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Resumen

Uno de los mayores problemas a los que se enfrenta el sector agricola es mantener los cultivos libres
de plagas. En busca de tener mayor rentabilidad y disminuir las pérdidas econdmicas que ocasionan
estos organismos, los productores emplean técnicas que permitan disminuir estas poblaciones. La
aplicacion de plaguicidas quimicos o bioldgicos ha generado buenos resultados, sin embargo, en
algunos casos la sustentabilidad de los ecosistemas y la bioseguridad de los cultivos es afectada. Por
ejemplo, los plaguicidas tienen efectos nocivos en la salud humana y al medio ambiente, tienen
tiempos de vida media prolongados, por lo que pueden permanecer en el ambiente por afios,
ademas, los insectos plaga generan resistencia y aumenta la dificultad para controlarlos. Dentro del
control bioldgico de plagas, es comun el uso de Hongos entomopatdgenos, principalmente los
géneros Metarhizium y Beauveria, estos se caracterizan por infectar a insectos. Los conidios se
adhieren a la cuticula de los insectos y los penetran, finalmente producen toxinas que les causan la
muerte.

Por otra parte, la mayoria de los organismos eucariotas multicelulares poseen microbiomas, ya sea
en el interior o exterior de ellos, estableciendo un tipo de mutualismo, esto quiere decir que se
asocian para tener beneficios mutuos, que van desde la produccion e intercambio de algun
metabolito, hasta proveer proteccidon contra cualquier agente nocivo que lo haga perder su
homeostasis. En el campo del control de plagas, esto resulta importante porque el microbioma
asociado a algunos insectos plaga puede estar implicado en la generacidn de resistencia a plaguicidas,
pues por un lado pueden generar enzimas para metabolizar los insecticidas quimicos y, por otra parte,
pueden proteger al insecto de infecciones por entomopatdgenos mediante la competencia por sitios
de unidn, la generacién de agentes antimicrobianos o por medio de la estimulacion del sistema
inmune del insecto.

El papel del microbioma en la resistencia o susceptibilidad de insectos a hongos entomopatdgenos no
se ha estudiado a profundidad; considerando el papel tan importante de las asociaciones mutualistas
entre eucariontes multicelulares y su microbioma, resulta relevante identificar qué tipo de
microorganismos estdn asociados con insectos plaga, para lo cual, en este trabajo se planted proponer
un protocolo que permita la extraccién de material genético del microbioma asociado a la cuticula del
insecto Xyleborus affinis Eichhoff (Coleoptera: Curculionidae), para analizar la influencia de la
composicion de este microbioma sobre la resistencia o susceptibilidad del insecto, ya sea de campo o
de laboratorio, a la infeccién por hongos entomopatdgenos. Para poder llevar a cabo el proyecto, se
realizaron bioensayos, infectando escarabajos hembras de X. affinis con Beauveria bassiana (Bals.-
Criv.) Vuill. (Hypocreales: Clavicipitaceae), se encontré que los escarabajos de campo a una
concentracion de 1x10%® con/mL presentaban un porcentaje de mortalidad de 64.18 %, este
porcentaje de mortalidad era menor que los registrados en los escarabajos de laboratorio, el cual fue
de 90%, sin embargo, al tratar a los escarabajos a una concentracién de 1.5x10” con/mL, no hubo una
diferencia significativa entre el porcentaje de mortalidad de los escarabajos de campo y de
laboratorio. Por otro lado, para poder analizar si el microbioma cuticular presente en los escarabajos
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tenia una influencia en la susceptibilidad ante la infeccién por B. bassiana, los escarabajos se
separaron en tres grupos, “control”, “escarabajos vivos” y “escarabajos muertos”. Posteriormente se
les realizo lavados a su cuticula con Buffer Tampdn-A, los lavados obtenidos se utilizaron como
muestras para la extraccién de ADN y finalmente se amplifico por PCR la regién V3-V4 del RNA 16Sy
las muestras obtenidas de la amplificacién se corrieron en un gel de agarosa. Se obtuvieron bandas a
500 pb, las cuales corresponden a bacterias presentes de la superficie cuticular de X. affinis, pese a
que las bandas amplificadas correspondientes a la presencia de bacterias, aun se desconoce el género
y la funcion que tienen en el hospedero, sin embargo, estos resultados pueden ser el punto de partida

para conocer la influencia que tiene el microbioma ante la defensa de su hospedero.
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1. Introduccion

1.1 Laagricultura

La agricultura es una de las principales actividades realizadas por el ser humano, aporta el 4.39 % del
PIB y produce un gran numero de productos alimenticios , algunos de los cuales se exportan
(SAGARPA, 2006). México se encuentra dentro de los principales paises de exportacion de productos
agroalimentarios. En la Figura 1, se observan los principales productos exportados en el 2019 y los
millones de délares obtenidos, siendo el aguacate el de mayor exportacién (SADER-SIAP, 2020).

Panorama Agroalimentario

3,500 A
3,000 A
2,500 A
«» 2,000 -

7]
> 1,500 4
1,000 A
500 A

Producto

Figural. Productos agroalimentarios mexicanos de exportacion. SADER-SIAP. Panorama
Agroalimentario 2020

La produccién agricola es afectada por numerosos factores ambientales derivados del cambio
climatico (Morton et al; 2007); ademas, la alteracién a los ecosistemas, causada por los humanos al
buscar satisfacer la necesidad de un suelo apto para la produccién, a lo largo del tiempo, ha
provocado un impacto negativo, pues ha favorecido las condiciones idéneas para la creacién de
habitats que permiten el crecimiento desmedido de ciertas poblaciones de insectos y con ello la
aparicion de plagas agricolas (FAO, 2014).

Una plaga agricola se define, de acuerdo con la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (FAO por sus siglas en Ingles), como “cualquier especie, raza o biotipo
vegetal o animal o agente patdgeno dafiino para plantas o productos vegetales.” La misma FAO
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reportd que en el afilo 2019 se consideraron pérdidas de hasta un 40% en la produccion agricola
mundial causadas por plagas. Tan sdlo en México, los productores del sector agricola reportaron, en
la Encuesta Nacional Agricola (ENA) realizada en el 2017, que el 44.2% de sus pérdidas fueron
causadas por factores bioldgicos, siendo los mas recurrentes la presencia de insectos plaga (40.3%) vy
enfermedades de los cultivos ( 21.6%) (INEGI, 2017).

La presencia de plagas en cultivos de importancia econdmica, como es el aguacate, disminuye la
calidad del producto y merma la produccién. Por lo cual tener un control fitosanitario es de gran
importancia en este tipo de fruto.

1.2 Aguacate

El aguacate (Persea americana Mill.), pertenece a la familia Lauraceae. Este se caracteriza por sus
hojas perenne, llega a alcanzar alturas de hasta 20 metros, es de tronco grueso y pueden tener una
floracion de hasta un millon de flores, de las cuales, sélo el 0.1% alcanzan a ser frutos; éstos son de
color verde o verde obscuro, pulpa amarrilla, cdscara rugosa y tienen un hueso en el centro (SADER-
SIAP, 2020). El aguacate tiene un gran impacto econdmico en el pais, México es el primer productor
de este fruto ya que cuenta con un gran ndmero de zonas productoras de aguacate, tan solo en el
2019 se registrd una produccion de 2,300,889 toneladas, siendo Michoacan el estado con mayor
aporte con un 79.1% (SADER-SIAP, 2020).

Los cultivos de aguacate son atacados por diversas plagas y enfermedades. Los escarabajos de la
corteza como: Trioza anceps Tuthill, 1944,(Hemiptera: Psylloidea) Copturus aguacatae Kissinger,
1957,( Coleoptera: Curculionoidea), Conotrachelus perseae Barber, 1919,( Coleoptera:
Curculionoidea), son plagas que se alimentan del floema del drbol, otro tipo de plagas, son los
escarabajos ambrosiales, como: Xyleborus sp.y Euwallacea sp (Coleoptera: Curculionoidea); este tipo
de plagas se caracterizan porque estdn asociadas con hongos simbiontes, los cuales provocan la
marchitez del arbol (Pérez et al; 2015). Por otro lado, las enfermedades mas caracteristicas causadas
por bacterias, provocan la defoliacién del arbol del aguacate: Xylella fastidiosa es una de las bacterias
gue pueden causar esta enfermedad. Ademas, los hongos Botryosphaeria sp., Dothiorella sp,
provocan cancer en las ramas y en ocasiones llegan a marchitar el arbol (Pérez et al; 2015). Una de las
enfermedades que tiene un mayor impacto en los drboles de aguacate, es la marchitez del laurel,la
cual es causada por el hongo Raffaelea lauricola, (Pérez et al; 2015), otro hongo es Fusarium sp., el
cual provoca la enfermedad conocida como la muerte regresiva del aguacate, (Lucas et al; 2021). Estos
hongos son simbiontes de los escarabajos ambrosiales, los insectos transportan las esporas de los
hongos en sus mandibulas en unos sacos llamados micangios y las depositan en las galerias que
construyen en los troncos (Mayfield et al., 2008). La invasion de cualquiera de estos hongos en arboles
de aguacate tiene un impacto negativo, pues no sélo implica pérdidas econdmicas, sino la perdida
completa del drbol, por lo tanto, es importante mantener un monitoreo constante para evitar la
propagacion de los escarabajos ambrosiales.
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1.3 Escarabajos ambrosiales

Los escarabajos ambrosiales, (Curculionidae: Scolytinae y Platypodinae), son insectos barrenadores
que atacan arboles de la familia Lauraceae (Rabaglia et al; 2006), miden aproximadamente de 1-3 mm
de longitud, su color varia de ambar a negro (dependiendo de la especie), se reproducen entre
hermanos (endogamia), y construyen galerias en la corteza de los arboles, donde las hembras
ovipocitan y los machos son los encargados de cuidar a la decendencia. Los géneros Xyleborus sp.,
Xylosandrus sp. y Euwallacea sp. invaden arboles que han sufrido algun tipo de estrés, la atraccién de
los escarabajos hacia los drboles se da por la presencia de atrayentes volatiles como el alcohol etilico,
ocasionado por el estado de estrés del arbol, (Trivelli Dell’Orto et al; 1985).

En México, se tiene el registro de 18 especies de Xyleborus (Pérez et al; 2015) de las cuales Xyleborus
affinis, es una de las especie menos estudiada y es considerada una plaga de impacto econdmico. Este
habitaaproximadamente en 100 especies de arboles, entre ellos el del aguacate ( Castrejon et al; 2017);
este escarabajo al encontrarse en simbiosis con hongos de los géneros Raffaelea laurica y Fusarium ,
ponen en riesgo a los arboles, ya que son estos hongos los causantes de la marchitez del laurel,
(Saucedo et al., 2018) , al bloguear los conductos de agua y nutrientes de los arboles, (lii et al., 2008).
El hongo Raffaelea ubicado en el orden Ophiostomatales, y Fusarium ubicado en el orden Hypocreales
se han identificado dentro de los micangios de X. affinis,(Saucedo et al; 2018).

Las hembras de X. affinis son las responsables de fundar y mantener las nuevas colonias, a diferencia
de los machos, pueden volar, lo cual les permite buscar nuevos hospedadores. De la misma forma,
las hembras son las encargadas de transferir parte del microbioma benéfico que poseen a la
descendencia (Biedermann et al; 2020).

Se desconoce como comenzd la asociacién entre los hongos y los escarabajos ambrosiales, sin
embargo, existen diferentes hipdtesis, por ejemplo, Carrillo et al; (2014), proponen que la adquisicién
de algunos hongos simbiontes de los escarabajos ambrosiales, podia realizarse a partir de una
transferencia lateral, esto quiere decir, que se adquieren por medio la alimentacion durante el
crecimiento de los escarabajos. La simbiosis que realizan este tipo de escarabajos, no sélo esta
relacionada con hongos, sino con la presencia de otros tipos de microorganismos que les permiten
tener un cultivo exitoso de hongos; la presencia de esos otros microorganismos simbiontes podria
ser importante para la fijacién de nitrégeno, para degradar la biomasa vegetal y para inhibir el
crecimiento de patégenos a través de la accién de antibidticos (lbarra et al; 2020). Por ejemplo,
Cardoca et al; (2006), reportaron que las secreciones orales de este tipo de escarabajos contienen
bacterias que producen cicloheximida, compuesto que inhibe selectivamente el crecimiento de
patogenos flungicos sin afectar a sus hongos simbiontes,(Cardoza et al; 2006). Dada la importancia de
los microorganismos asociados a los escarabajos ambrosiales para su sobrevivencia, conocer y
entender la funcion del microbioma presente en estos escarabajos, ayudaria a disefiar la
implementacién de un manejo integrado de plagas (MIP).
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1.4 Manejo Integrado de Plagas (MIP)

El Manejo Integrado de Plagas (MIP), se define como el conjunto de herramientas que manipuladas
de manera adecuada logran controlar las poblaciones plagas, ya sea insectos, maleza o
enfermedades, con el fin de reducir pérdidas econdmicas, (Vivas et al; 2017). Contar entonces con
una buena estrategia de MIP, permitiria disminuir el impacto que tienen las distintas plagas sobre el
sector agricola, (FAO, 2014). Actualmente el uso excesivo de plaguicidas ha provocado efectos
nocivos en la salud de los agricultores, en sus siembras e incluso en el medio ambiente; el mal manejo
de éstos ha generado resistencia por algunas plagas y en ciertos casos el surgimiento de nuevas
plagas, (FAO, 2014); el MIP emplea diferentes métodos como: control quimico, control bioldgico,
técnicas de monitoreo, para cultivar y proteger los cultivos, minimizando el uso de pesticidas,
teniendo como objetivo un enfoque mas ecoldgico e implementando el monitoreo constante de los
campos cultivados e impulsando el uso de herramientas naturales de control bioldgico, (FAO, 2014).

1.4.1 Resistencia de los insectos a los plaguicidas

Los plaguicidas son sustancias o mezclas de sustancias resultado de sintesis quimica, (Karam et al;
2004) que permiten ayudar en control de plagas, sin embargo, el uso desmedido de estos productos
ha causado consecuencias severas, tanto en la salud publica como en el medio ambiente. Asimismo,
la efectividad de estos productos sobre las plagas ha disminuido en los Ultimos afios, consecuencia
de su uso constante, y de la aparicion de organismos resistentes (Karam et al; 2004). La resistencia
adquirida por estos organismos, deriva de la evolucidon y adaptacion que tienen las especies,
haciéndolas menos susceptibles a la aplicacion de los plaguicidas y heredando estos rasgos a su
decendencia (Vargas et al; 2008). El proceso de generacion de resistencia a plaguicidas, por lo general
inicia con la aparicion de alguna mutacidon que proporciona cierta resistencia al plaguicida,
posteriormente la seleccién de los organismos con la mutacion en presencia del plaguicida, donde
algunos individuos sobreviven, seguida de la adaptacién y finalmente la reproduccion de éstos, que
permitird trasmitir el gen de la resistencia a las siguientes generaciones (Vargas et al; 2008). La
mutacién que confiere la resistencia al plaguicida puede manifestarse en cualquier cambio que
impida que la sustancia toxica llegue al sitio objetivo; estos cambios pueden ser cambios metabdlicos,
por ejemplo algunas enzimas son capaces de degradar los plaguicidas a partir de cambios en el sitio
blanco que disminuyen la afinidad del plaguicida o a la penetracion de los plaguicidas al organismo,
o simplemente una pérdida de susceptibilidad debido al contacto constante de los productos (Van
Leeuwen et al; 2020). Una de las primeras plagas en manifestar la resistencia a plaguicidas fue el
mosquito de la fiebre amarrilla, Aedes aegypti, (Diptera: Culicidae), el cual es capaz de producir

enzimas fosfatasas que le ayudan a degradar compuestos organofosforados, (Bisset et al; 2002); se
ha reportado también que la produccidn de quinasa sintasa 1(chs1), confiere resistencia a las plagas
Frankliniella occidentails (Trips)y Tetranychus urticae (4dcaros) contra benzoilurea, (Van Leeuwen et
al., 2020).
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El uso desmedido de plaguicidas, no sélo ha tenido impacto al conferir resistencia a ciertas plagas,
sino que su aplicacidon excesiva ha repercutido en la salud humana, dafios en el medio ambiente y los
suelos agricolas, (del Puerto et al; 2014). Precisamente para disminuir estos efectos adversos y al
mismo tiempo controlar las poblaciones de insectos presentes en los cultivos, se han desarrollado
estrategias que permitan disminuir el uso de plaguicidas a partir de la implementacién de métodos
como el uso bioplaguicidas o bien la rotacién de cultivos (Keifer et al; 1967).

1.4.2 Bioplaguicidas

Los bioplaguicidas son originados a partir de productos naturales como plantas, animales, algunos
minerales e incluso microorganismos, que afectan sdlo al organismo patdgeno, sin afectar el entorno
natural que rodea al cultivo, (EPA, 2010), por lo que generalmente no representan un riesgo para el
medio ambiente. Los bioplaguicidas se dividen en tres grupos (Seiber et al; 2014):

e Bioplaguicidas bioquimicos: son sustancias naturales o derivados de plantas que tienen como
principios activos, atrayentes naturales, hormonas, sustancias que inducen a que la planta
active mecanismos de resistencia a plagas, a partir de la produccion de metabolitos
secundarios. Los fenoles son usados en la produccion de bioplaguicidas botanicos ya que
estos inhiben el crecimiento fungico. Los terpenos y flavonoides a partir de la formacion de
aceites esenciales repelan cierto tipo de organismos. Este tipo de plaguicidas se degradan
rdpidamente y no son téxicos al medio ambiente, (Alfonso et al; 2002).

e Bioplaguicidas microbianos: utilizan microrganismos como hongos, bacterias y virus para
disminuir el crecimiento de las plagas, cada microorganismo actua de diferente forma; por
ejemplo, los conidios de los hongos, se adhieren a la cuticula de los escarabajos,
posteriormente los penetran y finalmente liberan toxinas que les provoca la muerte, las
bacterias usualmente son ingeridas por los organismos, estas se multiplican en el aparato
digestivo produciendo toxinas que dafian al hospedero y lo vuelven mas propenso a
septicemias. Los virus también son utilizados como bioplaguicidas y estdan conformados por
los baculovirus, los cuales atacan los tejidos de hospederos, (Federici et al; 1997).

e Protectores incorporados a las plantas (PIP). Los PIP son sustancias que las plantas son
capaces de producir como defensa, debido a que éstas han sido modificadas genéticamente,
un ejemplo de ellos es la produccién de feromonas que produce la pera, ésta repele algunos
insectos entre ellos la polilla de manzana, (Seiber et al; 2014).

7|Pagina



1.4.3 Control bioldgico

El “control bioldgico”, es una técnica que tiene como objetivo suprimir el crecimiento de una
poblacion de insecto plaga (al cual se le denomina hospedero) a partir del uso de enemigos naturales,
por ejemplo, bacterias, hongos, virus y parasitos provocandoles alguna enfermedad, asimismo,
también se implementa el uso de algunos insectos depredadores, (Josef et al; 2007). Para tener un
buen control bioldgico, los enemigos naturales deben cumplir con las siguientes caracteristicas: tener
una alta tasa de reproduccion lo cual les permitird duplicar su poblacién sin convertirse en plaga,
especificidad con el hospedero para no afectar a microorganismos beneficiosos para el cultivo,
resistencia a diferentes condiciones ambientales,(Rodriguez del Bosque y Arredondo Bernal, 2007;
Eilenberg et al; 2001).

La aplicacion del control bioldgico se realiza por cuatro métodos: control por conservacion, que es la
modificacion del ambiente cultivable para que beneficie al enemigo natural; control clasico, la
introduccidn intencionada del enemigo natural al habitat; control aumentativo, la introduccién del
enemigo natural y modificacién del habitat para que el enemigo natural se conserve; y control por
inoculacion, es la aplicacién del enemigo natural al habitat solo por cortos periodos de tiempo, una
vez que la plaga disminuye, el agente de control bioldgico desaparece (Eilenberg et al; 2001).Una de
las ventajas del uso del control bioldgico de plagas es que ofrece una alternativa ecoldgica, al no
generar efectos nocivos a la salud humana ni toxicidad a los suelos, (Eilenberg et al; 2001).

1.43.1 Hongos entomopatdgenos

Los hongos entomopatdgenos (HE) son parte de los enemigos naturales mas usados en el control
bioldgico de diversas plagas de artrépodos (arafias, insectos, garrapata y dcaros). Los conidios son
utilizados para provocar la infeccién en los insectos y su éxito depende, de que tienen una mayor
resistencia a factores abidticos como los rayos UV, humedad relativa, temperatura (Chandler et al;
2017). Los géneros con mayor importancia, debido a que su produccién industrial es mas rentable,
son los hongos entomopatdgenos que pertenecen a la clase de Hyphomycetes (orden Hypocreales) y
Entomophthorales (Sinha et al; 2016).Los Hypocreales se caracterizan por ser patdgenos oportunistas y
provocan la muerte del hospedero a partir de la adhesién de los conidios en la cuticula, penetracion del
insecto y posteriormente por la produccion de toxinas con actividad insecticida, que es lo que
finalmente le produce la muerte. Como ejemplos de estos hongos entomopatégenos se pueden
mencionar Beauveria spp, Metarhizium spp., y Lecanicillium spp., (Sinha et al; 2016) Los hongos
entomopatogenos del orden de los Entomophthorales, actlan sobre su hospedero en forma
parasitaria: Unicamente colonizan los tejidos del insecto sin la produccién de toxinas; dentro de estos
se encuentran los géneros Entomophaga y Zoophthora, (Chandler et al; 2017). Los hongos
Hypocreales son los que mas se utilizan comercialmente en el control bioldgico.

Como se observa en la Figura 2, (Wang y Wang, 2017), el proceso de infeccién por HE, da inicio con
la adhesion de los conidios a la cuticula o zonas blandas de los escarabajos (1), proceso en el cual
estan involucradas proteinas adhesivas, posteriormente los conidios empiezan a germinar en la
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cuticula del escarabajo y rompen la primera barrera cuticular mediante la aplicacién de presién
osmoética y enzimas como las quitinasas (2), a continuaciéon, los hongos ingresan dentro del
escarabajo, forman blastosporas y empiezan a absorber sus nutrientes (3), finalmente matan al
insecto, a partir de la produccion de toxinas las cuales tienen como objetivo inhibir la respuesta
inmune de su hospedero (4) (Qu y Wang, 2018).
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Figura 2 Proceso de infeccién por Hongos Entomopatdgenos, en incestos (Wangy Wang,
2017).

Durante la patogénesis los HE interactlan con distintos microorganismos, principalmente los
presentes en la cuticula y/o en el intestino del insecto, algunos de estos microorganismos pueden
modificar la respuesta inmune del insecto, causar cambios evolutivos, adaptativos e incluso cambios
en el comportamiento del hospedero, que resultan en el aumento de su resistencia a la infeccién por
entomopatogenos, (Boucias et al; 2018). Por ejemplo, la primera barrera a la que se enfrentan
algunos HE durante el proceso de infeccion es la cuticula (Figura 2), una barrera dificil de penetrar,
con muy limitada disponibilidad de nutrientes para el HE y baja humedad; ademas, sobre ella se han
encontrado algunos compuestos antimicrobianos y antisépticos, muchos de ellos producidos por
microorganismos simbiontes que forman parte del microbioma cuticular del insecto y que actudan
como defensa e inhiben el crecimiento de patdgenos, (Ortiz et al; 2013). Toledo etal; (2011)
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reportaron que bacterias aisladas de la cuticula del salta hojas del maiz, eran capaces de inhibir el
crecimiento de B. bassiana, ya que éstas producen compuestos antifungicos y antibioticos.

1.5 Microbioma

El microbioma es un conjunto de microorganismos que comparten un mismo habitat bien definido
con propiedades fisicoquimicas distintivas (Lee y Ryu, 2021). Los microbiomas, estan formados por
bacterias, hongos, virus y arqueas, que estan ecolégicamente asociados desempefiando diversas
funciones en el habitat en el que se encuentran; el microbioma asociado a organismos superiores
(dentro o sobre ellos) desempefia un papel fundamental en la salud y enfermedad de éstos, pues
diversos integrantes del microbioma desempefian funciones asociadas con la inmunidad, la
reproduccion, nutricion y de especiacion; por ejemplo, en el caso de los humanos, la perdida de
homeostasis en el microbioma intestinal puede tener como consecuencia la aparicién de trastornos
metabdlicos o sistémicos, como la esclerosis multiple, (Shahi et al; 2017).

En el caso de los insectos, se ha demostrado que el microbioma asociado a estos influye en diversos
aspectos de su vida. Las interacciones entre insectos y su microflora intestinal o cuticular son de
naturaleza mutualista, esto quiere decir que ambos organismos se benefician de dicha asociacién,
(Engel y Moran, 2013), lo que les ha permitido sobrevivir al ambiente que los rodea. Los simbiontes
asociados con los insectos se les denomina, simbiontes primarios u obligados y simbiontes
secundarios o accesorio, la funcién de los simbiontes primarios es suministrar de nutrientes o
vitaminas a los insectos, la asociacion entre los simbiontes primarios y los escarabajos estda muy
arraigada, tanto que la ausencia de alguno de sus simbiontes podria matar al escarabajo, (Michalik et
al; 2014), en cuanto a los simbiontes secundario, sus funciones no se ha estudiado completamente,sin
embargo, Michalik et al; (2014), reportaron que podrian estar relacionados con la capacidad
reproductiva de algunos insectos.

Por ejemplo, se ha reportado que insectos como las termitas, moscas, avispas, hormigas vy
escarabajos, hospedan microorganismos simbiontes, los cuales son adquiridos en las diferentes
etapas de crecimiento del insecto, empezando desde el huevecillo (Boucias; et al; 2018). Los
Coptotermes formasanus son un tipo de termitas que implantan sus heces en sus nidos, las cuales
son ricas en actinobacterias y producen compuestos antimicrobianos, que las protegen de la
infeccion por Metarhizium anisopliae desde su fase embrionaria, (Chouvenc et al; 2013). La
composicion del microbioma cambia segln la etapa de desarrollo del insecto, pues cuando los
insectos dejan su estado larvario empiezan a relacionarse y alimentarse de diferentes ambientes, lo
gue les permite estar en contacto con otros microorganismos que alteran la composicion de su
microbioma; por ejemplo, los heterdpteros, insectos que cominmente se alimentan del floema de
las plantas, adquieren la bacteria Gram negativa Burkholderia a partir del floema de las plantas; la
bacteria se adhiere a suintestino y contribuye a la produccion de feromonas del insecto (Dillon et al;
2005). En algunos casos, los compuestos generados por los bacterias asociadas al microbioma de
diferentes insectos les han permitido ser resistentes a algunos tipos de infecciones que podrian
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amenazar su vida: por ejemplo, la presencia de la bacteria Gram positiva Bacillus pumilus en el
microbioma de las chicharritas (una plaga que causa grandes dafios a diferentes cultivos frutales y es
vector del virus mosaico de maiz) se ha asociado con una mayor resistencia del insecto a HE como
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, y Lecanicillium lecanii; probablemente debido a que la
bacteria produce compuestos antifungicos (Sivakumar et al; 2017).

La diversidad de microorganismos presentes en el microbioma de los insectos plaga puede
representar un problema para su control, ya que la presencia de algunos microorganismos puede
disminuir la efectividad de los hongos entomopatdgenos o cualquier otro tipo de control bioldgico o
guimico. La mayoria de los microorganismos presentes como simbiontes de insectos no han sido
estudiados, ya que la mayoria de ellos son no cultivables, por lo cual es importante caracterizar estas
asociaciones utilizando técnicas de secuenciacién masiva que permitan conocer qué microbioma esta
presente y su relacion con el hospedero, este conocimiento podria servir para implementar mejores
estrategias de manejo integrado de plagas o bien disefiar nuevas estrategias que, tal vez, que no
estén disefiadas para atacar a la plaga en si, sino a alterar su microbioma.

1.6 Metataxondmia

Una manera de identificar a los microorganismos ya sean bacterias, hongos, protozoos, etc., presente
en cualquier organismo eucarionte, es a partir del uso de herramientas metataxonémicas, ya que
éstas, a partir de marcadores moleculares, permiten conocer sus origenes taxondmicos, (Simon et al;
2011).

La metataxonomia es una herramienta utilizada para caracterizar todo el microbioma de un nicho
ecoldgico, para asi poder crear un drbol metataxondmico, que muestra las relaciones entre todas las
secuencias obtenidas. Las clasificaciones taxonémicas se pueden agrupar ya sea por la homologfa de
los fragmentos de ADN o por composicion en el contenido de Guanina y Citocina, (Simon et al; 2011).
El gen 165 rRNA, (Acido Ribonucleico Ribosémico), cuyo producto génico forma parte de la subunidad
pequefia de los ribosomas, es un marcador ideal para estudiar la taxonomia de organismos
procariontes presentes en un microbioma, pues estd conservado universalmente en todas las
bacterias, no estd sujeto a la transferencia local de genes y posee nueve regiones hipervariables
(Figura 3), libres de restricciones evolutivas, las cuales varian en tamafio en el RNA 16S completo. Son
estas regiones hipervariables las que permiten hacer estudios filogenéticos asignando los grupos
taxondmicos en procariotas (Shahi et al; 2017).
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Figura 3 Regiones conservas del RNA 16S. Las regiones conservadas se muestran en color azul, las variables en color anaranjado
y las hipervariables en color verde (Shahi et al., 2017).

Obtener las clasificaciones taxondmicas a partir de secuenciaciéon masiva consta de cuatro pasos: 1)
Extraccion de Acido Desoxirribonucleico (ADN), 2) Preparacién de bibliotecas gendmicas, 3)
Secuenciacion y 4) Andlisis bioinformatico, (Herndndez et al; 2020). Uno de los pasos mas
importantes para las clasificaciones taxondmicas es la cantidad y calidad de ADN extraido vy la

cantidad extraible depende del protocolo de extraccién, el tipo de insectos, la parte del cuerpo del
insecto donde se pretenda extraer el ADN y la diversidad de microorganismos presentes en el
hospedero, (Birer et al; 2017), por ejemplo, Birer et al; (2017), demostraron que pequefias
variaciones en el método de extraccion de ADN resulta en cambios sustanciales en el nimero de las
"Unidades Taxondmicas Operacionales" (OTU) identificadas y su abundancia relativa en la misma
muestra. Cuando se trabaja con ADN cuticular de insectos, la pureza y la cantidad de ADN que se
extrae estd por debajo de los umbrales de detencidon minimos, (Birer et al; 2017), sin embargo, pese

a la cantidad de ADN extraido, las muestras se pueden amplificar con éxito, (Rubin et al; 2014).

Posterior a la extraccién de ADN, se amplifica la regién 16S del rRNA mediante la técnica de PCR. Los
cebadores que se utilizan para amplificar, estdn dentro da las regiones conservadas, las cuales
comprenden mas de una regién hipervariable, V1-V2, V3-V5 y V6-V9, cada regién se inclina mas por
algunas clasificaciones taxondmicas como lo es la region V1-V2 la cual detecta mayor sesgo por
Clostridium, por lo cual se recomienda usar las regiones, V3-V4 y V3-V5 ya que sus clasificaciones no
tiene inclinacion por algun tipo de bacteria, (Shahi et al; 2017).

La secuenciacion se realiza a partir de la amplificacién del RNA 16S, una de las técnicas mas utilizadas
es la tecnologia llumina para poblaciones microbianas, que permite la obtencién de amplicones
pequefios, los cuales cubren del 97 al 99 % del genoma, asimismo, esta tecnologia permite secuenciar
miles a millones de fragmentos de ADN diferentes al mismo tiempo, el analisis del RNA 16S, por este
método ha permitido mejorar y conocer los muestreo de diferentes comunidades bacterianas
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(Herndndez et al; 2020). El archivo FASTA que se obtiene de la secuenciacion, es usada para realizar
alineamientos multiples de secuencias, seguidas de la identificacién de las OTUs y la estimacion de la
poblacion bacteriana presente. La similitud entre un par de secuencias se calcula como el porcentaje
de sitios idénticos presentes; estas secuencias comparan las bases con bases de referencia ya
registradas para identificar su origen taxondmico. Este tipo de andlisis se lleva a cabo a partir de
algoritmos bioinformaticos que permiten realizar el control de calidad y el analisis detallado de las
secuencias, (Breitwieser et al; 2018). La identificacion de los OTU se realiza en sistemas
computacionales como Mothur y QIIME, (Batista et al; 2002). El sistema bioinformatico QIIME sirve
para analizar los microbiomas a partir de datos de secuenciacion de ADN, este programa permite la
construccion de arboles filogenéticos, mapas de calor, identificacion de la diversidad alfa y beta, las
cuales son faciles de interpretar sise carece de conocimiento bioinformatico, (Hernandez et al; 2020).

13| Pagina



2. Antecedentes

El uso excesivo de plaguicidas para el control de plagas ha generado, no sdlo deterioros ambientales
y problemas de salud, sino que los suelos donde son aplicados estos productos sufran afectaciones,
ya que pierden su fertilidad o bien, el microbioma presente en el suelo se adapta al constante uso de
plaguicidas, (Alvarez et al; 2015). Se ha estudiado a las bacterias Pseudomonas, Flavobacterium y
Burholderia, debido a que hidrolizan el fenitrién (insecticida organofosforado), para su posterior
metabolizacién utilizdndolo como fuente de carbono, asimismo, se ha encontrado la presencia de
Burholderia como simbionte en la chinche del frijol, esta plaga afecta a cultivos de leguminosas y se
puede ver beneficiada ya que al tener a la bacteria Burholderia, le podria conferir resistencia a la
aplicacion de plaguicidas, haciendo méas complicado su control, (Kikuchi et al; 2012). Por otro lado, el
uso de HE como control biolégico se ha implementado como una alternativa mas ecoldgica, sin
embargo, la micosis del hospedero se ha visto interferida debido a que éste, activa respuestas
inmunes para inhibir la infeccion o bien los microorganismos adheridos a la cuticula del hospedero al
verse amenazados, activan mecanismos de defensa para protegerlo (Ortiz et al; 2013).

El papel que juega el microbioma es muy importante para la vida de muchos organismos,
incluyéndonos, ya que la presencia o ausencia de éste puede alterar nuestra homeostasis, sin
embargo, dentro del campo agricola, la presencia de plagas resistentes a infecciones por HE, no tiene
un efecto positivo, sino al contrario, provoca pérdidas econdmicas, como es el caso de la plaga de X.

affinis.

Cada vez se reportan mas casos de insectos resistentes a distintos plaguicidas quimicos o bioldgicos
y en algunos casos se ha demostrado el papel de los microorganismos asociados al insecto en este
fendmeno. Tal es el caso de la mosca tse-tsé, este insecto posee una bacteria simbidtica Gram
negativa en su intestino llamada Wigglesworthia, la cual influye en la fertilidad, inmunidad y nutricién,
(Pais et al; 2008). Wang et al; (2017) demostraron que la ausencia de Wigglesworthia como simbionte
de la mosca la hacia mds vulnerable a las infecciones por HE. Algunos simbiontes de insectos plaga al
verse amenazados generan algun tipo de compuesto como sistema de defensa; porejemplo, Tribolium
castaneum es capaz de inhibir a B. bassiana, a partir de la produccién de benzoquinonas (Boucias et
al; 2018). Por otro lado, Sivakumar et al; (2017) caracterizaron las bacterias intestinales asociadas con
A. biguttula biguttula y estudiaron especialmente a la bacteria B. pumilus en la nutricion y la defensa
contra los hongos entomopatdgenos. Esta bacteria estd asociadacon la inhibicion del crecimiento de
los hongos entomopatdgenos.

Asimismo, es importante mencionar que este tipo de resistencias no sélo se da a la infeccion de HE,
sino, también se ha demostrado que en algunos experimentos los insecticidas se degradan con mayor
facilidad, por ejemplo, Ramya et al; (2016) estudiaron la degradacién de los insecticidas por la polilla
de la espalda del diamante (DBM); e identificaron en el microbioma intestinal Pseudomonas sp., P.
aeruginosa y Bacillus sp. El microbioma cultivable lo colocaron con diferentes insecticidas teniendo
como resultado que las carboxilesterasas producidas por algunas bacterias degradan completamente
el malatién y los insecticidas con compuestos alifaticos, aromaticos y heterociclicos.
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Dada la evidencia que existe de la correlacién entre el microbioma de los insectos y su susceptibilidad
o resistencia a diferentes estrategias de control de plagas, incluyendo las infecciones por hongos
entomopatogenos, en este trabajo buscamos proponer un protocolo para la extraccién del ADN
cuticular de Xyleborus affinis e investigar si existe composiciéon de microbioma bacteriano.
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3. Justificacion

La produccion de alimentos es indispensable para nuestra supervivencia, y la demanda de consumo
alimentario cada vez es mayor; sin embargo, los rendimientos agricolas se ven afectados por diversos
factores como son la pérdida de cultivos por sequias, enfermedades de los cultivos o bien por
infestacién de plagas.

Las pérdidas de cultivos por plaga a nivel mundial son de hasta un 40 % (FAO, 2019). Los plaguicidas
son el método de control mas utilizado, sin embargo, estas sustancias quimicas a pesar de su rapida
accion tienen efectos negativos que incluyen la infertilidad de los suelos, dafios colaterales al medio
ambiente, a la salud humana y animal, y el desarrollo de resistencia a los plaguicidas. Para limitar el
uso de insecticidas quimicos, se ha propuesto el uso de agentes de control biolégico como parte de
estrategias para el manejo integral de plagas. La efectividad de los agentes de control bioldgico en
campo depende de una gran variedad de factores, incluyendo la temperatura, la humedad,
exposicion a radiacion ultravioleta, el tipo de plaga que se intenta manejar y la técnica de aplicacion
del agente de control biolégico. Ademas, los organismos que forman parte del microbioma de un
insecto pueden influir en la efectividad de un agente de control bioldgico, incluso en la resistencia de
ciertos insectos a plaguicidasquimicos.

Aunque hay numerosas investigaciones respecto a la influencia de todos los factores antes
mencionados sobre la eficacia de los agentes de control bioldgico, hay muy poca informacion
respecto a cémo el microbioma asociado a la cuticula de los insectos puede influir en la resistencia o
la susceptibilidad del insecto a un agente de control bioldgico. La identificacion de los
microorganismos que se encuentran en al microbioma de un organismo permite conocer cémo una
poblacién microbiana (presencia o proporcién entre las especies) puede ser determinante en la
resistencia que presenten los insectos a cualquier tipo de MIP. El uso de escarabajos de campo permitira
analizar mejor la influencia del microbioma con su hospedero ante la susceptibilidad a infecciones causadas
por patdgenos ya que son extraidos de su ambiente nativo y no han sufrido algiin cambio a diferencia del uso
de escarabajos modelo, los cuales son criados en laboratorio como es el caso de Tenebrio molitor, por lo
tanto, este trabajo propone infectar a escarabajos de Xyleborus affinis criados en laboratorio y
recolectados de campo con B. bassiana, para conocer la susceptibilidad que estos tienen ante la
infeccion causada por el hongo, y posteriormente amplificar la regién V3-V4 del RNA 16S. Con esta
informacioén se podria tener un primer acercamiento para explicar la influencia del microbioma cuticular
en la resistencia de insectos ante la infeccion por hongos entomopatégenos.
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4. Hipotesis

La susceptibilidad de Xyleborus dffinis a la infeccidn por hongos entomopatdgenos serd mas alta en
insectos cultivados en el laboratorio que en insectos colectados de campo; las diferencias en la
susceptibilidad del insecto estan relacionadas con una mayor diversidad en el microbioma asociado
a la cuticula del insecto.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Comparar la susceptibilidad de escarabajos de Xyleborus affinis cultivados en el laboratorio vy
colectados de campo, infectados con hongos entomopatégenos y establecer un protocolo que
permita la extraccion de material genético del microbioma asociado a la cuticula del insecto.

5.2  Objetivos especificos

e Producir conidios en sustrato sdlido de las cepas CHE-CNRCB 431 (Baeuveria bassiana), CHE-
CNRCB 307 (/saria javanica), CHE-CNRCB 213 (Metarhizium acridum).

e Determinar los parametros de calidad de los conidios de cada una de las cepas de HE.

e Establecer colonias de X. affinis con dieta artificial, en el laboratorio de bioensayos del Centro
Nacional de Referencia de Control Bioldgico.

e Recolectar escarabajos de X. affinis de campo.

e Comparar la susceptibilidad de los escarabajos cultivados en laboratorio y los colectados de
campo mediante bioensayos con hongos entomopatdgenos.

e Proponer un protocolo de limpieza de la Torre de Potter, para disminuir el sesgo de
microbioma ajeno a los escarabajos, X. affinis.

e Probar un protocolo que permita la extraccion de ADN cuticular de X. affinis con un kit
comercial.

e Obtener ADN para amplificar la region V3-V4 del gen del RNA 16S para posteriormente
secuenciar el microbioma del insecto.
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6. Materialesy métodos

6.1  Microorganismos y activacion de cepas

La cepa utilizada para realizar los bioensayos, fue el hongo Beauveria bassiana, el cual se encuentra
dentro de la coleccion de hongos entomopatogenos (CHE), del Centro Nacional de Referencia de
Control Bioldgico (CNRCB), Colima. Identificada como CHE-CNRCB 431, afio de coleccion 2014,
localizada en Comala, Colima, extraida de arboles de café del hospedero Hypothenemus hampei,
(Serna et al; 2019). Asimismo, se activaron la cepas, 307 (/saria javanica) y 213 (Metarhizium acridum)
de la coleccién de CHE del CNRCB, (van Lenteren et al; 2019)

6.2  Cultivo de cepas

Para poder producir conidios en sustrato de arroz, primero se activaron los hongos, para lo cual se
tomdé una muestra de los conidios de cada una de las cepas que se encontraban sobre silica gel
almacenadas a 4°C en la CHE-CNRCB. Posteriormente las muestras se inocularon en cajas Petri las
cuales contenian medio sdlido (Agar Dextrosa Sabouraud 65 g/L suplementado con extracto de
Levadura 2 g/L, el medio fue previamente esterilizado a 120 °C, 15 psi durante 20 min). Finalmente,
las cajas se incubaron a 25 +2 °C durante 15 dias.

Después de los 15 dias, se tomdé una muestra del cultivo anterior y se colocd en 10 mL de Inex-A
(0.1%), se agitd durante 3 min en el Vortex®, posteriormente se tomaron 50 ul de las suspensiones
de cada una de las cepas y se vertieron en cajas Petri, las cuales contenian medio sdlido de Agar
Dextrosa Sabouraud (6 g/L) suplementado con Extracto de Levadura (2 g/L) previamente esterilizado
por calor himedo a 120 °C, 15 psi durante 20 min, los inéculos se distribuyeron homogéneamente
con varillas Drigalski y se incubaron a 25 +2 °C durante 15 dias, tiempo en el cual se observd
esporulacion de cultivos.

6.3 Producciéon de conidios en estado solido

La produccién de conidios se realizé sobre arroz como sustrato, para lo cual, se rasparon 2 cajas Petri
con conidios, de cada una de las cepas, con ayuda de una espatula, posteriormente los conidios se
colocaron en tubos coénicos con capacidad para 50 mL, el cual contenia 20 mL de una solucién de
Inex-A 0.1%, se agité en un vortex durante 3 min a maxima velocidad y se realizé el conteo de conidios
en la cdmara de Neubauer, para posteriormente inocular en arroz.

Para llevar a cabo la inoculaciéon en el medio de arroz, se prepararon 15 frascos seroldgicos con
capacidad para 110 mL para cada cepa, los cuales contenian 10 g de arroz precocido (Valle Verde);
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los cuales fueron cubiertos con tela quirdrgica, éstos se esterilizaron a 120 °C, 15 psi durante 20 min,
posteriormente se determind el porcentaje de humedad del arroz por medio de una termobalanza
(ADN MX-50), la humedad promedio fue de 4.55% vy se ajustd a 40 % en cada frasco (Angel et al;
2015).

Después de ajustar el porcentaje de humedad, se inocularon, por grupo de 15 frascos con arroz, las
cepas CHE-CNRCB 431, 307 y 213 con una suspension cuya concentracion fue 1 x10° conidios/ gssi.
Finalmente se incubaron en una camara Bioclimatica (Binder) por 15 dias a 26° C, 60 % de humedad
y un fotoperiodo de 12:12 (luz: obscuridad).

Pasados los 15 dias, los frascos se colocaron durante tres dias en la camara Bioclimatica (Binder) a
tres porcentajes de humedad diferentes, 50% por 24 h, 40% por 24 h y 30% por 24 h a una
temperatura de 22°C, con el objetivo de retirar humedad, del sustrato y los conidios, obteniéndose
un porcentaje de humedad de 4.30%.

6.4  Extraccion de conidios

Se eligieron al azar sdlo cinco frascos seroldgicos de cada cepa, que contenia arroz y conidios, cada
uno de ellos fue tamizado por una malla de acero inoxidable que permitié el paso de los conidios y
retuvo el arroz, los conidios se colectaron en tubos cénicos de 50 mL, posteriormente se determind
la humedad de los conidios con una termobalanza (ADN MX-50 MOISTURE ANALYZER), la cual fue de
4.3%, finalmente se conservaron a 4 °C hasta su uso. En esta temperatura los conidios tienen un
mavyor tiempo de vida Gtil (Jenkins et al; 1998).

6.5 Control de calidad de HE

Para determinar el control de calidad de los conidios producidos, se calculé el rendimiento, se
contabilizaron los conidios por gramo y se calculd el porcentaje de germinacion, (Angel et al; 2015).

6.5.1 Rendimiento
Se determind individualmente el peso inicial y final (después de la extraccién de los conidios),

de los tubos cénicos y se calculé la diferencia. Posteriormente se calculé el rendimiento con
la siguiente ecuacién.

__ K
10gssi

y

u: diferencias de peso gssi: gramos de sustrato sélido inicial
y: rendimiento
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6.5.2 Germinacion

Se realizé una suspension de conidios con aproximadamente 5 mg de polvo de conidios puros
de cada cepa en 10 mL de una solucion de Inex A 0.1%, previamente esterilizada por calor
hdmedo, posteriormente, se colocaron 50 uL de cada una de las suspensiones, en cajas Petri,
las cuales tenian medio SDA suplementado con extracto de levadura (2 g/L). Los conidios se
dejaron germinar durante 20 h a 25 +2°C. Posteriormente, cada caja se dividid en cuatro
cuadrantes y se contabilizaron 100 conidios por cuadrante, registrandose el nimero de
conidios germinados y no germinados en un microscopio optico a 40 X. Finalmente, el
porcentaje de germinacion se calculd con la siguiente ecuacion.

# de conidios germinados

0 i ion = x 100
% germinacion #conidios totales

6.6  Colonia de Xyleborus affinis

Las hembras de X. affinis, fueron criadas con una dieta artificial a base de aserrin de arbol de aguacate,
para lo cual, una colonia previa fue diseccionada y se separaron cuatro hembras, estas fueron
colocadas en un tubo con dieta, al cual se le colocé un tapdn de algoddn y se dejé que la colonia se
desarrollara durante 4 semanas a 25 +2° C (Cooperband et al; 2016).

6.7 Colecta de los escarabajos X. affinis en campo

Los escarabajos fueron colectados, en el Rancho Huerta Valdi Campo, carretera Colima-Naranjal, km
12, Comala, Colima, ubicado en las coordenadas geograficas, 19°2428.0""N103°40°00.0""W.

Los arboles de los cuales se realizaron las colectas, debian cumplir las siguientes caracteristicas:
marchitez, la corteza deberia mostrar secciones rojizas y en la parte inferior del tronco, se debia
observar virutas de aserrin como se muestra en la Figura 4 ( Castrején et al; 2017). Una vez elegido
el arbol se cortaron secciones paralelas del tronco con una motosierra.
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Figura 4 Arbol infectado por X. affinis

Los troncos recolectados se colocaron en una caja de 75 cm de largo, 30 cm de altura y 30 cm de
ancho, la cual fue previamente desinfectada con una solucidon de alcohol al 70% y se expuso a
radiacién UV-C durante 2 h, ésta se cerrd y se mantuvo asi por 24 h, tiempo suficiente para que los
escarabajos salieran por si mismos, (Figura 5). Transcurrido las 24 h, se llevd a cabo la colecta con un
pincel (esterilizado por calor seco a 160°C por 2 h).

Para reducir la variabilidad en los experimentos se decidid usar sélo escarabajos hembra en los
bioensayos, debido a que las hembras de X. affinis son las encargadas de fundar nuevas colonias y la
proporcion dentro de las galerias es mayor en comparacion con los machos (Biedermann et al; 2020),
por lo que fue necesario realizar la identificacion morfoldgica de cada individuo, asimismo, esta
identificacion ayudo a seleccionar a que los escarabajos de campo pertenecieran a X affinis.

Por la tanto, los escarabajos colectados de campo se acumularon en una caja Petri estéril de 47 mm,
paralelamente se hizo la identificacion morfologica de los escarabajos con base a los estandares de
Hulcr et al; (2015), quienes indican que X. affinis a diferencia de otras especies de Xyleborus, se
caracteriza por el declive en los élitros (alas anteriores) mas convexos, asimismo, presentan las setas
(vellos) mas gruesos, tiene un color mas pdlido y en las estrias | y Il existen pequefios
denticulos,(Rabaglia et al; 2006). La identificacion se realizd en el laboratorio de la Coleccion de
Insectos del CNRCB con el equipo Stereo Discovery V2, Axion cam HRC.
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Figura 5. Escarabajos de X. affinis, en el exterior del tronco, después de 24 h.

6.8 Limpieza de la Torre de Potter

Existen diferentes métodos para la inoculacién de conidios de hongos entomopatdgenos en insectos.
Comunmente se emplea la inmersion del insecto en una suspensién de conidios preparada en una
solucion de algun detergente (0.05% Tween 20, Tritdn al 1.2% X-100 o Inex al 0.1%. Sin embargo,
como el objetivo principal de este trabajo es analizar el microbioma presente en la cuticula de
insectos, la inmersion del insecto en una solucién con detergente podria desprender parte de las
bacterias presentes en su cuticula, (Birer et al; 2017).

Como alternativa para la inoculacién de los insectos, se decidio utilizar una torre de Potter (Figura 6).
La torre de Potter es un equipo automatizado que se utiliza para la inoculacién de insectos, esta dpera
a partir de una aspersion automatizada, la cual distribuye liquidos uniformemente en un area circular
de 9 cm (Nunes et al; 2016).

Asimismo, para eliminar los sesgos de microorganismos contaminantes que podrian estar presentes
en la Torre de Potter y en laboratorio, antes de realizar los bioensayos, el area de Bioensayos del
Departamento de Hongos Entomopatégenos (DHE) del CNRCB junto con la Torre de Potter, se limpid
superficialmente con una solucién de etanol al 70% y se expuso toda el drea durante 2 h con Luz UV-
C, posteriormente, se dejaron pasar 18 h para poder ingresar al drea. Finalmente, el interior de la
Torre de Potter se limpid con 40 mL de una solucién de 5% de hipoclorito de sodio comercial, 40 mL
de etanol al 70 % y 40 mL de solucién de Inex- A (0.1%).
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Para comprobar la disminucion de contaminantes, se asperjaron 10 cajas de Petri que contenian
medio SDA, antes y después de la limpieza para poder comprobar la disminucion de agentes
contaminantes, las cuales se monitorearon diariamente por 7 dias.

Figura 6 Torre de Potter

6.9 Bioensayos

Se diseccionaron los tubos que contenian dieta a base de aserrin de 4 semanas de incubacién los
cuales contenian la colonia de X. affinis. Se seleccionaron 40 hembras, ademas de 40 hembras que se
colectaron de campo, y se formaron unidades experimentales. Cada unidad experimental estuvo
compuesta de 10 hembras, y cada experimento contd con tres repeticiones y un control, (Figura 7),
el experimentd se repitié en dos eventos independientes para dos concentraciones de conidios, (1.5
x 107y 1 x108 con/mL).

Los insectos control se asperjaron con 2 mL de una solucién de Inex 0.1% vy el resto de ellos fueron
asperjados con 2 mL de una suspensiéon de conidios de B. bassiana CHE-CNRCB 431 que fue
estandarizada a una concentracion de 1.5 x 107 y 1 x10® con/mL, con una torre de Potter (Burkard
Scientific, BS00281, Uxbridge, Reino Unido) que se calibrd a 125 KPa. Después de la inoculacién, los
insectos se pasaron a cajas Petri estériles de 90 mm que contenian papel filtro y se monitorearon
durante 30 min para asegurar que estaban vivos después del tratamiento; pasado este tiempo se
colocaron en tubos cénicos con capacidad para 5 mL que contenian 3 mL de dieta a base de aserrin
de arbol de aguacate (Anexo) sin antibidtico. Finalmente, los tubos se incubaron a 25 + 2°C durante
10 dias.
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Figura 7 Representacion de los experimentos con tres repeticiones.

6.10 Determinacion de mortalidad

Después de 10 dias, los escarabajos se sacaron de la dieta; los insectos muertos fueron colocados de
manera individual en cajas Petri con un papel filtro himedo y se dejaron hasta que presentaron
micosis caracteristica de B. bassiana; este proceso se realizd con el objetivo de asegurar que la

muerte de los escarabajos fue provocada por B. bassiana. Se calculd la mortalidad para cada
repeticion con la siguiente ecuacion.

# de insectos muertos
% mortalidad = x 100
10
Una vez obtenidos los resultados, los datos de porcentaje de mortalidad fueron convertidos mediante
transformacion angular (arcsen V(p/100 ) para que los datos cumplieran los supuestos de
normalidad y homogeneidad de varianza (Malpartida et al; 2013), posteriormente se realizd un

andlisis de varianza y una separacién de medias con la prueba de Tukey (a=0.05).
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6.11 Determinacion de Unidades Formadoras de Colonia

Durante el desarrollo del primer bioensayo de este proyecto, (el cual se corrié con la metodologia
descrita anteriormente, utilizando Unicamente escarabajos de laboratorio y una concentracion de
indculo de 1.5x107 con/mlL), se asperjaron cajas que contenian medio SDA con el mismo inoculo (B.
bassiana), con el que se inocularon los escarabajos de X. affinis. Debido a que se llevd a cabo este
proceso, nos percatamos que dentro de las cajas estaban creciendo en conjunto la cepa CHE-CNRCB
431 de B. bassiana con [. javanica. Por lo tanto, se determind las UFC presentes de B. bassiana e I.
Javanica

Para llevar a cabo la determinacion de UFC, se prepard una suspensién con el polvo de conidios que
se tenfa la sospecha que estaba contaminado, y se realizaron las siguientes diluciones 1:10, 1:100,
1:1000, 1:10000, 1:100000, posteriormente se inocularon 50 pL de las diluciones en cajas Petri por
duplicado, (estas contenian medio SDA y 0.6 g/ L de desoxicolato de sodio) y se distribuyeron
homogéneamente con varillas Drigalski, se incubaron a 25 + 2°C, durante 10 dias y se contabilizaron
las colonias

6.12 Extraccion de ADN del microbioma cuticular

Los escarabajos se sacaron de la dieta, se separaron individualmente y se identificaron los escarabajos
gue estaban vivos y muertos, se calculd la mortalidad, aplicando la misma metodologia antes
mencionada, a continuacidon se separaron en tres grupos, “control”, “escarabajos vivos” vy
“escarabajos muertos”, estos se colocaron de manera individual (como se observa en la parte
superior de la Figura 8) en tubos cénicos con capacidad para 2 mL, los cuales contenian 100uL de
Tampodn-A, se agitaron por 15 segundos en un Vortex®, el Tampon-A (TA), ayuda a separar las células
de la cuticula de los insectos (Birer et al; 2017). Posteriormente, los escarabajos se sacaron de los
tubos cdnicos y se colocaron en una caja Petri estéril de 47 mm con un papel filtro, al que se le
colocaron 100 pL de agua estéril (Figura 8 parte inferior). Finalmente, las placas se incubaron a 25 +
2°C durante 10 dias y se observé la aparicién de caracteristicas de micosis.

Los tubos cénicos que contenian la muestra del lavado fueron etiquetados adecuadamente y se
mantuvieron a -20°C hasta que se confirmd que la muerte de los escarabajos se debida a la infeccion
del hongo. Este procedimiento se realizé con cada una de las repeticiones.

La extraccién de ADN de las muestras de lavado, se llevé a cabo siguiendo el protocolo del kit “DNeasy
Blood & Tissue Kits” de QIAGEN vy la cuantificacion de ADN se realizé con el equipo Epoch de BioTek.
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Figura 8 Representacion de la separacion de los escarabajos X. affinis, después de los 10 dias de bioensayo

6.13 Tratamiento a la Taq polimerasa

Se utilizé una Taq polimerasa de la marca Invitrogen. Se hicieron 10 alicuotas de 10 uLy a una alicuota
se le dio un tratamiento previo con luz UV-B, a una intensidad de 0.545 mW/cm? durante 5 min, lo
que equivale a 0.163 J/cm?, dentro de una cdmara bioclimatica (Binder).

El tratamiento se realizd con el objetivo de disminuir los residuos bacterianos que se podrian
encontrar en la Taqg, ya que, Corless et al., (2000), reportaron que la Taq polimerasa puede contener
residuos de ADN contaminantes resultado de su fabricacidn, ya que cominmente la enzima se
expresa como una proteina recombinante de E.coli, y en ocasiones ésta se amplifica cuando se
utilizan cebadores universales como es el caso del ARN 16S, por lo cual, han empleado diferentes
métodos de tratamiento a la polimerasa, para solucionar este problema, como lo son el uso de luz
UV, enzimas de restriccion o el uso de DNAsas (Corless et al; 2000). Por lo tanto, se le dio un
tratamiento a la polimerasa utilizada en este experimento.

6.14 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Se amplifico la regién V3-V4 del 16S RNA con los siguientes cebadores:

Forward
5'TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG
Reverse

5'GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC

Los cebadores utilizados se mandaron a sintetizar en Uniparts S. A. de C. V., con base a la publicacién
de (Illumina, 2013).
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Se realizd la mezcla de reaccion con volumen final de 25 uL por reaccion, afiadiendo los reactivos
descritos en la Tabla 1y el termociclador se programd segun las condiciones descritas en la misma
Tabla. La PCR se corridé en un termociclador Applied Biosystems™ Veriti™ de 96 pocillos (lllumina,
2013).

Tabla 1 Reactivos y corrida de ciclos utilizados en la PCR

Reactivos X1 Ciclo de corrida
e H,Oultrapura 19.25 ul e 95°Cpor3min
* Amortiguador green (1x) 2.5l 25 ciclos
e MgCl, (1.5 mM) 0.75 ul e 95°Cpor30s
e dNTPS (0.2 mM) 0.5ul e 55°Cpor30s
e Cebador 165 F (0.4 mM) 0.5ul e 72°Cpor30s
* Cebador 165 R (0.4 mM) 8:2 i: e Final 72°C por 5 min
® Taq polimerasa 0.6l
® Muestras de ADN

Después de la corrida de la PCR, se realizd un gel de agarosa preparado al 1.5 % (Anexo), al cual se le
cargaron 3 pL de cada muestra. Utilizando como marcador de peso molecular +HyperLadder™ 1kb,
amortiguador TE de corrida 1X marca QIAGEN. La electroforesis se realizd utilizando un Powerpack
de Bio-Rad a 90V por 1 h. Pasando el tiempo de corrida, el gel se colocé en amortiguador TE 1X con
2 ul de colorante GelRed durante 30 min y se reveld utilizando el fotodocumentador Gel Doc™ XT+
de Bio-Rad.

Finalmente se verificara que las bandas obtenidas correspondan a la regién V3-V4 del RNA 16S. Las
muestras se mandaran a secuenciar al instituto FISABIO (Valencia, Espafia), utilizando la tecnologia
llumina. Posterior a la secuenciacion, se realizard el analisis de secuencias y la formacion de arboles
filogenéticos, asimismo, se va a llevar a cabo la comparacién del microbioma bacteriano para conocer
si hay un cambio entre los escarabajos que se inocularon y presentaron la infeccién, los que se
inocularon y no presentaron infeccion y el control los cuales no fueron inoculados.
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7. Resultados

7.1  Cultivoy Control de calidad de Hongos entomopatogenos

Las cepas B. bassiana, M. anisopliae e |. javanica pertenecientes al CHE-CNRCB, que fueron
inoculados en 10 gramos de arroz con una concentracion de 1.6x10° conidios/ gssi, después de 15
dias de incubacién y 3 dias de secado, se cosecharon para determinar el rendimiento en
conidios/gramos de sustrato seco inicial, y el porcentaje de germinacion de los conidios, (Descrito en
la seccion 6.5).En la Figura 9 se observa el rendimiento y porcentaje de germinacién obtenidos de
cada una de las cepas cultivadas (B. bassiana, M. acridum e I. javanica) al inicio de este estudio. La
cepa con mavyor rendimiento y porcentaje de germinacion fue B. bassiana con una produccion de
2.34 x10° con/gssi, y un porcentaje de germinacion de 98%; M. acridum con una produccion de
1.12x108 con/gssi, y 87.75% de germinacion e /. javanica con una produccion de 1.44 x10° con/gssi,
14.4 mg/gssiy 97% de germinacion

A B

2.50E+09 - B 100 = =
2.00E+09 - g 80 B

1.50E+09 _ :§ 60

1.00E+09 - é 40

5.00E+08 - S 20

0.00E+00 = 0

B.basiana M. acridum 1. javanica B.basiana M. acridum I. javanica

Figura 9 Porcentaje de Germinacién y rendimiento de B. bassiana, M. acridum, . javanica

Con base a los resultados obtenidos, y debido a que B. bassiana presentd el mejor rendimiento y
porcentaje de germinaciéon en comparacién con las otras cepas, B. bassiana se selecciona para
realizar los bioensayos descartdandose el uso de las otras dos cepas.

7.2 Limpieza de la Torre de Potter

Para evitar contaminacién y que algunas de las bacterias u hongos presentes en la torre de Potter
infirieran en los resultados del microbioma presente en X. affinis, se disefié un protocolo de limpieza
(descrito en la seccién 6.8). En la Figura 10-A se observan cajas con SDA asperjadas, éstas presentaron
crecimiento fungico no identificado, asi como la presencia de bacterias sin identificar. En la misma
Figura 10, seccidn B, se observan las cajas de Petri con SDA, las cuales fueron inoculadas con 2 mL de
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Inex-A, después de aplicar el protocolo de limpieza. Es importante mencionar que el protocolo de
limpieza se aplico tanto superficialmente en el area en la que se realizd el bioensayo, como en el
interior en la Torre de Potter, estas cajas no presentan el crecimiento de algin tipo de
microorganismo a diferencia de la seccion A, a las cuales no se les aplicé el tratamiento.

Figura 10 Cajas de Petri antes y después de la limpieza de la Torre de Potter
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7.3 Colecta en campo

En la Figura 11, se observa que los arboles seleccionados para realizar la colecta cumplieron con las
caracteristicas mencionadas en la metodologia seccion 6.7, estos presentan marchitez (A), virutas de
aserrin (B) y la corteza muestra marchas rojizas (C). Los cortes que se extrajeron del tronco del arbol
(D) se llevaron al laboratorio, se seccionaron de forma circular (aproximadamente 15 cm de ancho),
con el objetivo de no dafiar a los escarabajos que se encontraba en el interior de los troncos.

Figura 11 Colecta en campo. En la seccidon A se observa los drboles de aguacate marchitos, en la seccién By C se observa
las virutas de aserrin y finalmente en la seccion D los cortes realizados para la recoleccion de escarabajos.
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7.4 ldentificacion morfoldgica de X. affinis

Todas estas caracteristicas de identificacion descritas en la seccién 6.7 se pueden observar en la
Figura 12, las cuales se cumplieron para los escarabajos seleccionados que fueron recuperados del
campo.

Figura 12 Identificacién morfoldgica de X. affinis.. Vista dorsal (imagen izquierda): A. crenulado bastante pequefio. B. Declive
convexo. C. Denticulos. Vista del escarabajo completo (imagen derecha), (Hulcr et al; 2015)

7.5 Bioensayos con escarabajos de Laboratorio usando una cepa
contaminada (B. bassiana — I. javanica)

En la Figura 13 se muestra con una flecha la presencia de /. javanica como co-inéculo de B. bassiana.
El conteo de B. basssina se realizd a una dilucién de 1:10000 y se registré el crecimiento de 232 UFC,
obteniéndose 4.7x10” UFC/mL para la suspensiéon madre. Por otro lado, el conteo de /. javanica se
realizé en una dilucién 1:1000 para la cual se contabilizo 154 UFC, obteniéndose 3 x10° UFC/mL en la
suspension madre. Estos datos obtenidos nos permitieron conocer el porcentaje de contaminacién de
I. javanica dentro del cultivo de B. bassiana, el cual corresponde a 6.38% de conidios de /. javanica.

Figura 13 Cepa de B. bassiana contaminada con I. javanica
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En la Figura 14, se observa el porcentaje de mortalidad causado por el consorcio de B. bassiana — |.
javanica el cual fue resultado de una contaminacion, asimismo, se muestra el porcentaje de
mortalidad que se obtuvo cuando se usd una cepa pura de B. bassiana libre de contaminante. El
consorcio formado por B. bassiana — I. javanica logré matar el 80.8% de los escarabajos sometidos a

este tratamiento, mientras que la cepa pura de B. bassiana, Unicamente alcanzd un porcentaje de
mortalidad del 53.78%.

Por lo tanto, existe una diferencia significativa entre el uso de la cepa pura y el consorcio utilizando

escarabajos de laboratorio, por otro lado, no existe diferencia significativa entre los controles de la
cepa pura y el consorcio.
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Figura 14 Porcentaje de mortalidad de X. affinis usando un consorcio de B. bassiana e I. javanica. Las letras muestran los
grupos obtenidos mediante la prueba de Tukey (a=0.05)
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7.6  Bioensayos con B. bassiana pura, escarabajos de Laboratorio vy
escarabajos de Campo

De las tres cepas activadas, se selecciond B. bassiana para realizar los bioensayos, ya que presenté el
mejor rendimiento y germinacion, esta se aplicd a dos concentraciones 1.5x10” con/mL y 1 x108
con/mL. Ambas concentraciones estan dentro de los intervalos que se han utilizado en estudios
previos (Castrejon et al; 2020).

En la Figura 15, se observa que el porcentaje de mortalidad causado por B. bassiana (a una
concentracion de 1.5x10’ con/mL), a los escarabajos de campo y de laboratorio no difiere
significativamente, obteniéndose un porcentaje de mortalidad de 55.89% en los escarabajos criados
en laboratorio y 51.77% en los escarabajos recolectados en campo. En cuanto a la mortalidad de los
controles, esta difiere significativamente, sin embargo, la desviacién del control de campo es mayor
gue el control de laboratorio.
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Figura 15 Porcentaje de mortalidad de X. affinis, a una concentracion de 1.5 X107 con/mL Grupos obtenidos mediante la prueba de
Tukey (a=0.05).

Por otro lado, en la Figura 16, se observa el porcentaje de mortalidad de los escarabajos de campo y
de laboratorio a una concentracion de 1 x10% con/mL, los controles no muestran una diferencia
significativa entre ellos, mientras que la mortalidad de los escarabajos infectados difiere
significativamente entre los escarabajos criados en laboratorio y aquellos extraidos del campo. Con
los escarabajos de laboratorio se obtuvo un porcentaje de mortalidad de 90%, este porcentaje de
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mortalidad fue mayor que los escarabajos de campo, de los cuales se alcanzd un porcentaje de
mortalidad de 64.18%.

En resumen, no se aprecia una diferencia en la mortalidad de los insectos colectados en campo
respecto a los insectos criados en laboratorio cuando se utiliza una suspension de conidios a una
concentracion de 1.5x107 con/mL, pero cuando se incrementd la concentracidon en un orden de
magnitud (1 x108 con/mL), la mortalidad de los insectos de campo y de laboratorio aumento.
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Figura 16 Porcentaje de mortalidad de X. affinis, a una concentracion de 1X108 con/mL. Grupos obtenidos mediante la prueba de Tukey
(a=0.05).
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7.7  ldentificacion de los escarabajos que presentaron micosis

Al término del bioensayo, los caddveres de los escarabajos que no sobrevivieron se colocaron en una
camara de humedad para verificar que la muerte del insecto se debia a la infeccidén por el HE.
Asimismo, los escarabajos se separaron por grupos, con el objetivo de analizar el microbioma en tres
estados diferentes del escarabajo, el primero es el control (testigos negativos), donde el microbioma
bacteriano no se ha visto alterado por la presencia de alguna infeccidon causado por HE,
posteriormente los escarabajos vivos inoculados y los escarabajos muertos inoculados, para evaluar
si hay una diferencia en cuanto al microbioma presente y asi poder comparar si el microbioma varia
en los tres estados, verificando si esta influyendo en cuanto a la susceptibilidad a la infeccion por HE.

En la Figura 17, se observan algunas muestras de insectos que se obtuvieron cuando se inéculo a una
concentracion de 1.5x107 con/mL, estos escarabajos se utilizaron para probar el protocolo de
extraccion de ADN cuticular, pero antes se dividieron en tres grupos, como se muestra en la Figura
17 el grupo “control” (insectos que fueron asperjados con la solucion de Inex-A sin conidios), el grupo
“sobreviviente inoculado”, el cual es el escarabajo que al momento de sacar el bioensayo estaba vivo
y después de colocarlo en papel filtro no presenté infeccién y finalmente los escarabajos “muertos,
infectados con micosis”, son aquellos que se infectaron con la cepa y después de extraerlos de la
dieta estaba muerto y presentaron micosis cuando se colocaron en el papel filtro himedo.

Control Sobreviviente  inoculado, sin | Muerto inoculado, con micosis
micosis

Figura 17 Caracterizacién de los escarabajos micosados después del bioensayo
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7.8  Cuantificacion de ADN cuticular de X. affinis

La cuantificacion del ADN cuticular de las muestras del escarabajo X. affinis se presentan en la Tabla

3. La pureza de cada una de las muestras se observan en la cuarta columna, estas estan levemente

fuera del umbral de una pureza éptima la cual esta en intervalos de 1.8-2.2,(Banco ADN, 2020).

Tabla 2 Cuantificacion del ADN cuticular de X. affinis

Muestra Abs 260 Abs 280 260/280 ng/uL
Control 0.004 0.001 2.654 3.752
Control 0.001 0 -3.75 0.825
Control 0.002 0.001 2.25 2474
Repeticionl 0.002 0 5.125 2.284
Repeticionl 0.001 0.001 1.583 1.044
Repeticion 1 0 0 15 0.167
Repeticion2 0.002 0 5.125 2.235
Repeticion2 0.002 0 3.625 1.602
Repeticion 2 .003 0.001 1.958 2.542
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7.9 Tratamiento de la Taqg polimerasa

Después de la extraccion de ADN, las muestras se utilizaron para amplificar la region V3-V4 del RNA
16S, y asi, determinar la presencia de microbioma cuticular. Junto con las muestras se corrieron tres
controles: dos negativos, los cuales contenian reactivos para reaccion de PCR, sélo que en vez de
muestra de ADN se afiadid agua ultrapura (QIAGEN); y un control positivo, el cual contenia los
reactivos para reaccion de PCR mdas ADN extraido de células de E. coli. Durante el desarrollo de los
experimentos nos percatamos que todas las muestras, incluyendo los controles negativos,
amplificaban en una banda de 500 pb, por lo tanto, este experimento se realizd probando reactivos
nuevos y en condiciones de esterilidad (dentro de una campana de flujo laminar) para descartar que
la contaminacién de los controles se debiera a factores ambientales, reactivos y material
contaminados; aun asi, los controles negativos, seguian amplificando.

En la Figura 18, se observa que aproximada a 500 pb hay tres bandas amplificadas. En el carril con
ndmero O se encuentra el marcador molecular en el carril con nimero 1 se observa el control positivo
el cual es DNA de la bacteria E. coli y finalmente en el carril 2 y 3 estan los controles negativos los
cuales no tendrian que amplificar ya que no tenfan material genético.
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Figura 18 Gel de las muestras amplificadas. Carril 0: marcador; carril 1: control positivo; carriles 2y 3: controles negativos.

Por lo tanto, se le dio un tratamiento a la polimerasa, aplicando la metodologia descrita en la seccion
de materiales y métodos, seccién 6.13.
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El uso de esta dosis dio buenos resultados (no aparecian bandas en el control negativo y las bandas
de control positivo estaban bien definidas). En la Figura 19, se observa que, en los controles negativos,
correspondientes a los carriles 2y 3, ya no se noté la presencia de una banda y Unicamentese observo

la banda del control positivo (carril 1) que es ADN de la bacteria E. coli.
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Figura 19 Gel de las muestras amplificadas. Carril 0: marcador; carril 1: control positivo; carriles 2 y 3: controles negativos
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7.10 Amplificacion de la regién V3-V4 del gen del RNA 16S de microbioma
cuticular de X. affinis

Posterior a la cuantificacion de las muestras de ADN cuticular de X. affinis y del tratamiento a la Taq
polimerasa, las muestras se amplificaron por PCR para comprobar la posibilidad de obtener
amplificacién del RNA 16S, necesaria para la caracterizacién taxondmica del microbioma. En la Figura
20, en el carril 0 se encuentra el marcador HyperLadder™ 1kb. En los carriles siguientes se encuentran
los controles y muestras amplificadas. En el carril 1y 2, se observan los controles negativos, en el carril
3 se observa una banda alrededor a 500 bp que corresponde al control positivo (DNA genémico de E.
coli.). A partir del carril 4, se encuentran las muestras amplificadas del ADN cuticular de X. affinis. Las
bandas observadas en los carriles 4-6, corresponden a los controles de los escarabajos de X. affinis sin
infectar, las bandas observadas en los carriles 7-9, corresponden a muestras de los escarabajos que
fueron infectados y no presentaron micosis, a partir del carril 10-13, son las muestras de escarabajos
muertos que presentaron infeccion por el hongo B. bassiana.

Por lo tanto, se obtuvo un total de 9 muestras aisladas, las cuales amplificaron alrededor de 500 pb,
sin embargo, aun se desconoce el género y especie de las bacterias.
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Figura 20 Gel de las muestras amplificadas por PCR, del ADN cuticular de X. affinis. Los carriles de 1-3 son los controles,
seguidos de los controles de las muestras de escarabajos (carril 4-5), posteriormente estan las muestras de escarabajos
infectadas con el HE (carril 7-13)
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8. Discusion

La produccién a gran escala de conidios de hongos entomopatdgenos en sustrato sélido utilizando
arroz, es una técnica frecuente, ya que ésta permite una mejor esporulacién, un buen crecimiento
micelial y presenta un buen balance nutricional en comparacion con la produccion en cultivo liquido;
ademas, el rendimiento en la produccion de conidios es mejor que el rendimiento obtenido usando
sorgo, trigo, maiz y cebada como sustrato (Mufiiz et al; 2017).

La produccion de conidios en estado sélido ha sido estudiada por diversos investigadores, Pham et al.,
(2010). reportaron que el rendimiento de B. bassiana en condiciones dptimas puede ser 4.05 g de
conidios / 100 g de arroz seco, por otro lado, Lopez et al; (2015) han encontrado que el rendimiento
de B. bassiana esta aproximadamente alrededor de 10'° conidios por gramos de sustrato seco. Ye et
al; ( 2006) obtuvieron una produccién de conidios de B. bassiana de .2.7x10° conidios/gramo de
sustrato seco, la produccion obtenida con la cepa CHE-CNRCB 431 B. bassiana estad dentro de los
rangos ya reportados. La produccién de HE como M. acridum e I. javanica, también juegan un papel
importante debido a que estos HE son capaces de infectar una variedad de plagas agricolas, por lo
tanto, se buscan algunas técnicas que permitan aumentar el rendimiento utilizando diversos
métodos. Angel et al; (2015), reportaron la produccién de /. javanica en arroz implementando jacinto
de agua como texturizador, logrando una produccion de 1x10° con/gss. En la busqueda de encontrar
cepas mas virulentas se ha logrado aislar cepas de M. acridum de diferente suelos agricolas,
obteniendo producciones de 9x108con/gss, (Alcantara et al; 2020). Pese a que los conidios obtenidos
de las cepas M. acridum e I.javanica obtuvieron una buena calidad, y su porcentaje de germinacion
de I.javanica es mayor al 90 %, la cual es la minima requerida para uso en campo, se descartd su uso
para los bioensayos, ya que su estudio de viabilidad fue menor que B. bassiana, (Ramirez et al., 2014).

B. bassiana es mas utilizada para el control de X. affinis. Para poder desarrollar los bioensayos con la
cepa seleccionada, se propuso un protocolo de limpieza de la torre de Potter, el cual resultd eficiente
para disminuir el sesgo de contaminacién externa que pudiera adherirse a la cuticula de los
escarabajos e interfiriera en los resultados taxonémicos.

En una primera aproximacion, se realizd un bioensayo con una cepa contaminada, la cual se
encontraba en consorcio (B. bassiana e I. javanica), este co-indculo al ser sometido a bioensayo arrojé
gue la mortalidad de X. affinis después de 10 dias fue del 80.8 %.

Los resultados del primer bioensayo llamaban la atencidn, ya que una mortalidad de insectos del 80.8
% diferia de otros estudios reportados previamente usando la misma cepa (CHE-CNRCB 431) contra
el mismo insecto (X. affinis), la cual oscilaba alrededor de un 50% incluso cuando la concentracién de
conidios utilizada era mas alta ( Castrejon et al; 2017), ademds se habia observado conidiacién
caracteristica de B. bassiana e | javanica en cajas Petri con medio SDA que se asperjaban en la torre
de Potter, las cuales se usaban para monitorear una posible contaminacion por bacterias (un sesgo
gue no nos podiamos permitir ), para comprobar que no se trataba de una contaminacién ambiental
y que las conidios de /. javanica provenian del polvo de conidios puros que se utilizaban para realizar

41| Padgina



la suspensién de conidios, se procedié a realizar las diluciones seriadas donde se determind que el
porcentaje de contaminacién de /. javanica en el cultivo de B. bassiana fue de 6.38 %.

Algunos estudios han reportado qué con el objetivo de incrementar el porcentaje de mortalidad de
las plagas, no sélo se ha optado por la busqueda de nuevas cepas, sino, también se ha propuesto
implementar el uso de consorcios entre dos especies distintas de hongos entomopatdgenos, HE —
bacteria, HE - HE, etc. para conocer si esta asociacion tiene algin efecto aumentativo en la mortalidad
de los insectos plaga. Tal es el caso de Katiski et al; (2020) quienes estudiaron la compatibilidad que
generan Beauveria sp, Isaria sp., y Purpureoccillium para formar consorcios, reportando que el
consorcio entre estos hongos no forma micoparasitismo, por lo tanto, son viables para la formulacion
de co-cultivos. Pese a que no presenta el rendimiento que llegan a tener estas asociaciones, los
autores mencionan que la interaccion entre estos hongos aumenta la produccion de quitinasas y
algunas otras enzimas que ayudan a la degradacion cuticular de los escarabajos. Por otro lado,
Mantzoukas et al;(2013), han estudiado la sinergia generada al combinar Bacillus thuringiensis sp. con
Beauveria bassiana y Metarhizium robertsii evaluando la mortalidad de larvas de Sesamia
nonagrioides, el porcentaje de mortalidad aumentaba al combinar la bacteria con cada uno de los
hongos. Sin embargo, aunque este experimento no estaba dentro del proyecto, nos permitimos
reportar los resultados como el punto de partida de estudios futuros, donde no sélo se realicen
formulaciones, sino, se evalué el crecimiento de dos o mas HE juntos para la formacién de consorcios

En un segundo bioensayo utilizando conidios puros de B. bassiana, se observé que la mortalidad en
los insectos de laboratorio con respecto a su control aumento 0.86 veces, mientas que la mortalidad
de los insectos de campo con respecto a su control aumento 3.21 veces, sin embargo, no se observo
una diferencia significativa entre la mortalidad de los escarabajos de laboratorio y campo cuando se
les aplican los conidios de B bassiana a una concentracion de 1.5x10’conidios/mL, mientras que
cuando se aplican los conidios a una concentraciéon de 1x10® con/mL se observa mayor mortalidad en
los insectos de laboratorio. Esta diferencia de mortalidad puede ser causada por factores ambientales
como la humedad, el estrés que reciben los escarabajos durante su manipulacién, asi como, la
capacidad que tienen de alertar a sus sistema de defensa ante agentes patdgenos, y microorganismos
asociados al hospedero que puedan defenderlos ante agentes patdgenos (Ortiz- Urquiza y Keyhani,
2013).

Las cepas como B. bassiana, I. javanica y M. acridum, se han utilizado para controlar algunas plagas
agricolas, como es el caso de los escarabajos ambrosiales, en los cuales se han realizado bioensayos
con diferentes HE, para conocer su vulnerabilidad a la infeccion. Avery et al; (2018) probaron 3 tipos
diferentes de formulados a partir de B. bassiana (BotaniGard®), I. fumosorosoea (PFR-97® 20% WDG)
y M. brunneum (Met52® EC) contra X. crassiusculus, X. volvulus y X. bispinatus con el objetivo de
conocer silos hongos que tenian los formulados eran capaces de infectar a los escarabajos y cuantos
conidios viables podian conservar, encontrando que los tres productos podian provocar infeccion en
X. crassiusculus X. volvulus y X. bispinatus,. Por otro lado, Tuncer et al; (2019) reportaron estudios mas
detallados acerca de la mortalidad que causa B. bassiana y M anisopliae en X. germanus a una
concentracion de 1 x10° con/mLy 1 x108 con/mL, los cuales alcanzan un porcentaje de mortalidad
de 80y 100% vy 40y 64%,respectivamente,cuando la aplicacién es directa al insecto. Estos resultados
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son similares a los reportados por Castrejon et al; (2020) quienes trabajaron con la aplicacién de B.
bassiana a concentracion de 1 x10® con/mL sobre X. affinis y logré obtener un porcentaje de
mortalidad del 48%. Pese a que una de las concentraciones del inoculo utilizado en este proyecto, es
similar a los reportados por Castrejon, existe diferencia en cuanto a la mortalidad, ya que a una
concentracion 1.5 x107 con/mLy 1 x108 con/mL, el porcentaje de mortalidad fue mayor al 60%, tanto
en escarabajos de campo como en escarabajos en laboratorio. Sin embargo, no siempre la mortalidad
de los escarabajos depende al tipo de HE utilizado, sino, también de la capacidad que tienen los
insectos en inhibir el crecimiento de agentes patogenos (Ortiz-Urquiza y Keyhani, 2013).

Por otra parte, en este trabajo se planted estudiar si hay diferencias en el microbioma de X. affinisque
resisten la infeccidon de los hongos entomopatdgenos vs. insectos muertos por micosis. Por lo
anterior, decidimos trabajar con el lote de insectos que se expusieron a una concentracion de 1X10’
conidios/mL, para tratar de estudiar el microbioma de insectos pertenecientes a cada grupo y para
ellos se utilizaron escarabajos de X. affinis. El tamafio de las hembras de X. affinis es de 3 mm, por lo
gue la extraccién de DNA de los microrganismos asociados a la cuticula del insecto constituye un reto.
Después de una revisidn bibliografica se propuso el protocolo descrito en la secciéon de materiales y
métodos en Extraccion de ADN cuticular (Birer et al; 2017).

Después de determinar la concentracion de DNA, se observé que la cantidad de ADN que se lograba
extraer a partir del lavado de la cuticula de un insecto varia entre 0.1y 3.7 ug/uL (Tabla 3), por lo que
no era posible visualizarlo en un gel de agarosa. Sin embargo, diferentes autores han reportado que
la cantidad de ADN extraido de la cuticula de algunos escarabajos esta por debajo de los umbrales de
detencion minimos (Rubin et al; 2014);(Birer et al; 2017). Por lo tanto, se prosiguio a la amplificacién
por PCR de la region V3-V4 del gen 16S RNA utilizando los cebadores descritos en materiales vy
métodos.

Los primeros intentos para la amplificacién dieron resultados poco concluyentes debido a la aparicién
de bandas de alrededor de 500 pb en los controles negativos. La presencia de estas bandas podria
ser resultado de contaminacién con DNA de E. coli (que se utilizé como control positivo de PCR) en la
mezcla de reaccion o en alguno de los reactivos que se utilizaron para el PCR. Después de sustituir
todos los reactivos de PCR, la contaminacién en el control negativo permanecio, por lo que se
sospechd la presencia de residuos de ADN en la Taq polimerasa, resultado de que la enzima que se
utilizé se produce por la tecnologia del ADN recombinante de E.coli, y podria contener DNA traza de
la bacteria (Corless et al; 2000).

Para evitar este problema, se procedié a realizar alicuotas de 10 uL de la enzima, y someterlos a
tratamiento con luz UV-B, (Corless et al; 2000). Después del tratamiento con luz UV-B, se elimind por
completo la contaminacién en el control negativo. Por lo tanto, someter a la Taq polimera a radiacién
UV-B a una intensidad de 0.545 mW/cm? por 5 min da buenos resultados. Posteriormente, se realizd
la reaccion de PCR utilizando como templado el ADN extraido del lavado de la cuticula del insecto y
se sometio a la reaccién de PCR. Como se observd en los resultados (Figura 20), en todos los casos se
obtuvo una banda de alrededor de 500 pb, correspondiente a la regién V3-V5 del 16S RNA, indicando
la presencia de bacterias. Por otra parte, aln se desconoce si la banda es debida a una especie o son
varias especies las que la originan, esta incognita se puede resolver en futuros trabajos, con las
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técnicas de secuenciacién masiva a partir de marcadores taxonémicos. Con esta informacion
podremos inferir si las variaciones en la diversidad de los microorganismos presentes en la cuticula
de los insectos, o las diferencias poblacionales pueden tener alguna influencia en la susceptibilidad o
resistencia de X. affinis a la infeccidn con B. bassiana. En ese sentido, pese que aln no conocemos el
microbioma involucrado en los escarabajos de X. affinis y las funciones que cumple, en los diferentes
grupos que se realizaron (escarabajos sin inocular, escarabajos inoculados que no presentaron
infeccion y escarabajos inoculados que si presentaron infeccidn), aun no se descarta el analisis
taxondmico para identificar si hay variabilidad de microbioma, ya que se cuenta con el material
genético, el cual estd por mandarse a secuenciar.

Continuar con estos estudios resulta importante si consideramos que en trabajos realizados por
diversos autores, se ha identificado que el microbioma juega un papel importante de defensa de su
hospedero ante agentes patégenos, (Boucias et al; 2018). La presencia de agentes patdgenos como
lo son los conidios sobre la cuticula de escarabajos, crea una competencia entre patégeno-
hospedero, esto quiere decir, cuando los conidios se adhieren a la superficie cuticular secretan
enzimas, como quitinasas, proteasas e hidrolasas, ademads de acidos orgdnicos que les ayudan a
penetrar la cuticula de los escarabajos (Ortiz-Urquiza y Keyhani, 2013). Sin embargo, se ha observado
gue losinsectos también son capaces de inhibir el crecimiento de los conidios como accion de defensa
a partir de la secrecidon de lipidos, compuestos hidrofébicos y antimicrobianos (Ortiz-Urquizay Keyhani,
2013).

Existen varios trabajo que reportan que algunos insectos secretan metabolitos como defensa ante
patégenos, como es el caso de Tenebrio, el cual es considerado una plaga mundial y se ha
caracterizado por inhibir el crecimiento de B. bassiana a partir de la secrecion de benzoquinonas, las
cuales producen efectos antimicrobianos (Pedrini et al; 2015). También las chinches producen ( E) -

2-hexenaly ( E) -2-octanal, capaces de inhibir el crecimiento de M. anisopliae (Ulrich et al; 2015). De

hecho los antifungicos formados por las hormigas y termitas como lo son, el 4cido férmico vy la

termicina, también inhiben el crecimiento de algunos HE (Dossey et al; 2010). Sin embargo, no todas
las secreciones metabdlicas son producidas por las glandulas de los escarabajos, algunos

investigadores han reportado que los microorganismos simbiontes, también son capaces de producir
metabolitos que inhiben el crecimiento de patégenos como es el caso de los HE, con el propdsito de

defender al hospedero. Las hormigas cultivadoras de hongos estan en simbiosis con bacterias del
género Pseudonocardia, y estas son productoras de antibidticos, estos metabolitos inhiben el
crecimiento de patdgenos que las puedan afectar (Carr et al; 2012). Las bacterias Bacillus pumilus,
Bacillus atrophaeus, Bacillus amyloliquefaciens son bacterias Gram positivas, las cuales fueron
aisladas de la plaga Salta hoja de maiz y son capaces de inhibir el crecimiento de B. bassiana, (Toledo
et al; 2011), con base a lo anterior, se sabe que el rol que juegan los microorganismos simbiontes
dentro de sus hopederos es de suma importancia, tal es el caso de Buchnera una bacteria simbionte
del pulgdn, la cual es capaz de proporcionarle los aminoacidos esenciales para que el pulgdn pueda
tener una buena nutricién (Chong et al; 2019). Por lo tanto, conocer la funcién de los microorganismos
asociados a los insectos plaga, permitird buscar e implementar nuevas técnicas de control bioldgico,
en las que se contemple no sélo el ataque directo al hospedero
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, sino también a sus simbionte. como es el caso de los estudios realizado por Chung et al,,
(2018),quienes han propuesto el uso de ARNi para la inhibicién post-trascripcional de genes
asociados a bacterias simbiontes, las cuales tienen como objetivo la produccién de enzimas
encargadas de hidrolizar peptidoglicanos (PNG), los cuales al hidrolizarse activan el sistema
inmunoldgico del pulgdn. Esta propuesta, es una de las primeras aplicaciones en el control bioldgico,
donde el objetivo es alterar los microorganismos simbiontes de las plagas para que estas pierdan su
homeostasis y mueran.

Finalmente, uno de los objetivos de este trabajo era identificar si hay presencia de microbiomas sobre
la cuticula de escarabajo X. affinis, confirmando la presencia de bacterias cuticulares. En estudios
futuros se podra establecer como objetivo conocer el papel que juegan los microorganismos
simbiontes dentro de su hospedero y los mecanismos de defensa que toman los insectos ante
infecciones con hongos.
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9. Conclusion

La susceptibilidad de los escarabajos X. affinis ante la infeccidon por hongos entomopatdgenos fue
mas alta en insectos criados en laboratorio, en comparacién con la mortalidad de insectos
recolectados de campo a una concentracion de 1x10% con/mL utilizando a B. bassiana. Asimismo, el
protocolo de extraccién de ADN cuticular permitié extraer el ADN necesario para poder desarrollar
con éxito la PCR, sin embargo, la diferencia de la susceptibilidad aun no se puede asociar a alguna
bacteria especifica, ya que Unicamente se logré amplificar la region V3-V4, del RNA 16S, como primer
indicio de la presencia de bacterias cuticulares.
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10 Perspectivas

Con base a los resultados obtenidos en este proyecto vy la literatura consultada, sabemos que el
microbioma juega un papelimportante ante la defensa de su hospedero a infecciones por patdgenos,
por lo tanto, estudiar la asociacion que existe entre ellos podria contribuir en la implementacion de
técnicas mas sofisticadas para MIP. Entonces, secuenciar las muestras de ADN extraidas y analizarlas,
seria un primer indicio para conocer la relacion del microbioma bacteriano y el hospedero vy si este

influye ante la susceptibilidad ante HE.
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12. Anexos

Dieta artificial de laboratorio (Cooperband et al; 2016)

laboratorio para 900 ml de H,0

Dieta con antibidtico para escarabajos de

Dieta sin antibiotico para escarabajos de
campo para 900 ml de H,0

Tetraciclina

Sales de Wesson
Levadura de cerveza
Fécula de maiz
Peptona de caseina
Agar

Sacarosa

Aceite de germen de
trigo

Etanol 96 %

Aserrin de aguacate

0.65g
18¢g
9¢g
9¢g
9g
36g
18¢g
4.5 ml

9 ml
135g

Tetraciclina -
Sales de Wesson 28¢g
Levadura de cerveza 9¢g
Fécula de maiz 9¢g
Peptona de caseina 9g
Agar 36¢g
Sacarosa 18g
Aceite de germen de 4.5 ml
trigo

Etanol 96 % 9ml
Aserrin de aguacate 135¢g

Buffer Tampon- A

TrisCl 20 mM pH 8
EDTA sdodico 2 mM

Tritén al 1.2% X-100

Gel de agarosa

Elgel de agarosa se preparé con 1.65 g de agarosa y 110 ml buffer TE 10X de QIAGEN, el cual se diluyo

a 1X.
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