para verificar su potencial como depre-
dador el cual ha resultado excelente, sin embargo, no
se ha podido evaluar sistemdticamente en el campo
(Visquez 1990). Ademds, se han realizando investi-
gaciones acerca de la comunicacién quimica entre los
machos y hembras adultas de esta especie, con el fin
de implementar un sistema de captura basado en el
uso de las feromonas (sustancias quimicas u olores que
utilizan los insectos para comunicarse intraespecifica-
mente). La feromona serfa empleada como atrayente en
lugar de la luz para capturar a individuos de H. meta-

bus. Este sistema tiene la ventaja que se puede utilizar
para el monitorizacién y control de esta plaga en zonas
remotas donde no hay alumbrado eléctrico publico y
ademds, es especifica a H. metabus a diferencia de las
trampas de luz que atraen una gran variedad de insec-
tos nocturnos.

Funmesaludca ha sido una aliada permanente
durante los dos tltimos afos, aportando personal y re-
cursos financieros para la realizacién de un monitoriza-
cién permanente y a lo largo de toda la regién afectada,
incluyendo parte del estado Monagas.

BIBLIOGRAFIA

Hernandez J, Osborn F, Herrara B, Liendo-Barandiarian C,
Perozo | & D Veldsquez (2009) Parasitoides larva-pupa de
Hylesia metabus Cramer (Lepidoptera: Saturnidae) en la re-
gion nororiental de Venezuela: un caso de control biol6gi-
co natural. Neotropical Entomology 38:243-250.

Véasquez N (1990) Estudio bioecolégico vy tacticas de control
de la palometa Hylesia metabus Cramer en el oriente de
Venezuela. Saber 3:14-20.

ESTRATEGIAS DE MONITORIZACION Y CONTROL (2004-2008) DE HytEsiA METABUS (CRAMER, [1775])
EN LA PENINSULA DE PARIA, ESTADO SUCRE, VENEZUELA

169






Analisis espacio-temporal y mapa de riesgo de
Hylesia metabus (Cramer, [1775]) (Lepidoptera:

Saturniidae) en el estado Sucre
Adriana Zorrilla™, Juan-Carlos Navarro™, Juan Martinez' y
Frances Osborn?

'Laboratorio de Biologia de Vectores, Instituto de Zoologia Tropical, Universidad Central de Venezuela,

Caracas, Venezuela.

*Instituto de Investigaciones en Biomedicina y Ciencias Aplicadas, Apdo. 245, Universidad de Oriente, Cumand, Edo.
Sucre, Venezuela.

*adrianazg8@yahoo.es juan.navarro@ciens.ucv.ve

Resumen Los sistemas de informacién geogrifica (SIG) son herramientas de vanguar-
dia que facilitan el andlisis de los datos espacio-temporales con el fin de resol-
ver problemas complejos de planificacién y gestién. En este capitulo se pre-
sentan los resultados de un estudio sobre la distribucién espacio-temporal de
poblaciones de Hylesia metabus, haciendo énfasis en la vegetacion y niveles de
precipitacién entre diciembre de 2004 y agosto de 2006. Mediante el andlisis
de una imagen Landsat de 2003 del estado Sucre y un SIG, se integré infor-
macién de cardcter ambiental para realizar una clasificacién no supervisada
de la vegetacion del drea de estudio y se generaron mapas a escala 1:500000,
sobre los cuales se integraron los datos de la distribucién y abundancia de
larvas y adultos de H. metabus recolectados durante el periodo senalado. El
hdbitat por excelencia asociado al desarrollo y cria de H. metabus fue el man-
glar. La captura de individuos adultos en dreas urbanas, herbazales, bosques
y asociaciones herbazal con el bosque, estd determinada principalmente por
la cantidad de luz emitida por trampas y caserios. Dentro de la zona del man-
glar, el 4rea de mayor riesgo es la isla de Turuépano, municipio Benitez. Los
primeros tres estadios larvales estin negativamente asociados a altos niveles
de precipitacién. Un conocimiento mds profundo del tipo de vegetacién que
sirve de hédbitat a H. metabusy sus probables dreas de incidencia, aunada a la
noci6én de cémo la precipitacién afecta las diferentes fases del ciclo de vida,
ayudard a planificar de manera mds exitosa las estrategias de control de esta
importante plaga.

Abstract Spatial-Temporal Analysis and Risk Map for Hylesia metabus (Cramer,
[1775]) (Lepidoptera: Saturniidae) in Sucre State
Geographic information systems (GIS) have been designed to facilitate the
analysis of spatial-temporal data in order to resolve complex planning and
management problems. The spatial-temporal distribution of Hylesia me-
tabus populations was studied with respect to the vegetation and levels of

Palabras clave Imagen satelital, precipitacion, sistemas de informacién geografica,
vegetacion.
Key words Geographic Information Systems, precipitation, satellite image, vegetation.
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precipitation between December 2004 and August 2006. Environmental
information was obtained from a Landsat 2003 image of Sucre state and a
GIS and a non—supervised classification of the vegetation of the study area
was done, from which 1:500000 maps were generated. Larval and adult
distribution and abundance data collected during the study period were
then incorporated into the maps. The prevailing habitat for the develop-
ment of H. metabus is the mangrove. The capture of adults in urban areas,
grasslands, woodlands and woodland-grassland associations is mainly de-
termined by the amount of light emitted by light traps and villages. Within
the mangroves, the area of highest risk is Turuépano Island, Benitez mu-
nicipality. The first three larval instars are negatively associated with high
precipitation levels. A wider knowledge of the type of habitat preferred by
H. metabus and the probable areas of incidence, together with an insight
into how precipitation levels may affect the different phases of the life cy-
cle, will help to improve the planification of successful strategies for the

control of this important pest.

PRESENTACION

En los tltimos anos se han llevado a cabo nume-
rosas investigaciones con la finalidad de controlar y
monitorear las poblaciones de Hylesia metabus (Cramer,
(1775]). Sin embargo, segtin Clavijo (1993), para que el
manejo de plagas sea realmente efectivo es indispensable
generar informaciones que permitan sustentar sélida-
mente cualquier medida a tomar para su control, siendo
una de las mds importantes la determinacién y caracte-
rizacién del drea de influencia de la especie en cuestin.

En la actualidad, existe una serie de carencias de
informacidn sobre la distribucion de H. metabus en Ve-
nezuela, lo cual, sin duda alguna, obstaculiza los esfuer-
zos realizados para controlar efectivamente esta plaga.
Esta escasez de informacién sobre el drea de distribucién
impide evaluar los posibles cambios ambientales que po-
drfan estar modulando la seleccién del habitat por parte
de esta especie. Para llenar estos vacios de informacién,
el Ministerio del Poder Popular para la Salud y otras
instituciones del sector, se han visto en la necesidad de
incrementar el uso de los Sistemas de Informacién Geo-
grifica (SIG 2009) como herramienta para fortalecer las
capacidades de andlisis, gestién, monitorizacién y toma
de decisiones en salud publica. Esto debido a que permi-
ten la integracién organizada de computadoras, progra-
mas de computacién y datos geogréficos disenados para

capturar, almacenar, multiplicar, analizar y desplegar
informaciéon geograficamente referenciada, con el fin
de resolver problemas complejos de planificacién y ges-
tién (National Center for Geographic Information and
Analysis 1990).

Las bases de datos de los SIG consisten en conjun-
tos de datos que se agrupan en capas. Cada superposicion
representa un determinado tipo de informacién geografi-
ca. Por ejemplo, una cubierta puede incluir informacién
sobre la vegetacién de una regién, otra sobre la precipita-
cién de esa drea, mientras que una tercera puede contener
los datos sobre la distribucién de una o mds especies. Los
SIG permiten combinar esas superposiciones en una sola
imagen, mostrando cémo la vegetacion, la precipitacion
y las especies estdn relacionadas entre si; de este modo
los investigadores pueden, por ejemplo, determinar cudles
especies son generalistas y cuales especialistas, a partir de
esa imagen. Una base de datos de un SIG puede incluir
un gran nimero de capas. Ademds, se pueden generar
imdgenes de un drea en dos o tres dimensiones, represen-
tando elementos naturales como colinas o rios, junto a
elementos artificiales como carreteras y pueblos.

Uno de los primeros investigadores en utilizar el
método geogréfico para resolver un problema fue John
Snow, quién realiz6 el mapeo de las localidades con ca-
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sos de célera durante una epidemia en Londres en 1854.
Este estudio de la distribucién de la epidemia llegé a
la fuente de la enfermedad: una bomba de agua conta-
minada, al desconectar ésta la epidemia ces6 (Benton-
Short & Short 2008).

En las décadas de los cincuenta y sesenta se inicio
el desarrollo de métodos para combinar multiples ma-
pas a través de la superposicién de capas, mediante un
proceso manual. Luego, diferentes organizaciones en los
Estados Unidos iniciaron la construccién de bases de
datos de topografia y el uso de la tierra, a la par de que
algunos investigadores comenzaron de escribir progra-
mas de computacion para el andlisis y mapeo digital de
los datos. A principios de los afios sesenta se produjo el
primer SIG a escala nacional en Canadd. Fue denomina-
do el Sistema de Informacién Geografica para Canadd
y se utilizé para hacer un inventario de los recursos de
la tierra y desarrollar un programa de computacién para
cuantificar los usos existentes y potenciales de la misma.
Luego, otras instituciones crearon sistemas parecidos
(Bettinger ez al. 2003). Sin embargo, los SIG no se uti-
lizaron de forma generalizada hasta finales de la década
de los setenta, cuando los avances tecnolégicos junto con
la reduccién en los costos, hicieron que las computado-
ras fueran accesibles para todos. Actualmente, los Siste-
mas de Informacién Geogréfica estdn siendo utilizados
mundialmente para resolver diversos tipos de problemas
en un creciente nimero de 4dmbitos.

Los SIG se utilizan a menudo en conjunto con
imdgenes satelitales, las cuales son representaciones vi-
suales de la informacién capturada por un sensor co-
locado en un satélite artificial. Estos sensores recogen
informacién reflejada por la superficie de la tierra que
luego es procesada para extraer valiosa informacién so-
bre las caracteristicas de la zona representada.

Las imdgenes de satélite y los SIG constituyen he-
rramientas de vanguardia que facilitan el andlisis de los
datos espaciotemporales, permitiendo, junto a los datos
de campo, monitorizar la colonizacién de especies plaga
y brindar informacién de suma importancia en el mo-
mento de tomar medidas de control que tengan el me-
nor costo tanto en lo econémico como lo ambiental.

En Venezuela se han llevado a cabo numerosos
proyectos de importancia para la salud publica con la
ayuda de imdgenes satelitales y SIG. Entre ellos, Barrera
et al. (1998), lograron integrar variables ambientales y
datos epidemioldgicos para determinar los factores de
riesgo para la transmisién de malaria. Martinez (2000),

Martinez & Delgado (2000), Delgado ez al. (2000b;
2001) determinaron elementos del paisaje asociados a la
dindmica de la malaria en los estados Amazonas y Su-
cre. Barrera et al. (2000) realizaron una estratificacién
epidemiolégica de los casos de dengue en el drea me-
tropolitana de Maracay, y posteriormente Barrera ez al.
(2001), realizaron un estudio para caracterizar los focos
enzodticos del virus de encefalitis equina venezolana
en el occidente de Venezuela. Recientemente, Cabaniel
et al. (2005) utilizaron datos climdticos provenientes
de sensores remotos para determinar el impacto de los
eventos de El Nifo en la leishmaniasis cutdnea en el
estado Sucre. Por su parte Martinez (2008), determi-
n6 los niveles de riesgo epidemiolégico para encefalitis
equina venezolana en el estado Barinas mediante un
andlisis ponderado de factores, tomando en cuenta la
presencia de reservorios, vectores, y las evidencias de
circulacién viral.

Debido a que en investigaciones anteriores se ha
observado que las larvas de H. metabus se alimentan de
distintos tipos de vegetacién y que los adultos represen-
tan un problema de salud publica en los poblados y case-
rios cercanos a los manglares, en este estudio se planteé
determinar el drea de mayor riesgo de distribucién de
esta especie, mediante la elaboracién e incorporacién de
un mapa temdtico de ecosistemas en un Sistema de In-
formacién Geogréfica (SIG) junto con la informacién
exhaustiva de los patrones de abundancia recopilada en
el drea de estudio, lo que permitird establecer una hipé-
tesis del proceso de seleccion del hdbitat por parte de H.
metabusy su distribucién espacial y temporal.

Ademds, se analiza la variacién de densidad y
abundancia de las poblaciones de H. metabus en el es-
pacio y a través del tiempo, relaciondndolas con factores
abidticos que pueden afectar el desarrollo de la especie
(precipitacidn e intervencién humana) y el tipo de vege-
tacién de la zona de estudio, utilizando como referencia
imdgenes provenientes del satélite Landsat TM proce-
sadas con herramientas de informacién geografica, para
asi poder estimar las dreas con mayor riesgo de presen-
cia de la plaga.

Con toda esta informacién serd posible predecir
con mayor precisién su ubicacién dentro del manglar;
informacion necesaria para optimizar las aplicaciones de
medidas de control en caso que se requieran y en el mo-
mento oportuno, y por ende realizar un control mds fo-
calizado lo cual redundaria en ahorros econémicos para
el Estado sin sacrificar la eficacia.
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DESCRIPCION DE METODOS

Area de estudio

El estado Sucre estd localizado
entre Lat. N 10°02' 38" - 10° 45' 30"
Long. O 61°31'47" - 61° 50" 48",

en la regién nororiental de Vene-

| 4

zuela (Figura 1). Dicha regién ad-
ministrativa se encuentra localiza-
da en un drea con una gran varie-

10°30'0"N

~10°0'0"N

dad de ecosistemas, segun el mapa
de vegetacion de Huber & Alarcén
(1988) cuya escala es 1:2000000.
En el drea de estudio predominan

los manglares estuarinos (Delta

0 12525 50

e |j|Ometros

Inferior y Planicie Cenagosa Cos-
tera), herbazales de pantano del
Delta Inferior, bosques ombréfilos
y palmares de pantano del Delta
Inferior, y los bosques tropéfilos altos, deciduos (apa-
materos) de la Planicie del Rio San Juan.

El drea de estudio estd comprendida entre 0 y 800
m de altitud sobre el nivel del mar (msnm). Se caracte-
riza por un relieve de colinas bajas, medias y altas, una
llanura fluvio-marina conformada por una serie de pla-
nicies de inundacién, fundamentalmente los pantanos
herbazales de Venturini, pantanos bajos de Guayana y
pantanos bajos de Guaratinos. Estas unidades de relieve
presentan pendientes entre 0 y 40 %. Con estos elemen-
tos se pueden definir unidades de paisajes, distinguién-
dose dreas planas o llanuras con pendientes entre 0-2 %
y 2-6 %, y una altura promedio entre 0 y 200 msnm
y sistemas de colinas con pendientes entre 10-20 % y
alturas entre 100 y 600 msnm (Delgado ez al. 2000a).
La caracteristica ambiental mds resaltante de estas zo-
nas son los humedales, dreas inundables estacionales
o permanentes entre 0 y 100 msnm que resultan de la
acumulacion y retencién de agua de lluvia y de drenaje

superficial (Delgado ez a/. 2000b).
Datos de recoleccion de individuos

Los datos de la ubicacién y abundancia de indivi-
duos adultos, posturas, larvas y pupas, utilizados para
éste proyecto provienen de la Gerencia de Salud Am-
biental y Control de Endemias (Gsace), Programa Hyle-
sia metabus, adscrito a Fundasalud, estado Sucre. Tanto

64°00' O

63°00' O 62°00' O

Figura 1. Ubicacion de la region de mayor incidencia de leipdopterismo ocasionado por
Hylesia metabus en Venezuela.

adultos como inmaduros se recolectaron en las estacio-
nes establecidas por el personal de campo de la Gsace y
los métodos estdn descritos en detalle en el capitulo de
«Monitorizacién y Control de H. metabus». Para este
estudio se utilizaron los datos de colecta correspon-
dientes al periodo comprendido entre octubre de 2004
y junio de 20006.

Se contaba con un total de 2733 muestras en un
total de 48 estaciones de captura de adultos y 339 mues-
tras de inmaduros obtenidas de 115 puntos repartidos
en el drea de estudio. Se consideré cada muestra como
el peso total de individuos adultos recolectados en cada
estacién por dia y el niimero de larvas de los estadios 1 al
7y pupas contabilizadas en cada estacién por dia.

Datos climaticos

Se escogié como estacion de referencia la estacién
meteoroldgica del Aeropuerto de Giiiria, debido a que
posee el registro mds completo de datos de precipitacién
de estaciones cercanas al drea de estudio. Mediante el
método de sustitucién por el promedio (Guevara 2003),
se estimaron los datos faltantes de 2006.

Con los datos de precipitacién de los anos 1980
hasta 2005 se elaboré el climograma de Giiiria para
observar el comportamiento de la precipitacién en la
zona (Figura 2). De igual manera y con los datos co-
rrespondientes al periodo comprendido entre 1970 y
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(Chuvieco 1996). Para el presente estudio se
utiliz6 una imagen derivada del sensor mul-
tiespectral Landsat7 con resolucién espacial de
30 metros. Se selecciond la imagen Landsat7
ETM de 2003 debidamente georreferenciada y
con baja cantidad de nubes en el drea de estu-
dio (Tabla 1). Esta imagen forma parte de la
base de datos del Laboratorio de Biologia de
Vectores del Instituto de Zoologia y Ecologia
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Figura 2. Precipitacion promedio mensual de Guiria entre los anos 1980 y 2005.

Precipitacion promedio mensual de Irapa
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Tropical de la Universidad Central de Vene-
zuela, Caracas, Venezuela

Dic

Para el tratamiento de la imagen y la reali-
zacién de los mapas se utilizé el programa Arc-

Gis™ 9.0 de ESRI®.
Clasificacion de la vegetacion

Para observar mejor las dreas delimitadas en
la imagen se utilizé la combinacién de bandas del
sensor RGB 453 (bandas 4, 5, 3). Esta combina-
cién resalta con gran detalle los limites entre el
aguay la tierra, los diferentes tipos de vegetacion,
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Figura 3. Precipitacion promedio mensual de Irapa entre los afios 1970 y 2000.

2000, se elaboré el climograma de la estacién meteo-
rolégica de Irapa, la cual fue desmantelada en el ano

2002 (Figura 3).
Imagen satelital

Una imagen satelital estd compuesta por pixeles,
los cuales estdn ordenados en filas y columnas. Cada
pixel tiene su propio numero digital, el cual almace-
na y representa la intensidad de energia o luz recibida
que es reflejada o emitida en una determinada drea de
la superficie terrestre, en una posicién de longitud de
onda especifica dentro del espectro electromagnético

Tabla1. Parametros de la imagen Landsat 7 ETM de 2003.

Nov

los cuales se muestran en diferentes tonos de co-
loracién marrén, verde y naranja y resalta las dife-

Dic

rencias de humedad en suelo y vegetacién.

El primer paso de la clasificacién de la ima-
gen consistié en la determinacién de las clases
espectrales, este proceso se realizé de una forma
no supervisada, en el cual no se establece ninguna clase
a priori. Esta clasificacién consiste en la combinacion
de pixeles individuales en clases espectrales, midien-
do para ello los valores de reflectancia (Fernindez &
Herrero 2002). La clasificacién se realizé6 mediante un
andlisis de conglomerados y se obtuvo las clases con sus
marcas espectrales.

Para asignar los pixeles a las clases, puesto que se
tenfa la media y la desviacién tipica de cada una de las
clases espectrales, se utilizé el modelo de distribucién
clasificador de méxima verosimilitud (o mdxima proba-
bilidad), que asume que los datos siguen una funcién
de distribucién normal para asignar la probabilidad de

que un pixel cualquiera pertenezca a cada una de las
clases. De este modo, el pixel se asigna a la clase a la

Satélite LANDSAT 7 Ortorrectificada Si
Sensor ETM Pixel multiespectral (m) 28,5
Fecha 2/11/2003 Pixel pancromatico (m) 14,25
Datum WGS84 Sistema coordenado UTM20

cuales mds probable que pertenezca, mediante la uti-
lizacién del programa ArcGis™ 9.0.

A partir de la informacién generada con el
andlisis de la imagen satelital se elaboré un mapa
temdtico de tipos de hdbitat disponibles para H.
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Figura 4. Tipos de habitats disponibles y utilizados por los adultos de Hylesia metabus, entre octubre
de 2004 y julio de 2006. Los valores de abundancia son expresados en intervalos de abundancia de

adultos capturados en las distintas estaciones de captura.

Tabla 2. Peso asignado a los intervalos de abundanciay a
los distintos tipos de habitat donde se capturaron de adultos
de Hylesia metabus entre diciembre 2004 y junio 2006.

N° Peso asignado Tipo de Peso asignado
de Individuos (%) habitat (%)
0-6200 5 Manglar 20
6201-12400 10 Area Urbana 15
12401-18600 15 Bosque 10
18601-24800 20 Herbazal 5
24801-31000 25
31001-37200 30
37201-43400 35
43401-49600 40
49601-55800 45
55801-62000 50

metabus dentro del drea de estudio. Ademds, se calcu-
16 el 4rea que ocupa cada tipo de hdbitat presente, esta
informacion sirvié para determinar la variabilidad en
la distribucién espacio temporal de H. metabus en el
estado Sucre desde octubre de 2004 hasta septiembre
de 2006.

Generacion del mapa de riesgo

Para generar informacién digital de las zonas que
sirven de hdbitat a H. metabus se realizé una clasifi-
cacién de una imagen satelital proveniente del sensor
multiespectral Landsat 7 del afio 2003. Con ésta cla-
sificacién se logré delimitar los principales hébitats
explotados por H. metabus. Se hizo un anilisis de
agrupamiento a la imagen satelital segtin el nimero
espectral asociado y se construyé un mapa de distri-

cada uno (Tabla 2).

Se calcularon los valores
de riesgo asociados a cada lo-
calidad de muestreo de adultos
basados en tres amenazas: el
tipo de habitat en el cual se encontraba las estacio-
nes de captura, el nimero total de meses en los cuales
se recolectaron adultos de H. metabus (focos perma-
nentes de infestacién) y el nimero total de individuos
recolectados por estacién de captura. A cada variable
considerada se le dio una ponderacién, la cual indi-
ca la influencia de dicha variable en el valor de ries-
go, posteriormente la combinacién de todos los pesos
asignados a cada localidad fue sumada y se obtuvo un
valor de riesgo por estacion de captura.

Considerando que los resultados obtenidos senalan
que el tipo de hdbitat es uno de los factores que determina
el drea de distribucién de H. metabus se dio una pondera-
cién distinta a cada uno de ellos (Tabla 2). Por otra parte,
se tomé en cuenta el nimero de meses en los que se cap-
turaron adultos en cada estacion, obteniéndose que el ma-
yor valor por estacion fuera de 10 meses con recolecta de
adultos y se asign6 una ponderacion igual al nimero de
meses en los cuales hubo captura de individuos adultos, a
lo largo del muestreo. La abundancia de adultos también
fue considerada para la definicién de las dreas de vulnera-
bilidad, debido a que probablemente una alta concentra-
cién de individuos en un drea reducida puede contribuir
a la dispersion hacia dreas cercanas. El peso que se asigné
a cada intervalo de abundancia se describe en la Tabla 2.

Mediante la utilizacién de un anilisis de interpo-
lacién espacial con los valores de abundancia de adultos
recolectados durante el tiempo de estudio, se determi-
naron las dreas mds vulnerables de ser invadidas por los
adultos de H. metabus y la ubicacion de los centros po-
blados dentro de estas dreas, con las cuales se generé el
mapa de riesgo.
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Analisis estadisticos

Para determinar si existe una asociacién positiva de
los adultos de H. metabus con el hibitat, se realizé un ani-
lisis de tablas de contingencia, en el cual se colocaron los
datos de abundancia de insectos recolectados en cuatro
hibitats distintos, dominantes en la zona de estudio (drea
urbana, herbazal abierto, bosque y manglar). Posteriormen-
te, mediante una prueba de Ji-cuadrado se determiné si ha-
bian diferencias significativas en la cantidad de individuos
recolectados en cada zona. También se calcularon y grafi-
caron los residuos estandarizados de Pearson para evaluar
la magnitud de las diferencias observadas entre los valores
observados y esperados y determinar asi la direccién de la
posible seleccién del hébitat (Legendre & Legendre 2000).

Para determinar si hubo cambios en la distribu-
cién temporal de larvas y adultos se elaboraron tablas de
contingencia de los diferentes estadios para definir las
épocas de incidencia de cada uno. Se realizé una prueba
de Ji-cuadrado para establecer diferencias significativas
en la abundancia mensual de cada estadio para delimitar
la época de mayor incidencia de cada nivel de desarrollo
de H. metabus.

Con la finalidad de establecer la posible correlacién
negativa entre la abundancia de larvas y de adultos de /.
metabus y la precipitacion, se calculé el coeficiente de co-
rrelaciéon no paramétrico de Spearman y el coeficiente de
correlaciéon de Tau-b de Kendall. Los andlisis estadisticos
se realizaron mediante los programas SPSS® 12.0 para
Windows y Statistica® 5.5 para Windows.

DESCRIPCION DE RESULTADOS

Distribucion espacial

Tipos de habitat de H.
metabus

El drea de distribucién de
H. metabus es toda la costa su-
reste del estado Sucre y la costa
del estado Delta Amacuro, es-
pecificamente la zona del golfo
de DParia, comprendida entre
Lat. N 10° 06' - 10° 40'; Long.
O 63°10' - 62°05' (Figura 1).
La vegetacién de esta zona es
muy variable; sin embargo, las
principales dreas en las cuales se
capturaron larvas y adultos de
H. metabus fueron: manglares,
bosques semideciduos, dreas ur-
banas y herbazales.

Distribucion de los adultos y fases inmaduras de
H. metabus

Una vez realizada la clasificacién de la imagen
y determinados los tipos de hébitats disponibles para
H. metabus, se evalué el patrén de distribucion de la
misma en los principales habitats en los cuales se en-
contraba. En las Figuras 5 y 6 se presentan los datos de

62°46'13"0

10°31'30"N

Peso promedio
de adultos por
trampa (kg)
0,0000- 04700 [1071830°N
0,4701 - 1.8000
1,8001 - 4,5000
4,5001-10,0000

10,0001-22,0000

62°28'13"0 62°10'13"0

Figura 5. Abundancia de adultos de Hylesia metabus capturados en las estaciones de muestreo,
entre octubre de 2004 y junio de 2006.

abundancia promedio de adultos y estados inmaduros,
respectivamente, capturados en el drea de estudio du-
rante todo el tiempo de muestreo y la imagen de saté-
lite que se utilizé como base. Se puede observar que la
distribucién de las larvas de H. metabus coincide con
las dreas que presentaron mayor cantidad de adultos,
es decir, las zonas de manglar. Posteriormente, se su-
maron los valores de abundancia de los adultos en los
distintos hébitats y se procedié a calcular el promedio
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62°24°070

Figura 6. Abundancia de larvas de Hylesia metabus recolectadas en los sitios de muestreo entre

octubre de 2004 y junio de 2006.

del nimero de individuos capturados en cada uno de
ellos, entre el total de de dias de muestreo (Figura 7).
La unidad muestral considerada para este andlisis fue
el peso promedio de adultos obtenido por dia en todas
las estaciones ubicadas en cada hébitat. Del bosque se
obtuvo 46 muestras, 138 en el manglar, 21 en los her-
bazales, y 33 en el drea urbana.

Luego, para determinar si las diferencias de abun-
dancia entre hdbitats eran producto del azar se realiz6 una
prueba de Ji-cuadrado, la cual sugirié6 una distribucién
espacial no aleatoria (y*=507.682,408, gl = 3, p < 0,05):
la incidencia de adultos es mucho mayor en los manglares
que en los bosques, herbazales y el drea urbana.

Asi mismo, podemos apoyar la hipétesis de que
el patrén de distribucién de
H. metabus responde al tipo de
vegetacién y ademds estd in-

Abundancia promedio de adultos en
los distintos tipos de habitats

62°6'070

tante baja en comparacién con
la estimada en el manglar. Sin
embargo, por ser éstas zonas de
contacto con los seres humanos

(especialmente el drea urbana),
0RO es aqui donde se hace mayor
énfasis sobre sus repercusiones

como plaga de la salud publica.

Larvas por
estacion
0-17
18-53
54-138
139-232
234-340

No obstante de lo arri-
ba senalado, en condiciones de
laboratorio se ha logrado criar
larvas de H. metabus sobre plan-

tas hospederas ajenas al habitat
del manglar (Cortez ez al. 2001;
Osborn ez al. 2001). En estos
trabajos se criaron larvas de H.

metabus sobre diferentes plan-
tas, obteniéndo pequenas proporciones de superviven-
cia sobre Hura crepitans L. (5 %) (Osborn et al. 2001)
y Psidium guajava L. (1 % y 3 %) (Osborn ez al. 2001;
Cortez 2003). Ademids, Cortez e 2l.(2001) lograron una
sobrevivencia sustancial (81 %) para individuos alimen-
tados con Syzygium cumini (L.) Skeels. Es de notar que
estas tres especies de plantas son comunes en Venezuela;
por ejemplo S. cumini es sembrado ampliamente en ciu-
dades como Maturin (estado Monagas), lo que aumenta
el riesgo de infestacién de esta plaga en zonas ajenas al
mangle y pudiera, en el futuro, ser una potencial causa
para un cambio en su distribucién geografica.
Considerando lo anterior, es pertinente sefalar
que las larvas de los satrnidos son conocidas por su
capacidad de cambiar de una
planta hospedera a otra. Un
ejemplo de especial significan-

fluenciado por la intervencién 250000 - cia es el de algunas especies de
humana (colocacién de trampas 200000 - lepidépteros del género Lonomia
de luz, crecimiento demografi- (Saturniidae), las cuales son una
co, aumento de la iluminacién, '°%°% | importante plaga de la salud
la tala del manglar, etc.). Los 100000 1 publica en Venezuela y Brasil
adultos de H. metabus seleccio- 50000 (Diaz 2005). Un contacto leve
nan el manglar como el sitio de 0 & con una larva de Lonomia obli-
oviposicién en el cual las larvas Urbana - Manglar - Bosque  Herbazal - cyq Walker 1855, produce una
pueden completar su ciclo de Habitats hemorragia interna muy seve-

vida por la gran disponibilidad
de alimentos. Si bien en los
bosques, herbazales y dreas ur-
banas también se encuentra la

especie, su abundancia fue bas- herbazal (= 21).

Figura 7. Numero de individuos adultos capturados en
los distintos tipos de hébitat entre octubre de 2004 y
junio de 2006. Observe los valores de abundancia pro-
medio del total de dias de colecta tomadas en el rea
urbana (n= 33), manglar (n= 138), bosque (n= 46) y

ra, que puede causar la muerte
en muchos de los casos (Lorini
1993; Diaz 2005). La planta hos-
pedera natural para esta especie
en Brasil es Platanus acerifolia
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(Ait.) Willd. (Platanaceae) (Lorini et al.

2007). Sin embargo, al talar los bosques 25000

Abundancia de adultos capturadas en trampas de luz y

niveles de precipitacion

250
para la siembra de plantaciones agrico- [CIN° de adultos
las, las larvas de L. obliqua y Lonomia 20000 | ——FP — L 200
achelous Cramer 1777, al no encontrar 8 .
= €
. =) 4 r
a sus plantas hospederas, se alimentan g 1500 180 g
7 . o
de los drboles frutales cultivados y enla 8 o
, o 10000 L 100
época de la cosecha, el roce con las lar- =
vas provoca hemorragias severas y hasta 5000 4 /] L 50
fatalidades en trabajadores mientras co- ﬂ ﬂ ]
sechan los frutos (Diaz 2005). 0 4= | S = 0
., S 888 88888888888 88888
Por otro lado, también es relevan- S8E8SSSSS8588S8sS8888§8S
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te senalar que en Venezuela, fuera de la o5 e2833288205e228332
zona de los manglares, las poblaciones Mes -Afio

de H. metabus han sido inestables, des-
apareciendo luego de una o dos genera-
ciones (Herrera ez a/. 2007), atin cuando
recientemente (2008) hubo reportes de
las larvas de H. metabus en tierra firme en los munici-
pios Cajigal y Marifio (ver pdginas 163-169). Es posible
que debido a las grandes extensiones de R. mangle, no
exista una presion selectiva suficientemente fuerte para
producir un cambio permanente en la preferencia ali-
mentaria de H. metabus por otras plantas hospederas.
Debemos considerar ademds, que pueden existir otros
factores, como, la densidad relativa de depredadores y
pardsitos (Bernays & Graham 1988; Herndndez ez al.
2009) o diferencias en la temperatura y humedad re-
lativa, que influyen en la supervivencia de las larvas
de H. metabus y evitan que se establezcan poblaciones
permanentes lejos de las zonas de manglar.

En resumen, todas las fases de H. metabus se en-
contraron asociadas al manglar, por lo que podemos
asegurar que, a pesar de que los adultos e inmaduros
de la especie se pudieron encontrar en otro tipo de hé-
bitat, es en éste donde existen las mejores condiciones
para completar su ciclo de vida. La captura de indivi-
duos adultos en dreas urbanas, herbazales, bosques y
asociaciones del herbazal con el bosque, estd determi-
nada principalmente por la cantidad de luz emitida por
las trampas de captura de la polilla y la de los caserios.

Efectos de la precipitacion sobre la
abundancia de adultos e inmaduros
de H. metabus

Aunque de antemano se conoce que las variacio-
nes mensuales en la abundancia de adultos y larvas de

Figura 8. Abundancia total mensual de adultos de H. metabus capturados entre octubre
de 2004 y junio de 2006 y precipitacion mensual.

los diferentes estadios muestreados se deben principal-
mente al ciclo de vida de la especie, en este estudio se
traté de determinar si la precipitacién podia modificar
la abundancia y densidad de las mismas. Para ello se
evalué el efecto de la precipitacién promedio mensual
registrada en las estaciones climatoldgicas en el aero-
puerto de Giiiria y en Irapa sobre la abundancia de in-
dividuos de H. metabus entre octubre de 2004 y junio
de 2006 (Figura 8).

Los coeficientes de correlacién de Spearman de
los datos de abundancia de adultos y niveles de preci-
pitacién de las estaciones de Giiiria y Irapa no fueron
significativos (r= - 0,145, n = 20, p > 0,05) y (r= -
0,176, n = 20, p > 0,05), respectivamente. No se ob-
servé ninguna tendencia clara que indique una dismi-
nucién de la abundancia cuando es mayor la precipi-
tacién (Figura 8). Es probable que la combinacién de
la misma con otros factores tales como, velocidad del
viento y duracién de los periodos de sequia, pudieran
dar una mejor idea del comportamiento temporal de
la especie. Por otra parte, los andlisis de correlacién
de Spearman entre la abundancia total de larvas de
todos los estadios y la precipitacién registrada en Giii-
ria (r=- 0,173 n = 18, p > 0,05) e Irapa (r= - 0,184 n
=18, p > 0,05) tampoco arrojaron valores significati-
vos (Figura 9). Sin embargo, al analizar cada estadio
larval por separado se revelé una asociacién negativa
significativa entre la abundancia de los primeros tres
estadios y la precipitacion (coeficiente de correlaciéon

Tau-b de Kendall, Tabla 3).
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Abundancia de larvas capturadas en estaciones de recolecta
mediante trampas de luz
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Figura 9.- Abundancia total de larvas de todos los estadios y la cantidad promedio de lluvia
durante cada mes entre octubre de 2004 y agosto de 2006.

Tabla 3. Comparacion entre precipitacién promedio mensual (PPM) y estadios
larvales mediante la Correlacion de Tau-b de Kendall.
*|a correlacion es significativa p= 0,05.

Estadio
1 ER 2DO SER 4TO 5TO 6 o
-0,4125* -0,4755* -0,5517* -0,3075 -0,1351

7MO

PUPA

PP mensual -0,1528 0,0795 0,2173

Se ha estudiado el efecto de la precipitacién sobre
los estados inmaduros de diferentes especies de insec-
tos. Paaijmans ez /. (2007) encontraron que la lluvia
afecté significativamente la productividad de los cria-
deros de larvas del zancudo Anopheles gambiae Giles
1902, provocada por el impacto de las gotas de lluvia
y la generacién de corrientes intolerables para los mis-
mos. Las lluvias afectaron negati-
vamente la dindmica poblacional

niveles y continuas durante las tres
primeras fases del ciclo de vida de
H. metabus, deberia esperarse una
menor incidencia de adultos al final
del ciclo. Por tanto, las variaciones
asociadas a altas abundancias y efec-
tos nocivos o bajas abundancias y
ausencia de problemas sanitarios por
contacto, pudieran estar influencia-
das por estos patrones de precipita-
cién en diferentes afios de la historia
ecoepidemiolégica de esta plaga.

Mapa de riesgo

El mapa de riesgo generado a
partir de los datos de distribucién y
abundancia de H. metabus durante
el periodo de estudio se muestra en
la Figura 10. Se puede apreciar que
el drea de mayor riesgo se encuentra
dentro de los manglares, en la isla
de Turuépano, con zonas de riesgo
menores en la boca del cafo San

Juan en el municipio Benitez, y algunas zonas aledanas
al manglar, incluyendo el pueblo de Yaguaraparo en el
municipio Cajigal. Sin embargo, la mayoria de los cen-
tros poblados estdn fuera del drea de riesgo de las pobla-
ciones de H. metabus.

En diciembre de 2004 se iniciaron las capturas
constantes de adultos y larvas de H. metabus, enmarcadas
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Debido a lo anteriormente 2

expuesto, podemos inferir que si
se registran precipitaciones de altos

Figura 10. Mapa de porcentaje de riesgo de contacto con adultos de Hylesia metabus. Observe
las areas de mayor riesgo y la ubicacion de los centros poblados del &rea del estudio.
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en el Proyecto Reto Hylesia metabus. En ese afio ocurrié
un aumento brusco en la distribucién de la plaga debido
al paso del huracdn Ivdn por las costas de Venezuela. Esto
trajo como consecuencia una colonizacién de esta espe-
cie desde los manglares hacia zonas mds pobladas. Los
muestreos estaban, por lo tanto, dirigidas principalmente
a hacer un seguimiento de la densidad de poblacién en
las dreas en las cuales habia mayor cantidad de personas
afectadas por esta plaga, lo que derivé en una carencia
de informacién en otras dreas lejos de las zonas pobladas,
donde no se realizé un seguimiento. Aunado a esto, la
presencia de una alta concentracién de estaciones de cap-
tura del insecto en los pueblos aledanos al manglar perju-
dicé a los habitantes de las dreas urbanas cercanas, por lo
que posteriormente algunas trampas fueron reubicadas en
otras dreas y algunas retiradas definitivamente.
Recientemente (2007-2009) ha habido una dis-

minucion considerable del nimero de individuos y ac-

tualmente la plaga se ha replegado hacia el municipio
Benitez. Esto se debe principalmente a los labores de
vigilancia y control efectuados por la Gsace, junto
con los efectos de enemigos naturales tales como pa-
rasitoides, depredadores y patdgenos. Por otra parte,
los cambios en la distribucién pueden ser consecuen-
cia de la eliminacién de algunas de las estaciones de
captura para la colecta de adultos en los municipios
Cajigal, Marifo y Valdez; por lo cual se debe con-
siderar que existe una ausencia de informacién en
aquellas zonas en las cuales no se realiza un muestreo
continuo. Por esta razdn, si bien la informacién re-
colectada durante los dltimos tres anos es sumamen-
te util para inferir cémo ciertas condiciones pueden
afectar la distribucién de la poblacién de H. metabus,
los datos obtenidos se encuentran altamente sesga-
dos, por lo que podrian estar afectando los resultados
obtenidos.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Debido a que el manglar es el sitio en el cual se
encuentra la mayor abundancia de adultos y larvas, las
estrategias de control de H. metabus deben realizarse
primero en esta zona. Sin embargo, para hacer un ani-
lisis mds detallado de la situacién geoespacial de H.
metabus es necesario elaborar un diseno muestral que
permita cubrir todos los hébitats disponibles de forma
sistemdtica; de este modo los datos obtenidos podrian
ser un mejor reflejo de la situacién de la especie.

Aun cuando el principal factor que determina
el drea de distribucién e influencia de H. metabus es
el tipo de vegetacidn, la precipitacién pudiera ser una
variable que juega un papel importante en los tres pri-
meros estadios larvales. Sin embargo, serfa propicio
hacer seguimientos especificos de poblaciones duran-
te un perfodo de tiempo mayor para corroborar esta
informacién. Por lo tanto, seria conveniente evaluar
la eficacia de las medidas de control ya emprendidas
cuando el insecto se encuentre en esta fase de su ciclo
de vida.

De no ser por la luz emitida en las zonas urba-
nas y las trampas de luz colocadas en sitios cercanos
a los manglares, las larvas y adultos de H. metabus
permanecerian en ellos. Por lo tanto, como medida de
control y para evitar accidentes por contacto con los

seres humanos, es recomendable colocar las trampas
de luz utilizadas para capturar adultos, en zonas con
mangle como vegetacién dominante y alejadas de los
poblados, de esta manera los individuos inmaduros se
concentrarian en dreas cercanas a las trampas o fuen-
tes de luz.

El conocimiento del tipo de vegetacién que sirve
de hébitat a H. metabusy sus probables dreas de inciden-
cia aunada a la nocién de cémo la precipitacién afecta las
diferentes fases del ciclo de vida, ayudardn a planificar
de manera mds exitosa las estrategias de control que se
vayan a emprender de ahora en adelante.
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Resumen

Abstract

Palabras clave
Key words

Bcitius thuringiensis var. kurstaki (Btk) es ampliamente utilizado para el con-
trol de lepiddpteros plaga. Con el fin de evaluar la eficacia de una formulacién
comercial de Btk en larvas de Hylesia metabus, se realizaron experimentos de
laboratorio y de campo. Para los ensayos de laboratorio se prepararon concentra-
ciones seriadas de Brk, luego se sumergieron discos de hoja de una planta hospe-
dera (Rhizophora mangle) en cada una de las concentraciones, y se suministraron
a larvas del 3., 4.° y 5.° estadios, individualizadas en recipientes pldsticos. La
mortalidad se registr6 diariamente. Para los bioensayos de campo se evaluaron
cuatro concentraciones de la misma formulacién sobre larvas del 3. estadio
de H. metabus. La bacteria fue aplicada sobre drboles de Rhizophora mangle o
Laguncularia racemosa en un diseno de bloques al azar, y luego se colocaron
100 larvas de H. metabus en cada 4rbol tratado. La mortalidad de las larvas fue
registrada a las 24 y 96 horas. Hubo una variacién considerable en la susceptibi-
lidad de las larvas al DiPel® entre los ensayos de laboratorio. También se observé
que en todos los experimentos realizados hubo una tendencia de las larvas del
3. estadio a rechazar las hojas infectadas con DiPel® especialmente cuando
se evalu6 a altas concentraciones mayores. Las mortalidades aumentaron en el
tiempo, siendo mayores entre los cinco y seis dias posteriores a la aplicacién en
el laboratorio y cuatro dias en el campo. Debido a las diferencias en la suscepti-
bilidad de las larvas de H. metabus a este producto, se recomienda realizar este
tipo de ensayos antes de cada aplicacién con el fin de asegurar un control eficaz
sin malgastar recursos econémicos y el producto.

Assessment of the Efficiency of the Biological Larvicide DiPel® in the
Control of Hylesia metabus (Cramer, [1775]) Larvae

Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk) is widely used for the control of lepidopteran
pests. Laboratory and field experiments were done to test the efficiency of a com-

Bacillus thuringiensis, control, ensayos de laboratorio y campo.
Bacillus thuringiensis, control, laboratory and field bioassays.
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mercial formulation of Brk against Hylesia metabus larvae. For the laboratory ex-
periments, serial concentrations of Bk were prepared, leaf discs cut from one of the
host plants were then submerged in each of the concentrations and tested against
third, fourth and fifth instars, individualized in plastic pots. Mortality was mea-
sured daily. For the field tests, four concentrations of the same Bzk formulation were
tested against third instar H. metabus larvae. The bacteria was applied to Rhizophora
mangle or Laguncularia racemosa trees using a random block design, then 100 A.
metabus larvae were placed in each treated tree. Mortality was measured at 24 and
96 hours. There was considerable variation in the susceptibility of the larvae to Di-
Pel® among the laboratory experiments. Nevertheless, there was a tendency for the
third larvae instar to reject the discs infected with DiPel®, in all the experiments
done, especially at higher concentrations. Mortality increased over time with the
highest rates observed between 5 and 6 days post-application (laboratory) and 4 days
(field). Because of the differences in the susceptibility of the H. metabus larvae to this
product, we recommend that this type of experiments be done before each applica-
tion, in order to ensure efficient control without unnecessary wastage and expense.

PRESENTACION

Las bacterias son importantes patégenos de los
insectos y algunos han sido desarrollados como con-
troladores de plagas agricolas y de salud publica. Ba-
cillus thuringiensis (Bt), Berliner 1911 es una bacteria
aerébica, gram positiva que se encuentra de forma
natural en el suelo y sobre las plantas. Fue aislada
por primera vez en Japén por Ishiwata (1901) mien-
tras estaba investigando la causa de la mortalidad de
grandes poblaciones del gusano de la seda, Bombyx
mori L. 1758. Este autor lo nombré como Bacillus
sotto; sin embargo, este nombre no pudo ser uti-
lizado debido a que no era un nombre binomial vi-
lido (Steinhaus 1961). M4s adelante, Berliner (1915)
volvié a aislar esta misma especie de larvas enfermas
de la polilla mediterrdnea, Anagasta kuehniella Ze-
ller, 1879, y la renombré Bacillus thuringiensis, por el
pueblo alemdn Thuringia donde habia recolectado
la polilla, nombre por el cual se conoce hoy en dia
(Tanada & Kaya 1993).

A partir del ano 1920 se empezaron a realizar
ensayos de campo para evaluar la eficacia de Bz en
el control del barrenador europeo del maiz, Ostrinia
nubilalis Hiibner, 1796, (Lord 2005) y en 1938 se
claboré el primer preparado comercial (Sporeine®)
en Francia (Aronson et /. 1986). Desde entonces, Bt
ha sido utilizado extensivamente para el control de

lepiddpteros, dipteros y coledpteros plaga (Feitelson
1993; Tanada & Kaya 1993; Rosas-Garcia 2008).
Hasta la presente fecha se han reportado 96 subes-
pecies de B, de las cuales las mds utilizadas para la
elaboracién de formulaciones contra insectos plaga
son: B. thuringiensis var israelensis, utilizada para el
control de los zancudos (Diptera: Culicidae) y los
jejenes (Diptera: Simuliidae); B. thuringiensis var. te-
nebrionis, que infecta a los escarabajos (Coleoptera)
y B. thuringiensis var. kurstaki que ataca a ciertas
especies de larvas de polillas (Lepidoptera) (Rosas-
Garcia 2008).

El serotipo Bacillus thuringiensis var. kurstaki
(Btk) fue aislado en 1962 por Edouard Kurstak de la
polilla mediterrdnea en Bures-sur-Yvette, Francia, y
el primer producto comercial, DiPel® fue introduci-
do por Laboratorios Abbott en 1970. Desde enton-
ces ha sido utilizado para el control de las larvas de
una amplia variedad de especies de lepidépteros pla-
ga de cultivos y plantaciones forestales, entre ellos,
Colias spp. en alfalfa, Pieris spp. y Trichoplusia spp.
en cruciferas, Manduca sp. en tomate y tabaco, He-
liothis spp. en algodén y tomate y Platynota sp. y
Argyotaenia sp. en vid. Aplicaciones en el laboratorio
del DiPel®32PM a una concentracién de 5g/100 ml
de agua produjo mortalidades entre 85 y 100 % en
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la polilla de la cera de abejas Galleria mellonella L.
1758, (Pyralidae) (Brighenti ez a/. 2005). El DiPel®
produjo una mortalidad de 70 % cuando fue usa-
do en dosis de 2-3 kg/ha contra el gusano canasta,
Oiketicus kirbyi Guilding, 1827, un insecto polifago
que ataca a diferentes cultivos en Costa Rica (Mex-
z6n et al. 2003).

En los Estados Unidos y Canadd, diferentes
formulaciones de Btk se usan cominmente para
el control de diferentes consumidores de hojas de
las coniferas, entre ellos el gusano de las yemas del
abeto (Choristoneura fumiferana Clemens, 1865)
y la polilla gitana de las coniferas (Lymantria dis-
par L. 1758). En 1985, Btk fue utilizado en 81 %
de los programas de aplicacién de insecticida para
controlar C. fumiferana, causando el colapso de las
poblaciones de esta plaga. Entre 1990 y 1998 se apli-
c6 Btk en casi 1,8 millones de hectdreas de bosques
deciduos y coniferas para el control de varios defo-
liadores. Actualmente es el segundo producto mis
utilizado luego del difluobenzuron para las plagas
forestales (Frankenhuyzen ez /. 2000).

A pesar que es conocida la eficacia de Btk como
controlador biolégico de diversas especies plaga, la
susceptibilidad de los diferentes estadios larvales a
este insecticida puede variar. Ramos ez a/l. (2004)
encontraron que los primeros estadios larvales de
Diatraea saccharalis F. 1794 (Homoptera: Cercopi-
dae), una importante plaga de la cana de azdcar, fue-
ron mds susceptibles a cepas nativas de Btk que los
estadios m4s tardfos. Barreiro & Santiago-Alvarez
(1985), al evaluar el efecto sobre larvas de Ocnogyna
baetica Ramb. 1907 (Lepidoptera: Arctiidae) de una

formulacién de DiPel® en condiciones de laborato-

rio, reportaron un CL,  de 89,3 ppm para larvas del
y 3. estadio, el cual aumenté a un Cl50 de 5.390
ppm en larvas del 4.° y 5.° estadio. Por otro lado,
Peacock et al. (1998) evaluaron el efecto insectici-
da del DiPel®8AF en 14 especies de Lepidoptera
de diferentes edades en condiciones de laboratorio.
De ellas, todas las tres especies del 1. o el 2.° es-
tadio evaluadas, mostraron un 100 % de mortali-
dad, mientras que las larvas de estadios mds tardios
presentaron mortalidades muy variables con ocho
especies mostrando mortalidades entre 0 y 50 % y
solamente tres especies sufriendo mortalidades ma-
yores de 50 %.

Hpylesia metabus anteriormente presentaba un
ciclo de vida sincronizado (una sola fase del insecto
estd presente en un momento dado), y variaba entre
100 y 105 dias. Dentro de este ciclo, la fase larval
comprende siete estadios, de siete a ocho dias cada
uno (Vdsquez 1990; Benaim-Pinto 1991). Sin em-
bargo, hoy en dia los ciclos no son sincronizados, lo
cual dificulta las medidas de control. La formula-
cién comercial de Btk, DiPel®8L, es utilizada prin-
cipalmente para controlar las poblaciones larvales de
esta especie. Este producto normalmente se aplica
cuando H. metabus se encuentra en los primeros tres
estadios larvales. Sin embargo, no existe informa-
cién sobre las posibles diferencias en la susceptibi-
lidad de las larvas de diferentes edades frente a este
producto.

En este capitulo se compilan los resultados de
diversos trabajos realizados para verificar la eficacia
del DiPel® como controlador de las larvas de H. me-
tabus en diferentes estadios, tanto en condiciones de
laboratorio como de campo.

DESCRIPCION DE METODOS

Ensayos de laboratorio
Recoleccion de larvas

Las larvas se recolectaron de los manglares de dife-
rentes localidades en los municipios Benitez, Libertador
y Cajigal del estado Sucre, entre septiembre y diciembre,
2004 (Osborn et al. 2005a), abril 2005 (Osborn ez 4l.
2005b) y abril 2006 y abril 2007 (Guzmdn 2008; Mu-
fioz 2009). Se realizaron recolectas de larvas del 2.2, 3.
y 4.° estadio. Las larvas del 2.° estadio se utilizaron para

los experimentos del 3. estadio, las del 3. estadio se
utilizaron para los experimentos del 4.° estadio y las del
4.° estadio se utilizaron para el experimento del 5.° esta-
dio. Se recolectaron grupos de larvas para asegurar una
suficiente cantidad de material biolégico de la misma
edad, en el momento de iniciar los experimentos.
Luego de la recoleccién, las larvas se mantuvie-
ron en cavas de anime con hojas frescas de la planta

hospedera Rhizophora mangle L. (mangle rojo) o La-
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guncularia racemosa L. (mangle blanco). Las cavas se
colocaron en una habitacién mantenida a 26-28 °Cy
70-80 % de humedad relativa.

Diseno experimental

Los experimentos se realizaron segtin la meto-
dologia descrita por Osborn ez /. (2005ab), Guzmdn
(2008) y Munoz (2009). Para los mismos se utilizé un
minimo de 25 recipientes pldsticos (200 ml de capaci-
dad) como réplicas para cada tratamiento y el mismo
nimero de recipientes controles. Posteriormente, se
prepararon soluciones de DiPel®8L a diferentes con-
centraciones en agua mineral (Tabla 1). Se cortaron
discos de hojas de Rhizophora mangle (Osborn et al.
2005ab) o Laguncularia racemosa (Guzmdn 2008; Mu-
fioz 2009) de 1 cm de didmetro y se sumergieron en
las soluciones preparadas. En el caso de los tratamien-
tos se colocé un disco impregnado con DiPel® en cada
recipiente pldstico antes descrito. En los experimentos
control, los discos de hojas se impregnaron sélo con
agua mineral. (Osborn ez /. 2005ab; Guzman 2008).
Por otra parte, con el objeto de evaluar la preferencia
alimentaria de las larvas de Hylesia metabus se realizd
un experimento colocando simultdneamente en los en-
vases pldsticos dos discos: uno impregnado con DiPel®
3,5 y el otro con agua (Mufoz 2009).

Inmediatamente después, las larvas se colocaron
individualmente en los recipientes pldsticos con la ayu-
da de dos pinceles suaves. Posteriormente, se registré la
mortalidad diaria de las larvas a la misma hora durante
un periodo de cinco dias. Después de las primeras 24
horas se removieron los discos de hoja y las larvas se ali-
mentaron diariamente con hojas limpias y frescas de R.
mangle o L. racemosa hasta el 5.° dia.

En el caso de que las mortalidades de los contro-
les estuviesen comprendidas entre 5 y 20 %, las mis-
mas fueron corregidas mediante la férmula de Abbott
(1925), la cual permite corregir las mortalidades por
la que ocurre en los experimentos control. Si las mor-
talidades de los controles eran mayores que el 20 %,
el experimento se descartaba debido a que segiin Ab-
bot (1925), se presentan dudas razonables del agente
causal de la mortalidad.

Los resultados se registraron anotando el por-
centaje de mortalidad a los cinco dias para cada trata-
miento y en cada estadio larval (Osborn ez a/. 2005ab;
Guzmin 2008; Mufoz 2009).

Ensayos de campo
Recoleccion de las larvas

Las larvas de H. metabus fueron recolectadas en las
localidades de El Tococo Lat. N 10° 26' 18,7"; Long. O
64° 47' 41,2" y el puerto de Yaguaraparo Lat. N 10° 32'
43,2"; Long. O 62° 49" 05,7", municipio Cajigal, esta-
do Sucre, Venezuela, entre el 02 y el 12 de abril, 2006.
Todos los individuos muestreados pertenecian al tercer
estadio larval (Veldsquez & Osborn 20006).

Diseno experimental

Los ensayos se realizaron en el puerto de Yagua-
raparo, municipio Cajigal estado Sucre Lat. N 10° 35'
52,2"; Long. O 62° 46' 17,0". Se utilizé un disefio ex-
perimental de bloques al azar con tres repeticiones, en
cada bloque se colocaron 4 tratamientos y el respectivo
control. Los tratamientos correspondian a cuatro con-
centraciones del insecticida biolégico disueltas en agua,
las cuales se prepararon directamente en el lugar selec-
cionado para el montaje de los ensayos, a saber: T1= 500
cm?/ha, T2= 700 cm?/ha, T3= 1000 cm?/ha, T4= 1400
cm’/ha de DiPel®8L, mds el control, agua (Veldsquez &
Osborn 2006).

Las unidades experimentales estuvieron constitui-
das por drboles de R. mangle o L. racemosa de aproxima-
damente dos a tres metros de altura, los cuales fueron
distribuidos al azar para cada una de las concentraciones
de DiPel®8L por evaluar en cada bloque correspondien-
te. Previo al montaje del ensayo se acondicionaron los
drboles, limpiando los alrededores y eliminando algunos
de ellos para evitar que las larvas se escaparan por el
solapamiento de las ramas. Cada drbol fue identifica-
do con una etiqueta, en la cual se anoté el tratamien-
to utilizado y nimero de la réplica. Ademds, en el tallo
principal se colocé una cinta pldstica para evitar que las
larvas bajaran hasta el suelo. Los drboles de R. mangle o
L. racemosa fueron asperjados con las concentraciones
preparadas con la ayuda de un motopulverizador por-
tatil, colocando luego 100 larvas de H. metabus por ar
bol, incluido el control. Esta misma labor se repiti6 en
los cuatros bloques por evaluar, ejecutdndose una sola
aplicacién del producto. Se realizaron observaciones a
las 24 y 96 h después de la aplicacién del DiPel®8L y
se registré el nimero de larvas vivas en cada uno de los
tratamientos (Veldsquez & Osborn 2006).
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DESCRIPCION DE RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayos de laboratorio

En la Tabla 1 se muestran las mortalidades de las
larvas del 3., 4.° y 5.° estadio de H. metabus, respecti-
vamente. Se puede apreciar que los resultados son muy
variables entre experimentos y las larvas muestran dife-
rentes susceptibilidades al mismo producto. Por ejem-
plo, Osborn ez al. (2005a) encontraron que las larvas de
4.° estadio fueron mds susceptibles al DiPel® y las larvas
del 5.° estadio mds resistentes, mientras que Guzmdn
(2008) reporté que las larvas del 4.° estadio eran las mds
resistentes y las larvas del 5.° estadio mds susceptibles a
este mismo producto. Osborn ez /. (2005b) reportaron
una mortalidad en larvas del quinto estadio de 96 %
cuando evaluaron el DiPel®8L 3,5 a una concentracién
de sélo 10 ppm, mientras que Osborn ez /. (2005a) con-
siguieron solamente 30 % de mortalidad al evaluar una
concentracién de 25 ppm de ese mismo producto y Guz-
mdn (2008), por su parte, reporté 88 % de mortalidad
cuando evalué una concentracién de 16 ppm. Por otra

Tabla 1. Mortalidad de larvas de tercero a quinto instar de Hylesia metabus, sometidas a
diferentes presentaciones comerciales de Btk. Las mortalidades fueron anotadas a los seis dias,

a menos que se indique lo contrario.

parte, las mortalidades causadas a las larvas usando 256
ppm del producto eran, en términos generales, similares
a las causadas por concentraciones del producto de 1024
ppm.

En todos los experimentos realizados hubo una
tendencia de las larvas del 3. estadio a rechazar las hojas
infectadas (Osborn ez 2/. 2005b; Guzmdn 2008). El re-
chazo de los estadios tempranos de larvas de Lepidopte-
ra a discos infectados con Brk ha sido senalado por otros
autores (McGuire ez al. 1997) y se debe probablemente
a los efectos antialimentarios de B, las cuales inhiben la
ingestion, lo que también puede producir una variacién
en la cantidad de hoja consumida y por ende la cantidad
de producto consumido.

Por otro lado, Mufoz (2009) encontré que hubo
una leve disminucién en la susceptibilidad de las larvas,
en general, cuando fueron presentadas con dos discos de
hojas, uno infectado con el DiPel® y uno sin infectar.
Ademds, este autor reportd que las larvas del 5.° estadio
de H. metabus preferfan consumir los discos de hojas
sanas. Finalmente, no
hubo diferencias en la

eficacia de los productos
comerciales DiPel®8L

D23,7 y el DiPel® 3,5

Producto Concentracion Namero 9 Mortalidad por estadio .
comercial (ppm) de 2wy Observaciones Referencia como controladores bio-
réplicas V&, 4 > l6gicos de esta plaga.
25 50 50 84 55 Pocas larvas del 3. Osborn et al. E 1
gi eron 20052 n general, se su-
DiPei®8L D23.7 125 50 40 80 80  estadio comieron
’ 625 50 9 % g4  hojainfectada con pone que las larvas de
DiPel® los primeros estadios
25 50 80 92 30 Osborn et al. son las m4s susceptibles
DiPel® 35 125 50 90 96 36 2005a o
’ 625 50 90 94 76 a los larvicidas (Bur-
ges 2000; Ramos ez al.
1 25 44 La mortalidad Osborn et al. 2004 Si b
DiPel® 35 10 o5 06 final fue registrada a 2005b ). Sin  embargo,
¢ 100 o5 100  loscuatro dias en algunos de los ex-
) perimentos se determi-
4 25 19 3 56 Guzman 2008 i
16 o5 40 20 78 né que las larvas del
DiPel® 3.5 64 25 53 17 70 5.° estadio son las mds
256 25 55 32 94 susceptibles  (Guzmdn
1024 25 72 48 100 2008: Mufioz 2009).
4 25 6 5 40  Laslarvas se En este trabajo es po-
16 25 22 8 58  Seleccionaron entre .
- 64 o5 33 37 50  undisco de hoja Munoz 2009 sible que las larvas del
DiPel® 3,5 : o di idas del
256 o5 50 13 ga  impregnado con el 5.° estadio traidas de
1024 o5 73 30 gp  DiPel”yundisco campo ya hubiesen sido

impregnado con agua

infectadas por algin
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patégeno autéctono de la zona. Es de hacer no-
tar que hubo entre un 5 y 20 % de mortalidad

Tabla 2. Promedio (X) y error estandar (EE) de la mortalidad de las
larvas de Hylesia metabus a los 24 y 96 horas luego a la exposicion

en los controles reportados por estos dos auto-

a diferentes concentraciones de DiPel®8L.

res, mientras que la mortalidad de los controles

Concentracion (cc/ha)

H er o H .
en los e;qierl(r)nenct;os co’n ezl 3. yl\j. ’estazdlo fue Mortia/lldad 0 500 200 1000 1200
menos del 5 % ( uzman. 008; Mufioz 2009). T = X &£ X =& ¥ = X =
Por otro lado, estudios de la ultraestructura 5, horas 0 0 175 4 193 37 285 31 20 80
del intestino medio de larvas de H. metabusinfec- 96horas 225 083 631 28 713 1,11 647 21 627 50

tadas con una bacteria patdgena, realizados por
Tovar (2001), revelaron que larvas del 3. estadio
de H. metabus sufrieron menos danos que las larvas del
5.° estadio. Ademds, Motaban ez 2/. (2000) encontraron
que las larvas del 3. estadio tuvieron niveles mds altos
de lisozima (una enzima con propiedades antimicrobia-
nas) que las larvas del 5.° estadio, al ser infectadas con
la misma bacteria, lo que también podria influir en la
resistencia de las mismas a una infeccién bacteriana.

Ademds de lo mencionado arriba, las diferencias
en la susceptibilidad de las larvas al DiPel® pudieron
ser debidas a diferencias en las condiciones en las cuales
fueron mantenidas, por ejemplo, temperatura, humedad
relativa, dieta y la formulacién del producto (Staal 1975;
Mulla & Darwazeh 1979; Ross et al. 1994; Lawler et
al. 1999). Sin embargo, se utiliz6 esencialmente la mis-
ma metodologia para todos los experimentos y las larvas
fueron criadas en las mismas condiciones. Es posible que
las diferencias en la susceptibilidad se debieran a diferen-
cias interpoblacionales de las larvas (los experimentos se
realizaron con larvas recolectadas del campo) y también
a diferencias en la edad del producto, que pudiera haber
afectado su calidad (Burges 2000).

Finalmente, es importante acotar que para los
experimentos se utilizaron diferentes lotes del DiPel®,
lo que podria haber sido una de las causas de la varia-
bilidad observada en los resultados. Factores como el
tiempo de traslado del DiPel® de su pais de origen a
Venezuela, el cual puede ser considerable, y las con-
diciones de almacenamiento no controladas (tempera-
tura y humedad relativa) pueden afectar la eficacia del
producto. Por lo tanto, lotes de DiPel® con diferentes
tiempos de traslado y condiciones de almacenamiento
inadecuadas pueden haber sido la causa de las diferen-
cias observadas en los resultados de las evaluaciones.
Con respecto al tiempo necesario para matar las lar-
vas, los datos también son variables; sin embargo, en
general, hubo poca diferencia entre las mortalidades al
quinto y sexto dia (Osborn ez al. 2005a; Osborn ez al.
2005b; Guzmdan 2008; Mufoz 2009).

Ensayos de campo

Los resultados se muestran en la Tabla 2 y la Figura
1. El porcentaje de mortalidad de las larvas fue significa-
tivamente mayor a las 96 h respecto a las 24 h. También
hubo una mortalidad significativamente mayor en los
tratamientos comparado con los tratamientos control en
los lapsos evaluados (prueba de Anova; p < 0,05). Sin
embargo, no hubo diferencias significativas en la morta-
lidad de las larvas entre tratamientos (Tabla 2, Figura 1)
(Veldsquez & Osborn 20006).

El error estdndar fue mayor a las 24 h que a las 96
h, reflejando una mayor dispersién de los datos entre
los cuatro bloques en ese primer conteo (Tabla 2, Figu-
ra 1). A las 24 h el resultado mds uniforme se obtuvo a
la concentracién de 1000 cc/ha, con un error esténdar
de 3,1 %, y a las 96 h a una concentracién de 700 cc/

80
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Figura 1. Porcentaje promedio y error estandar de la mortalidad de
las larvas de Hylesia metabus a las 24 y 96 h luego de la exposicion a
diferentes concentraciones de Dipel®8L.
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ha con un error estindar de 1,11 %. En cambio, los
porcentajes de mortalidad mds dispersos se obtuvie-
ron para la concentracién de 1400 cc/ha, con errores
estdndar de 8,0 y 5,0 % a las 24 y 96 h luego de la
exposicién, respectivamente. Esto podria deberse a que
las larvas aparentemente rechazaron las hojas impreg-
nadas con el insecticida biolégico DiPel®8L a esa con-
centracion.

La potencia del DiPel®8L, utilizado en este ex-
perimento equivale a 12,7 BIU (billones de unidades
internacionales) (Frankenhuyzen ez a/. 2000) y fue
aplicada a 700 cc/ha, lo que equivale a 8,9 BIU/ha.
Sin embargo, para el control de otras plagas forestales,
como por ejemplo, el gusano de las yemas del abeto
(Choristoneura fumiferana) en Canadd, las dosis reco-
mendadas son 2,4 1/ha (30BIU) y para el control de la

polilla gitana de las coniferos (Lymantria dispar), las
dosis recomendadas son entre 2,4 a 3,9 [/ha de produc-
to (30-50 BIU/ha) en Canadd y por lo menos 4,7 1/ha
(60 BIU/ha) en EE. UU. (Frankenhuyzen ez /. 2000).
Por ello se puede apreciar que la cantidad de producto
necesario para controlar H. metabus es mucho menor
que en estas otras dos plagas. Por supuesto, existen
muchos otros factores que son determinantes para la
eficacia de las aplicaciones de Btk. Entre ellos podemos
mencionar: 1) la dilucién del producto y el volumen de
aplicacidn; 2) el momento de la aplicacién (el producto
debe ser aplicado al final de la tarde, con el fin de evi-
tar la radiacién solar, la cual destruye la bacteria) y 3)
las condiciones climdticas (las lluvias fuertes lavan el
producto de las hojas del mangle, reduciendo asi sus-
tancialmente la eficacia).

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se observé una variacion considerable en la sus-
ceptibilidad de las larvas de Hylesia metabus al DiPel®
en los experimentos realizados en el laboratorio. Sin
embargo, las mortalidades causadas a las larvas a la
concentracién de 256 ppm del producto fueron, en ge-
neral, similares a las causadas por concentraciones del
producto de 1024 ppm. En el campo, el efecto letal del
DiPel®8L no aumenté al incrementar la concentracién
de 500 a 1400 cc/ha.

Con respecto al tiempo entre el momento de apli-
cacién del producto y la mortalidad de las larvas, en los
ensayos realizados en el campo existe un aumento signi-
ficativo de las mortalidades a las 96 h (4 dias) y se apre-
cian mortalidades mds uniformes comparadas con las
observadas a las 24 h. Los datos del laboratorio son mu-
cho mds variables. Sin embargo, en general hubo poca
diferencia entre las mortalidades al quinto y sexto dia
(120 y 144 h, respectivamente) luego de la aplicacion del
producto. Por lo tanto, se recomienda evaluar la mor-
talidad producida por el DiPel®8L entre el 5.° y 6.° dfa.

Debido a las variaciones en la susceptibilidad de las
larvas de H. metabus al insecticida biolégico DiPel®8L,
se recomienda que se realicen experimentos de laborato-
rio y campo previos a las aspersiones con este producto
para poder estimar la dosis necesaria para asegurar un
control razonable sin malgastar recursos econémicos en
aplicaciones y en el producto.
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Resumen

Abstract

Palabras clave
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E.. presente trabajo se describe parcialmente la feromona sexual de Hylesia
metabus, especie urticante presente en el nororiente de Venezuela. Mediante
el andlisis de extractos de los ultimos segmentos abdominales de hembras y
machos de esta polilla, utilizando Cromatografia de Gases (CG) acoplada a
detector de ionizacién a la llama (FID) y Espectrometria de Masas (EM), se
observaron senales cromatograficas exclusivas de hembras. La identificacién
de estas senales se realizé por comparacién de sus espectros de masas e indices
de retencién (IR) con los compuestos sintéticos. Se determiné que 1-eicosa-
nol y 1-octadecanol estaban presentes en los extractos de hembras provenien-
tes de las recolectas en los estados Sucre, Monagas y Delta Amacuro. Estos
compuestos mostraron actividad electroantenogréfica en machos, pero no en
hembras. Por tal motivo se proponen como posibles componentes de la fero-
mona sexual de esta polilla. Sin embargo, ha sido imposible la realizacién de
experimentos de comportamiento en tinel de viento y ensayos de campo que
verifiquen la actividad etoldgica de los compuestos candidatos a feromona
debido a las fluctuaciones de las poblaciones de este insecto.

Partial Elucidation of the Components of Hylesia metabus (Cramer,
[1775]) (Lepidoptera: Saturniidae) Sex Pheromone

Hylesia metabus is an urticating moth from northeastern Venezuela. Par-
tial elucidation of the sex pheromone of this species is described. Male and
female abdominal tips analyses by using gas chromatography (CG-FID)
and CG-mass spectrometry (EM) shows exclusive female cromatographic
peaks. These peaks were then identified by the analysis of mass spectra
and comparing the retention indices (RI) with synthetic compounds. We
found that 1-eicosanol and 1-octadecanol were present in female abdomi-
nal tip extracts. The biological material were collected in Sucre, Monagas

Electroantenografia, feromona sexual, Hylesia metabus, Saturniidae.
Electroanthennography, Hylesia metabus, Saturniidae, sex pheromone.
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and Delta Amacuro State, in January and February 20006, respectively.
These compounds showed electroantennographic (EAG) activity in ma-
les but not in females. This suggests that these components may be is
the possible sex pheromone of H. metabus. It has been impossible to us
to perform wind tunnel and field bioassays to test the behavioral acti-
vity of the identified compounds, due to the fluctuations of H. metabus
populations in Venezuela.

PRESENTACION

La comunicacién puede ser entendida como el
proceso mediante el cual un organismo emisor genera
una sefal a través de un medio y la misma es recibida
por un receptor que emite una respuesta. La comunica-
cidn es entonces la interaccién entre tres componentes
bdsicos: el emisor de una sefal, el medio a través del
cual ésta es transmitida y el receptor de la misma (Sho-
rey 1973; Howse 1990). Por supuesto, la calidad de la
comunicacion, es decir, de la emisién de la sefial y su
recepcion, dependerd tanto de aquello heredado por los
actores del proceso como del medio. Esta senal puede
ser disminuida, distorsionada o modificada.

Dependiendo de las caracteristicas biolégicas y
comportamiento de las especies, la comunicacién entre
el emisor y el receptor puede: favorecer al emisor y al
receptor a la vez o sélo a uno de ellos, o incluso favo-
recer a un tercer receptor. Por ejemplo, en ciertas cir-
cunstancias una sefial de alarma puede alertar a otros
individuos para su beneficio y aumentar la proteccién
sobre el emisor de la senal. En otros casos, la sefal pro-
ducida por la hembra de un insecto para atraer a los
machos con la finalidad de aparearse, también puede
ser percibida y utilizada por depredadores o parisitos
especializados para su propio beneficio (Howse 1990).

Ahora bien, los organismos se mantienen en una
comunicacién interna y externa permanente, monito-
rizando constantemente el medio que los rodea y sus
condiciones fisiolégicas mediante células, tejidos u 6r-
ganos especializados. Las interacciones con el entorno
traen como consecuencia que los organismos desarro-
llen o desplieguen respuestas de comportamiento ante
los estimulos recibidos (sefales), para que puedan satis-
facer necesidades fundamentales como la alimentacién,
reproduccién, evasién de enemigos naturales, etc. Los
estimulos pueden ser de diferente naturaleza, por ejem-

plo, un sonido, el contacto directo, la luz, la liberacién
de sustancias. Asi, las formas de comunicacién pueden
ser auditivas, tictiles, visuales y quimicas. En el caso de
la comunicacién quimica, a las sustancias involucradas
en las interacciones entre organismos generalmente se
les conoce como semioquimicos, y la ciencia que estu-
dia la estructura, funcién, origen, y significado de estos
compuestos naturales es la Ecologia Quimica.

Los semioquimicos se clasifican en aleloquimicos
y feromonas. Los aleloquimicos estdn involucrados en
la comunicacién de individuos de diferentes especies
(accién interespecifica) y se subdividen en cairomonas
(sustancias que benefician al receptor), alomonas (las
que favorecen al emisor), sinomonas (el receptor y el
emisor se benefician) y las apneumonas que son olo-
res emitidos por la materia orgdnica muerta y originan
respuestas fisioldgicas y etoldgicas en los individuos re-
ceptores. Las feromonas median la comunicacién entre
individuos de la misma especie, es decir, son de accién
intraespecifica, pudiendo beneficiar al individuo emi-
sor, receptor o a ambos. Las feromonas sexuales cons-
tituyen un ejemplo en el que se benefician el receptor
y el emisor, ya que son emitidas por un determinado
sexo, y recibidas por el sexo opuesto, con la finalidad de
garantizar el apareamiento de los individuos.

Las feromonas son especificas para una especie,
son sustancias no toxicas, no dejan residuos en el am-
biente y su uso en el campo no afecta directamente a
los depredadores naturales de la plaga u otros insectos;
es por ello que el uso de feromonas encaja muy bien en
la idea del Manejo Integrado de Plagas (MIP). E1 MIP
implica la seleccién, integracién y aplicacién en forma
arménica, tomando en cuenta las consideraciones de
tipo econdémico, ecoldgico y social, de todos aquellos
métodos apropiados para enfrentar una situacién de-
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terminada, con el objeto final de reducir las poblacio-
nes de insectos plaga a niveles por debajo de aquellos
que producirian dafo econémico (Katsoyannos et al.
1992; Clavijo 1993). Entonces, las feromonas pueden
ser utilizadas de diferentes maneras: monitorizacién o
control, dependiendo del objetivo que se persiga con
su aplicacién. Pero en ambos casos, es fundamental la
identificacidn correcta de los componentes de la fero-
mona y sus proporciones.

Superficialmente, podria pensarse que las técni-
cas utilizadas para el aislamiento e identificacion de
feromonas y aleloquimicos, son las empleadas en gene-
ral en todas las ramas de la quimica de los productos
naturales. Sin embargo, existen modificaciones en los
métodos desarrollados en la ecologia quimica que han
permitido obtener el mdximo de informacién posible
del semioquimico con unos pocos microgramos del
material, como por ejemplo, estructura, estereoisome-
ria, proporcidn, actividad biolégica, etc.

Las feromonas probablemente sean los semioqui-
micos mds estudiados, en especial aquellas producidas
por especies de insectos de interés econémico, por ejem-
plo, lepidépteros pertenecientes a las familias: Tortrici-
dae, Pyralidae, Gelechiidae, Sesiidae y algunas subfami-
lias Noctuides. En comparacién con otras familias de
Lepidoptera, existen pocos estudios de identificacion de
feromonas sexuales en Saturniidae, solamente se cono-
cen las feromonas sexuales de Nudaurelia cytherea (Fabr)
(Henderson ez al. 1973), Antheraea polyphemus (Cramer
1776) (Kochansky ez al. 1975), Antheraea pernyi (Gué-
rin-Méneville, 1855) y Samia cynthia ricini (Donovan)
(Bestmann et al. 1989), Lonomia obliqua (Walker 1885)
(Zarbin et al. 2007) y algunas especies de los géneros
Hemileuca y Saturnia (McElfresh & Millar 1999abc;
McElfresh ez al. 2001abc). En el caso del género Hylesia
no existen estudios sobre feromonas, con la excepcién
del trabajo de Fornés & Herndndez (2000), en el cual
sugieren la existencia de una feromona sexual emitida
por la hembra de Hylesia metabus (Cramer, [1775]) (ver
pdginas 15-24).

La identificacién y sintesis de los componentes de
la feromona de H. metabus, puede permitir su uso en
un sistema de monitorizacién, en el cual se coloquen
trampas cebadas con feromona en dreas remotas para
determinar la presencia del insecto. Las mismas también
pueden ser usadas en el control de H. metabus, median-
te la colocacién masiva, que consiste en ubicar trampas
con una alta densidad en las zonas afectadas por esta

plaga, y asi capturar individuos adultos suficientes, para
ir reduciendo las poblaciones de la misma. Otra técnica
de control es por interrupcién del apareamiento; en este
método se satura con la feromona sexual el drea infesta-
da, lo cual evita el encuentro y apareamiento entre in-
dividuos de la especie plaga, bien sea por confusion del
sexo receptor, habituacién a la sefal quimica y camuflaje
del olor natural (Knight & Turner 1999). Ahora bien,
para el uso de feromonas en el control de insectos plaga
se requiere previamente aplicar tecnicas de aislamiento e
identificacién de compuestos orgdnicos voldtiles.

Aislamiento de la feromona

Microextraccion con solvente. Esta técnica com-
prende la maceracién total o parcial del insecto con
un solvente orgdnico adecuado, seguido por la fil-
tracién y concentracién del extracto obtenido. Se
aprovecha la capacidad que poseen los componentes
de las feromonas para disolverse en solventes apola-
res como z-pentano o z-hexano, o bien, en solventes
mds polares como el diclorometano. Entre los fac-
tores que deben ser tomados en cuenta a la hora de
efectuar una extraccién adecuada se encuentran: la
volatilidad, polaridad, volumen, pureza del solvente,
el tiempo de extraccién y nimero de individuos a
utilizar. Generalmente, con este método se requieren
de 10 - 40 insectos por microextracto; y para evitar la
contaminacién es esencial el uso de solventes de alta
pureza (grado HPLC) (Howse ez al. 1998).

En la mayoria de los lepidépteros se conoce la ubi-
cacién de la glindula productora de la feromona. Es
por ello que en trabajos de identificacién de feromo-
nas donde se aplica la microextraccién con solvente,
se han aislado los componentes a partir de segmentos
del cuerpo donde ha sido localizada la gldndula secre-
tora, o incluso en algunos casos sélo la glindula. Dado
que en algunas especies las feromonas son sintetizadas
y emitidas de manera inmediata en respuesta a un de-
terminado estimulo (sintesis de 7ovo) y la glindula se-
cretora no posee reservorio, es necesario preparar los
extractos de forma sincronizada con el momento de la
biosintesis, el cual a veces coincide con el comporta-
miento de llamado del individuo emisor.

Andlisis de muestras solidas. Para el andlisis de
muestras sdlidas se emplea el inyector Keele, ajustable
al puerto de inyeccién del cromatégrafo de gases. Estd
constituido por un tubo de acero inoxidable de 11cm de
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longitud donde presenta pequenos orificios en las pare-
des o un agujero alargado en uno de sus lados de 12 mm
aproximadamente. El émbolo es de acero inoxidable y
se introduce perfectamente en el interior del tubo. Estas
dos partes son ajustadas entre si mediante un septum de
goma y una nuez de rosca. Este sistema es unido a su vez
al puerto de inyeccién del cromatégrafo por un seprum
de goma y una tuerca que cierra la entrada del inyector
(Figura 1).

La muestra es introducida dentro de un tubo ca-
pilar de vidrio suave (1,2 mm x 30 mm de longitud).
Ambos extremos del tubo son sellados rdpidamente a la
llama, el capilar con la muestra, se introduce en el in-
yector Keele, el cual debe estar adaptado previamente
al puerto de inyeccién del cromatégrafo de gases. Lue-
go, se espera hasta que se estabilice la presion del gas
de arrastre, lo cual permite ademds completar la vola-
tilizacién de los componentes de la muestra de mayor
peso molecular (Morgan 1990). Al culminar este tiem-
po, se baja el embolo para romper el capilar, liberando
los compuestos orgdnicos voldtiles de la muestra en la
cdmara del inyector, llevindolos con el gas arrastre a la
entrada de la columna.

Esta técnica de inyeccion ha sido empleada en el
andlisis de muestras bioldgicas, especificamente en la
determinacién de compuestos voldtiles presentes en
gldndulas o hidrocarburos cuticulares de insectos, en
la mayoria de los casos en hormigas, aunque existen
trabajos donde se ha empleado para la determinacién
de la feromona sexual en lepidépteros (Attygalle ez al.
1986; Attygalle ez al. 1987; Lépez et al. 2002; Morgan
et al. 2003; Jungnickel ez al. 2004; Akino 20006).

Separacion e identificacion de los
componentes de la feromona

Cromatografia de gases (CG). En esta técnica, la
muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una co-
lumna cromatogréfica. La elucién se produce por el flujo
de una fase mévil de gas inerte. Las moléculas del ana-
lito no interaccionan con la fase moévil (gaseosa), en este
caso la retencién del analito depende de su volatilidad
y de las interacciones entre sus grupos funcionales y los
de la fase estacionaria (liquida) que recubre la superficie
interna de la columna.

El detector estdndar utilizado para la CG, es el
detector de ionizacién a la llama (en inglés Flame Io-
nization Detector, FID), el cual estd constituido por un

émbolo
embolo

capilar de
vidrio

tejido o
glandula
sello silicone

rosca para
remover desechos

purga septum
—_—

tubo de acero
——"" inoxidable

arrastre

!

+—— zonacaliente
del inyector

tapon de lana
de vidrio

—
split vent

——— columna capilar

Figura 1. Esquema del inyector de muestras sélidas (Morgan 1990).

quemador, en el que el efluente de la columna se mezcla
con una llama de hidrégeno y aire. La mayoria de los
compuestos orgdnicos, cuando se pirolizan a la tempera-
tura de una llama de hidrégeno y aire, producen carbo-
cationes y electrones que pueden conducir la electricidad
a través de la misma. Cuando se aplica una diferencia de
potencial entre el extremo del quemador y un electrodo
conductor situado por encima de la llama, la corriente
que resulta se dirige para su medida hacia un amplifica-
dor y se registra la senal generada en funcién del tiempo
(Skoog & Leary 1994). El FID responde al niimero de
dtomos de carbono que llegan al detector por unidad de
tiempo, es un detector sensible a la masa.

Preferiblemente, la separacién de los constituyentes
de la muestra deberfa proceder sin previas modificacio-
nes quimicas; sin embargo, en algunos casos, para obte-
ner mayor informacion sobre la estructura del compues-
to desconocido, se realizan microreacciones que cam-
bian las caracteristicas de los componentes de la mezcla
feromonal o de una fraccién de ésta.
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La mayoria de los métodos analiticos requieren
que los compuestos posean cierto grado de pureza para
que los resultados obtenidos sean confiables, por ello,
el acoplamiento de la CG con diferentes tipos de de-
tectores permite que se obtenga mayor informacién, di-
rectamente de cada componente de la muestra. En el
estudio de semioquimicos en insectos, son muy dtiles
los acoplamientos de CG con Espectrometria de Masas
(EM) y Electroantenografia (EAG), los cuales se deta-
llan a continuacién.

Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria
de Masas (CG-EM). Con la técnica de espectrometria de
masas (EM) un compuesto o una mezcla de compues-
tos son ionizados y fragmentados como consecuencia
del bombardeo de electrones; los iones resultantes son
separados y analizados de acuerdo a la relacién masa/
carga (m/z), y la abundancia relativa de cada fragmento
es registrado como un espectro.

En el drea de la ecologia quimica, la EM se emplea
frecuentemente en la elucidacién de compuestos. Por lo
general, se contrasta el espectro obtenido del compuesto
con una librerfa de espectros y patrones sintéticos. La in-
formacién dada por esta técnica es complementada con
los indices de retencién, microrreacciones, u otras técni-
cas instrumentales. Finalmente, es necesario validar la
actividad de la estructura quimica elucidada mediante
un bioensayo.

Indices de Retencion. El término de indices de re-
tencién, introducido por Kovdts (1958), expresa la reten-
cién de un compuesto con respecto a sus homdlogos n-
alcanos examinados bajo las mismas condiciones expe-
rimentales. El indice de retencién de un compuesto en
particular, es definido como el nimero de carbonos por
100 de un n-alcano hipotético que genera exactamente
el mismo valor de retencién del compuesto de interés
medido en condiciones idénticas.

En el andlisis de semioquimicos de insectos por
CG se utilizan programas de temperaturas, con una o
mds rampas de calentamiento, por esto nos interesa en
particular el indice de retencién con temperatura pro-
gramada (I,") (ecuacién 1), ideado por Kovits a partir
de la ecuacién del indice de retencién (1) (ecuacién 2).

try— tr

L =100(n+—X—2) (1)
trn+l_ trn
| -1
I, =100n +100—8 Tx ~ 8% @)

log tr,,, —logtr,

donde n es el nimero de dtomos de carbono del #-al-

cano, try, tr, y tr,  son los tiempos de retencién del
n n+.

1
compuesto de interés, del z-alcano y del (#+1)-alcano,
respectivamente. El indice de retencién con temperatu-
ra programada (I7), es un valor que puede usarse para
reportar e intercambiar informacién, pero es necesario
que al reportar I" se especifiquen las condiciones en las

cuales se realizé el analisis.

Métodos para determinar la actividad
electrofisiolégica y el efecto en el
comportamiento

Una vez aislado, separado e identificado un com-
puesto o grupo de ellos es necesario establecer cudles de
ellos constituyen la feromona de la especie en estudio.
Para ello, se debe demostrar que el o los compuestos
emitidos por el organismo, generan una respuesta bio-
légica en el receptor, la cual se desea esté limitada a la
especie en cuestion, con la posibilidad que se extienda a
un pequefio nimero de especies del mismo género. La
actividad bioldgica del o los compuestos de interés se
evalia mediante métodos electrofisiolégicos y bioensa-
yos de comportamiento de los individuos ante los mis-
mos compuestos. En algunos casos se realizan los bioen-
sayos con el compuesto natural, cuando se desea probar
el estimulo y su naturaleza; o con el compuesto sintético
para determinar la actividad del andlogo quimico.

Métodos electrofisiol6gicos

La electroantenografia es una de las técnicas uti-
lizadas para evaluar la actividad biolégica de compues-
tos emitidos por insectos o plantas, en ésta las antenas
de los insectos que presentan células sensoriales a los
compuestos quimicos se usan como un detector que
permite determinar la actividad biolégica. Fue origi-
nalmente desarrollada por Schneider (1969) y se fun-
damenta en que las antenas poseen células receptoras,
capaces de captar una o varias moléculas quimicas de
estimulo, convirtiéndolas en impulsos eléctricos que se
transmiten por el sistema nervioso hasta generar una
senal eléctrica que serd registrada por un instrumento
adecuado. Un electroantendgrafo consta bdsicamente
de electrodos, un amplificador y un dispositivo regis-
trador (Bjostad 2000).

Sobre la antena se encuentran ubicadas estructuras
olfativas denominadas sensilias, las cuales constituyen la
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mayor parte de los 6rganos sensoriales localizado sobre
la antena (Schneider 1969). Una sensilia es una pieza es-
pecializada de cuticula, la parte externa de la misma es
penetrada por un poro, y cada poro continda con tibulos
cuticulares que penetran las partes internas de la cuticula
alcanzando el lumen cercano a la membrana celular de la
dendrita de la célula receptora (Schneider 1969).

Las moléculas de olor son pequenas y la informacién
que llevan consigo debe alcanzar los receptores olfativos
con la finalidad de ser traducidas a actividades neurona-
les. Sin embargo, los receptores olfativos se encuentran
localizados sobre las dendritas, las cuales se encuentran
rodeadas de linfa; por lo tanto existen unas proteinas de
enlace (PE) que se encargan de transportar estas molécu-
las de olor a los receptores olfativos correspondientes.

Arn et al. (1975) realizaron el primer acoplamiento
directo de CG y el detector electroantenografico (DEA),
donde el efluente CG pasaba continuamente sobre la an-
tena. Utilizaron una columna capilar de vidrio de alta re-
solucién donde los anchos de pico son s6lo de unos pocos
segundos (15 s o menos). Entonces, los componentes de
la muestra alcanzaban la antena con un agudo aumento
en la concentracién o como pulsos. Los receptores olfa-
tivos de la antena no se saturaban en estas condiciones.
Este sistema toma ventaja de la alta resolucién de la CG
y a su vez, la extrema sensibilidad y selectividad de los
receptores olfativos de la antena para la deteccién de los
componentes de la feromona.

En los andlisis por CG-DEA, el efluente de la colum-
na cromatografica es dividido en dos vias; una es dirigida
al detector estdndar, usualmente un FID, y el otro a la in-
terfase cuya salida se dirige a la antena del insecto que se
encuentra fuera del horno del CG. Para prevenir la con-
densacién de las fracciones cromatogréficas en la interfase,
esta zona del equipo se mantiene a la temperatura maxima
establecida por el programa de temperatura utilizado en
el cromatdgrafo para el andlisis. Después de abandonar la
interfase caliente, el efluente es mezclado con una corrien-
te de aire filtrada y humedecida, dirigida hacia la antena,
como en el arreglo simple EAG descrito anteriormente. El
elemento sensorial del DEA lo constituye una antena dise-
cada del insecto, de la cual los dltimos segmentos distales
han sido previamente removidos. La interpretacién adecua-
da de los resultados CG-DEA requiere que los cambios de
voltaje generados por la estimulacién quimica de la antena
puedan ser distinguidos del ruido de fondo que surge ine-
vitablemente del montaje de la antena y de los dispositivos
asociados al CG-DEA (Cork ez al. 1990).

Olfatometros

La evaluacién de las respuestas comportamentales
de los individuos ante uno o mds determinados semio-
quimicos se realiza mediante bioensayos, utilizando
olfatémetros, los cuales son dispositivos que se funda-
mentan en la eleccién libre de los insectos de dirigirse
hacia una fuente de olor. En los disenos de olfatémetros
se pueden diferenciar dos tipos: los de flujo de aire y
los de aire estdtico. Los primeros se usan en estudios
encaminados a la deteccién y medicién de respuestas
de atracciéon de insectos a senales olfativas emitidas a
largas y medianas distancias, ya que permiten evaluar
conductas de anemotaxis desencadenadas por aromas
contenidos en una corriente de aire. Por su parte, los
olfatémetros de aire estdtico se usan para medir res-
puestas quimiotdctiles u olfativas a cortas distancias o
en situaciones en donde las senales quimicas se difun-
den en el espacio sin ser transportadas por una corrien-
te de aire. Los olfatémetros de flujo de aire requieren
de un sistema que permita la circulacién continua de
aire dentro del dispositivo. Los disefios para este tipo
de olfatémetro son muy diversos; sin embargo, pueden
diferenciarse tres modelos bdsicos: 1) ttinel de viento, 2)
laberinto en forma de «Y», y 3) de cuatro vias (Lépez-
Avila & Rincén 2006).

Por otro lado, algunos estudios comprueban di-
rectamente en el campo la actividad de los semioquimi-
cos sintéticos mediante trampas cebadas con diferentes
concentraciones y proporciones de los compuestos iden-
tificados como posibles constituyentes del semioquimi-
co en estudio. En el caso particular del estudio de la
feromona sexual de H. metabus no se evalué la actividad
etolégica de los compuestos propuestos como constitu-
yentes de la feromona, debido a que una vez realizado
el aislamiento, separacién e identificacién de éstos, las
poblaciones de esta polilla disminuyeron a tal magnitud
que no fue posible disponer de insectos para realizar los
bioensayos olfatométricos correspondientes.

En este capitulo se presentan los resultados mds
recientes en cuanto a la identificacién de la feromona
sexual de la polilla H. metabus, a partir de la aplicacién
de técnicas analiticas y electrofisiolégicas realizadas con
material bioldgico recolectado entre 2005 y 2008, en
los estados Sucre, Monagas y Delta Amacuro (Vene-
zuela). Ademds, se ha incluido una breve descripcién de
las técnicas utilizadas en ecologia quimica para el aisla-
miento, separacién e identificacién de semioquimicos.
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DESCRIPCION DE METODOS

Recoleccion del material biol6gico

Las inspecciones periddicas en las zonas de mangle
del nororiente de Venezuela permitieron recolectar pupas
y larvas de H. metabus directamente de la planta hospe-
dera (Rhizophora mangle 1), durante diferentes meses de
los anos 2005, 2006 y 2008. Para facilitar el andlisis de
las muestras, las dreas de recolecta se dividieron en tres
zonas: zona S, que comprende a las localidades de cafio
Ajies, cano Mare-Mare, El Paujil, Turuépano, Rio Chi-
quito, Irapa y Yaguaraparo, en el estado Sucre; zona D, los
canos Angosturita e Iburuina, en el estado Delta Amacu-
ro; y zona M, Morichal, en el estado Monagas. Las pupas
recolectadas en el campo se trasladaron hasta el laborato-
rio y se conservaron en un cuarto con ciclo de luz invertido
de 12:12 (L:O), a una temperatura promedio de 27 °C y
humedad relativa promedio de 60 %. Para facilitar el se-
guimiento de la emergencia de los adultos y evitar el con-
tacto con las setas urticantes de las hembras de H. metabus,
las pupas se colocaron individualmente en bolsas pldsticas
transparentes, estériles e infladas. Los adultos recién emer-
gidos se separaron por sexo, para usarlos en la preparacién
de extractos o en ensayos electroantenogréficos.

Preparacion de extractos

La hembra de esta especie presenta en la porcién dis-
tal del abdomen, es decir, en los dos dltimos segmentos
abdominales, una estructura tubular donde se encuentra
la glindula productora de la feromona sexual. Durante el
comportamiento de llamado, esta estructura es proyec-
tada en forma telescopica. (Fornés & Herndndez 2000).
Durante el periodo correspondiente al comportamiento
de llamado de las hembras, se prepararon los extractos
disecando los tltimos segmentos abdominales de hem-
bras y machos de H. metabus en
el interior de una cdmara aislante
formada por una estructura me-

vente (100 pl #-hexano), por 20 min. El liquido extraido
y los lavados sucesivos se trasvasaron a un vial donde se
concentré con una corriente suave de N, y se almacené a
-10 °C hasta el momento del andlisis. De acuerdo a la dis-
ponibilidad del material biolégico, para cada zona y pe-
riodo estudiado se prepararon tres extractos de segmentos
abdominales de hembras e igual nimero para los machos.

Preparacion de muestras sélidas

Las recolectas de material biolégico en la localidad
de Morichal, Edo. Monagas, en mayo del 2008, fueron
de pocos ejemplares, por lo cual no fue posible preparar
extractos masivos, y se utilizé el método de muestra sé-
lida para el aislamiento de la feromona (Morgan 1990).
Durante el periodo de llamado de la hembra se disecé
el ultimo segmento abdominal del adulto y se introdujo
en un capilar de vidrio blando, sellado previamente por
uno de sus lados. Luego de introducida la muestra, el
otro extremo del capilar se sellé6 con una microllama.
Los capilares con las muestras se almacenaron a -15 °C
hasta momento del anilisis.

Analisis de las muestras

Cromatografia de Gases - Detector de lonizacion
a la Llama (CG-FID). Los extractos de los tltimos
segmentos abdominales de hembras y machos de H.
metabus se analizaron en un cromatdégrafo de gases
con un detector de ionizacién a la llama. En este ani-
lisis se utilizaron tres tipos de columnas con fases es-
tacionarias de diferente polaridad, y con programas
de temperatura distintos (Tabla 1). Con la finalidad

Tabla 1. Columnas cromatograficas y programas de temperaturas utilizados en el analisis
de extractos en n-hexano de Hylesia metabus mediante CG-FID.

tilica forrada en pldstico transpa-
rente, que evitaba la dispersién y

Temperaturas

contacto con las setas urticantes
de las hembras adultas. En cada
extracto fueron utilizados los
segmentos abdominales diseca-
dos de 50 individuos, los cuales
se colocaron en un vial con sol-

Caracteristicas de la columna - Programa
L del inyector
cromatografica y defector de temperatura

DB-5 (J&W Scientific, 30 m x 0,18 mm di., 0,25 . 50 °C x 2 min x 12 °C/min x146 °C x 0

um de espesor de la fase) 280°C min x 3 °C/min x 280 °C x 15 min
DB-23 (J&W Scientific, 30 m x 0,25 mm di., . 50 °C x 2 min x 25 °C/min x130 °C x 0

0,25 um de espesor de la fase) 250°C min x 3 °C/min x 250 °C x 10 min
DB-210 (J&W Scientific, 30 m x 0,18 mm di., . 50 °C x 4 min x 12 °C/min x130 °C x 0

0,25 um de espesor de la fase) 240°C min x 3 °C/min x 240 °C x 10 min
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de determinar los indices de retencién (IR) de las se-
fiales observadas en los cromatogramas de los extrac-
tos de hembras, ausentes en los correspondientes de
los machos, se inyectaron en las mismas condiciones
cromatogréificas, patrones de 7#-alcanos desde C,-C,-

Cromatografia de Gases - Espectrometria de Masas
(CG-EM). A fin de garantizar que los componentes
de la feromona se encuentren entre los limites de de-
teccién del CG-EM, se prepararon extractos masivos
de los tltimos segmentos abdominales, trasvasando
cada uno de los extractos (50 segmentos/extracto) del
mismo sexo, pertenecientes a la misma recolecta, a
un mismo vial, y luego, la mezcla se concentré con
una corriente suave de N, hasta alcanzar un volumen
aproximado de 10 pl. Estos extractos masivos de hem-
bras y machos se analizaron en un cromatégrafo de
gases acoplado a un espectrémetro de masas de im-
pacto electrénico (70eV), equipado con una columna
HP-1(Hewlett-Packard, 30 m x 0,25 mm @ interno,
0,25 pm de espesor de la fase no polar), usando helio
como gas de arrastre. Los patrones de 7-alcanos desde
C,-C,, se inyectaron en las mismas condiciones cro-
matogréficas. Los cromatogramas de los extractos de
hembras y machos fueron comparados y se calcularon
los indices de retencién (IR) de las sefales exclusi-
vas de hembras. La identificacién de los compuestos
correspondientes a las sefiales cromatogréficas exclu-
sivas de hembras de H. metabus, esta fundamentada
en los indices de retencién (IR), en el andlisis de los
espectros de masas de los compuestos naturales y en
la comparacién de éstos con espectros de la biblioteca
de espectros Wiley275.

Para el andlisis de las muestras sélidas, el capilar
se introdujo en el inyector Keele. Una vez estabili-
zada la presién del gas de arrastre en el inyector, el
capilar es roto, permitiendo la volatilizacién de los
analitos de la muestra, y su introduccién a la columna
mediante el gas de arrastre. Las muestras sélidas de
los dltimos segmentos abdominales también se ana-
lizaron en el mismo cromatégrafo de gases acoplado
con el espectrémetro de masas pero equipado con una
columna DB-5 cuyas caracteristicas y programa de
temperatura se encuentra detallados en la Tabla 1.

Una vez propuestos el o los compuestos que po-
siblemente constituyen la feromona sexual de H. me-
tabus, se adquirieron o se sintetizaron patrones de los
mismos. Luego, las soluciones patrones de los posibles
constituyentes de la feromona fueron analizados por

CG-EM, empleando las columnas y programas de
temperatura sefialados en la Tabla 1, con la finalidad
de determinar los indices de retencién de cada uno de
los compuestos y compararlos con los IR de los com-
puestos exclusivos de hembras presentes tanto en los
extractos, como en las muestras sélidas.

Electroantenografia

Montaje de la antena. Una antena de cada indivi-
duo (hembra o macho) se disecé de la cabeza del adul-
to de H. metabus, luego se cortd el dpice de la misma
y se insertaron ambos extremos en el gel conductor
(Spectra 360), el cual recubria a los electrodos de oro
y plata. Los electrodos con la antena se colocaron en
el centro del orificio del tubo de liberacién de muestra
por el cual circulaba un flujo de aire himedo y con-
tinuo que impedia la desecacién de los receptores del
referido apéndice cefilico.

Andlisis electroantenogrdficos. Con los pardmetros
EAG optimizados se evaluaron los extractos de de los
ultimos segmentos abdominales de machos y hembras
ante las antenas de ambos sexos. También, compuestos
propuestos como posibles constituyentes de la feromo-
na sexual de H. metabus fueron evaluados electroan-
tenogréficamente a diferentes concentraciones, ante
antenas de adultos recolectados en la zona S, especifi-
camente en El Paujil, estado Sucre (enero, 2007).

Optimizacion de condiciones electroantenogrdfi-
cas. La utilidad de la electroantenografia depende de
la calidad de la sefal de la antena cuando es estimu-
lada, por lo tanto la optimizacién de las condiciones
de andlisis es fundamental para distinguir la respues-
ta EAG del ruido del equipo e identificar que la de-
flexién del voltaje es debida a un estimulo quimico,
y no a uno mecdnico o eléctrico. Para seleccionar las
condiciones que maximicen la senal EAG de antenas
de machos evaluadas ante los extractos de los alti-
mos segmentos abdominales de hembras en relacién
al n-hexano, se evaluaron los siguientes pardmetros:
velocidad y duracién del pulso de aire de aplicaciéon
del estimulo. Estos pulsos se suministraron median-
te un dispositivo controlado electrénicamente. Cada
antena fue sometida a los tratamientos (z-hexano y
extracto en 7-hexano) y los estimulos se evaluaron al
azar con intervalos de reposo entre las aplicaciones.

Un pl del extracto u otro estimulo fue agregado
sobre un trozo de papel de filtro (Whatman N° 1),
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que posteriormente, se colocé en el interior de una
pipeta Pasteur. Al momento de aplicar el pulso de aire
del estimulo, la punta de la pipeta se inserté en el ori-
ficio presente en el tubo de liberacién de muestra. Las

sefiales generadas por las antenas fueron registradas
por un amplificador de alta impedancia (IDAC232,
Syntech®, The Netherlands) y procesadas mediante el
Software Syntech®.

DESCRIPCION Y DISCUSION DE RESULTADOS
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Figura 2. Promedio = error estandar de la intensidad de las sefa-
les electroantenograficas (EAG) de machos y hembras de Hylesia
metabus (n = 20 antenas) ante hexano (control), extractos de los
Ultimos segmentos abdominales de hembras y de machos de la
misma especie. Letras distintas (A, B) indican diferencias significa-
tivas (Prueba Tukey, P = 0,001).

Los resultados de los andlisis quimicos
y estudios electroantenogrificos indican la
existencia de una feromona sexual emitida
por la hembra y percibida por el macho. Esto
fue sugerido previamente por Fornés (1998),
al estudiar el comportamiento de adultos de

de los componentes de la feromona sexual de esta espe-
cie. Es asi que, las sefiales cromatograficas exclusivas de
los extractos de los ultimos segmentos abdominales de
hembras de H. metabus posiblemente corresponden a los
componentes de la feromona sexual de esta especie. Es-
tas sefiales fueron similares entre la zona D y la zona S,
y solamente fue posible apreciar sefales con diferentes
IR en los andlisis por CG-FID usando la columna DB-5
(Tabla 2). Ademds, se observé una sefal exclusiva de
hembra en el rango de IR 2053-2057, que coincide para
tres de los periodos en estudio: zona D (septiembre-2005
y enero-2006) y zona S (febrero-2006). En el andlisis de
los extractos mediante CG-FID, equipado con las otras
dos columnas (DB-23 y DB-210), las senales exclusivas
de hembras de H. metabus, coincidieron para las zonas
y los periodos estudiados: zona D (enero-2006) y zona

Tabla 2. indices de retencion promedio (IR = DE) de sefales cromatograficas
exclusivas de hembras de H. metabus obtenidos del anélisis por
Cromatografia de Gases con Detector de lonizacién a la Llama (CG-FID)

y Cromatografia de Gases con Espectrometria de Masas (CG-EM), de los
extractos de los Ultimos segmentos abdominales y de muestras sélidas de
Hylesia metabus recolectadas en las zonas D, Sy M.

H. metabus en un tdnel de viento, utilizando  Técnica Columna Zonas
como estimulos individuos vivos de ambos D** D** g* M *
sexos, encontrd que los machos eran atraidos (septiembre -2005) (enero-2006) (febrero-2006) (mayo-2008)
por las hembras virgenes. Las antenas de ma- . 2056 + 2a 2053 + 2a 2202527;:‘33
chos de H. metabus al ser estimuladas con ex- 2288 + 2b 2286 £3b 05 1o
tractos de hembras presentaron una respuesta  GC-FID o 0640 + 1c 2638 = 1o
EAG promedio de mayor intensidad y esta- : 2808 = 1d 2806 = 1d
disticamente diferente a las respuestas de los DB-210 0089 + 36 2993 + e
machos ante 7-hexano y extractos de machos,
HP - 1 2093 + 2f 2092 + 2f
y a las respuestas EAG de las hembras ante GOMS - 2068 =29 2267 + 4g
todos los tratamientos (Figura 2; prueba de DB5 2201% 1b

Tukey, F = 4,878, p < 0,001).

Ademds, la actividad electroantenogrd-
fica de los extractos de segmentos abdomina-
les confirma que la técnica de microextrac-
cién con solvente es efectiva en el aislamiento

* Zona D: Cano Angosturita y Cano Iburuina (Edo. Delta Amacuro).

** Zona S: Cano Ajfes, cafio Mare-Mare, Pauijil, Turuepano, Rio Chiquito, Irapa,
Yaguaraparo y Mapire (Edo. Sucre).

*** Zona M: Morichal (Edo. Monagas).

indices de retencion con la misma letra son similares.
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S (febrero-2006) (Tabla 2). En

20000/ A
los anilisis por CG-EM, los 180001 57 o o7
cromatogramas de los extrac- 160001 43
tos de hembras presentaron dos 14000
senales exclusivas de hembras; 19000 5-sicoseno /\/M
sefal A y senal B, con indi- 10000 » n
ces 2093 £ 2 y 2268 + 2, para 80001
muestras colectadas en la zona 5000
D (enero-2006) y 2092+2 vy 40001 125
2268 + 2, en las muestras de la 2000 39
zona § (febrero-2006) (Tabla2). & |h'153'" 168, 182, 196 210 202 280,
En la composicién y pro- & 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 m/z
porcién de los compuestos qui- § 555, 83 B
micos que constituyen la fero- < izzgi % 97
mona sexual de los lepiddpteros 4000,
existen dos tipos de variacién 35001 + octadocanol K e OH
geogréfica intraespecifica: a) la s000] 4! 16
monomorfica cuando  pobla- 25001 » 1-eicosanol K O
ciones aisladas geograficamente 20001 18
de una especie usan los mismos 1500 s
compuestos pero en diferente 10004
proporcién, y b) variacién po- 500 139
limérfica cuando diferentes po- 0 s ‘ ‘ ‘ —25
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 m/z

blaciones presentan compuestos
diferentes en la composicion de
sus feromonas (Lofstedt 1990).
En el estudio de la feromona
sexual de las poblaciones de A.
metabus de la zona D y zona S,
s6lo se presentaron diferencias en las senales exclusivas de
hembras en los andlisis de extractos mediante CG-FID
equipado con la columna DB-5, y estas diferencias no
estdn presentes en los andlisis realizados con diferentes
columnas cromatogréficas en el CG-FID, y en CG-EM
equipado con la columna HP-1. Por lo tanto, no es posi-
ble afirmar si se presenta o no el fendmeno de la variacién
polimérfica. Ademds, la relacién de dreas entre las senales
AyBes 1:9, enlazona D (enero-2006) y en lazona S (fe-
brero-2006), lo que supone una proporcién similar entre
los posibles componentes quimicos de la feromona; por
lo cual, no existe evidencia de una variacién monomor-
fica. En tal sentido, los resultados de este trabajo no per-
miten establecer si existe una variacién en la composicion
y proporcién de los compuestos quimicos de la feromona
sexual de H. metabus, que permita determinar la presen-
cia de varias especies del género en las dreas de estudio.
Los espectros de masas de los picos cromatografi-
cos exclusivos en los extractos de la zona S, no ofrecie-

Figura 3. (A) Espectro de masas de la sefial cromatografica B1 (tr = 30,853 — 30,918 min). El
espectro del compuesto B1 presenta mayor semejanza con 5-eicoseno (99 %), segun la libre-
rfa de espectros Wiley275. (B) Espectro de masas de la sefal cromatografica B2 (tr = 30,993
- 31,047 min). El espectro del compuesto B2 presenta mayor semejanza con 1-eicosanol y
1-octadecanol (95 %), segun la libreria Wiley275.

ron suficiente informacién para proponer estructuras de
posibles compuestos. En los extractos de la zona D, la
senal etiquetada como A, corresponde segtin la biblio-
teca de espectros Wiley275, al compuesto heneicosano
(con 95 % de semejanza entre espectros). En cuanto a
la senal B, se comprobé mediante el andlisis de pureza
de pico (Software MSD Productivity ChemStation) que
corresponde a la coelucién de dos compuestos, Bl y B2.

El espectro de masas del compuesto Bl (Figura
3A) coincidié con el del 5-eicoseno, con un 99 % de
semejanza entre estos. Se observaron los iones con m/z
caracteristicos de compuestos que presentan dobles en-
laces, fragmentos del tipo C H, *; por eliminacién de
fragmentos de C H, * ocurrida por diversos mecanis-
mos. Por ejemplo, este es el caso de los iones: C H, *
(m/z 252) por pérdida C H,*, C ,C, * (m/2 210), C ,C .
(m/z 196) y C,,C, " (m/z 168).

Por otra parte, el espectro de masas del compuesto
B2 (Figura 3B) es similar a los del 1-eicosanol y 1-oc-
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Tabla 3. indices de retencion de estandares comerciales o
sintetizados de los posibles compuestos correspondientes
a las senales exclusivas de hembras, obtenidos a partir del
anélisis por CG-EM de extractos de los Ultimos segmentos
abdominales de hembras de Hylesia metabus.

Columna CG
Compuesto
HP-1 DB-210 DB-23 DB-5
heneicosano 2099 2102 2104 2103
1-eicosanol 2265 2491 2809 2291
1-octadecanol 2063 2288 2585 2090
5-eicoseno 1981 1993 2030 1989

tadecanol, con 95 % de semejanza entre estos, para
ambos casos. En este espectro no se observé el ié6n m/z
correspondiente al i6n molecular, de ninguno de los dos
compuestos propuestos. En caso, de ser el compuesto ei-
cosanol, el i6n m/z 256 corresponderia a la pérdida de
C,H,O. Sin embargo, no es posible distinguir solamen-
te con el espectro, cual de los dos compuestos corres-
ponde a B2. Por otra parte, en los andlisis mediante la
técnica de muestras sélidas de segmentos abdominales
correspondiente a la zona M se obtuvo un compuesto
exclusivo de hembra (IR=2291+1) que coincide con el
1-eicosanol, etiquetado como una de las alternativas del
compuesto B2 presente en los extractos de hembras re-
colectadas en la zona D (Tabla 2).

Posteriormente, a partir de los patrones sintéticos
de los compuestos 1-octadecanol, 1-eicosanol y henei-
cosano disponibles comercialmente y 5-eicoseno sin-
tetizado en el laboratorio, se determinaron los indices
de retencién de estos compuestos en cada uno de los
sistemas cromatograficos en los cuales fueron analiza-
das las muestras de H. metabus (Tabla 3). Dado que los
indices de retencién del heneicosano y 5-eicoseno no
coincidieron con ninguno de los IR determinados para
senales cromatograficas exclusivas de hembras, y como
se demuestra mds adelante, tampoco tuvieron actividad
electroantenogrifica cuando antenas de machos de A.
metabus fueron estimuladas con los mismos, por tal mo-
tivo fueron descartados como posibles constituyentes de
la feromona sexual de H. metabus.

En cuanto a los otros compuestos, el indice de re-
tencién del I-eicosanol en la columna DB-5 (IR=2291)
coincide con la senal exclusiva de hembras, obtenida en
el andlisis de CG-FID y CG-EM utilizando la técnica
de las muestras sélidas de la zona M, y con una de las
senales observadas en los extractos de los tltimos seg-

mentos abdominales de hembras de la zona D (septiem-
bre-2005 y enero-2006) (Tabla 2). El indice de retencién
del 1-eicosanol en la columna DB-23 (IR=2809) con-
cuerda con una de las sehales exclusivas de los extractos
de segmentos abdominales de hembras provenientes de
las zonas D (IR=2808+1) y S (IR=2806+1) (Tabla 2). De
manera similar en los andlisis por CG-EM con columna
HP-1, las muestras de las zonas D y S presentan una
senal con indice similar al 1-eicosanol (IR=2265).

Ademis, se construyé una biblioteca de espectros
con los patrones sintéticos de 1-eicosanol, 1-octadecanol
y 5-eicoseno, y mediante comparacién con el software
AMDIS (Automated Mass Spectral Deconvolution and
Identification System) de los espectros de los compuestos
naturales presentes en los extractos de hembras con los
sintéticos, se identifica a la senal B, como 1-eicosanol. Por
otro lado, considerando que en los andlisis cromatogré-
ficos con la columna DB-210, el 1-octadecanol present6
un IR similar a las sefales exclusivas de hembras, espe-
cificamente las correspondientes a la zonas D (enero-06;
IR=228913) y S (febrero-06; IR=2293+1) (Tablas 2 y 3);
proponemos al 1-eicosanol y 1-octadecanol como posibles
constituyentes de la feromona sexual de H. metabus.

La actividad electroantenogrifica, es una evidencia
mds para afirmar que la feromona sexual de H. metabus
estd constituida principalmente por la mezcla de 1-oc-
tadecanol y 1-eicosanol. En los individuos de la zona S
recolectados en enero 2007, el 1-octadecanol (Kruskal-
Wallis; p < 0,0001) y el 1-eicosanol (Kruskal-Wallis, p=
0,0002) generaron deflexiones de voltaje significativas
en comparacién con las producidas por el aire y el »-
hexano; es decir, estos compuestos presentaron mayor
actividad electrofisiolégica ante las antenas de los ma-
chos (Figura 4).

En Lepidoptera, el 1-eicosanol s6lo ha sido repor-
tado anteriormente como componente de la feromona
de Lobesia botrana (Tortricidae) (Witzgall ez al. 2005),
mezclado con el 1-octadecanol, siendo este Gltimo uno
de los componentes de la feromona sexual de nueve espe-
cies de lepidépteros, distribuidos entre las familias Tor-
tricidae, Noctuidae, Pyralidae, Sesiidae y Geometridae.
En la subfamilia Hemileucinae, la cual agrupa al género
Hylesia, los alcoholes identificados como componentes
de feromonas han sido £-10, Z-12-hexadecadien-1-ol;
E-10, E-12-hexadecadien-1-ol; £-11-hexadecenol vy, sin
insaturaciones, el tnico alcohol reportado es el 1-hexa-
decanol. Recientemente, McElfresh & Millar (2008)
reportaron la feromona sexual mds compleja descrita
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Figura 4. Promedio + error estandar de la intensidad de las sefnales electroante-
nogréficas (EAG) de antenas de machos de Hylesia metabus (n = 30 antenas) re-
colectados en El Paujil, Edo. Sucre; al ser estimuladas con n-hexano y aire (con-
trol), 1-eicosanol y heneicosano a 20, 100 y 200 ppm, y 1-octadecanol a 20, 100 y
400 ppm. * = diferencias significativas respecto a los tratamientos control (Prueba
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Apéndice |. El sistema taxonomico de Jacob Hiibner y la creacion del
género Hylesia

El sistema de clasificacién de los lepidépteros que
Hiibner utiliza en el Verzeichniss es una versién madurada
y estabilizada de otros que él mismo habia ensayado ante-
riormente. Bdsicamente subdivide el orden Lepidoptera en
seis categorfas inferiores, cuyos nombres en latin (y ale-
mdn) son los siguientes: Phalanx (Horde), Tribus (Rotte),

Phalanx: Phalaenae
Tribus: Verae
Stirps: Lachneides
Familia: Vulgares
Coitus: Hylesiae

Stirps (Stamm), Familia (Familie), Coitus (Verein) y Genus
(Gattung). En términos modernos, estas categorias corres-
ponderian cada una, respectivamente y en ese orden, a: Su-
borden/Superfamilia, Familia, Subfamilia, Tribu, Género
y Especie. Asi, clasifica al género Hylesia en el siguiente
esquema resumido:

Genera: Hylesia Phadina Cram. 395. F.
H. Boarmia. Obsoleta Cram. 304. C.
H. Orasia Cram. 395. D.
H. Canitia Cram. 304. D.

Y el género Antarctia (ahora considerado un sinénimo de Hylesia), como sigue:

Phalanx: Phalaenae
Tribus: Verae

Stirps: Trichodae
Familia: Hebescentes
Coitus: Antarctiae

Genera: Antarctia Brunnea.
A. Fusca Cram. 307. G.
A. Metabus Cram. 74. D.
A. Flava. Flavata Cram. 307. C.

Apéndice Il. Algunos datos sobre Mayeul Grisol

Mayeul Grisol, nacié en Francia (1855?), y murié en
Venezuela (1937?). Debié haber llegado a Caracas en 1881,
desempendndose como coleccionista de animales y plantas,
y como funcionario puablico (quizd educador, y mds tarde
empleado de algin ministerio). Fue oficial de la Academia
de Bellas Artes de Francia, con afiliacién a sociedades ento-
moldgicas de Francia y otros paises de Europa y reconoci-
miento como representante del Museo Nacional de Historia
Natural (Parfs). Residié en Venezuela alrededor de cincuen-
ta afios, durante los cuales recopilé mucha informacién so-
bre la fauna venezolana. Recorri6 y explord parte del pais
recolectando muestras bioldgicas que debid acopiar en una
vasta coleccién privada, ademds de vender una parte a colec-
cionistas y museos europeos y estadounidenses. Junto con
otros dos franceses, Leéon Laglaize y F. Geay, aparece en los
registros como comerciante de plumas de garzas venezola-
nas para satisfacer las demandas de la moda en la confec-
cién de ornamentos para sombreros en la Europa de finales
del siglo XIX y principios del XX. Logré publicar algunas
notas entomoldgicas en el Boletin de la Sociedad Venezo-

lana de Ciencias Naturales, pero la mayor parte de sus ob-
servaciones sobre flora y fauna de Venezuela se encuentra
inédita. Siete tomos manuscritos por Mayeul Grisol sobre
animales venezolanos (mamiferos, aves, reptiles, artrépo-
dos), ilustrados con bellisimas ldminas a color (acuarela
y témpera), han sido examinados por uno de los autores
(ALV) en la seccién de libros raros de la Biblioteca Nacio-
nal de Venezuela. Entre ellos se encuentran dos tomos sobre
mariposas y uno sobre polillas que estdn fechados en 1930,
con profusién de ilustraciones y notas mecanografiadas. La-
mentablemente, en el caso de los insectos, sus escritos estdn
plagados de errores de identificacién y representaciones de
muchas especies que no pertenecen a la fauna venezolana,
aunque las notas pretendan atribuirlas al territorio venezola-
no; lo que hace pensar que quizd en un momento de su vida
Grisol pudo haber llegado a convertirse en un mitémano.
Una carpeta con sus notas de campo sobre plantas venezola-
nas (lista de especies recolectadas en Venezuela) se localiza
en la biblioteca del Instituto Smithsoniano en Washington,

D. C., Estados Unidos.
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Apéndice Ill. Lista de las especies de Hylesia conocidas en Venezuela

La lista de especies que a continuacién se presenta,
fue recopilada de fuentes bibliogréficas (Dognin, 1912,
1923; Dyar, 1913; Bouvier, 1923; Draudt, 1929; Schiissler,
1934; Fleming, 1945, 1952; Orfila, 1951; Lemaire, 1972,
1980, 1985, 1988, 1996; 2002; Lamy & Lemaire, 1983;
d’Abrera, 1995, 1998). En ella se reconoce la presencia en

Venezuela de 38 especies de Hylesia Hiibner (Lepidoptera:
Saturniidae). Se han resaltado en negrita los nombres de las
especies que se consideran endémicas del territorio venezo-
lano. Asi mismo, se menciona(n) la(s) regién(es) donde su
presencia estd confirmada.

Hylesia aeneides (Druce, 1897): T4chira, Carabobo, Aragua.

Hylesia andensis Lemaire, 1988: Barinas.

Hylesia andrei Dognin, 1923: centro-norte del pais: Yaracuy, Carabobo, Aragua, Miranda,
Distrito Capital (endémico).

Hylesia annulata Schaus, 1911: Barinas, Miranda, Bolivar.

Hylesia ascodex Dyar, 1913: Amazonas.

Hylesia bouvereti Dognin, 1889: Andes (Té4chira, Mérida) y cordillera de la Costa (Distrito Capital).

Hylesia canitia (Cramer, [1780]): Bolivar, Amazonas.

Hylesia cedomnibus Dyar, 1913: Bolivar, Delta Amacuro.

Hpylesia composita Dognin 1912: Andes de la cordillera de Mérida (endémico).

Hylesia coex Dyar, 1913: centro-norte: Distrito Capital, Carabobo y Yaracuy.

Hylesia cottica Schaus, 1932: Miranda, Bolivar, Amazonas.

Hylesia dalina Schaus, 1911: Zulia (Perijd), Andes: T4chira, centro-norte del pais: Yaracuy,
Carabobo, Aragua, Miranda.

Hylesia ebalus (Cramer, [1775]): Andes de Trujillo, centro-norte (Aragua, Distrito Capital),

Monagas, Bolivar, Amazonas.
Hylesia fallaciosa Lemaire, 2002: Gran Sabana, Bolivar (endémico).
Hylesia gigantex orbana Schaus, 1932: Amazonas.
Hylesia gyrex Dyar, 1913: Delta Amacuro.
Hylesia haxairei Lemaire, 1988: Bolivar.
Hylesia index Dyar, 1913: Yaracuy.
Hylesia indurata Dyar, 1910: centro-norte: Miranda, Bolivar, Amazonas.
Hylesia melanostigma Herrich-Schiffer, [1855]: Delta Amacuro, Bolivar, Amazonas.
Hylesia metabus (Cramer, [1775]): Yaracuy, Carabobo, Miranda, Distrito Capital, Sucre, Monagas,
Delta Amacuro, Bolivar, Amazonas.
Hylesia moronensis Lemaire, 1973: Bolivar.
Hpylesia mortifex Dyar, 1913: centro-norte: Distrito Capital, Aragua, Yaracuy (endémico).
Hylesia murex Dyar, 1913: Bolivar y Amazonas.
Hylesia nanus (Walker, 1855): Zulia (Perijd) y Bolivar (Gran Sabana).
Hylesia pallidex Dognin, 1923: Bolivar.
Hylesia pauper Dyar, 1913: Bolivar.
Hylesia praeda praeda Dognin, 1901: Tachira, Yaracuy, Carabobo.
Hylesia rex Dyar, 1913: Delta Amacuro, Bolivar y Amazonas.
Hylesia rosdcea thaumex Draudt, 1929: Bolivar y Amazonas.
Hylesia roseata Dognin, 1914: Andes de T4chira.
Hylesia santaelenensis Lemaire, 1988: Bolivar (regién El Dorado-Santa Elena de Guairén).
Hylesia subcottica Lemaire, 2002: Yaracuy.
Hylesia tapabex Dyar, 1913: centro-norte: Yaracuy, Aragua, Miranda, Distrito Capital y Apure.
Hylesia tapareba Dyar, 1913: Bolivar.
Hylesia teratex Draudt, 1929: Bolivar y Amazonas.
Hylesia umbreata Schaus, 1911: centro-norte del pais: Yaracuy, Carabobo, Distrito Capital y Bolivar.
Hylesia venezuelensis Lemaire, 2002: cordillera de la Costa (Aragua, Carabobo) (endémico).
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Apéndice IV. Aislamiento de células peritoneales e interaccion con
HM-PT60

Para el aislamiento de las células peritoneales se uti-
lizaron ratones balb/c (25,00-30,00 g) los cuales se sacri-
ficaron mediante decapitacion, luego de una anestesia pro-
funda con éter, para evitar la contaminacién con eritrocitos
(Freyria et al. 1991). Para el aislamiento de las células peri-
toneales, macréfagos y mastocitos residentes, se empleé el
método descrito por Silverman et al. (2000), con algunas
modificaciones. Se inocularon 4 ml de medio MC en la ca-
vidad abdominal, para lavarla y estabilizar las mencionadas
células, a continuacién el abdomen se masajeo cinco veces,
en un lapso de 2 minutos. Luego usando una jeringa con
aguja calibre 18, se extrajo la mezcla de medio MCy liquido
peritoneal, se centrifugé a 100 g durante 7 minutos a 4 °C,
se descarté el sobrenadante y las células se resuspendieron
en un volumen final de 1 ml usando medio MC. Las células
resuspendidas se colocaron en 4 ml de una solucién de albu-
mina sérica bovina al 38 % y se permitid equilibrar en hielo
durante 30 minutos para luego centrifugar a 1400 g durante
30 min a 4 °C. Los mastocitos entran en la albimina y las
demds células permanecen en la interfase albimina-medio
MC. Los leucocitos de la interfase se lavaron tres veces con
medio MC, el porcentaje de macréfago fue de 90 % y se
resuspendieron a una concentracién final de 5 x 10° célu-
las/ml en medio DMEN. Los mastocitos se separaron de la

albimina mediante dilucién 1:10 con medio MC y centri-
fugacién a 100 g durante 7 minutos a 4 °C, finalmente se
resuspendieron a una concentracién de 2,5 x 10° células/ml
en medio MC. El medio MC tiene la siguiente composicién:
NaCl 150,00 mM, KCI 3,70 mM, Na,HPO, 3,00 mM, glu-
cosa 5,60 mM, CaCl2 0,90 mM, 0,10 % BSA (Fraccién V,
Sigma), gelatina 0,10 % y heparina 2 U/ml

Con las suspensiones se prepararon monocapas de mas-
tocitos y macrofdgos en cubreobjetos: se colocé un volumen
de 50 pl de la suspensién de células en un cubreobjeto de 22 x
22 mm y se mantuvieron en una cdmara himeda durante 10
minutos, las monocapas de macréfagos se lavaron y mantu-
vieron con medio DMEN vy las de monocitos con medio MC;
posteriormente se incubaron con HM-PT60 a una concen-
tracién de 1 pg/ml disuelto en medio DMEN o MC durante
1 min, 5 min, 15 min y 1 h. Luego, se lavaron con el medio
DMEN o MC y se fijaron durante 10 min en acetona fria a
-20 °C, se secaron al aire y se conservaron a -20 °C hasta su
procesamiento por métodos inmunohistoquimicos (apéndice
III). Otros grupos de monocapas, de macréfagos y mastoci-
tos, se incubaron con HM-PT60 a una concentracién de 1
pg/ml y se fotografiaron usando microscopia de contraste de
fases a 1, 5, 15 minutos y 1 hora para hacer un registro de los
cambios morfolégicos inducidos por la toxina.

Apéndice V. Estudios histopatol6gicos

La fijacién de los especimenes utilizados para el estudio
histopatoldgico de la piel y de los 6rgano internos fue median-
te perfusion cardiaca, usando formaldehido al 4 % (p/v) en
tampon fosfato a 66,7 mM (pH 7,4). Después de la perfusién
se removieron las auriculas, el higado, el corazén y el bazo,
y la fijacién se completé por inmersion en el mismo fijador
durante 12 horas a temperatura ambiente; luego se lavaron
con solucién salina, NaCl al 0,9 % (p/v), y se preservaron en
etanol al 70 % (v/v). Las auriculas se cortaron y se tomaron
muestras de tejidos del sitio de infiltracién ademds de sitios no
infiltrados de las auriculas préximas a la insercién craneal de
las mismas (zona distal). Las muestras de las auriculas y los
érganos internos (corazdn, higado y bazo) se deshidrataron
en una serie de etanol con concentraciones progresivas hasta
etanol absoluto, 70 %, 80 %, 95 %, 100 %, con dos cambios
de una hora para cada concentracién. Luego se aclararon en
xilol; tres cambios de 5 minutos cada uno y se infiltraron en
Paraplast®, cuatro cambios de una hora cada uno. Se obtuvie-
ron secciones de 5 pm.

Reactivos

El estudio morfométrico, de los pulmones requiere un
procesamiento especial; existen muchos métodos descritos
en la literatura, sin embargo el método de Reinhardt ez al.
(2005) es uno de los mds versitiles. A continuacién se des-
cribird brevemente este método de estudio histolégico y de
andlisis de la morfologfa del tejido pulmonar.

Luego de la perfusién con formaldehido al 4 % (p/v)
en tampodn fosfato, se insufl6 el drbol bronquial de los pul-
mones mediante instilacién usando el mismo fijador a 20
centimetros (la presién que se tiene al ubicar un volumen
de fijador a 20 centimetros de altura con respeto a los pul-
mones). Se ligd la trdquea y se removieron los pulmones
que se terminaron de fijar por inmersién a en el mismo
fijador a base de formaldehido a 4 °C durante 16 h. Lue-
go fueron transferidos a sacarosa al 15 % en PBS a 4 °C
durante toda la noche; se lavaron con etanol al 50 % y se
almacenaron en etanol al 70 %, antes de embeberlos en
Paraplast® de la manera usual como en el caso de higado,
corazén y bazo. Se obtuvieron secciones de 4 pm de gro-

Los reactivos usados en todos los experimentos fueron del mayor grado de pureza disponible de Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA, a menos que se especifique lo contrario.
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sor y colorearon con hematoxilina (H) y eosina (E) (ver
apéndice II.1) para demostrar la arquitectura del tejido y
la infiltracién de leucocitos.

Al usar esta metodologia se deben tomar las siguientes
precauciones:

1) La presidn debe permanecer constante, otros autores
usan una presién de 10 centimetros, sin embargo la
presién de 20 centimetros como lo indican Reinhardt
et al. (2005), proporciona una mejor morfologia del
tejido y menos distorsiones.

2) Los pulmones de un experimento deben ser proce-
sados simultdneamente. De la misma manera deben
cortarse, colorearse y fotografiarse en un mismo lote.

Para la morfometria se obtuvieron muestras al azar
analizando al menos cinco secciones bien coloreadas de cada
espécimen. La celularidad, el drea ocupada por el parénqui-
ma y el espacio alveolar se calcularon mediante el proceso
de manipulacién de imdgenes que se describe en el apéndice
IV; se excluyeron en el andlisis las superficies ocupadas por
arterias, venas y bronquiolos, los cuales pueden introducir el
artefacto de un mayor espacio alveolar, sin la correspondiente
proporcionalidad al parénquima total (Magliozzi ez al. 2003).
Los resultados se expresan en porcentaje de drea y se utiliza-
ron para el andlisis estadistico.

Se usaron métodos convencionales de coloracién; en
general la tincién doble con hematoxilina (colorante nu-
clear) y de la eosina (colorante citoplasmdtico) es el método
estindar; ademds, se utilizaron los siguientes: PAS (4cido
periédico-Schiff) para detectar carbohidratos (Cook 1990)
y tricrémico de Gomori como tincién general del tejido
conectivo (Bradbury & Gordon 1990) (ver apéndice 1.2 y
I1.3, respectivamente).

I1.1 Tincién con Hematoxilina y Eosina
Soluciones

Hematoxilina de Harris:

Hematoxilina (CI: 75290%) - -+« vvvivint 1,00 g
Ftanol absoluto « « +« v v v v oo v i i 10,00 ml
Aguadestilada -« o 200,00 ml
Alumbre de amonio AINH,(SO,),-12H,O- - - - - - - . 20,00 g
Oxido merciirico | (200 N P 0,50 g

(* CI: nimero asignado por la Biological Stain Commision
para certificar y reconocer a un compuesto quimico como
colorante biolégico).

Se disuelve la hematoxilina en el etanol. El alumbre
debe disolverse en agua con ayuda de calor. Se anade la so-
lucién alcohélica de hematoxilina al alumbre, esta mezcla
se calienta hasta ebullicién lo mds rdpidamente posible y
se afaden 0,50 g de 6xido mercirico. La mezcla se torna

purpura oscuro y se enfria rdpidamente introduciendo el re-
cipiente que la contiene en agua fria. Al enfriarse, estd lista
para usar. La solucién da buena tincién y se conserva por
largo tiempo. Antes de usar agregarse a cada 75,00 ml de
la solucién 5,00 ml de dcido acético glacial y 25,00 ml de
glicerol. Filtre antes de usar.

Eosina
Eosina Y (CI: 45380, < 85 % en colorante - -+ -« - - - - 1,00 g
Ftanol 95 «cvvvvevnee e 25,00 ml
Agua destilada ............................ 75’00 ml

Procedimiento de Tincién

La parafina se elimina colocando la ldmina en xilol
durante 5 minutos. Son aconsejables otros dos bafios en
xilol de 5 minutos cada uno, se lava con etanol al 95 %
para eliminar el xilol (tres cambios de tres minutos cada
uno). Se empieza a rehidratar en etanol, descendiendo des-
de 80 % hasta 70 %, haciendo actuar cada uno durante 3
minutos. Lavar en agua destilada. Se colorea en hematoxi-
lina de Harris durante 10 minutos. Se lava en agua destila-
da y se coloca en un bano 4dcido (solucién acuosa de 4cido
clorhidrico al 1 % v/v) a fin de eliminar la hematoxilina de
toda la célula excepto del nicleo (30 segundos). Lavar en
agua destilada y colocar en hidréxido de amonio al 0,40 %
vlv preparado en agua destilada, las secciones se tornan de
color azul rdpidamente. Luego se lava en agua destilada,
3 cambios de 2 minutos cada uno. Colorear con eosina
por 3 minutos. Lavar en agua destilada y se deshidratar
empleando una serie ascendente de etanol (80 %, 95 % y
absoluto), dejando actuar cada uno durante 3 minutos. Se
aclara en xilol durante 5 minutos (tres cambios). Los cortes
han de quedar translacidos. Se coloca una gota de resina
sintética (Permount® Fisher) sobre el corte y se coloca un
cubreobjetos sin que se formen burbujas. Con estd técnica
los nticleos se colorean de azul, el citoplasma de rojo; mis-
culo, coldgeno y fibras eldsticas en distintas intensidades
de rojo a rosado.

I1.2 Tincién PAS (acido periédico-Schiff)

La técnica PAS (Periodic Acid-Schiff) es utilizada
para la deteccién de como glucoproteinas y polisacdridos
dcidos y neutros; se basa en la reaccién del reactivo Schiff
con grupos carbonilos, los cuales son caracteristicos de al-
dehidos. El reactivo de Schiff es un compuesto denomi-
nado leucobase: un compuesto coloreado, fucsina bésica
generalmente, que se hace incoloro por el tratamiento con
dcido sulfuroso y que al reaccionar con un grupo carbonilo
se hace nuevamente coloreado. Cuando las secciones de
tejido se tratan con 4cido peryddico, la oxidacién causada
por este compuesto genera grupos carbonilos vecinales, 1:2
vic-glicoles, en las moléculas de polisacdridos; éstos son
puestos en evidencia por el reactivo de Schiff.
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Soluciones

Acido peryédico

Cristales de dcido peryddico- - -+« oo v vvevevi 0,50 g
Agua destilada Csp ....................... 100’00 ml
Acido clorhidrico 1 N

Acido clorhidrico (d = 1,19+ +++ v v vevvveeaann 83,50 ml
Agua destilada (& R I 1000’00 ml
Reactivo de Schiff

Reactivo de Schiff (Variante de Tomasi) (Pearse 1972):
Se disuelve 1,00 g de fucsina bdsica (CI: 42500) en 200 ml
de agua destilada hirviendo, se agita por 5 minutos y lue-
go se enfria hasta exactamente 50 °C. Se filtra y se afiaden
al filtrado 20 ml de 4cido clorhidrico a IN. Enfriar a 25 °C
y se agregar 1,00 g de metabisulfito de sodio (o de potasio)
(Na,S,0,). Esta solucién se deja en la oscuridad de 14 a 24
h. Luego se adicionan 2 g de carbén activado, se agita por 1
minuto y se filtra. El filtrado se guarda en la oscuridad entre
0-4 °C. Antes del uso se debe permitir que el reactivo alcance
la temperatura ambiente.

Procedimiento de Tincion

Desparafinar y rehidratar las secciones como en la
técnica de hematoxilina y eosina. Como se utilizan sec-
ciones fijadas en formaldehido, este compuesto introduce
grupos carbonilos durante las reacciones de fijacién, por
lo tanto se deben utilizar técnicas para bloquear estos gru-
pos adicionales; se usan secciones de control las cuales son
tratados a 22 °C por 1 hora en de piridina al 15 % (v/v)
disuelta en anhidrido acético para bloquear los gupos car-
bonilos. Lavar en agua destilada: 3 cambios de 5 min cada
uno. Colocar las secciones normales y de control en 4cido
peryddico al 1,00 % p/v por 10 minutos. Lavar en agua
destilada: 3 cambios de 5 minutos cada uno. Sumergir las
secciones en el reactivo de Schiff por 10 minutos. Lavar en
agua de chorro durante 10 minutos, las secciones toman
un color rosado, posteriormente se lava en agua destilada
por 5 minutos. Se colorea las secciones en hematoxilina
de Harris de 10 segundos a 2 minutos. Lavar en agua de
chorro por pocos minutos hasta que los nucleos tengan
un color azul. Enjuagar en agua destilada por 2 minutos.
Deshidratan en varios cambios de etanol al 95 % y varios
cambios de etanol absoluto, clarificar en tres cambios de
xilol y monte las secciones en una resina sintética (Per-
mount®, Fisher).

Las sustancias conteniendo hexosas como el glucégeno,
polisacdridos, reticulo y membrana basal se tifien en diferen-
tes tonalidades de parpura. El glucégeno se colorea de un
color purpura muy oscuro y los nicleos de azul.

11.3 Tricromico de Gomori

Representa una simplificacién de las técnicas de colora-
cién para el tejido conectivo y una contribucién importante al
empleo de los dcidos de arilmetano, generalmente empleados
en esta técnica y los colorantes de fibras coldgenas (azul de
anilina, azul de metilo, verde luz, entre otros).

Soluciones

Liquido de Bouin

Solucién saturada de dcido picrico - -+« oo v v v i nt 75,00 ml
Formaldehido al 40 - - -+ v« oo oo i i 20,00 ml
Acido ACATICO « + + v v v v v et 5,00 ml

Se mezclan volimenes iguales de las soluciones I y 11
cada vez que se vaya a usar. La hematoxilina de hierro es sa-
tisfactoria mientras el color sea negro o negro violdceo, es in-
satisfactoria cuando es de color marrén. Aunque la hematoxi-
lina de férrica de Weigert es muy utilizada, recomendamos el
uso de la hemaroxilina férrica de Groat (1949) la cual puede
ser preparada rdpidamente, pues no necesita una oxidacién
tan prolongada como la de Weigert. Para prepara la hema-
toxilina de Groat se disuelve 1g de alumbre de hierro (III)
en 50,00 ml de agua destilada, se agregan 0,80 ml de 4cido
sulfdrico concentrado, luego 50,00 ml de etanol al 95 % y se
disuelve en esta mezcla 0,50 g de hematoxilina, en este orden.
No es necesario filtrarla. El colorante mantiene todas sus cua-
lidades por tres meses.

Colorante tricrémico

Cromotropo 2R (CI: 16570 + -+« v oo v vvevnn 0,60 g
Verde rdpido (Fast green FCF, CI: 42053) - -+ -+« - - - 0,30¢g
Acido acético glacial- -« v oo 1,00 ml
Acido FOSfOtANGSTICO « -+« v v vveve e 0,80 g
Agua destilada csp -+« v e 100,00 ml
Procedimiento:

Se desparafina y rehidratan las secciones como en la
técnica de hematoxilina y eosina. Colocar en la solucién de
Bouin por 1 hora a 56 °C en una estufa. Lavar bien en agua
destilada. Colorear los ntcleos con hematoxilina de Groat
por 2 minutos. Lavar en agua de chorro por 3 minutos y luego
enjuagar en agua destilada por 1 minuto. Colocar las seccio-
nes en el colorante tricrémico durante 15 minutos. Lavar en
4cido acético al 0,50 % (v/v) por 2 minutos, si las secciones
estdn demasiado oscuras diferencie en 4cido fosfotingstico
al 0,70 % (p/v) en 4cido acético al 1 % (v/v), al menos por
1 min y se observa en el microscopio hasta que alcance la
tincién apropiada. Luego se enjuaga en agua destilada, deshi-
drata en etanol, aclara en xilol de la manera descritas para la
ténica PAS y, finalmente, se montan en Permount® (Fisher).
Las fibras musculares se tifien de rojo, el coldgeno de verde y
los nucleos de azul a negro.
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Apéndice VI. Estudios inmunohistoquimicos

111.1 Obtencion de los anticuerpos
1111 Preparacion de los antisueros

Existen numerosos esquemas para la obtencién de anti-
cuerpos en animales de experimentacién. La calidad del an-
tisuero obtenido dependerd de la antigenicidad del preparado
y del grado de la respuesta inmunolégica que se obtenga en
el animal. Para la obtencién del antisuero contra las toxinas
de H. metabus se utilizé la fracciéon HM-PT60, preparada de
acuerdo a Lundberg ez al. (2007) (ver pdginas 69-106). El
antisuero se preparé mediante el método cldsico de emulsi-
ficacién con adyuvantes de Freund adaptado a las toxinas de
artrépodos, como lo indican Ozkan ez a/l. (2006) con algunas
modificaciones:

111111 Materiales:

Antigeno purificado, adyuvante completo e incolpleto
de Freund, jeringas Luer-lock y conejos (Oryctolagus cuniculus
L.) como animales de experimentacion.

111112 Emulsificacion

La fraccién HM-PT60 se pasé por un filtro de 0,20 um

para esterilizarlo al momento de su preparacion.

1. Se colocé 1 volumen de antigeno en una jeringa Luer-
lock de 1 ml, unida mediante una aguja de conexién
a otra jeringa de 1 ml , donde se habia colocado un
volumen igual de adyuvante completo . La concentra-
cién de HM-PT60 fue de 20 pg/ml (Lundberg ez al.
2007), la cual es una dosis subletal apropiada para la
experimentacion con conejos y cobayos, dosis mayores
causan la muerte de los animales, antes de la segunda o
tercera aplicacién del antigeno con adyuvantes.

. Se mezclaron los dos materiales (HM-PT60 y adyu-
vante) pasando el antigeno hacia la jeringa con el adyu-
vante y luego revirtiendo el orden. Se realizé esto repe-
tidamente hasta que la mezcla se emulsificé completa-
mente, la emulsién se considerd lista cuando tomé una
apariencia lechosa.

3. Para verificar la adecuada emulsificacién de la mezcla
se colocd una gota de la misma sobre la superficie de
un bano de agua, la gota se mantuvo intacta y no se
dispersd, indicando que la emulsién estaba lista para
la inoculacién.

[11.113 Inoculacién de los animales y extraccién de
suero

Se utilizaron conejos blancos machos con un peso de
3,00-3,50 kg, los cuales se mantuvieron en jaulas individua-

les con acceso al agua y alimentos ad libitum de acuerdo a la
reglamentacién de la Comisién de Bioética de la Institucién.

. Se inocularon aproximadamente 500 pl del antigeno
emulsificado (primera dosis) en la parte central del
dorso de las patas traseras de los conejo, utilizando
jeringas con agujas calibre 22. Se dejé transcurrir una
semana antes de la siguiente dosis.

. En la segunda semana se aplicé una segunda dosis;
antigeno emulsificado se prepardo usando el adyu-
vante incompleto y se inocularon 500 pl, intramus-
cularmente en los muslos.

. Para la tercera y cuarta dosis (a tres y cuatro semanas
de la primera inoculacién) se inocularon 500 pl por
via intradérmica en la espalda (utilizado en la prepa-
racién del antigeno, adyuvante incompleto).

4. Ala quinta semana después de la primera inoculacién,

se tom6 una muestra de sangre de la vena marginal

de la oreja y se probd la actividad del suero contra el
antigeno.

Los animales se anestesiaron usando tiopental
(Penthothal® Abbot) (30 mg/kg) y se procedié a ex-
traer la sangre por puncién cardiaca; y se aplicé un
exceso del anestésico para sacrificar el animal. Para
evitar la coagulacién temprana sangre se recolect6
en jeringas conteniendo 0,10 ml de citrato sédico al
3,20 % (p/v), por cada 100 ml.

. La sangre, se recalcifica agregando 0,10 ml de cloruro
cdlcico al 3,20 % por cada 100 ml de sangre, se mez-
cla para iniciar la coagulacién, se mantiene en reposo
por 30 minutos, se centrifuga a 2000 g por 10 min
para obtener el suero y se guarda a -20 °C sin usar
conservantes hasta la purificacién de los anticuerpos
(inmunoglobulinas G).

11112 Purificacion de inmunoglobulinas G (IgG)
utilizando intercambiadores de iones e inmunoblot

La separacién y purificacién de las IgG se realizé me-
diante cromatografia de intercambio idnico, cuyo principio
consiste en fijar todas las proteinas del suero, menos una frac-
cién de IgG, sobre la DEAE en ciertas condiciones de pH y
molaridad y eluir en seguida las IgG absorbidas aumentando
la fuerza idnica del tampén.

11.121 Materiales

Para purificar las IgG se utilizé el intercambiador de
aniones DEAE-celulosa: dietil-amino-etil celulosa (DE52
Whatman); columnas de cromatografia (2 x 30 cm); solu-
ciones reguladoras de fosfato de potasio pH 8,0 a las concen-
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traiones de 17,50 mM, 40 mM, 100 mM, 200 mM y 500
mM; PBS (NaCl 0,15 M en solucién reguladora de fosfato a
10 mM a pH 7,4) y solucién saturada de sulfato de amonio.

11122 Procedimiento utilizado

. Se precipitaron 20 ml de suero con sulfato de amonio

a 40 % de saturacién.
El sulfato de amonio en solucién saturada se prepa-
ra de la sigueinte manera. pesar 750 g de sulfato de
amonio en un matraz de 2 litros y afiadir 1 litro de
agua destilada, disolver calentando, pasar a una bote-
lla, dejar enfriar y conservar a temperatura ambiente.
Neutralizar si es necesario con amoniaco o con 4cido
sulfarico 2 N.

. Se resuspendié el precipitado en 5 ml de solucién re-
guladora 17,50 mM, y se dializ6 contra 200 ml de esa
solucién toda la noche, cambidndola una vez.

. Se depositd la preparacion sobre la columna de DEAE-
celulosa previamente equilibrada en la solucién regu-
ladora a 17,50 mM para dejar filtrar las proteinas con
esa misma solucién reguladora hasta que la densidad
éptica del eluido habia bajado a 0,050 (consumo de
60 ml por hora).

. Se realizaron filtraciones para cada solucién regula-
dora de fosfato, a 40 mM, 100 mM, 200 mM y 500
mM, hasta la obtencién de una densidad 6ptica de
0,050 para cada solucién.

. En seguida las fracciones obtenidas por cada tampén
se dializaron contra PBS, se concentraron y se com-
probé la actividad del anticuerpo deseado.

La afinidad de los anticuerpos se probé mediante imu-
noblot de acuerdo a Herber ez al. (2004) con algunas modi-
ficaciones. La fraccion HM-PTG60 se analizd y se separd en
sus componentes mediante SDS-PAGE seguido por Western
blot. Las muestras de la fracciéon HM-PT60 se denaturaron
en tampén de Laemmli hirviéndola por 5 minutos. Se car-
garon 10 pg de proteina en pozos de un gel de poliacrilami-
da al 10 %. Se corrieron patrones de peso molecular para la
identificacién de las bandas (Bio-Rad Precision-Plus Protein
All Blue).

Las proteinas separadas se transfirieron a membranas
de nitrocelulosa. Las membranas fueron bloqueadas con le-
che descremada al 5 % en solucién salina tamponizada con
borato pH 8,50 y Tween-20 al 0,05 % (STB) por 1 hora en
una plataforma con agitacién a temperatura ambiente. Las
membranas se incubaron con el anticuerpo primario, pre-
parado con leche descremada al 2,50 % en STB a una con-
centracién de 5 pg/ml, posteriormente se incubaron durante
30 minutos con el anticuerpo secundario conjugado a per-
oxidasa de rdbano (contra conejo hecho en cabra, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) a una concentracién de 6 pg
IgG/ml, preparado con leche descremada al 2,50 % en STB.
Las membranas se lavaron tres veces con STB y la reaccién se
visualizé mediante la reaccién coloreada usando la oxidacién

del tetracloruro de 3, 3’-diamino-bencidina por oxigeno lib-
erado de la degradacién del peréxido de hidrégeno. En la
figura 34 se muestra el resultado de esta prueba, donde se ob-
serva el enlazamiento especifico de los anticuerpos al veneno
completo asi como a la fracciéon HM-PT60 precipitada con
cloruro de amonio al 60 %.

111.2 Métodos inmunohistoquimicos para la
localizacién de la toxina

l11.2.1 Localizacion de la toxina en setas libre e insertadas
en la piel células peritoneales tratadas con con HM-PT60

En el caso de las ldminas con setas, macréfagos peri-
toneales tratados con HM-PTG60 y secciones de piel de la es-
palda de ratones tratados con setas, la fijacién se hizo con
acetona, | cual conserva mejor la antigenicidad, por lo tanto,
s6lo se rehidrataron con PBS por 5 minutos luego de fijadas
y secadas al aire.

El enlazamiento inespecifico se bloque6 usando leche
descremada al 5,00 % (p/v) y Triton X-100 al 0,20 % (v/v)
en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente, antes de la
incubacién con el anticuerpo primario. Las ldminas, con se-
tas, macréfagos o secciones de piel, se incubaron con el an-
ticuerpo primario (contra Hylesia) a una dilucién de 1:1000,
preparado en el mismo medio de bloqueo, durante toda la
noche a 4 °C. Posteriormente, las ldminas se lavaron extens-
amente con PBS. Se realizé una incubacién con el anticu-
erpo secundario, contra conejo, acoplado a isotiocianato de
fluoresceina (FITC) (Abcam, Nro. de catalogo ab6825-1)
preparado en PBS a una dilucién de 1:1000. La incubacién
se realizé a temperatura ambiente durante 1 hora en la oscu-
ridad. Las ldminas se lavaron con PBS: cinco lavados, de un
minuto cada uno. Para las secciones de tejidos de la auricula
y de piel con espiculas, los nicleos se colorearon con DAPI
(4, 6’-diamino-2-fenil-indol) a una concentracién de 1 pg/ml
durante 10 min, luego fueron lavados con PBS durante 1 min
y finalmente, se montaron en glicerol al 50 % en PBS. Para
las setas, se usé una coloracién de contraste con azul de Evans
a 1 pg/ml en PBS durante 1 min y se montaron en glicerol al
50 % en PBS.

Las secciones del tejido de las auriculas fueron desparafi-
nadas en xilol y luego rehidratadas a través de una serie de con-
centraciones decrecientes de etanol desde etanol absoluto hasta
PBS (NaCl 0,15 M en solucién reguladora de fosfato al 10,00
mM, pH 7,4). Luego, las ldminas se sumergieron en amoniaco
al 0,25 % (v/v) disuelto en etanol al 70 % (v/v) durante 1 hora
con el fin de disminuir la fluorescencia inducida por el formal-
dehido y la autofluorescencia propia de los tejidos. Las muestras
se rehidrataron nuevamente pasidndolas a etanol al 50 % por
10 minutos y, posteriormente, a PBS (Baschong ez /. 2001).
La recuperacién antigénica se realizé hirviendo las secciones
en tampén citrato a 10 mM pH 6,0 durante 10 min (Farioli-
Vecchioli et al. 2001), las l[dminas se lavaron con PBS: cinco
lavados, de 1 minuto cada uno. El tratamiento con anticuerpos
se realizé como en el caso de las secciones de piel asi como el
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de tincién de los nicleos con DAPI y montaje final en glicerol
al 50 % en PBS. Las preparaciones de control para cada caso
recibieron el mismo tratamiento, salvo que se incubaron sélo
con el anticuerpo secundario.

Todas las preparaciones procesadas por métodos histo-
légicos convencionales o de inmunohistquimica se observa-
ron en un microscopio Nikon Eclipse E600 (Nippon Kogahu
KK, Tokyo, Japan) y se fotografiaron digitalmente con una
cdmara digital Nikon Coolpix 8700. Las imdgenes de 3264
x 2448 pixeles se guardaron como archivos bitmap TIFF a
color de 24 bits. Las preparciones hechas con tinciones con-
vencionales fueron observadas usando las modalidades de mi-
croscopia de campo claro, las de inmunohistoquimica las de
contraste de fases y epifluorescencia con los objetivos de 40X
y 100X. Para la epifluorescencia, la iluminacién se realizd
usando una ldmpara de mercurio de 100 W y los cubos UV-
2A (330-380 nm), B-2A (450-490 nm) y G-2A (510-560 nm)
para detectar los fluoréforos DAPI, FITC y azul de Evans
respectivamente. La preparacién de imdgenes en dos canales
se realiz6 usando el programa Image] (versién 1.410), usando
la funcién merger para obtener imdgenes compuestas de dos
o tres imdgenes correspondientes a un fluoréforo cada una,
DAPIL FITC o azul de Evans.

La Figura 34, representan un esquema gréfico del pro-
cesamiento de una muestra de tejido por la técnica de embe-
bimiento en parafina y coloracién por H y E, tomando como
ejemplo un auricula de un cobayo y andlisis de las secciones
para celularidad, lo cual se explica con mas detalle en las si-
guientes secciones.

Analisis histopatoldgico

Zona de Inoculacisn
{vista ventral)

1) Fijacion

77 . — 2) Deshidratacion
4 3) Aclaramiento

2

4) Embebimiento

ARER OCUPADA POS WCLEDS
AREA TOTAL

CELULARIDAD - = 108

Figura 34. Representacion grafica del analisis histolégico y de las
imagenes de secciones de tejidos coloreados con métodos con-
vencionales.

Apéndice VI. Andlisis de imagenes

Lundberg et al. (2007) utilizaron el andlisis de imdgenes
para cuantificar la respuesta inmune en un modelo de lepidop-
terismo con cobayos. Esta es una técnica relativamente sencilla
pero poderosa en cuanto a la informacién que se puede extraer
de una imagen. En este trabajo también se usé el andlisis de
imdgenes para cuantificar el efecto de la toxina en los pulmo-
nes y hacer mediciones morfométricas de las setas. Por lo antes
expuesto, se considera que es importante tener una descripcién
de esta valiosa herramienta de trabajo de gran utilidad para
obtener informacién acerca de un proceso fisioldgico.

La amplia disponibilidad de computadoras personales
de bajo costo ha proclamado una revolucién en las activida-
des de procesamiento digital de imdgenes entre los cientificos
y la poblacién de consumidores en general. Junto a la digita-
lizacién de imdgenes analdgicas (principalmente fotografias)
mediante escdneres de bajo costo y la adquisicién de imdge-
nes con sensores electrénicos (primariamente a través de un
dispositivo carga acoplado o CCD), los paquetes de progra-
mas amistosos para la edicién de imdgenes han ocasionado
un dramitico incremento en la capacidad para aumentar los
detalles, extraer informacién y modificar fcilmente las pro-
piedades de una imagen digital.

Por su parte, la microscopfa éptica es un campo de
rdpido desarrollo, que se hace altamente dependiente de las
técnicas de procesamiento digital de imdgenes, tanto para
propdsitos de mejoramiento o de balance, asi como para pro-
pésitos de rehabilitacién y analiticos. Muchos de los progre-
sos recientes en la microscopfa 6ptica de luz transmitida de
alta resolucién y de fluorescencia reflejada de bajo nivel de luz
en células vivas, descansan mayormente en el procesamiento
digital de la imagen.

El objetivo de la captacién de imdgenes digitales es
convertir una imagen en un arreglo de puntos discretos, los
cuales contienen informacién especifica acerca de la brillan-
tez y pueden ser descritos por un valor de dato digital es-
pecifico en una ubicacién precisa; se mide la intensidad en
puntos sucesivos en la imagen y forma un arreglo bidimen-
sional con pequefios bloques rectangulares de informacién
sobre intensidad y los datos resultantes son cuantificados para
asignar un valor de brillantez especifico a cada punto, que va
de negro, pasando por todos los valores intermedios de grises,
hasta blanco. El resultado es una representacién numérica de
la intensidad, la cual es cominmente denominada elemento
de imagen o pixel, para cada punto muestreado en el arreglo.
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Las capturadas
pueden ser visualizadas a color,

imagenes

Ana

puesto que los sensores vienen
equipados con filtros de absorcién
en miniatura para rojo, verde y
azul. Las imdgenes a color contie-
nen tres canales individuales: rojo,
verde y azul y es conocido comin-
mente como el sistema RGB (Red,
Green, Blue), cada componente de
color es procesado a una resolucién
equivalente a la profundidad de
8 bits, los cuales son combinados
para producir pixeles de 24 bits (3
colores x 8 bits cada uno) (referi-

do como color verdadero), aun-

isis de imagenes usando ImageJ

que algunas aplicaciones pueden
requerir un mayor o menor grado
de resolucién de color. Cuando las
imdgenes son cuantificadas a 8 bits
(256 niveles de grises) cada pixel

tiene un valor de brillantez entre 0

(negro) y 255 (blanco), para rendir

es un software en Java de domi-
nio publico, el cual es de amplio
uso entre la comunidad cientifica
y presenta una gran versatilidad

pues contiene subprogramas para
realizar mediciones morfométri-

cas y de andlisis de imdgenes y es
independiente del sistema operati-
vo (Abramoff ez 2l. 2004; Collins
2007; Swedlow & Kevin 2009).
El estudio de un elemento

e 13

e

e 1 40

Canal azul

en una imagen digital descansa en
una coloracién diferencial de éste
con respecto a otros componentes
y el fondo. En el caso del pulmén,

la tincién con hematoxilina y eo-
sina resulta en una coloracién de
azul para nicleos, y tonalidades
de rojo para los componentes del
parénquima. Las imdgenes se op-
timizaron para distinguir los nd-
cleos del fondo y colocar el um-
bral de rango de grises para abar-

un total de 256 posibles valores de
salida. Un mayor niimero de nive-

10323.000

151.609

car exclusivamente los nticleos. En
este paso se puede usar una opcién

les de grises representaria un ma-
yor rango dindmico. Por ejemplo,
un digitalizador de 12 bits tiene un
rango dindmico de 4.096 niveles
de grises.

En una imagen a 8 bits
con un rango de niveles de gri-
ses 0-256, el brillo es un factor
importante para obtener una in-
formacién. En el caso de fotos
fluorescentes la intensidad de la
fluorescencia se relaciona fun-
damentalmente con el brillo. Lo
importante de esto es que a mayor
brillo mayor cantidad de fluoréforo y si la foto corresponde a
la localizacién de un antigeno, sin amplificacién de la sefal
fluorescente, se puede cuantificar esta senal y se puede decir
en que zona de la célula hay mds del antigeno usando, escalas
semicuantitativas.

Para la determinacién de la celularidad, el 4rea de su-
perficie de parénquima pulmonar y espacio alveolar, se reali-
zaron mediciones de tipo morfométrico, las cuales se basan
en un concepto fundamental en estereologia: conociendo el
drea de superficie de un elemento en una seccién se puede
conocer el volumen de dicho componente en una serie de sec-
ciones de un mismo grosor.

Para hacer las determinaciones morfométricas y me-
diciones en imdgenes digitales se us6 el programa de libre
acceso Image], versién 1.41o, (National Institute of Health,
Bethesda, MD), como se ha descrito previamente (Johansson
et al. 2001; Gao ez al. 2002; Lundberg ez al. 2007). Image]

Figura 35. Técnica de andlisis de imégenes. A) Se indi-
ca la diferencia por rango de niveles de grises que se
logra en las imagenes de secciones de tejido, colorea-
dos con la técnica de hematoxilina y eosina. B) Sepa-
racion por filtros de colores de las distintas zonas en la
imagen que corresponden a nlcleos o parénquima. C)
Se indica la seleccion de imagenes correspondientes
a nucleos usando la exclusién por umbrales de nive-
les de grises, indicado en rojo. Se muestra las zonas
seleccionadas correspondientes a nucleos, en negro.
D) Ventana de resultados, usando Imaged en la que se
sefalan las variables de interés, en este caso la frac-
cion de éarea, recuadro rojo, que ocupan los nucleos.

bastante rdpida, para separar ima-
genes con rangos diferentes de ni-
veles de grises que se conoce como
separar en colores, filtrar por co-
lores, que separa la imagen en los
tres colores en que estd compuesta
y resalta el color complementario
en una imagen en niveles de gri-
ses. De esta forma obtienen tres
imdgenes con distintos compo-
nentes, resaltando y facilitando
la seleccion de rangos y umbrales
de niveles de grises (Figura 35). Se
usa la opcién umbral (7hreshold)
la cual permite seleccionar un rango de niveles de grises en
la imagen y la resalta. Para ello, se usan botones deslizantes
en la ventana, pero si la imagen estd bien contrastada y la
opcién de filtrado en RGB separa los componentes nitida-
mente, entonces se puede activar la opcién umbral, la cual se
selecciona automdticamente Luego de resaltar los elementos
de la imagen que nos interesan se marca la opcién analizar en
la cual, se han indicado las variables que interesan medir y se
activa. Al final, tenemos un cuadro de resultados que indica
la fraccién de drea, en porcentaje, que ocupan los nicleos o
grupos de niicleos en esa zona del tejido (Figura 35), el cual se
toma como un indicador del ndmero de células nucleadas; ese
valor se denomina la celularidad y permite cuantificar la in-
filtracién de leucocitos en tejidos expuestos a antigenos. Este
mismo principio y procedimiento de la separacién de elemen-
tos de interés usando umbrales para definir rangos de niveles
de grises, se realiz6 para el parénquima y el espacio alveolar.
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Finalmente hay que acotar que el poder del proce-
samiento digital para extraer informacién de imdgenes de
poco contraste y con mucho ruido, y el mejoramiento de
la apariencia de éstas, ha llevado a confiar los programas
de procesamiento, en lugar de ajustar y usar de manera 6p-
tima el microcopio o el sensor electrénico de las cdmaras.
Invariablemente, una imagen éptica de alta calidad, libre
de, aberraciones, destellos, ralladuras y artefactos rinde una
imagen digital superior. El ajuste cuidadoso y calibracién
apropiada del sensor electrénic produce a una imagen di-
gital de mayor calidad que permite utilizar el mayor rango
dindmico del sistema de procesamiento digital. Pensando
atn que muchos de los algoritmos de procesamiento de im4-
genes digitales son extremadamente poderosos, el usuario

promedio frecuentemente aplica operaciones sin conocer los
principios detrds de éstas. Las imdgenes que resultan de las
manipulaciones descuidadas a menudo son dafadas severa-
mente o comprometidas con respecto a aquellas que pueden
producirse si el poder y la versatilidad de los programas de
procesamiento digital.

A continuacién se dan algunas referencias que pueden
guiar al lector en la preparacién, andlisis de imdgenes y algu-
nas consideraciones acerca del tratamiento de las imdgenes
digitales: Bard ez a/. (2003), Brown (2007), Chen & Farese
(2002), Gao et al. (2002), Johansson et al. (2001), McNa-
mara (2005), Manoonkitiwongsa ez a/. (2001), Regitnig ez al.
(2003), Rossner (2002), Rossner & Yamada (2004) Santinelli
et al. (2002) y finalmente Verveer & Bastiaens (2008).
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