UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

AISLAMIENTO Y EFECTIVIDAD DE Beauveria bassiana VILLEMIN

PARA EL CONTROL BIOLOGICO DE LA CUCARACHA URBANA
Periplaneta americana L.

Por

GABRIELA DAMAS BUENROSTRO
Como requisito parcial para obtener el Grado de
DOCTOR EN CIENCIAS

ESPECIALIDAD EN MICROBIOLOGIA

Agosto, 2012



AISLAMIENTO Y EFECTIVIDAD DE Beauveria bassiana VILLEMIN
PARA EL CONTROL BIOLOGICO DE LA CUCARACHA URBANA
Periplaneta americana L.

Comité de Tesis

Dra. Patricia Tamez Guerra
Director de la tesis

Dr. Ricardo Alberto Gomez Flores
Secretario

Dr. Carlos Francisco Sandoval Coronado
1*" Vocal

Dr. Raul Torres Zapata
2° Vocal

Dra. Magdalena Iracheta Cardenas
3er. Vocal



INDICE

Pagina
RESUMEN 1
ABSTRACT 2
1. INTRODUCCION 3
2. ANTECEDENTES 6
2.1. INSECTO PLAGA: Periplaneta americana L. 7
2.1.1 Taxonomia 7
2.1.2 Ciclo de vida 7
2.1.3 Importancia en Salud Pablica 9
2.1.4 Control quimico 10
2.1.5 Control biolégico 10
2.1.5.1 Hongos entomopat6genos 11
2.1.6 Respuesta inmune de P. american 12
2.2. CONTROL BIOLOGICO POR Beauveria Bassiana 14
2.2.1 Taxonomia de Beauveria bassiana 14
2.2.2 Diversidad y variabilidad genética de B. bassiana 15
2.2.3 Ciclo infectivo 17
2.2.3.1 Adhesion 18
2.2.3.2 Germinacion 19
2.2.3.3 Formacion de apresorio 19
2.2.3.4 Enzimas hidroliticas 19
2.2.3.5 Toxinas 20
2.2.3.6 Esporulacion 21
2.2.4 Evasion del sistema inmune del insecto 22
2.2.5 Fermentacion de B. bassiana 24
2.2.6 Adyuvantes 27
3. HIPOTESIS 29
4. OBJETIVO GENERAL 30
4.1 Objetivos particulares 30
5. METODOLOGIA 31
5.1 MATERIAL BIOLOGICO 31
5.1.1 Establecimiento de la colonia de insectos 31
5.1.2 Aislamiento y cultivo de Beauveria bassiana (Bals) Vuillemin 31
5.2 EXPERIMENTOS DE B. bassiana 34
5.2.1 Fermentacion sélida 34
5.2.2 Fermentacion liquida 34
5.2.2.1 Conidios sumergidos y blastosporas (CS+B) 35
5.2.2.2 Sobrenadante filtrado (SF) 35



5.3 EVALUACION DE TRATAMIENTOS Y EXPERIMENTOS DE

B. bassiana
5.3.1 Actividad insecticida
5.3.2 Pruebas de viabilidad
5.3.2.1 Técnica de numero mas probable (Unidades formadoras
de colonias)
5.3.2.2 Porcentaje de germinacion
5.3.2.3 Actividad celular por el método colorimétrico de
reduccion del MTT
5.4 EVALUACION DE METABOLITOS EN PRODUCTOS
FERMENTADOS
5.4.1 Liofilizacion de los tratamientos/experimentos
5.4.2 Susceptibilidad de microorganismos a los metabolitos
5.4.2.1 Método de difusién en agar
5.4.3 Deteccion de Beauvericina (BEA) por cromatografia en capa
fina
5.5 TIPIFICACION MOLECULAR
5.5.1 Extraccion de ADN

5.5.2 Determinaciéon de variabilidad entre tratamientos de B. bassiana

mediante RAPD
5.5.3 Variabilidad entre tratamientos de B. bassiana por analisis de
espaciadores internos de transcritos (ITS)
5.5.3.1 Amplificacion de la region ITS
5.5.3.2 Restriccion de los productos de PCR

5.5.3.3 Purificacion de ADN (Productos de la amplificaciéon de la region

ITS)
5.6 RESPUESTA INMUNE HUMORAL
5.6.1 Actividad fenoloxidasa (PO)
5.7 ANALISIS E INTERPRETACION DE DATOS
6. RESULTADOS
6.1 EVALUACION DE TRATAMIENTOS/ EXPERIMENTOS DE
Beauveria bassiana

6.1.1 Seleccion de tratamientos
6.1.2 Evaluacion del experimento con conidios aéreos (CA)
6.1.3 Actividad insecticida (Al)

6.1.4 Pruebas de viabilidad
6.2 EVALUACION DE TRATAMIENTOS DESPUES DE
FERMENTACION LIQUIDA

6.2.1 Conidios sumergidos y blastosporas (CS+B)

36

37
38
38

39
40

41

42
42
42
43

44
44

45

46
46
46

47
47
47
48
50
50

50
o1
o1
53
54

54



6.2.1.1 Actividad insecticida (Al)

6.2.1.2 Pruebas de viabilidad
6.2.2 Sobrenadante filtrado (SF)
6.2.2.1 Actividad insecticida (Al)
6.2.2.2 Actividad antimicrobiana del sobrenadante
6.2.2.3 Deteccidn de Beauvericina (BEA) por cromatografia en capa fina
6.2 FERMENTACION LIQUIDA USANDO ACIDO BORICO COMO
ADYUVANTE
6.3.1 Cinética de crecimiento
6.3.2 Evaluacion del experimento de CS+B agregando H3BO,
6.3.2.1 Actividad insecticida (Al)
6.3.2.2 Pruebas de viabilidad
6.3.3 Evaluacion del experimento con sobrenadante filtrado (SF)
agregando H3;BO,4
6.3.3.1 Actividad insecticida (Al)
6.4 ACTIVIDAD INSECTICIDA ENTRE EXPERIMENTOS Y
TRATAMIENTOS
6.4.1 Actividad insecticida entre experimentos/tratamientos con y sin H3BO4
6.4.1.1 Actividad Insecticida contra Ninfas tardias
6.4.1.2 Actividad Insecticida contra Hembra
6.4.1.3 Actividad Insecticida contra Adultos machos
6.5 TIPIFICACION MOLECULAR
6.5.1 Extraccion de ADN total y mitocondrial (ADNmt)
6.5.2 Variabilidad de los tratamientos de Beauveria bassiana
mediante RAPD
6.5.3 Variabilidad entre cepas/aislamientos de Beauveria bassiana
mediante el andlisis de espaciadores internos transcritos (ITS)
6.5.3.1 Amplificacion de la regién ITS
6.5.4 Secuenciacion de la region de DNA-ITS
6.6 EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL DEL
INSECTO
6.6.1 Actividad innata de fenoloxidasa (PO) en Periplaneta
americana
6.6.2 Actividad fenoloxidasa (PO) de P. americana expuesta a
Beauveria bassiana
6.6.2.1 Actividad fenoloxidasa de ninfas tardias
6.6.2.2 Actividad fenoloxidasa de hembras
6.6.2.2 Actividad fenoloxidasa de machos
6.7 CORRELACION ENTRE LA ACTIVIDAD INSECTICIDA DE B.

54

55
57
57
59

61

62
64
64
66
66

66

67
68
70
70
71
73
74
74

78
78
78
79
79
80
81

82
82



bassiana Y LA ACTIVIDAD FENOLOXIDASA DE P. americana
6.7.1 Correlacién en ninfas tardias
6.7.2 Correlacién en hembras
6.7.3 Correlacién en machos
7. DISCUSION
8. CONCLUSIONES
9. LITERATURA CONSULTADA
Anexo 1

86
86
87
88
104
105
132

Vi



Lista de tablas

Pagina

w N

10

11

12

13

14

Taxonomia de P. americana

Taxonomia de Beauveria bassiana

Evaluacion de la actividad insecticida y viabilidad del experimento con conidios
aereos de los tratamientos de B. bassiana

Evaluacion del experimento de produccion de B. bassiana consistente en
conidios sumergidos y blastosporas (CS +B) de los cuatro tratamientos,
obtenidos a partir del producto final de la fermentacion liquida

Prueba de susceptibilidad de microorganismos mediante la prueba por difusion
en placa a los tratamientos de Beauveria bassiana filtrados a partir del
fermentado liquido final

Diferencias en la viabilidad durante la cinética de crecimiento de los
tratamientos de B. bassiana fermentados con diferentes concentraciones de
acido bdrico (H3BO,) durante 13 dias

Actividad insecticida del producto final de la fermentacion liquida (CS+B) con
H3BO, de los tratamientos de Beauveria bassiana

Evaluacion de la viabilidad de los tratamientos de B. bassiana del producto final
de la fermentacion liquida con H3BO,

Matriz de diferencias en la actividad insecticida (% de mortalidad) de los
experimentos de produccion de B. bassiana por fermentacion sélida (conidios
aéreos, CA), o fermentacion liquida (conidios sumergidos + blastosporas,
CS+B), 6 100 pL del sobrenadante filtrado (SF), sobre Periplaneta
americana en fase de ninfas tardias, hembras y machos

Secuencias de los cebadores utilizados en el anélisis RAPD, namero total de
bandas generadas (monomérficas y polimérficas) y el porcentaje de
polimorfismo obtenido para cada iniciador

Matriz de distancias derivado del analisis RAPD de los aislamientos de B.
bassiana obtenida del método Jaccard y UPGMA

Actividad fenoloxidasa (PO) innata (formacion de dopacromo-DO detectada a
una longitud de onda de 490 nm) en ninfas, hembras y machos de Periplaneta
americana

Actividad insecticida de los tratamientoss C1, C2, C4 y C6 de Beauveria
bassiana expuestos a 1 x 10° conidios/mL producidos por fermentacién sélida
(conidios aéreos, CA), o liquida (conidio + blastosporas sumergidas, CS+B), 6
100 pL de sobrenadante filtrado (SF), contra ninfas tardias, hembras y machos
de Periplaneta americana y su correlacion con la actividad fenoloxidasa

Correlacion de la actividad insecticida de los experimentos de produccién de
Beauveria bassiana y la actividad fenoloxidasa en Periplaneta americana en
ninfas tardias, hembras y machos

15

o1

55

59

63

65

66

69

76

7

80

83

vii



N° Lista de figuras Pagina
1 Diferentes etapas de desarrollo de Periplaneta americana 9
2 Region ITS del DNA 17
3 Ciclo de vida de B. bassiana 18
4  Sitios de accion de las proteasas 24
5 Colonia establecida de P. americana 32
6 Aislamientos C3, C4, C5y C6 de B. bassiana provenientes de insectos 33
colectados en su ambiente natural.

7  Fermentacion en cultivo liquido de los tratamientos seleccionados del hongo B. 35
bassiana

8 Proceso de filtracidn llevado a cabo en cada uno de los tratamientos después de 36
finalizado el tiempo de fermentacion

9 Colonias observadas de la cuenta viable de B. bassiana sobre un sustrato sélido 39
(PDA)

10 Conidios con presencia de tubo germinativo al observar las muestras 40

directamente al microscopio (40x)

11 Técnica de actividad celular usando el cambio de color por la reduccion de la sal 41

de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-.2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT).
12 Porcentaje de mortalidad de Periplaneta americana expuesta a los tratamientos 52
C1, C2, C4 y C6 de Beauveria bassiana del experimento con conidios aéreos

13 Porcentaje de mortalidad de Periplaneta americana expuestos a los tratamientos 56
C1, C2, C4 y C6 de Beauveria bassiana del experimento de conidios
sumergidos + blastosporas

14 Porcentaje de mortalidad de Periplaneta americana expuestos a los tratamientos 58
C1, C2, C4 y C6 de Beauveria bassiana del experimento con sobrenadante
filtrado

15 Bioensayo de evaluacion de toxicidad del sobrenadante (Filtrado) mediante el 60
método de difusidn en pozo en agar a bacterias sensibles a las micotoxinas de
B. bassiana

16 Valor de Rf del estandar de Beauvericina 62
17 Cinética de crecimiento de los tratamientos de B. bassiana fermentados con 64

diferentes concentraciones de acido bdrico (H3BO,) durante 13 dias

18 Mortalidad de Periplaneta americana expuestos a los tratamientos C1, C2, C4y 68

C6 de Beauveria bassiana a partir del producto final de la fermentacion
liquida y posteriormente filtrados agregando H3BO,,
19 Mortalidad de Periplaneta americana en fase de ninfas tardias expuestos a los 71

tratamientos C1, C2, C4 y C6 de Beauveria bassiana

viii



20

21

22

23

24

25

26

27

28

Mortalidad de Periplaneta americana en fase de adultos hembras expuestos a los
tratamientos C1, C2, C4 y C6 de Beauveria bassiana

Mortalidad de Periplaneta americana en fase de adultos machos expuestos a los
tratamientos C1, C2, C4 y C6 de Beauveria bassiana

Productos de amplificacién de ADN usando los cebadores OP de la serie A
(10,11 Y 15), B (08), AB (18) y D (13)

Dendograma derivado del anélisis RAPD de los aislamientos de B. bassiana

Productos de amplificacién de ADN-ITS de los aislamientos de B. bassiana

Actividad fenoloxidasa (PO) innata en Periplaneta americana en estados ninfales
y adultos (hembras y machos)

Actividad fenoloxidasa (PO) en ninfas tardias de Periplaneta americana
expuestas a los tratamientoss C1, C2, C4 y C6 de Beauveria bassiana

Actividad fenoloxidasa (PO) en hembras de Periplaneta americana expuestas a
los tratamientoss C1, C2, C4 y C6 de Beauveria bassiana

Actividad fenoloxidasa (PO) en machos de Periplaneta americana expuestos a
los tratamientos C1, C2, C4 y C6 de Beauveria bassiana

72

73

75

7

78

79

81

84

85



RESUMEN

La cucaracha urbana Periplaneta americana L. es un vector mecanico de muchos
patdgenos microbianos de humanos. Su principal control es por insecticidas quimicos y en
menor grado por bioinsecticidas, incluyendo hongos entomopatdgenos. En el presente
trabajo, evaluamos la patogenicidad de cuatro tratamientos del hongo Beauveria bassiana
(Bals.) Villemin, dos cepas comerciales (C1 y C2) y dos aislamientos de insectos infectados
colectados en Nuevo Lebn, México (C4 y C6). Para determinar su actividad insecticida
contra la cucaracha, los cuatro se produjeron y evaluaron como conidios aéreos (CA)
producidos por fermentacion sélida, o conidios en sumersion + blastosporas (CS+B) y
sobrenadante filtrado (SF), producidos por fermentacién liquida estos productos de
fermentacién fueron evaluados como tres experimentos por separado. La actividad de
fenoloxidasa (PO) en insectos es un mecanismo de defensa de tipo inmediata contra
patdgenos. En una evaluacién preliminar entre insectos sin tratar observamos que los
estadios ninfales tardios, las hembras y los machos presentaban mayor activacién de PO,
asi que se evaluaron las diferencias en entre estas varibles (ninfas tardias, hembras y
machos de P. americana), antes y después de exponerlas a los diferentes tratamientos y
experimentos descritos. Observamos que la actividad insecticida era dependiente del
tratamiento y propagulo, asi como de la toxicidad de los metabolitos presentes en el
sobrenadante, y era diferente para cada variable, donde la susceptibilidad de las hembras
fue mayor que para los machos y esta fue a su vez mayor que en ninfas tardias, mientras
que entre experimentos fue mayor con CS+B seguido por SF y menor con CA. En general,
de las variables estudiadas, las ninfas tardias fueron las menos susceptibles, el tratamiento
C4 fue el mas virulento y el experimento SC+B el mas patogénico. Solo un experimento
con CA vy el tratamiento C4, mostrd6 mortalidad mayor al 40%, y Unicamente contra
hembras; contra ninfas, el experimento con CA no mostro diferencias al compararlo contra
el control sin tratar. También se observé una relacién inversamente proporcional entre
virulencia y actividad de PO. EI anélisis de correlacion de Pearson revel6 una asociacion
significativa entre el aumento de la mortalidad en B. bassiana y la reduccion de la actividad
de PO, donde se observd que en ninfas tardias y machos tratados con CS+B y CA existia
una correlacion negativa al comparar la mortalidad y la actividad PO.

Ademas, la variabilidad genética de las cepas y aislamientos se definié y agrupé en
patrones de banda, mediante el analisis RAPD y por la secuenciacion de la regién ITS. Se
discute el papel que juega la fuente de B. bassiana y si se aplican CS+B o SF en lugar de
CA, con la virulencia contra P. americana y la activacién de la PO por el insecto.



ABSTRACT

The urban cockroach Periplaneta americana L. is a mechanical vector of many human
microbial pathogens. Its main control is by chemical insecticides and to a lesser extent by
bio-insecticides, including entomopathogenic fungi. In the present study we evaluated the
pathogenicity of four treatments of the fungus Beauveria bassiana (Bals.) Villemin, two
commercial strains (C1 and C2) and two isolates from infected insects collected in Nuevo
Leon, Mexico (C4 and C6). To determine their insecticidal activity against cockroaches,
the four treatments were produced and assessed as aerial conidia (AC) produced by solid
fermentation, or submerged conidia + blastospores (SC + B) and filtered supernatant (FS),
produced by fermentation liquid. The phenoloxidase activity (PO) is an innate defense
mechanism against arthropods pathogens. In a preliminary assay testing untreated insects,
it was observed that late instar nymphs, females and males showed greater PO activity.
Based on this, we evaluated the differences between these variables (late instar nymphs,
females and males of P. americana), before and after exposing them to the different
treatments and experiments, described above. We noticed that the insecticidal activity was
dependent on the treatment and propagule, as well as the toxicity of metabolites in the
supernatant. In addition, insecticidal activity was different among variables, where the
susceptibility of females was greater than that of males and late instar nymphs, whereas CS
+ B susceptibility was greater than than of SF and CA. Among variables, late instar nymphs
were the least susceptible, C4 treatment was the most virulent, and SC+B was the most
pathogenic. Only the experiment with AC and C4 treatment showed mortality higher than
40% against females; whereas no differences with AC against nymphs were observed as
compared with untreated control. We also observed an inverse relationship between
virulence and PO activity. Pearson correlation analysis revealed a significant association
between increased mortality by B. bassiana and the reduction of PO activity by P.
americana, which showed a negative correlation among late instar nymphs and males
treated with CS + B and AC, when comparing mortality and PO activity. Additionally, in
assessing the genetic variability among B. bassiana, strains and isolates were grouped in
band patterns using RAPD analysis and sequencing of the ITS region. We discuss the role
of B. bassiana source and whether the virulence against P. americana coud be imporved by
CS+ B or FS instead of CA, and the activation of PO by the insect.



1. INTRODUCCION

Debido a la sobrepoblacién mundial, el crecimiento de las grandes ciudades ha sido un
factor determinante en una mal planeada urbanizacion, carente de drenaje y servicios de
agua inadecuados, lo que ha fortalecido el desarrollo de organismos patdégenos para
humanos (Tompkins et al., 2011). Los insectos, juegan un papel trascendental ya que se
sabe que algunos de ellos son transmisores de microorganismos patdgenos que causan
enfermedades (Tachbele et al., 2006). Estos insectos vectores presentan una rapida
adaptacion al ambiente habitado por humanos, los cuales se establecen y aparecen en
nuevas areas, siendo responsables de epidemias histdricas como malaria, fiebre amarilla,
tifus, entre otras (Lounibos, 2002). Algunas cucarachas, especialmente de las especies de
Blatella germanica L. y Periplaneta americana L., son transmisores mecanicos de
microorganismos patdégenos a humanos. Asi mismo, se ha asociado a la cucaracha
americana P. americana con la transmision de protozoarios y bacterias enteropatdgenas
tales como Salmonella spp., y algunos estudios han mostrado que estos microorganismos
pueden sobrevivir hasta 10 meses en el tracto digestivos de estos insectos (Fathpour et al.,
2003; Graczyk et al., 2005; Zarchi y Vatani, 2008). Recientemente, se ha reportado a las
cucarachas como potenciales acarreadores de patdgenos como Escherichia coli y
Salmonella spp., en alimentos contaminados (Blazar et al., 2011). Otros estudios han
encontrado hasta un 93% de poblaciones bacterianas en el exoesqueleto de P. americana
(Pechal et al., 2007), lo que facilita el riesgo de transmision de patdgenos en lugares de alto
riesgo, como hospitales (Fathpour et al., 2003, Zarchi y Vatani, 2008). Sin embargo, se ha
encontrado que las bacterias que se encuentran al interior del tracto digestivo de las
cucarachas son mas patogénicas que las que se encuentran al exterior (Fakoorziba et al.,
2010).

Los bioinsecticidas a base de hongos como Beauveria bassiana (Bals.) Villemin y
Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorokin, se han empleado en el control de plagas
agricolas e insectos vectores de interés en Salud Publica, incluyendo a los érdenes Diptera,
Hemiptera, Coleoptera, Lepidotera, Tisanoptera y Ortoptera. Los insecticidas quimicos son
el primer recurso para el control de cucarachas, no obstante se ha visto que los hongos
entomopatdgenos antes mencionados proveen un método de control adecuado (Stimac y
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Pereira, 2006; Zimmermann, 2007). Desafortunadamente, las pruebas de campo no han
mostrado un eficiente control de los entomopatdgenos contra P. americana (Milner y
Pereira, 2007).

Por otro lado, se ha visto que las cucarachas tienen un sistema inmune bien
desarrollado contra infecciones y esta podria ser una de las razones que limitan la eficacia
de los bioinsecticidas (Elliot y Hart, 2010). La mayoria de los productos a base de B.
bassiana contienen conidios producidos por fermentacion sélida, seguida por productos que
contienen hifas combinadas con conidios, y los menos usados son productos que contienen
blastosporas y conidios sumergidos, producidos por fermentacion liquida (de Faria y
Wraight, 2007).

La patogenicidad de B. bassiana estd relacionada con varios factores. La
caracterizaciéon de algunas toxinas y enzimas fangicas, ha sido esencial para entender y
demostrar el modo de accién del entomopatdgeno. Aunque las cualidades de las conidios
de germinacion, esporulacion y crecimiento hifal no son consideradas por muchos como un
factor de virulencia propiamente dicho, ya que ésta se presenta como parte del desarrollo
del hongo, se ha visto que la cantidad de esporas y la viabilidad de éstas se encuentran
directamente relacionadas con el tipo de aislamiento, difiriendo en la virulencia (Kassa et
al., 2008). En un estudio reciente se ha comprobado que un solo gen (Bbslt2) es esencial y
juega un papel importante en la conidiocidn, viabilidad, integridad de la pared celular y la
virulencia de B. bassiana (Lou et al., 2012). Otra parte importante de la diferencia en
susceptibilidad de B. bassiana estd dada por el origen de aislamientos. EIl potencial de
aislamientos nativos como agentes de control ha sido comparable en virulencia a
aislamientos comerciales de B. bassiana (GHA). La caracterizacién genética entre
aislamientos nativos, en comparacion con aislamientos comerciales, es importante para
conocer el origen y naturaleza de B. bassiana para el control de plagas (Castrillo et al.,
2010). Otros factores tales como la actividad de inhibidores de proteasas, que son parte del
sistema inmune de los insectos, contribuyen en las diferencias en la susceptibilidad
(Schmid-Hempel, 2005; Vilcinskas y Gotz, 1993).

La primera linea de defensa de los insectos es el integumento. Una vez que un
microorganismos se introduce, se activan tanto la respuesta celular (hemocitos) y/o humoral

(péptidos antimicrobianos) innatas del insecto (Gillespie et al., 1997). En la respuesta



celular, los hemocitos son estimulados, activando a su vez la zimoenzima pro-fenoloxidasa
(PPO) en fenoloxidasa (PO) (Fisher y Brady, 1983). La actividad PO es considerada la
primera linea de defensa y no s6lo se ha encontrado en la hemolinfa, sino también en el
integumento, la cual, en conjunto con la enzima acido aromatico-L-amino descarboxilasa
(DOPA), forma parte de la cascada de la produccion de melanina (Hiruma y Riddiford,
2009). Esto podria ser una evidencia de que el mecanismo de defensa de los insectos
podria ayudar en la desintoxicacién de las toxinas producidas por los hongos, y ésta
relacion entre la produccion de metabolitos y la respuesta inmune, puede ayudar a entender
el por qué en la diferencia de patogenicidad de los aislamientos producidos en diferentes
métodos y medios de cultivo (Mustafa y Kaur, 2010; Vey y Butt, 2001).

La actividad PO a través de las diferentes etapas del ciclo de vida de las cucarachas y
su relacion a la infeccion del hongo entomopatdégeno B. bassiana, podria ayudar a
esclarecer la respuesta inmune humoral de P. americana. La produccion de diferentes
propagulos de B. bassiana mediante fermentacion solida (conidios aéreas) o fermentacion
liquida (conidios sumergidos + blastosporas/metabolitos), podria afectar la actividad de PO,
y esto podria explicar las diferencias en la susceptibilidad de P. americana después de ser
expuestas a B. bassiana.

En el presente estudio, nosotros reportamos las diferencias en la actividad de PO entre
adultos hembras y machos, asi como en ninfas tardias de P. americana, antes y después de
exponerlas a varios tipos de propagulos producidos por fermentacion sélida o liquida, de
cuatro aislamientos de B. bassiana (2 comerciales y 2 nativos). Ademas, observamos que la
actividad insecticida es dependiente del aislamiento y propagulo, asi como de la toxicidad
de los metabolitos producidos durante la fermentacion liquida, y que éstas caracteristicas
fisiologicas estan relacionadas con la variabilidad genética del entomopatdgeno.



2. ANTECEDENTES

Las cucarachas representan una de las principales plagas urbanas a nivel mundial por
ser transmisores mecanicos de microorganismos patdégenos, ademas de inducir reacciones
alérgicas a individuos susceptibles. Se conocen mas de 45 patdgenos que pueden transmitir
a través de patas, heces y regurgitamientos (Salehzadeh et al., 2007). Para su control se
aplican pesticidas quimicos, pero se ha comprobado el desarrollo de resistencia a éstos, por
lo que se dificulta su control, ademas de ser toxicos al hombre, al ambiente e insectos no
blanco (Pai et al., 2005). EIl control con quimicos inorganicos, en su mayoria desecadores,
es adecuado y poco tdxico, pero de baja residualidad (Cochran, 1989). EIl uso de hongos
entomopatdgenos en el control de plagas urbanas ha sido enfocado a aquellas especies de
importancia dentro de Salud Publica. Se ha demostrado que las cucarachas son susceptibles
a dos especies de hongos principalmente, B. bassiana e Isarea (Paecilomyces) farinosus
(Zukowski y Bajan, 1997; Zimmermann, 2008). B. bassiana se caracteriza por presentar un
micelio blanco, conidiéforos sencillos, irregulares (Gillespie, 1988), es la especie mas
estudiada, dentro de su grupo, y se ha reportado su uso para el control de cucarachas de la
especie B. germanica, donde se utilizan esporas y el hongo germinado. Existe actualmente
una patente de un producto a base de B. bassiana que consiste en estaciones de contacto
donde la cucaracha se infecta al pasar por ellas (Stimac y Pereira, 1997), pero es necesario
realizar investigacion enfocada al control de P. americana. A pesar de que el uso de B.
bassiana ha dado resultados satisfactorios para el control de este tipo de plagas, la
desventaja de que el hongo ocasiona una muerte lenta y quiza, desagradable a la vista del
consumidor, ya que el insecto infectado presenta una apariencia blancuzca-algodonosa,
tipica del micelio del hongo, asi como su vida de anaquel corta, hace dificil su
comercializacion y aceptacion por la sociedad, por lo que es necesario implementar nuevas
alternativas para alentar el control biolégico de esta plaga, incrementando la velocidad de
muerte del insecto, tratando de mejorar la efectividad de los hongos entomopatdgenos.
Zukowski y Bajan (1997) reportaron que la combinacion de insecticidas fungicos a base de

esporas de B. bassiana e I. farinosus, logré reducir el namero de la poblacion de B.



germanica, manejando diferentes tiempos de aplicacion entre cada especie de hongos
entomopatogenos. Derivado de las caracteristicas infectivas de los hongos
entomopatogenos, y en particular de B. bassiana, quienes presentan un amplio espectro de
actividad, ademés de que se tienen reportes diversos de su produccion y formulacion
necesaria para lograr un bioinsecticida competitivo, se han desarrollado nuevos productos
con una mayor efectividad y vida de anaquel, e incluso combinandolos con otros agentes
bioinsecticidas no tdxicos, que sean capaces de competir con productos quimicos de uso
comun contra insectos plaga urbanas como las cucarachas (Zukowski y Bajan, 1996; Smith
et al., 1997a; -1997h).

2.1. INSECTO PLAGA: Periplaneta americana L.

2.1.1 Taxonomia

La cucaracha americana se encuentra dentro de las cinco especies de cucarachas mas
comunes en hogares: Blatta orientalis L., Blattella germanica L., Periplaneta americana
L., P. fuliginosa (Serville), y Supella longipalpa (F.) (Moore et al., 1983). Dentro del
género Periplaneta se incluyen 47 especies, de las cuales ninguna es endémica de América,
sino que han sido introducidas por el hombre (Bell y Adiyodi 1981). Dentro de estas
especies, P. americana se encuentra ampliamente distribuida en toda América, incluyendo

México. La taxonomia de esta especie se muestra en la Tabla 1.

2.1.2 Ciclo de vida

Las cucarachas son omnivoras ya que se alimentan de una gran variedad de
materiales, preferentemente que contengan almidén y azlcares, que es una de las tantas

ventajas que le ha dado ese grado tan alto de sobrevivencia (Kells et al., 1999; Appel,



1998). Es un insecto hemimetabolo, de metamorfosis incompleta en fases juveniles
Ilamadas ninfas (Salecker y Boeckh, 1994). La cucaracha adulta es ovipara y coloca sus
huevecillos en compartimientos llamados ootecas (Bell y Adiyodi, 1981) (Fig. 1).

Tabla 1. TAXONOMIA DE P. americana
Reino  Animal
Filum  Artrépodo
Subfilum Hexapodo
Clase Insecta
Subclase Pterygota — insecto alado
Infraclase Neoptera — insecto con alas plegadas
Orden  Dictyoptera
Suborden Blattaria
Superfamilia Blattoidea
Familia Blattidae
Subfamilia Blattinae
Género  Periplaneta Burmeister, 1838
Especie  Periplaneta americana (Linnaeus, 1758)

http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=102406
Taxonomic Serial No.: 102406

La ooteca es producida una semana después de su apareamiento y contiene de 14 a 16
huevecillos, aproximadamente. Las hembras seleccionan un sustrato especifico, rico en
carbohidratos, asi como humedad suficiente para la ovoposicion y embriogénesis (Bell y
Adiyodi 1981; Schal et al., 1984). Se ha reportado que la embriogénesis dura alrededor de
31 dias (Salecker y Boeckh, 1994), tiempo en el cual eclosionan los huevos.

Una vez que han emergido las cucarachas de las ootecas, lo hacen en estado de ninfa,
el cual es considerado la primera fase. Se han reportado hasta 14 fases de ninfas antes del
adulto, teniendo un promedio de 9 fases, cuyo cambio de fase es marcado por la escision.
El tiempo que tardan las ninfas en madurar en adultos, se ha visto que es hasta de 600 dias,
tiempo en el cual son altamente activas en alimentacion y en beber agua (Bell y Adiyodi,
1981).

La fasa adulta del insecto puede sobrevivir hasta un afo, y las hembras pueden

producir hasta 150 huevos en su vida. Los factores de humedad y temperaturas son criticos



para su sobrevivencia. Se ha observado que las hembras prefieren sitios de alta humedad y
temperatura para colocar sus huevos (Bell y Adiyodi, 1981).

e e -
Ninfas tempranas R B T W S e

Ninfas intermedias

Ninfas tardias

Adulto

Fig.1. Diferentes etapas de desarrollo de Periplaneta americana.

2.1.3 Importancia en Salud Publica

Las cucarachas son importantes transmisores mecanicos de importancia en Salud
Plblica, por ser portadoras de microorganismos patdégenos para el hombre (Fotedar et al.,
1989; Tatfeng et al., 2005; Ulewicz y Zawistowski, 1973). Las especies de mayor
importancia en el continente americano son P. americana y B. germéanica (L) (Dictyoptera:
Blattidae) (Appel, 1986; Hsiu-Hua et al., 2005). Las cucarachas pueden transmitir agentes
patdgenos como bacterias, hongos, protozoarios, helmintos y virus de manera mecanica,
causando disenterias, gastroenteritis y neumonias, entre otras enfermedades (Graczyk et al.,
2005; Elgderi et al., 2006). Ademas, se ha relacionado las reacciones de tipo alérgicas en
humanos con la presencia de heces fecales, saliva, cuticula y huevos de las cucarachas en
individuos susceptibles (Jeanson y Deneubourg, 2006). En México, la cucaracha americana
P. americana esta ampliamente distribuida como plaga urbana; es una de las mas comunes
en casas habitacion, hoteles, restaurantes y edificios, al igual que en otras partes del mundo
(Fotedar et al., 1991; Salehzadeh et al., 2007).



2.1.4 Control quimico

El uso del control quimico es el primer recurso contra este tipo de plagas urbanas. Sin
embargo, se dificulta su uso debido al potencial desarrollo de resistencia de estos insectos a
los insecticidas quimicos de uso comdn (Pai et al., 2005; Pridgeon et al., 2002). Entre los
ingredientes empleados, se pueden mencionar los elaborados a base de quimicos organicos,
como la hidrametilona, sulfluramidas y abamectina, por lo que su uso queda limitado hasta
que las especies de cucarachas ya no sean susceptibles a este tipo de control (Wei et al.,
2005; Laupraset et al., 2010). El alto grado de toxicidad, asi como los efectos perjudiciales
al ambiente y la rapida aparicion de resistencia, ha abierto el panorama al uso de nuevas

alternativas menos nocivas.

2.1.5 Control bioldgico

El control biolégico representa una alternativa mas para el manejo integrado de
insectos plaga. Este tipo de control se basa en la utilizacion de organismos vivos 0 sus
productos, con capacidad de infectar o intoxicar al insecto blanco e inducir la muerte, o
alterar su metabolismo para afectar su longevidad y/o reproduccion (Hoffmann y
Frodsham, 1993). Como microorganismos entomopatdgenos para el control de cucarachas
se han reportado principalmente hongos, entre los que destacan B. bassiana (Waseem et al.,
2004; -2005; Zukowski y Bajan, 1996), M. anisopliae (Quesada-Moraga et al., 2004), I.
farinosus (Zukowski y Bajan, 1997), Moniliformis moniliformis (Moore et al., 1994) y
especies de Aspergillus (Kulshrestha y Pathak, 1997) y la bacteria Bacillus thuringiensis
(Lee et al., 1984; Zukowski, 1993). En su conjunto, esta informacion representa una
alternativa de biocontrol sobre plagas de insectos de importancia en salud, agricultura y
post-cosecha (Zukowski, 1994; -1995). Una de las mayores ventajas del uso de los
entomopatdgenos, es que son seguros para la salud e inducen resistencia en menor grado
comparado con los quimicos; ademas que en el caso de algunos, se puede dar la transmision

de insecto a insecto (auto-diseminacion del agente de biocontrol) (Goettel y Roberts, 1992).
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Debido a que las cucarachas son insectos sociales, su control con empleo de
entomopatdgenos le confiere una gran ventaja, ya que a diferencia de los quimicos, donde
no existe tal transmision, la dispersién de los microorganismos puede permanecer por un
tiempo prolongado, ampliando el periodo de control y por ende, podria permitir aplicar un
producto mas caro, pero requerir de menos aplicaciones para obtener resultados similares
(Jeanson y Deneubourg, 2006). Otra ventaja se podria dar si las dosis que se utilizan son
relativamente bajas (Stamets, 2003). Sin embargo, el uso de este tipo de control presenta
también desventajas tales como a) mayor tiempo para causar la muerte, b) costos elevados
para su produccion, y c¢) diferencias en la susceptibilidad en diferentes fases de desarrollo; o
bien verse afectado por factores ambientales como radiacién solar, humedad, temperatura,
lavado por lluvia o tener una vida de anaquel menor a la de los quimicos (Zurek et al.,
2003; Garcia-Gutiérrez et al., 2007).

2.1.5.1 Hongos entomopat6genos

Los hongos entomopatégenos son de los mas ampliamente utilizados, ya que a
diferencia de otros agentes entomopatdgenos, no necesitan ser ingeridos por el insecto para
controlarlo (Stamets, 2003). Estos microorganismos pueden infectar a los insectos
directamente, a través de la penetracion de la cuticula, y ejercen maltiples mecanismos de
accion, confiriéndoles una alta capacidad para evitar que el hospedero desarrolle resistencia
(Samson et al., 1988). Sin embargo, estos hongos pueden producir metabolitos secundarios
que tienen capacidad bioactiva, es decir que pueden producir una respuesta toxica en
diferentes organismos (Gupta et al., 1995). De los géneros mas utilizados podemos
encontrar a Aschersonia, Akanthomyces, Beauveria, Entomopthora, Erynia, Eryniopsis,
Fusarium, Hirsutella, Isaria, Metarhizium, Paicelomyces, Verticillium y Zoophthora
(Tanada y Kaya, 1993; Zimmermann, 2008). La mayoria son patdégenos obligados o
facultativos y algunos son simbioticos; entre ellos existen especies que son especificas de
su hospedero, mientras que otros como B. bassiana y M. anisopliae han demostrado tener
mas de 100 hospederos.
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2.1.6 Respuesta inmune de P. americana

Los insectos pueden deshacerse rapidamente de infecciones microbianas produciendo
una variedad de moléculas inducidas por el sistema inmune, incluyendo péptidos y
polipéptidos antibacterianos y anti fangicos. Esto es especialmente cierto para cucarachas.
Se ha mencionado que son éstos insectos los que presentan el sistema inmunoldgico mejor
desarrollado (Chernysh, 2002; Kawasaki et al., 1996).

En un estudio realizado con el escarabajo Zophobas atratus, se observd en la
hemolinfa la aparicion de la actividad de un antibacterial potente de este coledptero en un
ensayo de crecimiento de inhibicion en placa. De la hemolinfa se aislaron tres péptidos (a-
c), lo que probablemente explicaba ésta actividad. Entre ellos, el péptido a era bactericida
contra las bacterias gram negativas, mientras que los péptidos b y c, contra las gram
positivas (Bullet et al., 1991). Para el caso de las cucarachas, los primeros reportados
fueron péptidos que se unian a lipopolisacéridos, similares a la respuesta inmune humoral, a
nivel de hemocele (Jomori et al., 1991; Jomori y Natori, 1992). Estos péptidos, con
capacidad de wunirse a lipopolisacéaridos, se reportaron en diferentes insectos y
posteriormente se denominaron péptidos antimicrobianos (PAM) (Sun et al.,, 1990,
Chernysh et al., 2002). Dentro de los PAMs reportados en las cucarachas, el mas conocido
es la lectina, producida en el hemocele (Kubo y Natori, 1987; Y-Zhu et al., 2006).
Posteriormente, se encontrd que este PAM estaba involucrado en la regeneracion de las
patas en la cucaracha (Kubo et al., 1990). Esto permitié suponer que juega un papel muy
importante en la curacion después de la infeccion por agentes patogénicos que causan
problemas a nivel de cuticula (Demark y Bennett, 1989). Posteriormente se encontrd un
péptido muy pequefio de 10 kD, que ayudaba a incrementar la actividad regenerativa
(Kitabayashi et al., 1998). En cuanto a respuesta celular, en forma generalizada se ha
reportado a los hemocitos como los responsables de regular el sistema inmunitario en
insectos (Brayner et al., 2007). Su actividad esta relacionada con la produccion de pro-
fenol-oxidasa (PPO), y su relacion con algunos PAM, como la defensina (Hillyer y
Christensen, 2005). Otras proteinas relacionadas en la respuesta inmune es la 5-
hydroxytriptamina y la octopamina, que se ha visto que mejoran el efecto de la fagocitosis
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la y formacion de nédulos por parte de los hemocitos en la cucaracha P. americana (Baines
etal., 1992).

Tratando de entender el por qué en algunas ocasiones se tienen diferencias en la
susceptibilidad de algunos insectos a los entomopatdgenos, se ha relacionado Ila
inactivacion de las toxinas por medio de actividad enzimatica (Oppert, 2006). Por el
contrario, se ha reportado que la presencia de microorganismos, habitantes comunes en el
intestino, como especies de enterococcus y enterobacter, contribuyen a la activacion de las
mismas (Broderick, 2006). También se ha reportado que algunos entomopatégenos son
capaces de producir péptidos que ayudan a neutralizar al sistema inmunitario celular de los
insectos (Asgari et al., 1998). Asi mismo, se observd que la cucaracha adulta de P.
americana presenta una respuesta adaptativa del tipo humoral, mostrando especificidad
cuando se inmunizan con ciertas proteinas, y que la inmunizacién con microorganismos
atenuados, como Pseudomonas aeruginosa, inducen mayor proteccion contra infecciones
de esta misma bacteria (Faulhaber y Karp, 1992). Se ha correlacionado la susceptibilidad
de P. americana a infecciones por entomopatdgenos con el estado de desarrollo de las
cucarachas y a la produccion de enzimas como parte de la respuesta del sistema humoral.
Aungue los antecedentes de este tipo de estudios en P. americana datan de mas de 40 afios,
es importante destacar la relacion entre la disminucion del complejo de proteinas del
sistema inmune humoral y la fase del insecto, donde este complejo disminuye en ninfas
tempranas y adultos viejos (Rheins y Karp, 1985). Recientemente se ha visto que estos
componentes ayudan en la respuesta inmune de los insectos contra bacterias, hongos y virus
(lwanaga y Lee, 2005). Dentro de este complejo de proteinasas se encuentra la
fenoloxidasa (PO), como parte de la cascada de melanizacion en el sistema inmune de
artrépodos, y se ha encontrado en la hemolinfa y cuticula en forma inactiva, llamada
profenoloxidasa (PPO) (Ashida y Brey, 1998). La PPO se activa partir de la de la
oxidacién por efecto de la L-DOPA (3-(3,4-dihidroxifenil)-L-alanina) en PO (Soderhall y
Cerenius, 1998). La forma activa de PPO, la PO, también es conocida como tirosinasa, y
es catalizadora de dos reacciones sucesivas; la primera es la hidroxilacion de monofenoles a
O-difenol, y la segunda es la oxidacion de O-difenol a O-quinina (Sugumaran, 2002). La
produccién de los intermediarios de quinonas tdxicas y O-quinonas por PO, es el paso

inicial de la cascada bioquimica de la biosintesis de melanizacién, y es importante en la
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esclerotizacion cuticular, cicatrizacién de heridas, y en la encapsulacion de cuerpos
extrafios como parte de la defensa inmune (Cerenius y Soderhall, 2002). Desde tiempo
atras, se reporté que la PO es una enzima altamente activa en la cuticula y en la hemolinfa,
antes de la muda de P. americana, y se vuelve menos activa durante y después de la ecdisis
(Mills et al., 1968). Para la determinacién de la actividad in vitro de la PPO a partir de la
hemolinfa de P. americana, se han usado sustratos como alcoholes y/o L-DOPA que
oxiden la proenzima a PO y difenoles (Fisher y Brady, 1983; Huxham et al., 1989).

Por todo lo anterior, es importante tener la informacion completa que nos ayude no
s6lo a evaluar el potencial de un bioinsecticida para el control de cucarachas urbanas, sino
que es necesario también entender el mecanismo de accion del patdgeno, la respuesta

inmunoldgica del insecto y el papel que juega los microorganismos en la respuesta inmune.

2.2. CONTROL BIOLOGICO POR Beauveria Bassiana

2.2.1 Taxonomia de Beauveria bassiana

B. bassiana es un hongo anamoérfico que produce conidios hialinos esféricos, que se ha
reportado como patdgeno de artropodos. Anteriormente se habia clasificado dentro del
género Beauveria Vuill., junto con tres especies de importancia agricola, B. bassiana, B.
brongniartii y B. alba (Hoog, 1972). Vuillemin (1912) clasifico a Beauveria dentro de la
familia Verticilliaceae. Filogenéticamente se ha evidenciado que Beauveria esta asociado
con la familia Cordycipitaceae del orden Hypocreales. Asi mismo, se ha reportado que B.
bassiana y B. brongniartii estan ligados en desarrollo y filogenéticamente a las especies
Cordyceps (Rehner et al., 2011). B. bassiana representa la parte asexual, mientras que
Cordyceps bassiana la parte sexual (Rehner y Buckley, 2005). La taxonomia se describe
en la Tabla 2.

14



2.2.2 Diversidad y variabilidad genética de B. bassiana

Se ha comprobado que existe un gran diversidad entre aislamientos de Beauveria spp.
mediante técnicas moleculares (St Leger et al.,, 1992). Asi mismo, el uso de las
herramientas genéticas ha ayudado en la determinacion de la variabilidad genética de B.
bassiana. Las técnicas de RFLP de los internal transcribed spacer (ITS) del DNA, al igual
que la técnicas usando los marcadores Rrndom amplified polymorphic DNA (RAPD), los
cDNA-amplified fragment length polymorphism (AFLPS) e inter-simple sequence repeat
(ISSR), son utiles para diferenciar entre especies de Beauveria, ademés de diferenciar
polimorfismos y diversidad genética entre aislamientos de una misma especie (Glare y
Inwood, 1998; Padmavathi et al., 2003; Khan et al., 2007; Aquino de Muro et al., 2006;
Estrada et al., 2005).

Tabla 2. TAXONOMIA DE Beauveria bassiana®

Reino Fungi
Sub-reino  Dikarya

Filum Ascomycota
Sub-filum  Pezizomycotina
Clase Sordariomycetes

Sub-clase  Hypocreomycetidae

Orden Hypocreales

Familia Cordycipitaceae

Género Cordyceps

Especie Beauveria bassiana (Vuillemin, 1912)

INCBI: http://www.uniprot.org/taxonomy/475271
En un estudio entre aislamientos de B. bassiana, de distintas regiones mediante la

técnica fingerprinter y RAPD, se encontrd que cada aislamiento tenia una huella dactilar

Unica. Los autores reportaron que los distintos aislamientos de B. bassiana contenian el
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mismo nimero de cromosomas (5 a 8), pero no mostraban morfologia ni virulencia distinta
(Padmavathi et al., 2003).

El uso de RAPD-DNA en el estudio de variabilidad genética también permite conocer
el origen y ecologia de poblaciones de B. bassiana. En un estudio se demostr6 que ciertos
genotipos de B. bassiana nativos del suelo tienen la capacidad para infectar al picudo
acuatico del arroz, Lissorhoptrus oryzophilus Kuschel, mientras que otros no, a partir de la
comparacion entre aislamientos de B. bassiana de insectos de campo y de aislamientos del
suelo mediante esta técnica (Urtz y Rice, 1997). Se ha demostrado que las técnicas
moleculares RAPD y RFLP, son utiles para diferenciar entre aislamientos patdgenos de
determinada especie de insectos (Dalzoto et al., 2006). Un ejemplo de esto se reportd al
determinar diferencias en el patron genético entre los aislamientos de B. bassiana obtenidos
de lepiddpteros (Pyralidae) y coledpteros (Curculionidae, Chrysomelidae y Scolytidae) de
varios localidades, mostrando una relacién entre la poblacion y especie hospedera (Maurer
et al., 1997). Sin embargo, Coates et al. (2001), mediante RFLP-PCR de la region ITS, no
encontraron correlacion entre el haplotipo y origen, con el rango de hospederos
examinados. Algunos otros marcadores genéticos como ISSR son utilizados para estudios
de poblaciones genéticas, epidemioldgicos y ecoldgicos de hongos entomopatdgenos
(Wang et al., 2005), como la superposicion de nichos que ocupa B. bassiana por temporada
(Ormond et al., 2010). Mediante la expresion genética por la técnica cDNA-AFLPS se ha
tratado de encontrar patrones que expliquen el amplio rango de hospederos de B. bassiana
en su fase saprofita, mediante la fermentacion con diferentes cuticulas de insectos, tratando
de establecer un serotipo genético (Khan et al., 2007).

Se ha visto que con la secuenciacion de la regién ITS del DNA se puede determinar la
variacion entre aislamientos de B. bassiana (Kouvelis et al., 2008), y mediante el RFLP-
PCR de esta region, comprobar la mutacion del DNA (Coates et al., 2001). Los cambios en
las secuencias ribosomales de los ITS es a nivel nucleotidico, lo cual nos puede permitir
una comparacion a nivel inter e intra especifico en hongos (Neuvéglise et al., 1994; Buscott
et al., 1996). La region ribosomal ITS comprende los espacios ITS 1 e ITS 2, los cuales
flanquean la regién que codifica para la subunidad 5.8S (White et al., 1990) (Fig. 2). Para
este tipo de estudio, existen cebadores universales previamente reportados, que amplifican
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la region completa inter-transcrita ribosomal del DNA en ascomicetos y basidiomicetos
(Gardes y Bruns, 1993).

ITS 1F
ITS5
ITS1, ITS3 |
ITS1 ITS 2
E h
[TS2 ITS4

ITS4-F
Fig. 2. Region ITS del DNA

2.2.3 Ciclo infectivo

Las fases mas susceptibles a la infeccion por hongos, son las fases inmaduras (larvarias
0 ninfas); sin embargo, se ha reportado que en algunas especies, son las fases maduras o
adultos los de mayor susceptibilidad. Los estados de huevo y pupa no son infectados
comunmente por los hongos (Tanada y Kaya, 1993). En todos los casos la unidad infectiva
es la espora (reproduccion sexual) o el conidio (reproduccion asexual). Los factores
bidticos y abioticos tienen una enorme influencia en el proceso infectivo. Las esporas
tienen requerimientos especificos de agua y temperatura, asi como de otros factores
ambientales que en conjunto funcionan como inductores para la activacion de receptores
presentes en el patdgeno, que en su mayoria son glicoproteinas (Tanada y Kaya, 1993). El
ciclo infectivo general de los hongos entomopatdgenos comprende la infeccion de los
insectos con esporas, la adhesion y germinacion de la espora, la produccion de toxinas y

esporulacion (Fig. 3).
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Fig. 3. Ciclo de vida de B. bassiana

Las interacciones hidrofébicas, la formacién de apresorio y la produccion de mucosa
por el hongo estan involucradas en la adhesion a la cuticula. Las proteasas extracelulares
producidas por B. bassiana solubiliza proteinas, la cual asiste en la penetracion y posterior

crecimiento dentro del insecto (Bidochka et al., 1997).
2.2.3.1 Adhesion

Para llevar a cabo la invasion del hospedero es necesario la adherencia de la pared
celular de la espora flngica con la cuticula, donde ademas de la activacion de los receptores
patogénicos, participan la presencia de iones divalentes como el Ca*?y el Mg*? que reducen
las fuerzas de repulsidn electrostatica de la superficie del insecto, por lo que pueden afectar
su hidrofobicidad y promover la adhesién (Barnes y Moore, 1997; Kulshrestha y Pathak,
1997; Wessels, 1999).

Las conidios de B. bassiana pueden sobrevivir y ser infectivos en distintos tipos de
ambientes, gracias a que pueden modificar su metabolismo, bajarlo en condiciones
nutrimentales bajas, o activarse y salir de su estado de dormancia, iniciando la formacion

del tubo germinativo (Smith y Grula, 1981).
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2.2.3.2 Germinacion

Para el proceso de germinacion, los factores de humedad, temperatura y condiciones
nutricionales estan intimamente relacionadas, es asi como la germinacion de la espora se ve
favorecida por una humedad alta (70%) (Mendoca, 1992). Se ha reportado que los conidios
son invasivos y patdgenos a altas temperaturas (Ramoska, 1984). Aunque se conoce que la
temperatura entre 25-32°C y humedad de 97-100%, la germinacion es rapida y a 35°C
ocurre un crecimiento vegetativo mayor en B. bassiana, lo cual es importante en las
infecciones fungicas. No sblo estos factores influyen en la micosis de insectos, sino
también se incluyen factores como la edad y sexo del insecto, los cuales tienen un papel
importante entre la interaccion patdgeno-hospedero (James et al., 1998). También se ha
reportado una diferencia intra-especifica en la velocidad de la germinacion, dependiente del
tipo de aislamiento de B. bassiana, sin importar la temperatura y humedad (Hywel-Jones y
Gillespie, 1990).

2.2.3.3 Formacion de apresorio

El conidio o espora, produce un tubo germinativo y un apresorio, que rompe las areas
membranosas esclerosadas, el apresorio se fija a la cuticula y el tubo germinativo ejerce
cierta presion dando inicio a la penetracion hacia el interior del insecto (Monzon, 2001).
La penetracion de la cuticula ocurre 24 h despues de la inoculacion (Wasti y Hartmann,
1975). A pesar que la penetracion a través de la cuticula es la m&s coman, los hongos
pueden utilizar otras vias de entradas como la cavidad bucal, espiraculos y otras aberturas
externas de los insectos (Charnley, 1984).

2.2.3.4 Enzimas hidroliticas

La infeccion es el resultado de la combinacion de un proceso quimico y uno fisico. En
el primero, ocurre la degradacion de la cuticula mediante la accion enzimatica,
principalmente por proteasas, aminopeptidasas, lipasas y quitinasas (esterasas y N-acetil-
glucosamidasa) (Suresh y Chandrasekaran, 1999). En su conjunto, estas enzimas actlan en
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la degradacion de la cuticula, aungque se sabe que el nivel de produccion de las enzimas
varia entre aislamientos. Se reporté el efecto combinado cuando se observo que algunas
enzimas proteoliticas atacan la molécula de quitina, seguido por la accion de la quitinasa
(Smith et al., 1985). Asi mismo, en otro estudio se pudo comprobar que la liberacién de
quitinasa es dependiente del sustrato, debido a que la produccién de quitinasa vari6 durante
el proceso infectivo, donde fueron bajos los niveles de enzima en la parte inicial de la
infeccion y penetracion sobre la cuticula del insecto, en comparacion a los altos niveles

reportados después de la accion proteolitica de las mismas (St Leger et al., 1996).

2.2.3.5 Toxinas

Después de llegar al hemocele, la mayoria de los hongos convierten el crecimiento
micelial en gemacién; B. bassiana produce blastosporas como parte del crecimiento
vegetativo. De igual manera se producen toxinas y enzimas; sin embargo, algunos hongos
aparentemente no poseen toxinas, por lo que matan el insecto al consumir todos los
nutrientes o por destruccion fisica (Jeffs et al., 1997). EI crecimiento del hongo en el
hemocele, la colonizacion de los diferentes 6rganos se produce en la siguiente secuencia:
cuerpos grasosos, sistema digestivo, tubos de Malpigi, hipodermis, sistema nervioso,
musculos y trdquea. Cuando las toxinas causan la muerte del insecto, ésta es debida a la
degeneracion de los tejidos, producto de la pérdida de la integridad estructural de las
membranas seguido de la deshidratacion de las células por pérdida de fluido (Ferron, 1978).

A este respecto, existen diversas especies de hongos que poseen la habilidad de
producir gran variedad de moléculas organicas de bajo peso molecular, muchos de los
cuales han demostrado poseer actividad biol6gica sobre otros organismos, tal como
actividad insecticida e inmunosupresora, por lo que dichos metabolitos son considerados
bioactivos. Entre estas se pueden mencionar a la oosporeina, tenellina, bassianina, &cido
oxalico, acido fusarico, acido dipicolinico, paecolomicinas, leucinostinas, efrapeptinas,
beauvericinas, beauverdlidos, destruxinas, eniantinas, ciclosporinas, pyridovericina y
pyridomacrolidina (Gillespie y Claydon, 1989; Khachatourians, 1996; Takahashi et al.,
1998). La actividad bioldgica y propiedades bioquimicas sugieren que estos componentes
se producen durante la micosis de B. bassiana (Mazet et al., 1994). Mas recientemente se
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ha estimado que existen mas de 300,000 micotoxinas potenciales para el control de insectos
plaga (Strasser et al., 2011).

La beauvericina (BEA) es un hexadepsipéptido ciclico analogo de las eniantinas y
es producido como metabolito secundario por B. bassiana y por otros organismos (Gupta et
al., 1991; Logrieco et al., 1998). Fue una de las primeras toxinas reportadas en extractos
fungicos (Hamill et al., 1969). La BEA es una de las principales micotoxinas encontradas
en extractos miceliales de B. bassiana (Gupta et al., 1995) y es producida in vivo dentro del
hemocele una vez que las conidios penetran la cuticula del insecto (Shafiq et al., 2012). Se
ha reportado que la BEA tiene actividad insecticida, antimicrobial, antiviral y citotoxica;
estas caracteristicas lo hacen un agente potencial como pesticida y antibiético (Wang y Xu,
2012). En cultivos sumergidos, la capacidad de B. bassiana para producir BEA varia segun
el aislamiento, posiblemente debido a la produccion de otros productos secundarios
(Pecznyska-Czoch et al., 1991). Mediante el fraccionamiento por cromatografia se ha
logrado identificar BEA a partir de extractos crudos de hongos entomopatdgenos
(Nilanonta et al., 2000).

El uso de técnicas cromatograficas [de intercambio de iones, de capa fina (TLC),
liquida de gases (HPLC)], y espectroscopia de masas (EM)], ha ayudado a la deteccion de
BEA en alimentos, cultivos de microorganismos e insectos (Logrieco et al., 1998; Mazet et
al., 1994; Monti et al., 2000; Plattner y Nelson, 1994; Ritieni et al., 1997; Song et al.,
2009; Thakur y Smith, 1997). Ademas de la presencia de BEA, es importante comprobar
su actividad biolégica. Tanto la actividad insecticida que tiene la BEA, asi como la
actividad antibacterial han sido empleadas para este fin (Xu et al., 2010; Wang et al.,
2012). La técnica de difusion en agar ha sido Gtil para comparar la sensibilidad de bacterias
a la micotoxina BEA (Castlebury et al., 1999), lo cual indirectamente podria medir y

asumir la presencia de la micotoxina.

2.2.3.6 Esporulacién

Durante la fase de esporulacion las hifas comienzan a emerger por los espiraculos, ano
y boca a través de las areas mas débiles (regiones intersegmentales), si la disponibilidad de

agua es adecuada, los hongos empiezan a producir estructuras infectivas. Si las
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condiciones no son favorables, queda dentro del cadaver del insecto, donde puede
sobrevivir por algunos meses y eventualmente producira cuando lleguen las condiciones
favorables. La fluctuacion de humedad y temperatura pueden intervenir en el proceso de la
esporulacion (Fargues y Luz, 1998). Se ha observado que existen diferencias entre
aislamientos de B. bassiana en cuanto a rango de hospederos, crecimiento y esporulacion
(Feng et al., 1990). Se han propuesto diferentes patrones de esporulacion in vivo entre
diferentes aislamientos de B. bassiana. Un estudio con la termita Coptotermes formosanus
(Shiraki), revelé una diferencia en el tiempo de la esporulacion, formando un grupo de alta
esporulacion a los 11 dias, y uno de rapida esporulaciéon al 2do y 3er dia post-infeccion
(Sun et al., 2002).

2.2.4 Evasion del sistema inmune del insecto

Los procesos conocidos durante la infeccion de los hongos entomopatdgenos, como el
dafio mecanico, la adquisicion de nutrientesy los metabolitos secundarios producidos
durante el crecimiento flungico una vez que el hongo penetra a través de la cuticula, pueden
estar involucrados en proporcionar especificidad al huésped o conducir la muerte del
insecto (Bidochka et al., 1997). La actividad mecénica durante la penetracion de las hifas,
seguido del crecimiento filamentoso y de la formacion de blastosporas dentro del fluido,
causa dafio en el integumento, el cual es considerado un factor en la patogénesis ya que
permite la entrada de otros organismos invasores como bacterias, causando una septicemia
(Vey y Fargues, 1977). Asi mismo, los metabolitos producidos por hongos entomo-
patdgenos post- infeccién, como enzimas hidroliticas, pueden inmuno-suprimir al insecto,
disminuyendo la capacidad fagocitaria de los hemocitos (Pendland et al., 1993). En un
estudio, con Spodoptera exigua (Hubner) expuesta a B. bassiana, se observo que la
produccion de metabolitos secundarios retardaban la formacion de nodulos por parte de
hemocitos (Pendland et al., 1995). También se ha visto que B. bassiana inhibe la
biosintesis de péptidos exocelulares por parte de hemocitos (Mazet y Boucias, 1996). Asi
mismo, se observo in vitro que los plasmocitos disminuyeron la capacidad de fagocitar

blastosporas de B. bassiana y M. anisopliae, después de ser sometidos a dosis sub-letales
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de metabolitos secundarios (péptidos ciclicos). Lo cual hizo asumir que la produccién de
metabolitos por parte de entomopatdgenos altera las reacciones celulares de reconocimiento
y defensa en los hospederos (Vilcinskas et al., 1997a). En un estudio similar con
plasmocitos también se observaron cambios morfoldgicos y alteraciones en citoesqueleto
de los hemocitos, causados principalmente por destruxinas producidas por M. anisopliae
(Vilcinskas et al., 1997b). La invasion de células fUngicas puede interferir con el sistema
inmune del insecto, a través de la liberacion de proteasas que afectan la reaccion de
respuesta celular (Griesch y Vilcinskas, 1998). Esto ha sido comprobado al observar una
reduccién de hemocitos por la presencia de blastosporas de M. anisopliae (Ouedraogo et
al., 2003).

De igual forma, los hongos entomopatdgenos pueden evadir la respuesta immune
humoral de los insectos. Algunas toxinas flngicas estan ligadas directa e indirectamente
con la actividad de PO. Por ejemplo, se ha encontrado la produccién de acidos
dipicolinicos (DPA) en algunos hongos como Cordyceps militaris, que inhiben la
produccion de PPO (Watanabe et al., 2002). Asi mismo, se observo que la mezcla de las
destruxinas A y B producidas por M. anisopliae reducen la produccion de laminarina, la
cual es una proteina que a su vez activa las células asociadas a la produccién de PPO y por
ende de PO (Huxham et al., 1989).

Se han observado discrepancias en la actividad de PO en infecciones con B. bassiana.
A este respecto, se ha reportado un incremento en la actividad de PO en Melanoplus
sanguinipes (Fabricius) y S. exigua infectadas con B. bassiana (Gillespie y Khachatourians,
1992; Hung y Boucias, 1996). Durante el crecimiento vegetativo de B. bassiana se
producen metabolitos que afectan la respuesta inmune y esos componentes pueden causar la
reduccion de hemocitos y el incremento en suero de PO (Boucias et al., 1995). No
obstante, Aoki y Yanase (1970) reportaron una reduccion en la actividad de PO en larvas de
Bombyx mori L. después de la infeccion con B. bassiana. Asi mismo, en la hemolinfa de
Galleria mellonella L. se ha reportado una reduccion en la actividad de PO entre los
insectos infectados con B. bassiana (Slepneva et al., 2003). Las proteasas producidas por
los hongos durante la infeccidn presentan un amplio sitio de accion que va desde la cuticula

hasta el hemocele de los insectos (Fig. 4), justificando el interés por estas enzimas en la
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evaluacion como agente potencial de control de insectos plagas comercialmente (Harrison y
Bonning, 2010).
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Fig. 4. Sitios de accion de las proteasas (Tomado de Harrison y Bonning, 2010).

Debido a todo esto, es importante evaluar el mecanismo de infeccién y el modo de
accion de los hongos entomopatdgenos, asi como la produccién de metabolitos, que
pudieran en un momento dado mejorar y potencializar el uso de estos biopesticidas

comercialmente.

2.2.5 Fermentacion de B. bassiana

Los hongos entomopatdgenos son una alternativa al uso de insecticidas quimicos y
ofrecen un gran nimero de beneficios, tales como crecer en una variedad de sustratos, alta

virulencia, amplio espectro de hospederos, penetracion de la cuticula, seguros al hombre y
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animales y al ambiente (McCoy, 1990). Es importante sefialar, que el mecanismo de
infeccién y el modo de accion de los hongos entomopatdgenos, deben de considerarse al
momento de producir un bioinsecticida, ya que para que tenga éxito comercial (capaz de
competir con un producto quimico en efectividad y precio) (Appel, 2003; Appel y Benson,
1995; Garcia-Gutiérrez et al., 2007). Para propoésitos de produccion de agentes de
biocontrol para aplicacion en la agricultura, en el proceso de produccién a nivel de
laboratorio, se busca proveer a los microorganismos de un balance 6ptimo tanto de macro
como micro-elementos, para obtener un desarrollo con el maximo potencial de biocontrol y
eficiencia econémica (Bartlett y Jaronski, 1988; Jackson et al., 2003). Para el caso de los
hongos, es muy importante evaluar el requerimiento y la combinacién entre los nutrientes
ya reportados con la proporcion del extracto de levadura y/o sales de nitrogeno (Wraight et
al., 2001). En el escalamiento de la produccion se puede proceder por fermentacion en
sustrato liquido y sélido. Para la primera opcion, la combinacion de nutrientes y
condiciones éptimas de fermentacion (agitacion/oxigeno disuelto, pH, temperatura, etc.), se
pueden determinar mediante cinéticas de crecimiento (Jackson y Bothast, 1990),
combinadas con ensayos de actividad insecticida, ya que un buen crecimiento no garantiza
la infectividad del hongo (Stamets, 2003). Para el caso de fermentacion solida, se pueden
evaluar granos de cereales como centeno, cebada y trigo, y comparar su efectividad y costo
frente al obtenido con arroz, soporte que se emplea con mayor frecuencia para este
proposito (Mendoca, 1992; Wraight et al., 2001). EI grano quebrado, humedecido y estéril,
se inocula con el agente de biocontrol y se mantiene en aireacion y asepsia, y al igual que
con la fermentacion liquida, se obtiene la curva de crecimiento (Gomez-Flores et al., 1995),
adecuado para bacterias y hongos (Wraight et al., 2001).

Se ha visto que para cada hongo y cepa, los valores 6ptimos son diferentes. La
habilidad de B. bassiana de crecer y producir conidios en medios artificiales es una de la
ventajas de este hongo (Bidochka et al., 2000). Se ha observado que el tipo de aislamiento,
el tipo de produccion, asi como la incorporacion de aditivos y condiciones optimas de
cultivo pueden mejorar la esporulacion y viabilidad de las conidios de B. bassiana (Kassa
et al., 2008). Este hongo entomopatdgeno tiene una gran versatilidad en nutrimentos, lo
que lo hace un hongo que puede sobrevivir e infectar en diferentes tipos de ambientes. La

germinacion ocurre cuando hay una fuente de carbdn como glucosa, N-acetilglucosamina,

25



quitina, almidon, lanolina, aceite crudo y algunos acidos grasos de cadena larga. Las
fuentes de nitrégeno organicas e inorganicas son utiles en el crecimiento (Smith y Grula,
1981). La adicion de fosfato y extracto de levadura mejora en la produccion de quitinas
(Suresh y Chandrasekaran, 1999). Se ha reportado que una fuente de carbdn y nitr6geno en
el crecimiento semiliquido de B. bassiana mejora la produccion de proteasas (Bidochka y
Khachatourians, 1987).

Inicialmente, B. bassiana coloniza al insecto hospedero durante la fase vegetativa fr
crecimiento, por medio de propagulos llamados blastosporas y células hifales tipo
levaduriforme, las cuales son comunes en cultivos artificiales liquidos, pero no en medios
solidos. Se ha reportado la produccion de tres tipos de células in vitro usadas como
propagulos infecciosos de B. bassiana: conidios aereos (cultivos sélidos), conidios
sumergidos y blastosporas (cultivos liquidos) las cuales presentan diferentes propiedades
morfoldgicas, bioquimicas y de virulencia (Cho et al., 2006). Sin embargo, se ha reportado
la presencia de cuerpos hifales (tipo levaduriforme) en medios sélidos (agar MacConkey)
que son efectivos como indculo de B. bassiana contra artropodos (Alves et al., 2002). En
base a la produccion de conidios, el uso de medios s6lidos artificiales agar dextrosa papa
(PDA) y arroz cocido), es util para la seleccion de aislamientos de B. bassiana con
actividad insecticida (Almeida et al., 1997). Por lo tanto, la produccién 6ptima de conidios
no solamente depende del tipo de aislamiento, sino del substrato sélido. Se ha reconocido
que el medio de cultivo comercial PDA ofrece una optima produccién de conidios de B.
bassiana (Kamp y Bidochka, 2002).

Muchos entomopatdgenos producen toxinas en cultivos liquidos. De igual forma, B.
bassiana produce toxinas que son péptidos ciclicos tales como beauvericina, beauverdlidos
y basiandlides (Gillespie y Claydon, 1989). Sin embargo, se ha reportado la produccion de
otras proteinas por B. bassiana, especialmente proteinas tipo proteasas, en cultivos liquidos
que contenian glucosa, almidon, licor de maiz, CaCO3z; y NaCl (Kucera y Samsinakova,
1968). La sintesis y produccion de proteasas extracelulares por parte de B. bassiana en
cultivos liquidos esta relacionada con las fuentes de nitrogeno y carbono (Bidochka y
Khachatourians, 1988). Asi mismo, se ha visto que las fuentes de carbdn y nitrégeno se
relacionan a las propiedades de adhesion de las blastosporas (Lane et al., 1991).
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La produccion de hongos filamentosos por fermentacion en cultivos liquidos ha
permitido la comercializacion de agentes de biocontrol microbianos (Jackson et al., 1996).
El crecimiento de hongos filamentosos en medio liquido tiene como desventaja el que
tienden a formar “micelas”, donde las hifas que quedan dentro pueden perder su viabilidad
por falta de alimento y/o oxigeno. Es por esto la importancia de una aeracion y nutricion

adecuada durante la produccion del mismo.

2.2.6 Adyuvantes

Existen varios tipos de adyuvantes que mejoran la germinacion de las esporas, como es
el caso del aceite de maiz sin refinar, que mejora la actividad, y reduce los requerimientos
de humedad necesarios para su germinacion (Fernandez y Juncosa, 2002). Ademas, es
necesario tomar en cuenta las propias caracteristicas del microorganismo y su relacion con
los componentes de la formulacion (vehiculos, solventes, emulsificantes y otros aditivos) y
el ambiente de almacenamiento (Appel et al., 2004). Se ha observado la interaccion entre
insecticidas sintéticos y el hongo M. anisopliae en larvas de Anomala cuprea Hope, donde
el efecto sinergista se atribuye al debilitamiento del sistema inmune de las larvas debido al
estrés causado por el insecticida, lo cual facilita la infeccion del hongo (Hiromori y
Nishigaki, 2001). Los insecticidas quimicos de origen inorganico pueden proveer un tipo
de control adicional, ya que son considerados ligeramente toxicos, y son menos costosos
que los organicos (Zurek et al., 2003). Dentro de los quimicos inorganicos, se encuentran
el &cido borico, el silice y la tierra de diatomeas, que tienen la caracteristica de ser
desecadores que inducen la degradacion de los lipidos presentes en la cuticula y
exoesqueleto del insecto, lo cual permite la deshidratacion del mismo (Waseem et al., 2004;
-2005). EI acido borico se ha empleado con éxito para el control de cucarachas y otros
insectos plaga de importancia agricola desde principios del siglo pasado; sin embargo, su
uso se ha limitado en paises como EUA, debido a las cantidades maximas permitidas en
casas habitacion y en cultivos para consumo humano, a pesar que se considera un producto
ligeramente toxico (Zurek et al., 2003). El efecto del acido bérico sobre los insectos es

principalmente de forma mecanica, ya que funciona como abrasivo. Se ha reportado que el
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consumo del acido bdrico por parte de los insectos, puede ejercer efecto directo sobre el
estomago e incluso afectar al sistema nervioso (EPA, 1993). A pH 5.0, este acido, al igual
que el acido sorbico a pH 3.0, se comportan como potenciadores, al menos para el caso de
los baculovirus. Las observaciones realizadas indican que Unicamente actdan como
factores de estrés fisioldgico en los insectos, lo que facilita su accién en combinacion con
agentes entomopatdgenos (Caballero et al., 2001). Especificamente, la efectividad de este
compuesto inorganico sobre B. germanica depende de la concentracion del ingrediente
activo, el atrayente (hormonal o alimenticio), la combinacion de compuestos sinergistas y la
humedad (Wraight et al., 2001). Es por esto que su empleo en formulaciones debe ser la
Optima, para potenciar la eficiencia y lograr la meta propuesta. En estos dos ultimos
puntos, se ha reportado que la combinacion con silice y un ambiente de humedad alta,
influyen directamente sobre el control efectivo sobre esta especie de cucaracha (Appel et
al., 2004). Otro ejemplo de quimico inorganico es la tierra de diatomeas. Este es un
material inerte, que contiene minerales tales como manganeso, magnesio, hierro, titanio,
calcio y silicatos entre otros. Su aplicacién en agricultura ha dado resultados en el control
de plagas tales como escarabajos, acaros y polillas, ya sea aplicandolo sélo en forma de
polvo, o en combinacidon con agentes quimicos o bioldgicos. Por ejemplo, se ha reportado
que su uso mejor6é la eficacia de B. bassiana, en el control de la polilla Tribolium

castaneum (Herbst), escarabajo plaga de los granos almacenados (Waseem et al., 2004).
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3. HIPOTESIS

Existen diferencias de la actividad insecticida entre cepas y aislamientos de
Beauveria bassiana sobre Periplaneta americana, derivadas de factores intrinsecos
(variabilidad genética y produccion de toxinas bajo diferentes condiciones de

crecimiento) o extrinsecos (fase larvaria y/o sexo y respuesta inmune del insecto).

29



4. OBJETIVO GENERAL

Aislar y seleccionar aislamientos de Beauveria bassiana comparando su actividad
insecticida entre estos y contra cepas comerciales para el biocontrol de Periplaneta
americana, y determinar si las diferencias en dicha actividad son derivadas de factores
intrinsecos (variabilidad genética y produccién de toxinas bajo diferentes condiciones de

crecimiento) o extrinsecos (fase larvaria y/o sexo y respuesta inmune innata del insecto).

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

4.1.1 Obtener aislamientos nativos de Beauveria bassiana a partir de la cucaracha urbana
Periplaneta americana.

4.1.2 Seleccionar aislamientos de B. bassiana en base a su efectividad (porcentaje de
mortalidad) sobre la cucaracha urbana.

4.1.3 Evaluar la produccién de metabolitos bioactivos (por ej., Beauvericina) en los
aislamientos seleccionados de B. bassiana.

4.1.4 Potenciar la efectividad de los aislamientos de B. bassiana sobre P. americana con
el uso de adyuvantes inorganicos

4.1.5 Determinar la respuesta inmune innata mediante la medicion de la actividad
fenoloxidasa en las fases ninfales y adultos de P. americana.

4.1.6 Medir el efecto inmunoldgico del entomopatégeno en P. americana después de la
infeccion.

4.1.7 Determinar la variabilidad genética entre los aislamientos contra cepas comerciales
de B. bassiana, mediante el analisis RAPD.

4.1.8 Secuenciar la region ITS ribosomal del DNA que mostraron diferencias en los
patrones polimorficos (RAPD) entre los distintoss aislameintos contra patrones
reportados de cepas de B. bassiana.
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5. METODOLOGIA

En el presente estudio se evaluo la efectividad de aislados de Beauveria bassiana
contra Periplaneta americana (L.). El disefio experimental que se plante6 se muestra en el

Anexo 1.

5.1 MATERIAL BIOLOGICO

5.1.1 Establecimiento de la colonia de insectos

Las colonias de Periplaneta americana L. se establecieron a partir de cucarachas
recolectadas en su habitat natural. Las colectas se hicieron alrededor del campus de la
Universidad Auténoma de Nuevo Leon (UANL), en las cuales se determiné la especie de
P. americana mediante la descripcidon taxondémica segun Clunie (2004). Cada 6 meses se
llevaron a cabo las colectas para fortalecer y evitar homocigamia dentro de la colonia.
Antes de introducir a la colonia las cucarachas recolectadas, fueron mantenidas en
cuarentena, durante 40 dias para descartar cualquier individuo enfermo o parasitado. La cria
se establecié en el Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la Facultad de
Ciencias Biologicas, UANL, en la cual los insectos se colocaron dentro de una caja de
plastico hermética (48x90) con papel absorbente, bajo condiciones controladas de 25 +4
°C, una humedad relativa del 65-75%, y un fotoperiodo de 12 h luz:oscuridad (Fig. 5). La
dieta de los insectos, tanto de ninfas y adultos, consistio en croquetas para mascotas
(Purina, Nestlé México, SA de CV, México, DF) y agua. Para realizar los ensayos de
actividad insecticida y fenoloxidasa, se utilizaron cucarachas de la colonia previamente

establecida.

5.1.2 Aislamiento y cultivo de Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin

De los tratamientos de B. bassiana utilizados en el presente estudio, dos cepas fueron
proporcionadas por el Comité Estatal de Sanidad Vegetal del Estado de Guanajuato,
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CESAVEG (Bb-Chc-LBIH-28 y GHA), a las cuales se les nombra en el presente estudio
como C1y C2, respectivamente, y fueron usadas como cepas de referencia.
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gas——

Fig. 5. Colonia establecida de P. americana.

Estas cepas se producen y formulan como polvo humectable, para su uso dentro de
programas fitosanitarios para el control de plagas agricolas (http://www. cesaveg.org.mx /
html / pboletines.htm). Para eliminar el efecto de la formulacion, las cepas C1 y C2 se
cultivaron en agar dextrosa papa (PDA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) e incubaron a 25 +4
°C. Posteriormente, a partir de conidios individuales se hicieron crecer en placas con PDA
para obtener cultivos monosporicos, segun lo descrito por Choi et al. (1999).

Ademas de las cepas de B. bassiana proporcionadas por el CESAVEG, se probaron
cuatro aislamientos mas (C3, C4, C5 y C6), provenientes de insectos de P. americana
colectados en su ambiente natural. Todos se identificaron como B. bassiana en base a las
caracteristicas morfolégicas de acuerdo, con Humber (2007) (Fig. 6). Los aislamientos de
B. bassiana provenientes de insectos colectados, se realizaron a partir de insectos adultos
de P. americana que presentaban sindromes visibles de enfermedad como aletargamiento y
comportamiento diurno de actividad (las cucarachas tiene habitos nocturnos), o bien, que
hayan muerto en el periodo de cuarentena. Los muestreos se realizaron externa e
internamente del cuerpo del insecto. Antes de tomar las muestras internas mediante
puncion abdominal con un asa bacterioldgica, los insectos se lavaron y desinfectaron

externamente con alcohol al 70% y solucién de buffer de fosfato estéril (PBS; 1.48 g de
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Na;HPO,, 0.43 g de NaH,PO, y 7.20 g de NaCl) mas un surfactante de polisorbato 20 al
0.1% v/v (Tween 20®; Promega Co. US (PBSt).

Fig. 6. Aislamientos C3, C4, C5y C6 de B. bassiana provenientes de insectos colectados en su
ambiente natural. Las flechas indican la presencia del micelio aéreo.

Las muestras se inocularon en PDA y se incubaron a 28°C, hasta tener un crecimiento
y produccion de conidios que permitieran su identificacién. A partir de las muestras de las
que se logro aislar B. bassiana, se generaron cultivos monosporicos para la evaluacion de
las mismas. Se seleccionaron aquéllos aislamientos con mayor potencial como
bioinsecticida de acuerdo a su actividad insecticida, medida como porcentaje de mortalidad
de cucaracha urbana. Para fines de conservacion, los aislamientos se almacenaron como
cultivos monosparicos a -20° + 4°C. Para esto se inocularon en PDA a 28°C, una vez que
el micelio cubri6 el 85-90% de la superficie del agar, se secciond en cuadros de 2 mm y
grupos de 4-5 cuadritos de 2 mm? se transfirieron a viales estériles con glicerol al 20%.
Para cada prueba y repeticién realizada se utiliz6 un nuevo vial, esto para evitar
variabilidad genética entre cada prueba que pudiera resultar de la resiembra del hongo.

33



5.2 EXPERIMENTOQOS DE B. hassiana

Los experimentos evaluados en el presente estudio fueron los resultados de la
produccién de las cepas y aislamientos de B. bassiana, considerados como tratamientos:

a) Conidios aéreos (CA), obtenidos por produccion en fermentacion solida

b) Conidios sumergidos mas blastosporas (CS+B), obtenidos por produccion en
fermentacion liquida y

c) Sobrenadante filtrado (SF), obtenidos por produccion en fermentacién liquida, estos dos
altimos del producto de la fermentacion por 13 dias (producto final del proceso). Los
productos de estos experimentos (CA, CS+B o SF) se transfirieron a viales de 1 mL
estéril y fueron congelados a -20 °C, hasta su uso.

5.2.1 Fermentacion solida

Para la fermentacion en sustrato sélido se emplearon cultivos mondporicos de cada uno
de los tratamientos, los cuales se inocularon en PDA e incubaron a 25 +4 °C, hasta alcanzar
el 85-90% del crecimiento micelial (Fig. 7). Posteriormente se llevo a cabo el cosechado de
conidios aéreos.

Para obtener los conidios del experimento CA, se agregd 1-mL de solucion salina al
0.85% p/v (NaCl,) més un surfactante de polisorbato 20 al 0.1% v/v (Tween 20®; Promega
Co. US), sobre el micelio de cada uno de los tratamientos. Posteriormente, se colecto el
contenido en 10 mL de la misma solucién, después de un raspado superficial con un asa
Driblasky. EIl nimero y la concentracién de conidios/mL se calcularon mediante el conteo
en un hematocitometro (camara de Neubauer; Hausser Scientific, Horsham, PA.).

5.2.2 Fermentacién liquida

Se evalu6 el método de produccion de conidios sumergidos y blastosporas mediante
fermentacién en cultivo liquido de los cuatro tratamientos seleccionados de B. bassiana

(Fig. 7). El medio de cultivo consistio en caldo Sabouraud (SB) y extracto de levadura al
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1.0 % p/v como fuente de nitrégeno (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) a un pH = 6.8,
seleccionados en base de mantener la efectividad del entomopatdgeno (Churchill, 1982);
ésta fue la primera evaluacion de los tratamientos. Adicionalmente, se agrego acido borico
(H3BO4; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) como adyuvante a pH= 5, lo que gener6 una

segunda evaluacion de los tratamientos.

5.2.2.1 Conidios sumergidos y blastosporas (CS+B)

Este experimento se realizo con el producto final de la fermentacion liquida. A pesar
de que en este experimento se incluyen conidios y blastosporas, fue en base al nimero de
conidios que se realizd el ajuste de concentracion para su evaluacién. Se tomaron muestras
directamente del producto, se realiz6 una dilucién 1:100 usando como diluyente solucién
salina (NaCl) al 0.85% + Tween 20® al 0.1 % para contabilizar los conidios en una camara
de Neubauer, ajustado el nimero de los mismos segun la necesidad del ensayo.

al . .
g . 4 =
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Fig. 7. Fermentacion en cultivo liquido de los tratamientos seleccionados del hongo B. bassiana.
El medio de cultivo consisti6 en caldo Sabouraud.

5.2.2.2 Sobrenadante filtrado (SF)

Los filtrados de cada uno de los tratamientos se obtuvieron después de finalizado el
tiempo de fermentacion, en el cual el producto final se centrifugd a 14,000 rpm durante 15

min para separar el micelio + blastosporas del sobrenadante. Posteriormente, se llevo a
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cabo una filtracion a través de tres pasos: en el primero, se realizé una pre-filtracion del
sobrenadante a traves de una gasa estéril de 7.5 X 5 cm (Protec®; Gmbh & Co. KG), lo
cual nos permiti6 separar el exceso de micelio del hongo; en el segundo paso, el pre-filtrado
se paso a través de papel filtro #1 (Whatman Inc., Piscataway, NJ); y como tercer paso, el
producto previamente filtrado se sometio a un proceso final de filtracion al vacio, usando
filtros de acetato-celulosa de 0.22 um (Corning Gilbert Inc., Glandale AZ) para excluir en
su totalidad las conidios y blastosporas, lo cual nos permitio evaluar los metabolitos

producidos durante la fermentacion.

Fig. 8. Proceso de filtracion llevado a cabo en cada uno de los tratamientos después de
finalizado el tiempo de fermentacion.

5.3 EVALUACION DE TRATAMIENTOS Y EXPERIMENTOS DE B. bassiana

La evaluacion de los tratamientos de B. bassiana se enfoco principalmente en la
actividad insecticida y viabilidad de conidios, lo cual se consider6 como punto de partida
para la seleccion de tratamientos efectivos contra P. americana (C1, C2, C4 y C6). Una

vez seleccionados, se llevd a cabo el proceso de fermentacion liquida anteriormente
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descrito, donde para los tratamientos del experimento CS+B se estimaron los mismos
parametros de actividad insecticida y viabilidad que los producidos con el experimento CA.
Para el experimento de SF, ademas de la actividad insecticida se evalud la susceptibilidad
que presentan algunas bacterias a ciertos metabolitos producidos durante la fermentacion de
B. bassiana mediante un ensayo tipo antibiograma, que se realiza para determinar la
susceptibilidad o resistencia de una bacteria a un compuesto antibiético, asi como una
cromatografia de capa fina, para la deteccién de los mismos, principalmente la presencia de

la micotoxina beauvericina.

5.3.1 Actividad insecticida

La evaluacion de la actividad insecticida se realizé por medio de la determinacion del
porcentaje de mortalidad en tres condiciones del insecto (consideradas como variables):
ninfas tardias, hembras y machos de P. americana. Cada evaluacién se realizd por
separado, para determinar la variable del insecto mas susceptible. EIl bioensayo se realiz6
con los insectos de la colonia previamente establecida. Para facilitar su manipulacion, las
cucarachas se inmovilizaron al colocarlas previamente y durante 20 min a 4°C para facilitar
la aplicacion tépica de cada tratamiento. Cada tratamiento de los diferentes experimentos se
aplicd directamente sobre la region abdominal del insecto, usando 100 puL de una dosis a
concentracion de 1 x 10° conidios/mL (Pachamuthu et al., 1999). Los controles
consistieron de PBSt (para compararlo con el experimento de CA) o medio de fermentacion
liquida sin inocular (para comprarlo con los experimentos CS+B y SF). Posteriormente, las
cucarachas tratadas fueron colocadas en recipientes de plastico de un litro con papel
absorbente, alimento y agua durante 7 dias, bajo las mismas condiciones de incubacion
utilizadas para la colonia de insectos. Los productos de cada experimento se evaluaron por
triplicado usando 12 cucarachas por repeticién. Con los valores registrados de mortalidad
se obtuvo el porcentaje de mortalidad del recuento de insectos vivos y muertos después de
ser expuestos a cada tratamiento de todos los experimentos.

Asimismo se realiz6 un analisis microbiol6gico de los insectos muertos después de la

exposicion de los insectos a los tratamientos de B. bassiana para verificar que la muerte se
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debio a la infeccién del entomopatdgeno, ya que no todos los insectos presentaban micosis
expuesta. Para esto, se tomaron muestras por puncion con un asa bacterioldgica de la parte
abdominal de los insectos muertos, previamente lavados externamente con etanol al 70% y
enjuagados con PBS estéril. Las muestras se inocularon sobre agar nutritivo (AN; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) y PDA, vy las placas se incubaron a 28 °C durante 5-7 d, para
verificar el crecimiento de B. bassiana. Los insectos sobrevivientes expuestos a los
tratamientos de B. bassiana fueron almacenados a -20°C para su posterior estudio de
actividad fenoloxidasa (PO).

5.3.2 Pruebas de viabilidad

La viabilidad se determiné en los diferentes tratamientos y experimentos, mediante las
técnicas de nimero mas probable por unidades formadoras de colonias (UFC), porcentaje
de germinacion (% de germinacién) y actividad celular por la técnica colorimétrica de
reduccion del MTT (sal de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-. 2-il)-2,5-difenil tetrazolio)
(Stentelaire et al., 2001).

5.3.2.1 Técnica de numero mas probable (Unidades formadoras de colonias)

La cuenta viable de hongos se basa en el fundamento de que al crecer sobre un sustrato
solido, como los medios sugeridos para el crecimiento de hongos como PDA o agar
Sabouraud (Sigma-Aldrich), cada conidio vivo o fragmento de micelio germinard y crecera
hasta formar una colonia visible a simple vista (Garcia y Uruburu, 2000) (Fig. 9). Para
llevar a cabo esta técnica, se tomo una alicuota de 1 mL de cada tratamiento, partiendo de
una concentracion de 1x10° conidios/mL. Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas
1:10 (1 x 10% 1 x 10* y 1 x 10° conidios/mL) usando como diluyente PBS. Una vez
obtenidas las diluciones, se agregé 1-mL de cada una en placas Petri, ademas se afiadieron
70 uL de antibidtico (penicilina-estreptomicina 3 ug/mL; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).
Posteriormente se agregé PDA, para permitir una dispersién por difusion de los conidios al
agitar en forma de 8 el agar antes de solidificar. El conteo de colonias se realiz6 después de
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7 dias de incubacion a 28°C. Para estimar el namero de UFC, se tomaron en cuenta
solamente las placas que entraban en un rango de 20 a 300 colonias. Las pruebas se

realizaron por triplicado para cada tratamiento.

4

Fig. 9. Colonias observadas de la cuenta viable de B. bassiana sobre un sustrato slido
(PDA)

5.3.2.2 Porcentaje de germinacion

La prueba de germinacién es una técnica ampliamente utilizada con hongos
entomopatogenos. Para determinar la viabilidad por germinacién de los experimentos de
CA, se inoculé 100 pL a una concentracién a 1 x 10° conidios/mL de cada tratamiento en
250 mL de medio de germinacion (caldo Sabouraud, sacarosa y extracto de levadura,
ambos al 0.5 %). Posteriormente, se incubaron en agitacion constante a 150 rpm a 25 +
4°C, durante 16 h. Para obtener el porcentaje de conidios germinados se tomaron alicuotas
a partir de las 2 h y hasta completar un ciclo de 12 h de incubacién. Se tomaron como
viables aquéllos conidios que tenian presencia de tubo germinativo al observar las muestras
directamente al microscopio. EIl porcentaje de germinacion se obtuvo del recuento de un
total de 100 conidios en cuatro campos (numero conidios germinados/nimero total de
conidios examinadas). Todas las pruebas de germinacion se hicieron por triplicado en cada

experimento.
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5.3.2.3 Actividad celular por el método colorimétrico de reduccion del MTT

La técnica de viabilidad por actividad usando la reduccion de la sal de
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-.2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT), se realizé de acuerdo a

la metodologia propuesta por Gomez-Flores et al. (1995).

Fig. 10. Conidios con presencia de tubo germinativo al observar las muestras directamente al
microscopio (40x).

En esta prueba se determind la viabilidad de los experimentos CA y CS+B. La
incubacion del experimento con CA se realizé de acuerdo a la metodologia descrita para las
pruebas de germinacion; sin embargo, en el experimento CS+B se tomaron alicuotas a
partir de las 72 h de incubacion hasta el dia 13, tiempo en que finaliz6 la fermentacion
liquida. Para llevar a cabo la prueba de viabilidad por reduccion de MTT, en ambos
experimentos se tomaron alicuotas de 500 pL de cada tratamiento x experimento y se
colocaron en tubos para micro-centrifugacion de 1.7 mL (Eppendorf Co., USA), a los
cuales se les agregaron 50 pL de MTT y se dejaron incubar en oscuridad y a temperatura
ambiente durante 4 h. Posteriormente, se agregd buffer de lisis (dodecil sulfato de sodio
(SDS) al 20% y dimetil-formamida (DMF) al 50%; pH 4.7) y se dejo incubar por 12 h.
Finalmente, se midi6 la absorbancia de la reaccion de reduccion por espectrofotometria a
570 nm. Para lograrlo, en una placa para ELISA de 96 pozos (Fig. 11), se agregaron 100
ML de cada experimento (3 pozos/experimento) y se realizé la lectura a una absorbancia de
570 nm (SpectraLab Scientific Inc. Perkin-Elmer UV/VIS Spectrometer Lambda 20).
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Fig. 11. Técnica de actividad celular usando el cambio de color por la reduccidn de la sal de
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-.2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT).

5.4 EVALUACION DE METABOLITOS EN PRODUCTOS FERMENTADOS

Como se mencion6 antes, parte de la patologia de los hongos entomopatdgenos a
insectos estd mediada por la produccion de toxinas. Esta parte del trabajo se enfoco en la
evaluacion de los productos fermentados y la detecciébn de metabolitos, entre ellos
beauvericina (BEA), y su relacion con el posible incremento de la actividad insecticida de
B. bassiana después de la fermentacion.

La evaluacion de metabolitos se realizd en el sobrenadante filtrados después de la
fermentacion en cultivo liquido de los cuatro tratamientos seleccionados del hongo B.
bassiana. Se tomaron muestras a los dias 7, 9 y 11 de fermentacion. Los procesos de
fermentacion y filtracion de los tratamientos fue exactamente al descrito anteriormente,
para obtener la mayor concentracion de metabolitos, principalmente BEA (Buchawaldt y
Jensen 1991; Jegorov et al. 1998; Kershaw et al. 1999). Para fines comparativos se utilizo
un estdndar de BEA comercial (C4sHs57N309, masa molecular 784 y 97% de pureza; Sigma-
Aldrich) como control positivo, tanto en el antibiograma, como en la cromatografia de capa

fina.

5.4.1 Liofilizacién de los tratamientos/experimentos
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Una vez obtenido el producto filtrado, se llevo a cabo la liofilizacion de los mismos
para concentrar los metabolitos. Para acelerar el proceso de congelacion de las muestras se
utilizaron ciclos de congelacion-sublimacion para eliminar el agua libre contenida en los
filtrados. Para esto, se repartieron los filtrados (20 mL) en frascos de vidrio de 30 mL.
Posteriormente, en un recipiente de acero inoxidable se congelaron las muestras usando una
mezcla de etanol al 70% (v/v) y hielo CO,. Posteriormente, se colocaron en un liofilizador
(Labconco Corp, Kanas, MI) bajo condiciones de 0.200 mBarr de vacio y la coleccién a -

49°C. Una vez obtenidos, los productos liofilizados se almacenaron a -20°C hasta su uso.

5.4.2 Susceptibilidad de microorganismos a los metabolitos

Se ha reportado que B. bassiana produce metabolitos con efecto antimicrobiano
producidos durante la fermentacion (Strasser et al., 2000), por lo que en el presente
trabajo, se determind la actividad antibacteriana de los liofilizados contra cinco cepas
bacterianas mediante el método de difusion en pozo en agar (Torres et al., 2006). Los
microorganismos utilizados para los ensayos fueron: dos Gram (+): Bacillus subtilis y
Listeria monocytogenes, y tres Gram (-): Escherichia coli, Salmonella enterica serovar
Typhi y Shigella sp. Todos los cultivos bacterianos fueron donados por el Depto. de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la UANL, los cuales provenian ya
activados en caldo infusién cerebro corazon (ICC; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO); y se
conservaron a 4°C en ICC en tubos con tapdn de rosca, con resiembras periddicas cada 3
meses. El indculo de las cepas bacterianas utilizado en los ensayos fue ajustado a 1.5x10°
celulas/mL.

5.4.2.1 Método de difusion en agar

En este estudio se evaluaron los sobrenadantes filtrados y liofilizados mencionados
anteriormente. Los cuales se re-suspendieron en PBS estéril a un volumen de 1-mL. La
técnica de difusién en pozo se realizd de la siguiente manera: 300 puL de las diferentes

cepas activadas se sembraron sobre la superficie del agar por extension con un asa de
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Driglalsky. Para B. subtilis se utiliz6 agar nutritivo y para L. monocytogenes agar soya
tripticasa (Bioxon, Becton, Dickinson and Co., NJ); y en el caso de E. coli y S.e. typhi se
utiliz6 agar Mueller-Hinton (Bioxon Becton Dickinson and Co.). Después de 5 min de
inoculado, se hicieron pozos sobre el agar, marcando un circulo con la parte posterior de
una pipeta Pasteur (5mm didmetro) y retirando la porcién interior del circulo para formar el
pozo, y a cada pozo se afiadieron 100 pyL de cada tratamiento y experimento liofilizado a
probar. El estdndar de BEA fue re-suspendido a una concentracion de 500 pug/mL, en dos
vehiculos diferentes: PBS y en una solucién de metanol 55.56% y 44.4 % de agua. Como
controles negativos se afiadieron los vehiculos empleados en pozos separados al mismo
volumen de los liofilizados. Las placas se incubaron a 37°C durante 24 h para B. subtilis, E.
coli, S. e. Typhi y Shigella sp. y a las 48 h para L. monocytogenes. Después del tiempo de
incubacion se examind cada placa. La susceptibilidad de las bacterias se determiné por la
presencia o ausencia de un halo de inhibicién del crecimiento alrededor del pozo. Todos

los ensayos se llevaron a cabo por duplicado.

5.4.3 Deteccion de Beauvericina (BEA) por cromatografia en capa fina

La deteccion de metabolitos secundarios en hongos por medio de la cromatografia en
capa fina (thin layer chromatography, TLC) ha sido ampliamente descrito y utilizado para
este propdsito (Kacergius y Mackinaité, 2005; Kacergius et al., 2005). En el presente
estudio, se evalud la presencia o ausencia de toxinas, principalmente BEA de cada unos de
los aislados, mediante la técnica de TLC, después del proceso anteriormente descrito de
fermentacion, filtracion y posterior liofilizacion. Las muestras liofilizadas provenientes de
los dias 7, 9 y 11, se eligieron para llevar a cabo la TLC. Los liofilizados, asi como el
estandar de BEA, se re-suspendieron en una solucién metanol-agua (55.55 - 44.4 %). Una
vez realizadas las diluciones, se agregaron 10 pL de cada uno de los tratamientos,
incluyendo el estandar, sobre pequefios puntos previamente marcados, sobre las placas de
silica gel 60 F2s4 (20x20; 0.25 mm), con una separacion de 5 mm entre cada tratamiento. El
eluente utilizado para esta prueba fue una mezcla de acetato: metanol: agua (100:5:1). Las

cromatoplacas se colocaron dentro de cdmaras de elucién de vidrio a temperatura ambiente.
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Una vez que el eluente recorrio la placa hasta 1-cm antes del final de la cromatoplacas, se
dejaron al exterior para la evaporacion del eluente. Las placas se revelaron con
vaporizaciones de yodo para comparar la presencia/ausencia de manchas indicativas de
micotoxinas. En base a la posicion de las manchas se obtuvo el factor de retencion (Rf),

mediante la formula:

Rf= distancia recorrida por el compuesto / distancia recorrida por el disolvente

5.5 TIPIFICACION MOLECULAR

Las técnicas mayormente utilizadas para observar la diversidad genética entre cepas de
hongos entomopatdgenos, son aquéllas donde se utilizan marcadores especificos que
registran cambios nucleotidicos o patrones diferentes entre cepas. Dentro de ellas se
encuentra los RAPDs (ADN polimérfico amplificado al azar) y la amplificacion de las
secuencias ribosomales nucleares y su analisis de los espaciadores internos transcritos
(ITS: ITS-1, ITS2 y 5.8s) por medio de PCR-RFLP (Williams et al., 1990; Neuvéglise et
al., 1994; Buscott et al., 1996; Iturralde, 2005). EIl objetivo en este punto del trabajo fue el
de evaluar la diversidad genética mediante RAPD y PCR-RFLP entre los tratamientos de B.

bassiana evaluados con capacidad de infectar a P. americana.

5.5.1 Extraccion de ADN

Los tratamientos se cultivaron en placas Petri a 27°C por 5 dias en medio PDA.
Posteriormente se re-aislaron cultivos monoesporicos, tal como se describié anteriormente.
Una vez obtenidos los cultivos, se inocularon los aislados en medio liquido Sabouraud y
extracto de levadura al 1%, a una concentracion de 1 x 10° conidios/mL. Se incubaron por
72 ha27°Cy 150 rpm, para producir micelio. Posteriormente, el micelio se macer6 con un
buffer de suspensiéon compuesto por: 100 mM Tris; 1,4 M NaCl,; 20 mM EDTA; 1%
polivinilpirrolidona y 2% del surfactante cationico bromuro de hexadeciltrimetilamonio

(CTAB) para ayudar a la dispersion homogénea de la muestra, ajustado a un pH= 8,0; a
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cada muestra se le agregaron 8 L de proteinasa K. La mezcla se incubé a 65°C durante 60
min y se homogeneizd a intervalos de 10 min. Después las muestras se enfriaron en hielo y
se mezclaron con cloroformo isoamilico (24:1), y se centrifugaron a 5.000 rpm por 15 min,
para la separacion de fases; esta etapa se realizd dos veces. Se recuperd el sobrenadante
acuoso y se le agreg6d isopropanol a igual volumen del sobrenadante recuperado, y se
incubaron a -20°C por toda la noche para precipitar el ADN. El pellet de ADN se colectd
mediante centrifugacion, se lavé con alcohol 70% y alcohol absoluto 90% v se dejo secar a
temperatura ambiente. Finalmente, el ADN se diluy6 en buffer Tris- EDTA (TE) pH 8,0 al
1x compuesto por: 10 mM Tris Cl (pH 7.4) y 10.6 g. 1 mM EDTA (pH 7.4) para preparar
1-L a 10x. EI ADN se cuantific6 mediante espectrofotometria, usando un nano-

espectofotometro Nanolytik® NanoSpec Cube Micro Biophotometer (DNA Aggo).

5.5.2 Determinacion de variabilidad entre tratamientos de B. bassiana mediante
RAPD

El ADN se amplificé mediante la técnica RAPD-PCR (Williams et al., 1990). Para
esta prueba se utilizaron los partidores de las series OPA-A, OPA-B y OPA-AB (Operon
Technologies, CA, USA). Las condiciones de amplificacién de los RAPDs fueron de 45
ciclos de 1-min a 94°C, 1-min a 45°C y 2 min a 72°C, con un ciclo final de 5 min a 72°C
(termociclador Techne, touchgene Gradient). Las reacciones se realizaron en un volumen
total de 25 pL que contenian 0.2 mM de cada dNTP, 0.2 mM del partidor, 1x de buffer de
amplificacion de PCR, 1-mM de MgCI2, 1-U Tag ADN polimerasa (Invitrogen, Life
Tech.©) y 100 ng de ADN molde en agua ultrapura. Las reacciones se realizaron por
triplicado para determinar la consistencia de los patrones. Los productos de la
amplificacién se separaron en un gel de agarosa (1%) en el buffer 1-x TAE (40 mM Tris
acetato, 0.5 mM EDTA, pH =8,0) a 100 V (fuente de poder Thermo Fisher Scientific Inc.).
Los geles se tifieron con bromuro de etidio y posteriormente se visualizaron bajo la luz

ultravioleta (fotodocumentador UVP (luz UV) para su posterior evaluacion.
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5.5.3 Variabilidad entre tratamientos de B. bassiana por andlisis de espaciadores

internos de transcritos (ITS)

5.5.3.1 Amplificacion de la region ITS

Se utilizaron los partidores universales ITS 1, ITS 2, ITS 3, ITS 4 e ITS 5 para
amplificar ADN de los tratamientos mediante PCR (White et al., 1990). La reaccion de
PCR se realizd en un volumen total de 25 uL, la cual contenia 0,2 mM de dNTPs, 0,2 mM
de los partidores ITS (1’ - 2") y (4’ - 5’), 10x de buffer amplificacion de PCR, 0.25 mM de
MgCl,, 1 U Tag ADN polimerasa y 25 ng de ADN molde. La amplificacion se realizé en
el termociclador, donde el programa incluyd un ciclo inicial de 5 min a 94°C, seguido por
35 ciclos de 30 s 94°C, 40 s 57°C y 2 min a 72°C y una extension final de 5 min. Los
productos de la amplificacion se separaron en un gel de agarosa (1%) en el buffer 1x TAE
(40 mM Tris acetato, 0.5 mM EDTA, pH 8,0) a 100 V. Los geles se tifieron con bromuro
de etidio y posteriormente se visualizaron bajo la luz ultravioleta (fotodocumentador UVP,
luz UV) para su posterior evaluacion.

5.5.3.2 Restriccion de los productos de PCR

La restriccion de los productos de PCR se realiz6 de acuerdo a protocolos de los
distribuidores usando las siguientes enzimas endonucleasas: Alu I, Eco RI, Hae Ill, Hha I,
Hinf I (Invitrogen, Life Tech.©). La reaccion de digestion se realiz6 bajo las siguientes
condiciones: 8 uL de ADN amplificado, 1 pL de 10x buffer especifico de enzima y 5
unidades de enzima de restriccion. La incubacion fue a 37°C en un tiempo adecuado a la
enzima de restriccion. Los fragmentos generados por la restriccion se separaron mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 2% en buffer 1x TAE a 100 V. El gel se tifi6 con
bromuro de etidio para visualizar los fragmentos bajo la luz UV. Las reacciones se
realizaron por triplicado para determinar la consistencia de los patrones.

5.5.3.3 Purificacion de ADN (Productos de la amplificacion de la region ITS)
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La purificacion de ADN proveniente de los productos de PCR se realiz6 de acuerdo al
protocolo de Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System. Este sistema puede purificar
fragmentos de ADN de 100 bp hasta 10 kb directamente del producto de la amplificacion
de PCR con un 95% de confianza. Posteriormente, las muestras de ADN purificado se
enviaron a secuenciar a la Unidad de Sintesis y Secuenciacion, del Instituto de
Biotecnologia, UNAM. Cuernavaca, Morelos, MX. Posteriormente se validaron las
secuencias en el software Bioedit 7.0.9.

5.6 RESPUESTA INMUNE HUMORAL

5.6.1 Actividad fenoloxidasa (PO)

Con el fin de relacionar la respuesta inmune de las diferentes variables de P.
americana con su susceptibilidad a B. bassiana, se evalué la actividad innata de PO de
ninfas, hembras y machos de los insectos mediante la medicién en el cambio de
absorbancia a 490 nm en el espectrofotometro por la oxidacion del sustrato DL-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA; Sigma-Aldrich) por la activacion de la enzima PO.
Posteriormente, siguiendo la metodologia descrita para la exposicién de los insectos a los
tratamientos/experimentos de B. bassiana, se les determind la respuesta inmunoldgica
humoral en tres variables: ninfas tardias, hembras y machos. Los insectos sobrevivientes
expuestos en bioensayos de laboratorio, se esterilizaron de la superficie con etanol al 70% y
se enjuagaron en agua estéril. Posteriormente se mantuvieron a -20°C hasta sacrificarlos.
Los insectos se transfirieron a tubos Eppendorf de 1.5 mL en los cuales se maceraron
usando pistilos estériles. Se centrifugaron los tubos a 14,000 rpm durante 10 min, para
precipitar los tejidos y obtener el sobrenadante, todo esto a una temperatura de 4°C.

Una vez obtenido el sobrenadante de la hemolinfa de cada una de las muestras de los

individuos en las diferentes fases de desarrollo, se removieron los hemocitos por
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centrifugacion a 14000 rpm durante 5 min. Del sobrenadante del plasma, se tomaron 10
ML y se mezclaron con 150 pL de L-DOPA a 10 mM en PBS, a pH 6.5, a 25 °C en placas
de 96 pozos y se midi6 el cambio de absorbancia a 490 nm usando un lector de microplacas
(multimodo DTX detector 880, Beckman Coulter Inc., Austria). Se realizaron curvas de la
oxidacion del sustrato (L-DOPA) por la activacién de la enzima PO. Los valores se
obtuvieron contra tiempo (5, 10 y 15 min) para compararlos con los obtenidos de los
insectos tratados con los diferentes aislados/tratamientos (Wang et al., 2007). Se utilizaron
hasta seis cucarachas en el estudio de ninfas iniciales, para ninfas intermedias se usaron de
tres a cuatro, y para ninfas tardias o adultos solo una cucaracha. Como control negativo se
us6 PBS mas el sustrato. Todas las pruebas se hicieron por triplicado

5.6 ANALISIS E INTERPRETACION DE DATOS

Todos los tratamientos y bioensayos se realizaron por triplicado. De los datos obtenidos
de los parametros de mortalidad, viabilidad y susceptibilidad de microorganismos a los
liofilizados se obtuvo la media para cada repeticion, las cuales fueron analizadas mediante
el analisis de varianza (ANOVA), incluyendo una prueba posthoc Tukey HDS; asi como
una prueba de t de Student de una sola via y pariada, cuando se evaluaron menos de 3
tratamientos. Para determinar la correlacion entre la Al y la actividad PO se us6 el analisis
de correlacion de Pearson. Las diferencias se delimitaron a una significancia de P< 0.05.
Para las pruebas moleculares, la evaluacion del polimorfismo genético se realizé a partir
de los productos de amplificacion generados de los iniciadores utilizados. Los productos
de la PCR de la técnica de RAPD se reportaron tomando las bandas mas intensas como
presentes (1), o como ausentes (0), en cada analisis genotipico. Los datos fueron
registrados en matrices binarias. Se construyé una matriz de similitud generada mediante
el modelo matematico o indice de Jaccard (J) y un analisis de agrupamiento UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method Average) que se empled para la construccion del
dendrograma, ya que dicha plataforma permite analizar y comparar diferencias genéticas
aplicado a poblaciones de la misma especie. En todos los casos se us6 el programa
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estadistico computacional para Windows, SPSS Statistics 17.0 (2007). Excepto para la
alineacion de secuencias, donde se utilizé el programa BioEdit © (1997-2011).

RESULTADOS
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6.1 EVALUACION DE TRATAMIENTOS/ EXPERIMENTOS DE Beauveria bassiana

6.1.1 Seleccién de tratamientos

Ademas de los aislamientos de B. bassiana proporcionados por el CESAVEG (Cl y
C2), se logrd obtener cuatro aislamientos mas (C3, C4, C5 y C6) provenientes de insectos
colectados en su ambiente natural. Una vez que fueron identificados como B. bassiana en
base a las caracteristicas morfologicas, se llevd a cabo la evaluacion preliminar de los
tratamientos de B. bassiana como conidios aéreas (CA) obtenidas de la fermentacién sélida
con el fin de seleccionar aquéllos con efectividad sobre P. americana. Los aislamientos
seleccionados por su mayor actividad, se fermentaron a través de 13 dias, los cuales se uso
el producto total de fermentacion, el cual fue el experimento de conidios sumergidos mas
blastosporas (CS+B), asi como el producto filtrado libre de conidios y blastosporas,
experimento denominado sobrenadante filtrado (SF).

Los bioensayos de actividad insecticida, medido como porcentaje de mortalidad,
mostraron diferencias significativas en cuanto a mortalidad entre ninfas y adultos expuestos
a los tratamientos de B. bassiana (P< 0.05). Se verific6 que la mortalidad de los
experimentos con CA y CS+B fueran debidas a los tratamientos de B. bassiana, observando
el crecimiento de B. bassiana sobre agar nutritivo o PDA, el cual fue inoculado con una
muestra tomada de la region interna abdominal, en los casos que no mostraron micelio
aéreo, o del micelio propio, de los insectos muertos después de ser tratados. Las placas
inoculadas con muestras de cucarachas expuestas al control y/o al experimento con SF, no

mostraron crecimiento de B. bassiana.

6.1.2 Evaluacion del experimento con conidios aéreos (CA)

Se realizd la evaluacidn selectiva de los tratamientos: las cepas C1 y C2 (CESAVEG),
y los aislameintos C3, C4, C5y C6 (UANL) a partir de los productos de los experimentos
consistiendo en conidios aéreos (CA) proveniente de cultivos monoespdricos. Se probd la
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efectividad de los CA sobre P. americana, comparando los parametros de porcentaje de

mortalidad como indicativo de la actividad insecticida (Al) y viabilidad para llevar a cabo

la seleccion.

6.1.3 Actividad insecticida (Al)

Se probd la actividad insecticida en base al porcentaje de mortalidad de las variables

evaluadas: ninfas tardias, hembras y machos. La evaluacion preliminar de Al nos permitié

discriminar a los tratamientos C3 y C5, por su nula efectividad en cualquier fase evaluada
del insecto (Fig. 12).

Tabla 3. Evaluacion de la actividad insecticida y viabilidad del experimento con
conidios aéreos de los tratamientos de B. bassiana’

Clave Pruebas de viabilidad
Germinacion (%) + ES  UFC (x10) + ES MTT* (Abs) + ES

Control 0.00+ 0.00 0.00 +0.00 0.025+0.001 c

C1 39.33+4.25 Db 1.75+1.48 b 0.390 +0.01 ab

C2 81.66 +1.76 a 3.00+0.00 a 0.404+0.01a

C3 15.33+0.88 ¢ 1.67+153 b 0.373+0.00 ab

C4 88.66 +2.02 a 3.00+0.00 a 0.429+0.01a

C5 20.66 £3.17 ¢ 140+1.32 b 0.336+0.01 b

C6 88.33+2.40a 3.00+0.00 a 0.427 £0.03 a

1UFC= Unidades formadoras de colonias; MTT= Absorbancia a 570 nm de la reaccion de

oxidacion del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-. 2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT);

ES =error

estandar de la media. Letras diferentes entre columnas indican diferencias significativas entre las
medias a P< 0.05 basados en la prueba de Post Hoc Tukey HDS del anélisis de varianzas ANOVA
(SPSS Statistics 17.0, 2007). Los valores representan la media de tres repeticiones.

*Control= PBS+Tween 20 ®.

**Control= insectos tratados con PBS+Tween 20 ®

Los resultados mostraron diferencias en los valores de mortalidad, demostrando la Al.

En general, las ninfas tardias fueron menos susceptibles a los tratamientos de B. bassiana,
observadndose valores del 12.23, 10.57 y 2.10% de mortalidad para C4, C6 y C2,
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respectivamente; mientras que C1 no presentd Al y no fue diferente al control sin tratar. Por
lo contrario, P. americana fue mas susceptible a los tratamientos en adultos, donde C4 fue
significativamente mayor, mostrando un % de mortalidad comparado con los tratamientos
C1, C2yC6 (F = 75.21; df = 4,12; P < 0.001).
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Fig.12. Porcentaje de mortalidad de Periplaneta americana expuesta a los tratamientos C1, C2, C4y
C6 de Beauveria bassiana del experimento con conidios aéreos. A) Mortalidad de ninfas tardias; B)
Mortalidad de hembras; C) Mortalidad de machos. Las columnas que muestran diferentes letras en
las figuras indican diferencias significativas, basados en la prueba Tukey HDS (SPSS 17.0).

Las hembras fueron mas susceptibles que los machos, mostrando porcentajes de
mortalidad de hasta el 68.12% para el tratamiento C4, seguido por el tratamiento C6 con un
21.96%, C2 con el 11.24%, y C1 con el 7.01%; mientras que para machos, los valores de
mortalidad fueron de 38.33% para C4, 18.00% para C6, 9.67% para C2 y 5% para C1, el
cual no fue diferente al control sin tratar (Fig. 12).
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6.1.4 Pruebas de viabilidad

El estudio de viabilidad también mostrd diferencias entre los tratamietos. En
general, los tratamientos C2, C4 y C6 mostraron los mayores valores de viabilidad
significativamente diferentes frente a los tratamientos C3 y C5 en las pruebas de viabilidad
realizadas: la prueba de porcentaje de germinacion (F =170.0; df = 5,12; P <0.00) y la
prueba de unidades formadoras de colonias (UFC; F = 109.7; df = 5,14; P <0.001); y
diferentes significativamente a C5 en el bioensayo de reduccién de MTT (F =57.6; df =
5,12; P <0.001); mientras que el tratamiento C1 fue diferente Unicamente a los tratmientos
C3 y C5 en el porcentaje de germinacion, mediante la prueba de Tukey (P < 0.05). En la
prueba de germinacion, los valores de viabilidad después de 12h de incubacidn, fueron tan
altos como el 80% para los tratamientos C2, C4 y C6, y tan bajo como 5.33% para el
tratamiento C3 (Tabla 3). Asi mismo, los valores mas altos de la prueba UFC fueron de 3
x10" UFC para los tratamientos C2, C4 y C6, quienes no mostraron diferencias significativas
entre ellas, pero si frente a los tratamientos C1, C3 y C5 (1.75, 1.67 y 1.40 x 10’ UFC,
respectivamente).

De igual forma, en el bioensayo de actividad medida por reducion del MTT, los
tratamientos C2, C4 y C6 presentaron los valores mas altos de viabilidad en base a los
valores de absorbancia (0.404, 0.429 y 0.427, respectivamente), pero s6lo significativamente
diferentes al tratamiento C5 (0.336) y similares a los C1 (0.390) y C3 (0.373). Con estos
resultados, aunados a los del % de mortalidad, se realizé la eleccion de los tratamientos C1,

C2, C4 y C6 para darles continuidad en las siguientes pruebas.
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6.2 EVALUACION DE TRATAMIENTOS DESPUES DE FERMENTACION LIQUIDA.

Una vez seleccionados los tratamientos C1, C2, C4 y C6, se llevd a cabo la
fermentacién a través de 13 dias, donde los tratamientos fueron evaluados como
experimentos de produccion de conidios sumergidos mas blastosporas (CS+B) y
sobrenadante filtrado (SF), midiendo los pardmetros establecidos (actividad insecticida,
viabilidad de conidios/blastosporas y/o actividad/ deteccion de compuestos 0 metabolitos
secundarios). También se muestra la evaluacion de los experimentos CS+B y SF

provenientes de la fermentacion agregando acido boérico como adyuvante.

6.2.1 Conidios sumergidos y blastosporas (CS+B)

Se llevo a cabo la evaluacion de los tratamientos, donde se les determiné la actividad
insecticida (en base al porcentaje de mortalidad), asi como la viabilidad del producto final de

fermentacion.

6.2.1.1 Actividad insecticida (Al)

Para determinar el nivel de susceptibilidad de P. americana se evaluaron los
tratamientos C1, C2, C4 y C6. Entre ellos se observaron diferencias significativas entre
cada variable, ninfas tardias (F= 4.131; df 4,10; P = 0.031), hembras (F = 437.579; df =
4,10; P <0.001) y machos (F = 138.309; df = 4,10; P < 0.001). En general, los tratamientos
C4 y C6, causaron la més alta mortalidad en todas las variables, mientras que el tratamiento
C1 presentd los valores mas bajos y no fue significativamente diferente (P< 0.05) a los
insectos control sin tratar (Fig. 13).

Similar a lo observado con el producto del experimento con CA, los adultos fueron mas
susceptibles al experimento con SC+B. Las hembras presentaron la mayor susceptibilidad,
siendo los tratamientos C4 (95.56 %) y C6 (91.93 %), quienes mostraron los porcentaje de
mortalidad significativamente mas altos, comparados con observados por los tratamientos
C1 (10.85 %) y C2 (32.58 %). Asi mismo, los tratamientos C4 y C6 presentaron una Al
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significativamente mayor en machos (P< 0.05), con mortalidades del 87.64 y 82.19%,
respectivamente, en comparacion a los tratamientos C1 (12.25 %) y C2 (33.17 %). No
obstante, a diferencia del experimento con CA, las ninfas tardias tratadas con SC+B
presentaron significativamente altos porcentajes de moratlidad (Al), siendo el tratamiento
C6 quien present6 el mas alto (85.33 %), comparado con C1 (12.33 %) y C2 (62.33%), pero
fue similar al tratamiento C4 (74.33 %) (Fig. 13).

Tabla 4. Evaluacion del experimento de produccion de Beauveria bassiana
consistente en conidios sumergidos y blastosporas (CS +B) de los cuatro

tratamientos, obtenidos a partir del producto final de la fermentacion liquida®

Pruebas de viabilidad

Tratamientos Germinacion UFC MTT
(%) + ES (x10°) + ES (Abs) + ES
Control 0.0+0.0d 0.0+t0.0d 0.047+ 0.001c
C1 23.0+4.93 ¢ 3.86 +5.45¢ 0.086 + 0.006¢c
C2 4401458 b 8.16 +5.17b 0.140+0.003b
C4 62.6 +3.17ab 9.96 + 1.76ab 0.501 +0.021a
Cé6 71.0 +4.04a *1.03+3.75a 0.472 +£0.004 a

1 UFC= Unidades formadoras de colonias; MTT= Absorbancia a 570 nm de la reaccién de
oxidacion de sal de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-. 2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT). Letras
diferentes entre columnas indican diferencias significativas entre las medias a P< 0.05 basados en la
prueba de Post Hoc Tukey HDS del anélisis de varianza ANOVA (SPSS Statistics 17.0, 2007).

Los valores representan la media de tres repeticiones.

*= Numero de conidios x10°.

6.2.1.2 Pruebas de viabilidad
Las pruebas de viabilidad mostraron diferencias significativas (P< 0.05) entre
tratamientos en las tres pruebas establecidas, el porcentaje de germinacion mostr6 valores

de F =25.38; df = 3,8; P < 0.001, la viabilidad mediada mediante UFC los valores fueron de
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F=47.97,df = 3,8; P <0.0019 y para la prueba de actividad celular por reduccion del MTT
mostrd valores de F = 455.02; df = 4,10; P < 0.001. Sin embargo, con la prueba de Tukey
se puntualiz6 que el tratamiento C1 presentaba los valores significativamente mas bajos de
viabilidad (P< 0.05), en comparacion a los tratamientos C2, C4 y C6, mientras que los

tratamientos C4 y C6 mostraron los valores significativamente mas altos (Tabla 4).
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Fig. 13. Porcentaje de mortalidad de Periplaneta americana expuestos a los tratamientos C1, C2,
C4 y C6 de Beauveria bassiana del experimento de conidios sumergidos + blastosporas. A)
Mortalidad de ninfas tardias; B) Mortalidad de adultos hembras; C) Mortalidad de adultos machos.
Las columnas que muestran diferentes letras en las figuras indican diferencias significativas, basados
en la prueba Tukey HDS (SPSS 17.0).
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Especificamente, el tratamiento C6 presentd el valor mas alto de porcentaje de
germinacién (71.0%) y UFC (1.03 x10° conidios/mL), significativamente diferente
comparado contra C2, que obtuvo en ambas pruebas valores de 44.0% de germinacion y
8.16 x 10° conidios/mL, respectivamente (P< 0.05). EIl porcentaje de germinacién fue
mayor para el tratamiento C4, pero sin ser significativamente diferente, ya que mostro
valores de 62.6% de germinacién y 9.96 x 10° conidios /mL en la prueba de UFC. En la
prueba de actividad celular por reduccion de MTT, el valor de absorbancia mas alto de
nuevo se obtuvo con los tratamientos C4 (0.501) y C6 (0.472), quienes fueron
significativamente mayores comparados con C1 (0.086) y C2 (0.140) (P< 0.05).

6.2.2 Sobrenadante filtrado (SF)

Los tratamientos después de la fermentacion se sometieron al proceso de filtracion, para
excluir conidios y blastosporas. A estos tratamientos se les determind la actividad insecticida
(Al) medida por el porcentaje de mortalidad, asi como la actividad antibacteriana del filtrado
(por medio de un antibiograma) y la deteccién de metabolitos secundarios de B. bassiana
que pudieran influir en la Al.

6.2.2.1 Actividad insecticida (Al)

Se evalud la actividad insecticida, como porcentaje de mortalidad, del experimento SF
de los tratamientos C1, C2, C4 y C6 sobre P. americana. Los resultados mostraron
diferencias significativas entre los tratamientos contra ninfas tardias (F= 13.22; df = 4,10; P
= 0.001), hembras (F = 47.08; df = 4,10; P < 0.001) y machos (F= 42.29 df = 4,10; P <
0.001). Aunque se observé mortalidad entre las tres variables evaluadas (ninfas tardias,
hembras y machos), ésta no fue mayor al 55% (Fig. 14).

El tratamiento C4 mostré los valores mas altos de Al; el valor en ninfas tardias y
machos fue del 50.00% y en hembras del 55.55%; seguido por el tratamiento C6, donde las
ninfas tardias mostraron el 29.16%, en hembras el 48.61%, y para machos el 48.67% de
mortalidad.
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El tratamiento C2 mostrd valores de mortalidad significativamente menores a C4 y C6
en ninfas tardias (16.73 %) y en hembras (18.05%), pero no fue diferente al compararlo con
la susceptibilidad de los machos (37.67%) (P<0.05), mientras que el tratamiento C1
nuevamente mostrd los valores mas bajos de mortalidad, no observando diferencias entre

éste y los insectos sin tratar (Fig. 14).
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Fig.14. Porcentaje de mortalidad de Periplaneta americana expuestos a los tratamientos C1, C2, C4
y C6 de Beauveria bassiana del experimento con sobrenadante filtrado.
A) Mortalidad de ninfas tardias; B) Mortalidad de hembras; C) Mortalidad de machos.
Las columnas que muestran diferentes letras en las figuras indican diferencias significativas, basados
en la prueba Tukey HDS (SPSS 17.0).
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6.2.2.2 Actividad antimicrobiana del sobrenadante.

Se realiz6 un antibiograma utilizando las muestras de los filtrados liofilizados y un
estandar de beauvericina (BEA) purificada, para determinar la susceptibilidad de bacterias
Gram (+) y Gram (-) a los tratamientos de B. bassiana. Los resultados mostraron diferencias
significativas entre los tratamientos y los controles utilizados, asi como entre los dias de
fermentacion (P < 0.05). Asi mismo, el estdndar de BEA mostro diferencias significativas
(P < 0.05) en actividad antibacteriana segun el vehiculo utilizado (metanol o PBSt) entre
todas las cepas bacterianas probadas, a excepcion de la cepa de Shigella sp., donde no se
observaron diferencias contra los controles (Tabla 5).

Tabla 5. Prueba de susceptibilidad de microorganismos mediante la prueba por difusién
en placa a los tratamientos de Beauveria bassiana filtrados a partir del fermentado
liquido final*

Aislamiento Halo de inhibicion (mm + ES)
Gram (+) Gram (-)
B. subtilis L. monocystis  E. coli S. thyphi Shigella sp.
*PBS *Metanol
Dia7
C1 6.3+0.3bc > 15 9.0+1.0a NA 0.2+ 0.2b 0.0+£0.0a
C2 46+03c > 15 75+25ab NA 0.0+ 0.0b 1.0+05a
C4 7.0+0.0abc > 15 95+05a NA 20+ 0.0ab 0.3+0.1a
C6 6.6 + 0.3 abc > 15 85+0.54a,b NA 0.2+0.2b 0.0+0.0a
Dia9
C1 53+0.3c > 15 6.5+0.54a,b NA 12 +0.2ab 15+05a
C2 50+£0.0c > 15 85+0.54a,b NA 0.75+0.2ab 1.7+05a
C4 7.0+0.0abc > 15 11.0+10a NA 0.0£0.0b 15+05a
C6 6.3+0.3bc > 15 85+0.54a,b NA 0.5+0.5ab 25+05a
Dia 13
C1 6.0 £0.0 bc > 15 105+15a NA 1.1+09a,b 1.2+0.7a
C2 53+0.3c > 15 7.5+054a,b NA 0.75+0.7ab 0.7+0.2a
C4 9.0+1.7a > 15 8.0+0.0a,b NA 0.0£0.0b 0.7+0.2a
C6 83+21ab > 15 95+05a NA 0.0£0.0b 05+05a
BEA-OH **40+ 0d **35+05b **2.7 **25+05a 15+0.05a
BEA-PBSt=0.1+0.1 Metanol = 0.1+ 0.1 PBSt=0+0

' BEA=estandar de beauvericina (2ug/mL); PBSt= Buffer de fosfatos +Tween 20 ®; ES =error
estandar de la media. Letras diferentes entre columnas indican diferencias significativas entre las
medias a P< 0.05 basados en la prueba de Post Hoc Tukey HDS del andlisis de varianzas ANOVA
(SPSS Statistics 17.0, 2007).
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En general, todos los liofilizados mostraron actividad antibacteriana, reflejada como un
halo de inhibicion para todas las bacterias evaluadas, excepto para E. coli que no mostrd
inhibicidn para ningln tratamiento, solamente para la BEA comercial usando como vehiculo
metanol (2.7mm). El tamafio del halo de inhibicidn varié para cada tratamiento y para cada
cepa bacteriana. La mayor susceptibilidad de las bacterias frente a los tratamientos se
observo entre las Gram (+), donde la actividad de los controles de BEA-metanol (4.0 mm) y
BEA-PBSt (0.1 mm) fueron menores en comparacion a los liofilizados. EI tratamiento C4,
presentd el halo de inhibicion mayor para B. subtilis al dia 11 (9.0 mm), seguido del
tratamiento C6 (8.3 mm) usando como vehiculo PBSt (Fig. 15).

§)— ” D-9 D-11

Fig. 15. Bioensayo de evaluacion de toxicidad del sobrenadante (Filtrado) mediante el método de difusion en
pozo en agar a bacterias sensibles a las micotoxinas de B. bassiana. Cepa: Bacillus subtilis 2.5 x 10° cel/mL.
Inhibidor: Tratamientos de B. bassiana 30 pL/pozo. D 7, 9 y 11= Dias de fermentacion; 1y 2 = tratamientos

Cly C2; 3- 6 = tratamientos C3, C4, C5y C6; 7= solucidn salina; 8= estandar de Beauvericina

Con B. subtilis se llevé a cabo un segundo ensayo en el cual los tratamientos fueron
resuspendidos en metanol, encontrandose diferencias significativas entre la actividad
dependiente del vehiculo, mediante la prueba t de Student pariada (P < 0.001), donde en
todos los casos los liofilizados resuspendidos en metanol mostraron halos de inhibicidn
mayores (> 15 mm) en comparacion a los resuspendidos en PBSt (Tabla 5). Para L.
monocystis la mayoria de los tratamientos resuspendidos en PBSt, asi como el control de
BEA-metanol, mostraron una actividad antibacteriana similar; sin embargo, los tratamientos
C1l, C4 y C6, mostraron valores significativamente mayores dependiendo del dia de
fermentacion (P< 0.05) en comparacion con el control. El tratamiento C1 mostré mayor
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actividad durante los dias 7 y 13 de fermentacion (9.0 y 10.5 mm, respectivamente) en
comparacion a BEA-metanol (3.5 mm). Asi mismo, el tratamiento C4 mostré mayor
actividad que el control de BEA-metanol en los dias 7 y 9 (9.5 y 8 mm, respectivamente),
mientras que el tratamiento C6 obtuvo una actividad significativamente mayor frente al
control durante el dia 13 (final) de la fermentacion liquida (9.5 mm).

Por el contrario, en las bacterias Gram (-) el nivel de susceptibilidad de los
microorganismos a los liofilizados y al control BEA-metanol fue menor en comparacion a
las Gram (+), siendo el control BEA-metanol quien mostr6 mayor actividad antimicrobiana
para S. e. Typhi (2.5 mm), mientras que para la cepa de Shigella sp. no hubo diferencia

entre tratamientos y controles.

6.2.2.3 Deteccidn de Beauvericina (BEA) por cromatografia en capa fina

Se llevo a cabo la deteccion de metabolitos secundarios entre los tratamientos durante
los dias 7, 9 y 13 de la fermentacion liquida por medio de la cromatografia en capa fina (thin
layer chromatography, TLC). Mediante esta técnica se observd la ausencia de BEA para
todos los tratamientos evaluados. Sin embargo, la cepa 4 mostré la presencia de un
compuesto con caracteristicas similares a las eniantinas en cuanto al analisis de migracion
(Rf =0.85), reportada en otros estudios (Fig. 16) (Song et al., 2009).

6.3 FERMENTACION LIQUIDA USANDO ACIDO BORICO COMO ADYUVANTE

Se realiz6 una fermentacion liquida de los tratamientos C1, C2, C4 y C6, a nivel matraz
(500mL) en medio liquido Sabouraud, usando una fuente de nitr6geno extra, extracto de
levadura al 1%. Ademas, se agregé acido bdrico (H3BO,) al 1% como potenciador de la

actividad insecticida.
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Fig. 16. Valor de Rf del estandar de Beauvericina = 0.76. D 7, 9 y 11= Dias de fermentacion; 1y 2 =
Cepas del CESAVEG; 3- 6 = tratamientos de P. americana en la UANL Bb= estandar de
beauvericina

6.3.1 Cinética de crecimiento

La fermentacion de los tratamientos, agregando H3BO4 como adyuvante, se llevé a cabo
durante 13 dias, tiempo en el cual se realizd una cinética de crecimiento, usando el método
colorimétrico de MTT para determinar la viabilidad de los tratamientos de B. bassiana. Se
usaron diferentes concentraciones de H3BO, (1, 5, 7 y 10%), para determinar la
concentracion adecuada del adyuvante. Los resultados mostraron diferencias significativas
(P <0.05) mediante la prueba de t-student en los tratamientos a las diferentes
concentraciones del adyuvante durante la fermentacion. A mayores concentraciones de

H3BOy, el crecimiento de B. bassiana en todos los tratamientos fue menor (Tabla 6; Fig. 17).
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Tabla 6. Diferencias en la viabilidad durante la cinética de crecimiento de los
tratamientos de B. bassiana fermentados con diferentes concentraciones de acido
bérico (HsBO,) durante 13 dias*

% C1 Sin HgBO4 C2 Sin HgBO4 C4 Sin HgBO4 C6 Sin HgBO4
H3;BO, t P t P t P t P

1 8540 <0.001 5.813 <0.001 3.946 0.001 2.680 0.016

5 8521 <0.001 5870 <0.001 13.284 <0.001 10.745 <0.001
7 8580 <0.001 6.037 <0.001 13.561 <0.001 12.094 <0.001
10 9.879 <0.001 5992 <0.001 14288 <0.001 13.895 <0.001

Cl+H3B0O41% C2 + H3:BO41% C4 + H:BO4 1% C6 + H:BO4 1%

5 0.454 0.656 3.706 0.002 6.142 <0.001 4745 <0.001
7 1.254 0.227 3.870 0.001 6.286 <0.001 5157 <0.001
10 2.820 0.012 4117 0.001 6.243 <0.001 5579 <0.001

'La viabilidad de los tratamientos fue determinada mediante la prueba de MTT. Se realizé una
t-student pariada para determinar diferencias significativas entre las medias a P< 0.05 usando el
programa computacional de SPSS Statistics 17.0 (2007).

Ultimos 2 renglones no se incluye por que en el analisis ANOVA no mostro diferencias
significativas (P < 0.05).

En los resultados de fermentacion sin H;BO, se observd que en los cuatro tratamientos
se mantuvo una significativamente mayor tasa de viabilidad (P< 0.05), en comparacion a las
fermentaciones usando las concentraciones de 1, 5, 7y 9 % de H3BO,4, mientras que entre
las fermentaciones conteniendo el adyuvante, los datos de viabilidad mostraron que la
concentracion al 1% fue mayor significativamente (P <0.05) comparada frente a las
concentraciones al 5, 7 y 10 %; a excepcion del tratamiento C1, donde no hubo diferencia
entre la concentracion al 1% y las concentraciones de 5y 7 % de H3BOy, pero si frente a la
concentracion al 10% (t=2.82; P=0.012) (Tabla 6; Fig. 17).
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Fig. 17. Cinética de crecimiento de los tratamientos de B. bassiana fermentados con diferentes
concentraciones de acido bérico (HsBO,4) durante 13 dias. La viabilidad de los tratamientos fue
determinada mediante la prueba de MTT. Se realizé una prueba de t-student pariada para determinar
diferencias significativas entre las medias a P< 0.05 (tabla 6), usando el programa computacional de
SPSS Statistics 17.0 (2007).

6.3.2 Evaluacion del experimento de CS+B agregando H3BO,
6.3.2.1 Actividad insecticida (Al)

Cuando se midi6 el nivel de susceptibilidad de P. americana a los tratamientos C1, C2,
C4 y C6 después de la fermentacion usando H3BO, como adyuvante, se observaron valores
por arriba del 80% de mortalidad. Los tratamientos mostraron diferencias significativas
mediante ANOVA entre ninfas (F= 111.23; df= 4,10; P <0.001), hembras (F= 248.42; df=
4,10; P <0.001) y machos (F= 832.32; df= 4,10; P <0.001). Sin embargo, mediante la

prueba de Tukey, no hubo diferencias significativas entre tratamientos en ninguna fase del
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insecto probada, pero si entre los tratamientos y el control sin tratar (P < 0.05). Similar a lo
observado con los experimentos sin HzBOs, los adultos fueron més susceptibles a los
tratamientos. Debido a la similitud entre los resultados se realizd un anélisis de t-student
pariada, evaluando las diferencias entre un solo tratamiento y las tres fases del insecto
probadas, mostrando diferencias significativas en Al a nivel de P< 0.05 para los tratamientos
Cl y C6 (Tabla 7). Para el tratamiento C1, las ninfas tardias mostraron valores de
mortalidad significativamente menores (82.19%) comparadas contra los insectos machos
(93.76 %), pero no fue diferente a las hembras (88.83%), mientras que las ninfas tardias
tratadas con el tratamiento C6 (87.74%), fue menor significativamente a hembras y machos
(98.13y 96.83 %, respectivamente).

Tabla 7. Actividad insecticida del producto final de la fermentacién liquida (CS+B) con
HsBO, de los tratamientos de Beauveria bassiana *

) Porcentaje de mortalidad + ES de los tratamientos
P. americana

Control C1 C2 C4 C6

Ninfas tardias 7.55+0.48b 82.19+3.86a* 85.50+3.92a 88.11+4.36a 87.74 +2.42a*
Hembras 292+0.71b 88.83+347a 89.95+44la 98.32+0.56a 98.13+1.15a*
Machos 553+1.56b 93.76 +2.13a* 94.72+0.83a 97.19+1.13a 96.83 +0.87a*

'ES =error estandar de la media. Letras diferentes entre columnas indican diferencias
significativas entre las medias a P< 0.05 basados en la prueba de Post Hoc Tukey HDS del analisis
de varianza ANOVA (SPSS Statistics 17.0, 2007).

6.3.2.2 Pruebas de viabilidad

El estudio de viabilidad mostrd diferencias entre los tratamientos mediante el analisis
de ANOVA (P < 0.001), para las pruebas de MTT (F= 98.45; df= 4,10; P < 0.001) y la
prueba UFC (F= 147.22; df= 3,8; P < 0.001), excepto para la prueba de germinacién, donde

no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (Tabla 8).
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Tabla 8. Evaluacion de la viabilidad de los tratamientos de B. bassiana del producto
final de la fermentacion liquida con H3;BO,

Tratamientos % de Germinaciont ES ~ UFC (x 10+ ES  MTT (Abs) + ES

Control - - 0.047+0.001 c
C1 3.33+0.88a *1.33£0.33 ¢ 0.079+ 0.002 b
C2 9.00+1.15a 1.20£152 c 0.069+ 0.005 b
C4 13.66 £ 4.63 a 3.40+£251 b 0.141+ 0.004 a
C6 26.66 £ 9.27 a 7.86 +4.80a 0.145+ 0.006 a

1UFC= Unidades formadoras de colonias; MTT= Absorbancia a 570 nm de la reaccién de
oxidacion de sal de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-. 2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT); ES =error
estandar de la media. Letras diferentes entre columnas indican diferencias significativas entre las
medias a P< 0.05 basados en la prueba de Post Hoc Tukey HDS del anélisis de varianza ANOVA
(SPSS Statistics 17.0, 2007).

Los valores representan la media de tres repeticiones.

Los tratamientos C4 y C6, mostraron los valores significativamente mayores de
viabilidad en las pruebas de UFC y MTT comparados frente a los tratamientos C2 y C1,
mediante la prueba de Tukey (P< 0.05). En la prueba de porcentaje de germinacion, el
tratamiento C6 mostré el mayor valor de viabilidad (7.86 x 10%), sequido del tratamiento C4
(3.40 x 10%, y por dltimo los tratamientos C2 y C1 (1.20 x 10* y 1.33 x 10°
respectivamente). Con la prueba de MTT se observo que los tratamientos C6 (0.145) y C4
(0.141), obtuvieron los valores mas altos de viabilidad, no diferentes entre ellos, pero si
frente a los tratamientos C2 (0.069) y C1 (0.079), quienes mostraron una viabilidad
significativamente menor (P< 0.05).

6.3.3 Evaluacion del experimento con sobrenadante filtrado (SF) agregando Hz;BO,
6.3.3.1 Actividad insecticida (Al)

Los valores de porcentajes de mortalidad mostraron diferencias significativas entre los
tratamientos (C1, C2, C4 y C6) para las variables del insecto evaluadas mediante el analisis
de ANOVA (P < 0.001), obteniéndose valores para ninfas tardias de F= 83.12; df = 4,10; P
= 0.001, en hembras de F = 137.06; df = 4,10; P < 0.001 y en machos de F= 206.35 df =
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4,10; P < 0.001. En general, las hembras fueron méas susceptibles a los tratamientoss
probados, excepto para el tratamiento C2, donde la mortalidad causada fue mayor para
insectos machos, determinado por la prueba de Tukey (P<0.05). Se observaron diferencias
significativas entre los tratamientoss donde de manera descendente, con el siguiente orden:
tratamiento C4, C6, C2 y por ultimo el tratamiento C1, quien no fue diferente al control sin
tratar (Fig. 18).

Especificamente, el aislamiento C4 fue significativamente el més alto de los cuatro
tratamientos, mostrando valores de mortalidad de 63.33% para ninfas tardias, 75.65% para
hembras y 67.74% para machos. El tratamiento C6 también mostré diferencia significativa
comparado contra las cepas C2 y C1, donde las ninfas tardias obtuvieron el 46.66 % de
mortalidad, las hembras 60.67 % y machos el 55.52 %; no obstante, el tratamiento C2 no fue
diferente significativamente al tratamiento C1.

6.4 ACTIVIDAD INSECTICIDA ENTRE EXPERIMENTOS Y TRATAMIENTOS

En esta seccion se muestran los resultados de la comparacion general de la Al entre
todos los experimentos (CA, CS+B y SF) y los tratamientos (C1, C2, C4 y C6), ademas del
comparativo de los experimentos CS+B y SF de los mismos tratamientos al afiadirle H;BO,
y analizados mediante ANOVA y Post Hoc Tukey. Se observo un patron similar en la
mortalidad (Al) entre los experimentos y tratamientos de B. bassiana, encontrandose
diferencias significativas (P <0.001), entre ninfas tardias (F= 64.16; df 19,39; P <0.001),
hembras (F= 127.40; df 19,40; P <0.001) y machos (F= 160.70; df 19,40; P <0.001). El
analisis Tukey mostr6 que el experimento CS+B con H3BO,, alcanzé los valores de
mortalidad mas altos, mientras que el experimento CA los mas bajos (Tabla 9).

67



8 B
>
8 8 B

Mortalidad (%)
=)

Mortalidad (%)

Mortalidad (%)

) a
60 b
40 c
20 o
‘.
0_
c4 C6

Control Cl C2
Tratamientos

Fig.18. Mortalidad de Periplaneta americana expuestos a los tratamientos C1, C2, C4 y C6 de
Beauveria bassiana a partir del producto final de la fermentacion liquida y posteriormente filtrados
agregando HzBO, A) Mortalidad de ninfas tardias; B) Mortalidad de hembras; C) Mortalidad de
machos. Las columnas que muestran diferentes letras en las figuras indican diferencias significativas,
basados en la prueba Tukey HDS (SPSS 17.0).

Ademas se observo que las cucarachas de cualquiera de las tres variables evaluadas
fueron poco susceptibles al tratamiento C1, independientemente del experimento realizado
para la produccién del entomopatdgeno (CA, CS+B o SF).

6.4.1 Actividad insecticida entre experimentos/tratamientos con y sin H3BO4

Se realiz6 el analisis de la actividad insecticida con el fin de comparar la mortalidad
(Al) de un mismo experimento/tratamiento con y sin adyuvante. Los resultados de los
cuatro tratamientoss de B. bassiana en P. americana en las fases de ninfas tardias y adultos
(hembras y machos) se muestran en las figuras 18, 19 y 20.
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Tabla 9. Matriz de diferencias en la actividad insecticida (% de mortalidad) de los
experimentos de produccion de B. bassiana por fermentacion sélida (conidios aéreos, CA), o
fermentacion liquida (conidios sumergidos + blastosporas, CS+B), o 100 pL del
sobrenadante filtrado (SF), sobre Periplaneta americana en fase de ninfas tardias, hembras

y machos’
CA CS+B SF
Pz%‘f%l 0 0 HsBO, 0 HsBO,
Cl1 C2 C4 C6[C1 C2 C4 C6|C1 C2 C4 C6|C1 C2 C4 C6[C1 C2 C4 Cb
Ninfas tardias
a
b
C
d
e
f
g
Hembras
a
b
C
d
e
f
g
h
i
Machos
a
b
C
d
e
f
g
h

'Las letras de la columna indican diferencias significativas entre las medias a P < 0.001 basados en la
prueba de Post Hoc Tukey HDS del anélisis de varianza ANOVA (SPSS Statistics 17.0, 2007).

Los valores de las letras van de forma descendente, iniciando en “a”. Los recuadros en color gris indican el
valor alcanzado de la media.
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6.4.1.1 Actividad Insecticida contra Ninfas tardias

Al comparar el producto del experimento con CS+B del producto final de la
fermentacion liquida, no se encontraron diferencias significativas en la 1A sobre ninfas
tardias entre los tratamientos C4 y C6, al afadirle H3BO,4. Sin embargo, para los
tratamientos C1 y C2 se incrementd la mortalidad en un 75 y 17%, respectivamente, al
afiadirle el quimico inorganico durante la fermentacion (Fig.19A). En cambio, con el
experimento SF, no se observd un incremento de mortalidad entre los mismos tratamientos,

al anadirle el adyuvante (Fig.19B).

6.4.1.2 Actividad Insecticida contra Hembras

La diferencia en mortalidad (Al) de los tratamientoss del experimento con CS+B mostrd
el mismo patrén observado por ninfas tardias, donde so6lo los tratamientoss C1 y C2
mostraron diferencias significativas, incrementando un 87.88 y 63.77% su mortalidad al
afadir H3BO, (Fig. 20A). Por el contrario, al agregar el adyuvante en el experimento SF el
incremento de la mortalidad se presentd en los tratamientos C4 (26.66%) y C6 (19.87%),
pero sdlo el C4 fue significativamente mayor (Fig. 20B).

100 . * P » PR *
P a a a a a
a
bc
C
L a c2 ca 6 . C c2 c4 6
CS+B CS+B-H3BO,
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Fig.19. Mortalidad de Periplaneta americana en fase de ninfas tardias expuestos a los tratamientos
C1, C2, C4 y C6 de Beauveria bassiana. A) Mortalidad por conidios sumergidos + blastosporas
(CS+B); B) Mortalidad por sobrenadante filtrado (SF). Los puntos que muestran diferentes letras en
las figuras indican diferencias significativas, basado en la prueba Tukey HDS (SPSS 17.0).

6.4.1.3 Actividad Insecticida contra Adultos machos

Los tratamientoss Cl, C2 y C6 de los tratamientos CS+B, incrementaron
significativamente su Al sobre los adultos machos, al usar el quimico inorganico como
adyuvante (86.93, 64.98 y 15.11%, respectivamente) (Fig. 21A), mientras que en el
tratamiento SF, s6lo el tratamiento C4 fue diferente significativamente, en un 17.74 % mas,
al anadirle H3BO, (Fig. 21B).
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Fig. 20. Mortalidad de Periplaneta americana en fase de adultos hembras expuestos a los
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tratamientos C1, C2, C4 y C6 de Beauveria bassiana. A) Mortalidad por conidios sumergidos +
blastosporas (CS+B); B) Mortalidad por sobrenadante filtrado (SF). Los puntos con diferentes letras

en las figuras indican diferencias significativas, basado en la prueba Tukey HDS (SPSS 17.0).
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Fig. 21. Mortalidad de Periplaneta americana en fase de adultos machos expuestos a los
tratamientos C1, C2, C4 y C6 de Beauveria bassiana. A) Mortalidad por conidios sumergidos +
blastosporas; B) Mortalidad por sobrenadante filtrado. Las columnas que muestran diferentes letras
en las figuras indican diferencias significativas, basados en la prueba Tukey HDS (SPSS 17.0).

6.5 TIPIFICACION MOLECULAR

Para el analisis molecular se utilizaron los cuatro tratamientos con mayor actividad
insecticida sobre P. americana. Se analiz6 la diversidad genética de las cepas C1y C2, y
los aislameintos C4 y C6 de B. bassiana mediante las técnicas moleculares de RAPDs (ADN
polimorfico amplificado al azar) y analisis de los espaciadores internos transcritos (ITS)

mediante PCR-RFLP, asi como, la secuenciacion a partir del ADN mitocondrial.
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6.5.1 Extraccion de ADN total y mitocondrial (ADNmt)

Se extrajo el ADN total de los cuatro aislamientos mediante la técnica de purificacion
salina-cloroformo. Asi mismo, mediante la técnica de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
se extrajo el ADNmt. Posteriormente, se cuantificé el ADN obteniéndose un rendimiento

por arriba de 50 ng/mL. EI ADN de los tratamientos se ajusto a 20 ng/uL para su analisis.

6.5.2 Variabilidad de los tratamientos de Beauveria bassiana mediante RAPD

Durante el analisis RAPD se usaron 17 cebadores de la serie OP-A, OP-B, OP-AB y
OP-D. Un patron tipico de la técnica RAPD fue observado, donde los fragmentos
amplificados oscilaron entre 200-2000pb (Fig. 22). La amplificacién de los tratamientos
mostro que entre las cepas y aislamientos hubo variaciones en el patron de bandas, donde
domind la presencia de bandas polimdrficas (Tabla 10).

La cantidad de bandas producidas por los iniciadores fueron 165, de las cuales 137
fueron polimorficas y 28 monomorficas. La mayoria de los cebadores usados fueron
altamente informativos, presentando porcentajes de polimorfismos por arriba del 70%, con
excepcion de los OPA 11, OPA 14 y OPAB 11 cuyos valores fueron de 42.9, 55.6 y 54.5 %,
respectivamente (Tabla 10).

En general, mediante el analisis del coficiente de Jaccard y el dendograma (UPGMA),
se observo agrupamiento entre los aislamientos de B. bassiana después del analisis RAPD.
El dendograma generado por los datos del RAPD permitié la formacion de 2 grupos entre
los aislamientos: C1-C2 y C4-C6 (Fig. 23). Los resultados de la matriz de distancias entre
los clusters mostraron 3 estados de fusion dentro del dendograma. El estado 1, dado entre
los aislamientos C4 y C6, denota una mayor similitud con un valor de 0.679 comparado con
el estado 2 que indica la fusion de los tratamientos C1y C2, y el estado 3, correspondiente a
la union de los tratamientos C1 y C4, que obtuvieron valores de 0.439 y 0.326,
respectivamente (Tabla 11).
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OPAB18

Fig. 22. Productos de amplificacion de ADN usando los cebadores OP de la serie A (10,11 Y 15), B
(08), AB (18) y D (13), separados por electroforesis en agarosa al 1.4% y tefiido con bromuro de
etidio. Las lineas corresponden a: M = marcador de peso molecular de 1kb; C1y C2 a las cepas y C4
y C6 a los aislamientos de B. bassiana. Bandas en recuadro rojo, indica la presencia de bandas
monomorficas.
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Tabla 10. Secuencias de los cebadores utilizados en el analisis RAPD, namero total de
bandas generadas (monomorficas y polimorficas) y el porcentaje de polimorfismo
obtenido para cada iniciador.

Partidor Secuencia Bandas % de
5% 3 Totales Monomorficas  Polimdérficas polimorfismo

OPAO03 AGTCAGCCAG 8 0 8 100
OPA0D4 AATCGGGCTG 8 1 7 87.5
OPA10 GTGATCGCAG 11 3 8 72.7
OPA11l CAATCGCCGT 7 4 3 42.9
OPA13 CAGCACCCAC 10 1 9 90.0
OPA14 TCTGTGCTGG 9 4 5 55.6
OPA15 TTCCGAACCC 13 1 12 92.3
OPB02 TGATCCCTGG 15 1 14 93.3
OPBO08 GTCCACACGG 8 1 7 87.5
OPB09 TGGGGGACTC 14 0 14 100
OPAB0O6 GTGGCTTGGA 11 0 11 100
OPAB09 GGGCGACTAC 10 2 8 80.0
OPAB11 GTGCGCAATG 11 5 6 54.5
OPAB18 CTGGCGTGTC 8 1 7 87.5
OPDO3 GTCGCCGTCA 8 2 6 75.0
OPD13 GGGGTGACGA 8 2 6 75.0
OPD18 GAGAGCCAAC 6 0 6 100
Total 165 28 137 82.0

De igual forma, el analisis de Jaccard mostrd una similitud entre las cepas C1-C2 y
entre los aislamientos C4-C6. Se observd que entre las cepas C1 y C2 hubo un 43.4% de
similitud, mientras que entre los aislamientos C6 y C4 el valor de similitud fue del 67.9 %.
Al comparar la similitud entre la cepa C1 con los aislamientos C4 (42.0%) y C6 (41.9%), se
observé una mayor relacion a la observada con la cepa C2; no obstante, su similitud con los
aislamientos C4 y C6 fue del 22.9 y 23.5%, respectivamente (Tabla 11).
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Tabla 11. Matriz de distancias derivado del andlisis RAPD de los aislamientos de B.
bassiana obtenida del método Jaccard y UPGMA!

Porcentaje de similaridad de Jaccard Conglomeracion: UPGMA

C1 C2 C4 C6 Estado Cluster Cluster Coeficiente

1 2
C1 43.4 420 41.9 1 C4 C6 0.679
C2 22.9 23.5 2 C1 C2 0.434
C4 67.9 3 C1 C4 0.326

'El estado de fusion se indica en el dendograma con la misma nomenclatura de nameros
ardbigos (1,2 y 3). C1, C2, C4 y C6= aislamientos de B. bassiana
UPGMA= método de agrupamiento no ponderado para grupos pares (por sus siglas en inglés).

ca
1
3
C6
c1
2
c2
i 1 i i ¥ 1
0 5 10 15 20 25

Fig. 23. Dendograma derivado del analisis RAPD de los aislamientos de B. bassiana. La distancia
genética se obtuvo usando el método Cluster: UPGMA. Las cepas de B. bassiana se indican como
Cly C2,y los aislamientos como C4 y C6. Los numeros arabigos 1, 2 'y 3 indican los estados de
fusion entre ellos.
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6.5.3 Variabilidad entre cepas/aislamientos de Beauveria bassiana mediante el analisis

de espaciadores internos transcritos (ITS)

6.5.3.1 Amplificacion de la region ITS

A partir del ADN total se amplifico la region ITS (ITS1-5.8S-1TS2) de los genes rRNA
con los iniciadores universales ITS1-1TS4 (White et al., 1990). La amplificacion de las
regiones ITS de los aislamientos de B. bassiana resultaron en productos de =600 pb (Fig.
24).

6.5.4 Secuenciacion de la region de DNA-ITS

Se realizd la secuenciacién de la region de ADN-ITS (=600 pb) y del ADNmt, de los
tratamientos de B. bassiana. Los resultados de la secuenciacion de la region ITS de los

tratamientos C1 y C4 mostraron una diferencia del 7% de los 786 nucleotidos secuenciados.

M Cl C2 C4 Co

1000-

700-

500-

300-

Fig. 24. Productos de amplificacion de ADN-ITS de los aislamientos de B. bassiana, separados por
electroforesis en agarosa al 1.4% y tefiido con bromuro de etidio. Las lineas corresponden a: M =
marcador de peso molecular 1kb; C1, C2, C4 y C6 = aislamientos de B. bassiana.
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6.6 EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL DEL INSECTO

6.6.1 Actividad innata de fenoloxidasa (PO) en Periplaneta americana

La evaluacion de la actividad innata de fenoloxidasa (PO) (formacién de dopacromo-
DO- detectada a 490 nm de absorbancia) durante el desarrollo de P. americana se muestra
en la Fig. 25. El andlisis de ANOVA mostrd diferencias significativas en la actividad de
PO a través de las etapas de ninfas tempranas, medias y tardias, asi como entre hembras y
machos (F= 132.49; df = 5,12; P <0.001) (Tabla 12).
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Fig. 25. Actividad fenoloxidasa (PO) innata en Periplaneta americana en estados ninfales y adultos
(hembras y machos). Las columnas que muestran diferentes letras en las figuras indican diferencias
significativas, basados en la prueba Tukey HDS (SPSS 17.0).

Las ninfas en etapa temprana obtuvieron los valores més bajos de actividad de PO
(0.232), y los adultos machos mostraron los valores mas altos (0.889). Se observé que la
actividad de PO en hembras fue la mas baja (0.218) pero similar a las ninfas en etapa
temprana, mientras que las ninfas en etapa tardia fue comparable a los machos (0.849)
(Tabla 12). En base a los resultados de actividad innata mediada por actividad PO en P.

americana, se seleccionaron las etapas de ninfas tardias, hembras y machos con el fin de
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comparar diferencias observadas en la actividad insecticida de B. bassiana a distintos
tratamientos y experimentos, y su correlacion con la respuesta inmune del insecto medida
como actividad PO.

Se us6 PBSt como control en todas la pruebas de actividad PO, el cual fue el vehiculo
utilizado con todos los tratamientos de B. bassiana (conidios, fermentado y filtrados). La
absorbancia obtenida del PBSt mostr6 el valor mas bajo (0.02) frente a todos los valores

obtenidos en las pruebas de actividad PO en insectos tratados y sin tratar.

Tabla 12. Actividad fenoloxidasa (PO) innata (formacion de
dopacromo-DO detectada a una longitud de onda de 490 nm) en
ninfas, hembras y machos de Periplaneta americana.

Actividad de fenoloxidasa DO (490 nm)

Tratamientos Mortalidad (%) + error estandar
PBS-t 0.020+£0.000 ¢

Ninfas tempranas 0.232+0.054 b

Ninfas medias 0.342+0.038 b

Ninfas tardias 0.849+0.022 a

Hembras 0.218+0.029 b

Machos 0.889+0.011 a

Diferentes letras de los valores de las medias indican diferencias
significativas a nivel de P< 0.05, basados en ANOVA, a partir de Post Hoc
de la prueba comparacion multiple de Tukey HDS (SPSS Statistics 17.0).
Los valores de mortalidad representan la media de tres repeticiones.

6.6.2 Actividad fenoloxidasa (PO) de P. americana expuesta a Beauveria bassiana
Se llevd a cabo la evaluacion de la actividad fenoloxidasa (PO) durante las distintas

etapas del desarrollo de P. americana (ninfas tardias, hembras y machos) después de ser
inoculado con los tratamientoss C1, C2, C4 y C6 de B. bassiana.
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6.6.2.1 Actividad fenoloxidasa de ninfas tardias

En ninfas tardias los resultados mostraron diferencias entre los tratamientoss, mediante
el ANOVA, en los diferentes tratamientos: CA (F= 302.07; df 5,12; P <0.001), CS+B (F=
88.19; df 5,12; P <0.001) o SF (F= 51.36; df 5,12; P <0.001). Las ninfas expuestas al
tratamiento CS+B no mostraron diferencias en la actividad PO entre los tratamientoss
probados. Sin embargo, la actividad PO fue menor significativamente comparada con el
control no expuesto (0.849). En general, la actividad PO en ninfas tratadas con CA fue mas

alta (Fig. 26A), comparada con los insectos tratados con el tratamiento SF (Fig. 26C).
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Fig. 26. Actividad fenoloxidasa (PO) en ninfas tardias de Periplaneta americana expuestas a los
tratamientoss C1, C2, C4 y C6 de Beauveria bassiana. A) Actividad PO después de exponer a
conidios aéreas; B) Actividad PO después de exponer a conidios sumergidos+blastosporas; C)

Actividad PO después de exponer a sobrenadante filtrado. Las columnas que muestran diferentes

letras en las figuras indican diferencias significativas, basados en la prueba Tukey HDS (SPSS 17.0).
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Los experimentos CA y SF expresaron menor actividad PO en ninfas expuestas al
tratamiento C4, mostrando valores de absorbancia de 0.144 y 0.059, respectivamente (Tabla
13). Con el mismos experimento, el tratamientos C6 siguié en escala ascendente en cuanto a
valor de absorbancia (0.408 y 0.135, respectivamente), siendo significativamente diferente
solo al tratamiento C4 en el experimento CA (Tukey P < 0.001).

6.6.2.2 Actividad fenoloxidasa de hembras

La evaluacion de las hembras de P. americana mostré diferencias mediante ANOVA
entre los tratamientos en los diferentes experimentos con CA (F= 71.00; df 5,12; P <0.001),
CS+B (F= 13.92; df 5,12; P <0.001) y SF (F= 73.46; df 5,12; P <0.001). En general, el
experimento con CS+B indujo los niveles méas bajos de actividad PO en hembras tratadas
con C1 (0.211), C4 (0.096) y C6 (0.064), excepto con C2 (0.183), quien fue mayor a los
insectos tratados con el experimento SF (C2=0.160) (Tabla 13).

Las hembras tratados con C1 del experimento CA, mostraron el més alto nivel de
actividad PO (0.634) en comparacién a todos los experimentos y tratamientos probados en
esta variable (Fig. 27).

Al medir la actividad PO en los insectos machos, se encontré diferencia entre los
tratamientos de los experimentos CA (F= 287.58; df 5,12; P <0.001), CS+B (F= 954.29; df
5,12; P <0.001) y SF (F= 269.87; df 5,12; P <0.001) mediante ANOVA. En general, el SF
de todos los tratamientos produjeron los niveles mas altos de PO. Asi mismo, las CA del
tratamiento C1 (0.673) indujeron una mayor actividad PO, similar al SF del tratamiento C1
(0.664) (Tabla 13).

6.6.2.3 Machos

Ambos valores de actividad PO alcanzados con el tratamiento C1 por los experimentos
CA y SF, mostraron los valores mas altos en comparacion con todos los demas tratamientos
en los 3 diferentes experimentos probados, mientras que el experimento CS+B mostro la
menor actividad PO con los tratamientos C4 (0.045) y C6 (0.043), comparada con todos los

experimentos y tratamientos con los que fueron tratados los machos (Fig. 28).
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Tabla 13. Actividad insecticida de los tratamientoss C1, C2, C4 y C6 de Beauveria
bassiana expuestos a 1 x 10° conidios/mL producidos por fermentacién sélida (conidios
aéreos, CA), o fermentacion liquida (conidio + blastosporas sumergidas, CS+B), 6 100
puL de sobrenadante filtrado (SF), contra ninfas tardias, hembras y machos de
Periplaneta americana y su correlacién con la actividad fenoloxidasa.®

Tratamientos

Insectos y

B. bassiana CA CS+B SF
Ninfas PO+ SEM PO+ SEM PO+ SEM
Control 0.849+0.027a 0.849+0.027 a 0.849+0.027 a
C1 0.469+0.007bc 0.218+0.050 b 0.454+0.027 b
C2 0.5424+0.029 b 0.209+0.050 b 0.314+0.056 b
C4 0.144+0.011d 0.059+0.008 ¢ 0.408+0.031 b
C6 0.408+0.008 ¢ 0.135+0.024 bc 0.303+0.030 b
Hembras

Control 0.218+0.029 ¢ 0.218+0.029 a 0.218+0.029 bc
C1 0.634+0.045 a 0.211+0.007 ab 0.254+0.008 b
C2 0.274+0.022 c 0.183+0.040 bc 0.160+0.019 ¢
C4 0.411+0.018 b 0.096+0.023 b 0.435+0.013 a
C6 0.212+0.003 ¢ 0.064+0.005 ¢ 0.243+0.007 b
Machos

Control 0.889+0.011 a 0.889+0.011 a 0.889+0.011 a
C1 0.673+0.038 b 0.126+0.003 b 0.664+0.034 b
C2 0.132+0.015 ¢ 0.164+0.023 b 0.167+0.013d
C4 0.196+0.023 ¢ 0.045+0.001 c 0.573+0.021 b
C6 0.209+0.010 ¢ 0.043+0.003 ¢ 0.391+0.019 ¢

'PO= formacion de dopacromo-DO detectada a una longitud de onda de 490 nm. Diferentes
letras en las columnas de los valores de las medias indican diferencias significativas a nivel de P<
0.05, basados en ANOVA, a partir del Post Hoc de la prueba comparacion multiple de Tukey HDS
(SPSS Statistics 17.0).

Los valores de mortalidad representan la media de tres repeticiones.
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Fig. 27. Actividad fenoloxidasa (PO) en hembras de Periplaneta americana expuestas a los
tratamientoss C1, C2, C4 y C6 de Beauveria bassiana. A) Actividad PO después de exponer a
conidios aéreas; B) Actividad PO después de exponer a conidios sumergidos+blastosporas;
A) Actividad PO después de exponer al sobrenadante filtrado. Las columnas que muestran
diferentes letras en las figuras indican diferencias significativas, basados en la prueba Tukey

HDS (SPSS 17.

0).

6.7 CORRELACION ENTRE LA ACTIVIDAD INSECTICIDA DE B. bassiana Y LA
ACTIVIDAD FENOLOXIDASA DE P. americana

Los analisis de correlacion entre la actividad PO de P. americana contra la Al de B.

bassiana revelaron una asociacion significativa entre ambas, en base a la prueba de

correlaciébn de Pearson. En esta evaluacion se obtuvieron correlaciones positivas y

negativas. La correlacion entre la actividad insecticida de B. bassiana y actividad PO de las

cucarachas expuestas al experimento CS+B mostraron una correlacién negativa para todos

los grupos, donde las ninfas en fase tardia y los machos obtuvieron valor significativos a

nivel de P <0.05, con valores de correlacion mayores a 0.65 en el coeficiente de

determinacion (R?), que representa el porcentaje de compatibilidad. La correlacién entre la
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actividad insecticida y PO mostraron patrones similares en los experimentos CA y SF,
observadndose una correlacion negativa para ninfas tardias y machos; mientras que las
hembras obtuvieron valores negativos tan bajos como 0.20 y no significantes. El valor de R?
observado en el andlisis, reveld valores tan altos como 0.605, en ninfas tardias expuestas a
CS+B; y tan bajos como 0.020, en las hembras expuestas a CA.
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Fig. 28. Actividad fenoloxidasa (PO) en machos de Periplaneta americana expuestos a los
tratamientos C1, C2, C4 y C6 de Beauveria bassiana. A) Actividad de PO después de exponer a
conidios aéreas; B) Actividad de PO después de exponer a conidios sumergidos+blastosporas; C)

Actividad de PO después de exponerlos a sobrenadante filtrado. Las columnas que muestran
diferentes letras indican diferencias significativas, basados en la prueba Tukey HDS (SPSS 17.0).
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La correlacién de la actividad insecticida de los cuatro tratamientoss de B. bassiana y la
actividad PO en P. americana en las fases de ninfas tardias y adultos (hembras y machos) se
muestran en la Tabla 14.

Tabla 14. Correlacion de la actividad insecticida de los experimentos de produccién de
Beauveria bassiana y la actividad fenoloxidasa en Periplaneta americana en ninfas

tardias, hembras y machos®

Tratamientos

Conidios aéreos Conidios sumergidos y Sobrenadante
Insectos
blastosporas filtrado
r P r P r P
Ninfas tardias -0.601 0.023 -0.778 0.008 -0.378 0.202
Hembras 0.142 0.615 -0.513 0.107 0.172 0.557
Machos -0.619 0.014 -0.660 0.007 -0.680 0.005

r = Coeficiente de correlacion de Pearson entre Al y PO; P = valor de significancia de la correlacion
(prueba de 2-colas).

6.7.1 Correlacion en ninfas tardias

La correlacion entre la actividad insecticida y la actovodad PO en ninfas tardias mostrd
ser negativa para los experimentos de CA (r= -0.601; P = 0.023) y SC+B (r = -0.778; P
=0.008). El coeficiente de determinacién (R?) entre la actividad insecticida y actividad PO
fue mas alto para el experimento con CS+B (0.605), mientras que fue mas bajo para el
experimento con SF (0.310).

6.7.2 Correlacion en hembras
Los resultados del analisis de correlacion y el coeficiente de determinacion entre la

actividad insecticida y la actividad PO en hembras no mostraron diferencias significativas

(Tabla 14). Sin embargo, cabe destacar que los valores calculados fueron mas bajos
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comparados con las etapas de ninfas tardias y machos, mostrando el valor mas alto con el
experimento CS+B (0.263) y el méas bajo con CA (0.020).

6.7.3 Correlacion en machos
El analisis de la correlacion entre la actividad insecticida y la actividad PO fue
significativo, mostrando valores negativos y mayores a 0.60 para todos los tratamientos

(Tabla 14). El valor de R? fue mas alto para el experimento SF (0.462) y el més bajo para el
CA (0.383).
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DISCUSION

El hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana es usado ampliamente dentro del control
bioldgico. Es considerado como enemigo natural de insectos de plagas agricolas (Meyling y
Eilenberg, 2007). Este entomopatdgeno, no sdlo es efectivo sobre plagas de importancia
agricola, sino que su amplio espectro lo hace una herramienta Gtil en el control de plagas
urbanas, ya sea aplicando la forma infectiva (conidios) o subproductos de la ferementacion
(metabolitos secundarios). Dentro de la plagas urbanas que se han reportado que son
suceptibles a B. bassiana se encuentran moscas (Musca domestica L.), termitas
(Coptotermes formosanus, Shiraki), garrapatas (Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
Canestrini; Amblyomma americanum L.), escarabajos (Tribolium castaneum, Herbst
Sitophilus oryzae L. y Acanthoscelides obtectus, Say), mosquitos (Anopheles gambiae
Giles), arafias (Tetranychus cinnabarinus (Boisd.) Acari: Tetranychidae) y cucarachas (B.
germanica y P. americana) (Howard et al., 2011; Kirkland et al., 2005; Lecuona et al.,
2005; Mnyone et al., 2011; Murali et al., 1999; Padin et al., 2002; Posadas y Leucona, 2009;
Wei-Bing y Ming-Guang, 2004; Wright et al., 2002). Sin embargo, dentro de este grupo de
insectos que son considerados plagas urbanas, los insectos vectores de patdgenos hacia el
hombre toman una especial importancia. Las cucarachas son consideradas como los
principales transmisores mecanicos de microorganismos patdgenos causantes de
enfermedades disentéricas (Pai et al., 2004; Graczyk et al., 2005). Aunque el control
quimico ofrece una de las primeras alternativas de control en este tipo de insectos, el uso del
control biolégico ofrece una alternativa mas amigable con el ambiente. No obstante, las
cucarachas tienen una rapida respuesta a la influencia de insecticidas quimicos, dada como
aparicion de resistencia al ingrediente activo, asi como a la invasion de patdgenos,
mostrando una respuesta inmune bien desarrollada. Una solucion dentro del control
bioldgico, seria la busqueda de aislamientos nativos de B. bassiana para el control de plagas
de interés urbano, como lo es la cucaracha P. americana. En este rubro, es importante no
solamente seleccionar aislamientos efectivos, sino encontrar la forma de potenciar dicha
actividad insecticida, asi como determinar la interaccion patégeno-huésped (respuesta
inmune del insecto) que nos pudiera dar las bases para el modo, tipo y tiempo de aplicacion
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sobre el insecto. Por esto, en el presente estudio se evalu6 la actividad insecticida de dos
cepas de B. bassiana (C1 y C2), con efectividad conocida sobre 6rdenes de lepidopteros y
coledpteros, asi como cuatro aislamientos (C3, C4, C5 y C6) nativos obtenidos de
cucarachas infectadas con este hongo. Nosotros nos planteamos la hipotesis de que las
diferencias de la actividad insecticida entre cepas y aislamientos de B. bassiana contra P.
americana se debian tanto a factores intrinsecos (variabilidad genética y produccion de
toxinas bajo diferentes condiciones de crecimiento), como extrinsecos (fase larvaria y/o sexo
y respuesta inmune del insecto).

Los resultados obtenidos de la seleccion de aislamientos de B. bassiana efectivos contra
P. americana mediante exposicion directa de la suspension de conidios aereos (CA),
mostraron diferencias en la virulencia del entomopatdgeno, asi como entre las fases del
insecto (ninfas tardias y adultos: hembras y machos). Los tratamientos C1, C2, C4 y C6
fueron los que presentaron Al en contra de P. americana. En general, la Al de los
tratamientos fue mayor en insectos adultos (22.01% y 14.73% de mortalidad para hembras y
machos, respectivamente), que en ninfas tardias (8.03%) (Fig. 12). No obstante, Murali et
al. (1999), reportaron valores de mortalidad de hasta un 100% sobre insectos adultos de P.
americana frente a tres aislamientos de B. bassiana mediante el contacto directo del
crecimiento micelilal (conteniendo los CA), pero mediante la aplicacién de una suspension
acuosa de CA, a una concentracion de 4.6 x 10° conidios/mL, la mortalidad observada vari6
de un 17 al 75%. Asi mismo, Hernandez-Ramirez et al. (2006), observaron que las ninfas de
P. americana fueron mas susceptible a la aplicacion topica de una suspension de conidios
aéreos (1 x 10° conidio/mL) de B. bassiana y M. anisopliae, comparadas con los adultos (51
% y 10% de mortalidad, respectivamente) a temperatura ambiente. Sin embargo, a una
humedad relativa alta (85%), el incremento de la mortalidad en cucarachas adultas fue de
hasta el 44%. Ademéas de la humedad y la concentracion de conidios, las diferencias
observadas por este grupo en comparacion a nuestros resultados, pudiera estar relacionada
con el uso de ninfas en fase temprana ademas de que observaron que la susceptibilidad fue
disminuyendo conforme avanzé el desarrollo del insecto. En la patogenia de B. bassiana se
ha observado que el modo de exposicion de las conidios influye directamente en la
germinacion, y por tanto en la mortalidad de insectos, segin lo observado por Fernandez et
al. (2001) con el escarabajo Leptinotarsa decemlineata (Say), donde una suspension de
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conidios aéreos aplicados en aspersion directamente sobre el insecto, obtuvo hasta un 85%
de germinacion después de 36 h, a diferencia de los insectos tratados indirectamente
mediante el follaje asperjado con conidios o la combinacién de ambos modos de aplicacion,
con 50 % y 75 % de germinacidn, respectivamente. También se ha reportado diferencias en
la mortalidad entre aislamientos comerciales y nativos. Quesada-Moraga et al. (2006)
reportaron diferencias bajo condiciones de laboratorio, en la Al entre aislamientos de B.
bassiana comerciales y nativos, contra las mosquitas Bemisia tabaci (Genn.) y Trialeurodes
vaporariorum (West.), a una Unica dosis de condios aéreos similar a la nuestra
(1 x 10’ conidio/mL). Las diferencias en los valores de mortalidad entre aislamientos de B.
bassiana para las mosquitas mostraron rangos de mortalidad del 3 al 85%. En nuestros
resultados, el aislamiento C4 obtuvo el mayor nivel de virulencia (68.12%) en adultos
hembras, usando CA suspendidos (1 x 10’ conidio/mL) a una HR de 65 % + 10 aplicados
directamente sobre el abdomen de los insectos. La patogenicidad de los aislamientos nativos
sobre cucarachas adultas hembras observada en nuestros resultados, ofrece una ventaja como
agente de entomopatdgeno para el control mas efectivo de la cucaracha urbana, al afectar la
fase reproductiva del insecto.

En una revision de micoinsecticidas publicada por Faria y Wraight (2007), reportaron
que el 74.5% de los productos de B. bassiana contienen conidios producidos por
fermentacién solida (CA), y dentro de este grupo el 75% contienen Unicamente conidios
como ingrediente activo, y el 25% contienen una mezcla de conidios + cuerpos hifales. Los
productos que contienen conidios sumergidas + blastosporas representan sélo el 3.6% de los
productos comerciales. El incremento en la actividad insecticida de B. bassiana
dependiendo del tipo de propagulo fue observado en insectos adultos de Ambylomma
americanum L., donde la mortalidad con conidios aéreos fue menor al 10%, mientras que
los insectos tratados directamente con el sobrenadante del cultivo liquido (caldo dextrosa
Sabouraud + 0.5% extracto de levadura) alcanzaron valores mayores al 60% de mortalidad
(Kirkland et al., 2004). Asi mismo, se ha encontrado que la diferencia en la virulencia de los
propagulos de B. bassiana, asi como la germinacion, puede estar influenciada por las
condiciones del cultivo. Lane et al. (1991), reportaron diferencias en la actividad insectida
en adultos de Nephotettix virescens (Distant), entre conidias y blastosporas de B. bassiana
dependientes de la fuente de carbono o nitr6geno, donde en ambos casos las blastosporas
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fueron menos virulentas que las conidias; sin embargo, las blastosporas obtenidas de
cultivos carente de nitrégeno, obtuvieron los mayores niveles de germinacion. Asi mismo,
Miranpuri y Khachatourians (1991), encontraron que las blastosporas y conidias de B.
bassiana presentaron efecto larvicida contra A. aegypti; sin embargo las blastosporas fueron
mas patogénicas al invadir mas rapidamente los tejidos del insecto. Anteriormente, en el
hongo I. fumosorosea contra el coledptero Epilachna varivestis Mulsant se reportd que las
blastosporas presentan una mayor actividad comparadas con conidios (Behle et al., 2006).
También, se han reportado diferencias en la virulencia con lepidopteros de las especies S.
exigua y P. xylostella, expuestos a dos aislamientos del hongo entomopatdgeno I.
fumosorosea, donde la penetracion de las hifas dentro de la cuticula, asi como la
proliferacion de las blastosporas dentro de la hemolinfa, fue més rapida para el aislamiento
mas virulento, comparado con el de menor actividad (Altre y Vandenberg, 2001). La
combinacién de conidias y blastosporas de B. bassiana, mostraron hasta un 100% de
mortalidad en la mosca Hematobia irritans (L.) después de 7 dias de postexposicion,
ademas de causar una rapida mortalidad (2.7 dias) (Lohmeyer y Miller, 2006). Nosotros
observamos que cuando los aislamientos fueron fermentados por 13 dias (experimentos
CS+B y SF), bajo las mismas condiciones de humedad y temperatura, los valores de
mortalidad incrementaron hasta un 95%. La media de la mortalidad de los tratamientos de
B. bassiana contra P. americana en fase de ninfas en el experimento de CS+B fue de
58.58%, mientras que con CA, la patogenicidad fue mucho menor (6.23%). También
observamos que el experimento con CA fue mas virulento contra hembras comparado con
machos y ninfas (27.08% contra 17.75% y 6.23%, respectivamente); mientras que el
experimento CS+B mostré una actividad similar contra ninfas tardias, hembras y machos
(58.58%, 57.73% y 53.84%, respectivamente) y con el experimento SF, la mortalidad se
mantuvo entre los valores medios de los tratamientos CA y CS+B (26.68% 32.98% y
37.92%, respectivamente) (Fig. 13). Estos resultados mostraron que la fermentacion en
medio liquido de los 4 tratamientos (C1, C2, C4 y C6), en particular la combinacion de
CS+B, fueron los propagulos mas patogénicos frente a las 3 fases probadas de P. americana.
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Los resultados obtenidos en nuestros ensayos mostraron una relacion entre la virulencia
y la viabilidad de los aislamientos. Se observé que la viabilidad de los aislamientos que
presentaron mayor Al en los experimentos con CA y CS+B, obtuvieron los valores més altos
en el pardmetro de germinacion a partir de las 24 h de fermentacion (Tablas 3 y 4).
Anteriormente, esta relacion de altas tasas de viabilidad con un incremento en la
patogenicidad se ha reportado en algunos aislamientos de B. bassiana. Los parametros de
germinacion en medios liquidos y solidos se han empleado para medir variacion en la
virulencia de aislamientos de B. bassiana contra P. xylostella y L. decemlineata (Talaei —
Hassanlou et al., 2006). Safavi et al. (2007), observaron una relacion directa entre el alto
rango de germinacion y el incremento de la virulencia contra Tenebrio molitor L. de 3
aislamientos de B. bassiana. Asi mismo, Montesinos-Matias et al. (2011) clasificaron cepas
de B. bassiana de acuerdo a los fenotipos de germinacién y crecimiento radial como
parametros indicadores de virulencia frente a T. molitor. Durante la evaluacion del
experimento CA, los tratamientos C2, C4 y C6, quienes mostraron la actividad mas alta
contra ninfas y adultos de P. americana, obtuvieron un 86.21% de germinacién contra el
25.10 % de los tratamientos C1, C3 y C5, quienes también obtuvieron los rangos de
actividad insecticida mas bajos para insectos adultos, y nula actividad para la fase de ninfa
(Tabla 3; Fig 12). Se ha observado que la viabilidad de las conidios de algunas cepas
comerciales de B. bassiana (GHA-726 y CA-603) se ve influenciada por el tipo de
fermentacion (sistema solido, liquido o difasico), asi como el tipo y cantidad del aislamiento
(Kassa et al., 2008). En un estudio comparativo entre aislamientos de B. bassiana nativos y
la cepa comercial de B. bassiana registrada por BotaniGard® en USA contra ocho diferentes
lepidopteros de importancia agricola, se reportd que los aislamientos mostraron virulencia
mayor o igual a la cepa comercial (Wraight et al., 2010). Como se menciond anteriormente,
el experimento CS+B mostré los valores mas altos de mortalidad contra ninfas, hembras y
machos. Sin embargo, los valores en la tasa de germinacién no fueron mayores a los CA de
los tratamientos mas virulentos (Fig. 13). Para los tratamientos mas patogénicos (C4 y C6)
el porcentaje de germinacién fue en promedio del 66.8%, seguido por el tratamiento C1,
quien obtuvo el 23% de germinacion, y cuyos valores de mortalidad no fueron diferentes al
control. El tratamiento C2 mostré un valor intermedio tanto de germinacion (44. 0%), como

de actividad insecticida. Se sabe que B. bassianatiene los mas altos requerimientos
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nutrimentales para la germinacion de esporas, crecimiento hifal y esporulacion
(ManHong y Xing-Zhong, 2006). También se ha demostrado que las condiciones del
cultivo (incluyendo condiciones de estrés) influyen fuertemente en la germinacién, adhesion
y virulencia en hongos entomopatdégenos como M. anisopliae (Rangel et al., 2008). Las
condiciones de campo de calor extremo, afectan la virulencia de B. bassiana al disminuir la
viabilidad de las conidios (Howard et al., 2011). Ademas del pardmetro de germinacion, se
han utilizado otras técnicas que aseguren la viabilidad de los organismos, entre ellas se
encuentra la técnica de unidades formadora de colonias (UFC) y el método de actividad
celular por reduccion del MTT para confirmar la presencia de células viables en organismos
fungicos (Chaturvedi et al., 2005; Kesanakurti et al., 2012; Stentelaire et al., 2001). La
viabilidad de los CA y CS+B fue confirmada mediante ambas técnicas (UFC y MTT). Para
el caso de CA, se comprobé que la viabilidad de las conidios con la técnica UFC fue similar
a los resultados arrojados por la prueba de germinacion, donde los tratamientos mas
virulentos obtuvieron la mayor cantidad de UFC (3.0 x107). En cambio, la prueba de MTT
no mostro diferencias entre los tratamientos, confirmandonos la viabilidad de las células
independientemente del tiempo de la aparicion del tubo germinativo (Tabla 3). Esta relacion
de mayor viabilidad e infectividad, fue notoria para el tratamiento CS+B, donde los
tratamientos C4 y C6 presentaron los més altos valores de viabilidad con las pruebas de
MTT y UFC, cuyos valores de mortalidad también fueron los més altos para ninfas, hembras
y machos (>70, 90 y 80% de mortalidad, respectivamente, Fig. 13). No obstante, los valores
de germinacion fueron mas altos para el experimento con CA, lo cual nos podria sugerir que
el proceso de la fermentacion liquida de B. bassiana podria influir en el incremento de la Al
mostrada por los experimentos con CS+B y SF.

Como se menciond anteriormente, B. bassiana produce tres tipos de propagulos
(conidios aéreas, conidios sumergidos y blastosporas), ademas de micelio, dependiendo del
tipo de fermentacion (sélida o liquida). La produccién de blastosporas por B. bassiana en
cultivos sumergidos puede variar de acuerdo a los nutrimentos y tiempo de fermentacion,
incrementando exponencialmente la cantidad de células (Pham et al., 2009), asi como el
rendimiento de conidios sumergidas producidas en cultivos liquidos puede influir en la
mortalidad (Arcas et al., 1999). Dentro de los propagulos producidos por B. bassiana, se
han encontrado diferencias en las propiedades de adhesién a las superficies, siendo las
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conidios sumergidos quienes muestran la mas amplia especificidad de union, adhiriéndose
tanto a superficies hidrofobicas, como a débilmente polares e hidrofilicas (Holder y
Keyhani, 2005). Esto podria explicar el incremento de la actividad insecticida del
experimento con CS+B y la baja susceptibilidad de P. americana a los CA de los diferentes
tratamientos.

Ademas de los distintos tipos de células ya mencionadas producidas durante su
crecimiento, se ha reportado que in vivo, B. bassiana presenta una transicion dimorfica
donde se producen cuerpos hifales tipo levaduras durante el crecimiento en la hemolinfa de
los artrépodos, y que cada uno de los estados desarrollados por B. bassiana presentan un
sistema de evasion del sistema inmune del insecto (Lewis et al., 2009). Los valores medios
en la actividad del SF observados en nuestros resultados nos sugieren que a esto se debe la
diferencia en la Al entre CA, CS+B y SF (Figs. 12, 13 y 14), lo cual también podria estar
relacionado con los metabolitos producidos durante la fermentacion liquida de B. bassiana
(Bidochka y Khachatourians, 1991). Se ha reportado la produccion de toxinas después de
14 dias de fermentacién entre especies de Beauveria, tales como beauvericina, oosporeinas,
basianinas y tenelinas (Strasser et al., 2000). Algunos de estos metabolitos secundarios,
incluyendo basiondlidos, son desipéptidos ciclooligoméricos que son considerados un factor
de alta virulencia contra insectos (Xu et al., 2009). Esta produccion de toxinas podria
conferirle ventajas al entompatdgeno como producto comercial, ya que la alta produccion de
toxinas podria incrementar la capacidad insecticida del hongo y bajar la produccion de
micelio aéreo. En nuestros ensayos de actividad, a partir de cucarachas expuestas a B.
bassiana se recolectaron insectos (ninfas y adultos) con poca o nula presencia de micelio
aereo, donde se verifico que la mortalidad de los tratamientos de CA y CS+B era debida a
los tratamientos con B. bassiana.

Dentro de la industria de la agricultura y el desarrollo de micopesticidas, es importante
encontrar componentes fangicos celulares 0 componentes extracelulares, como toxinas, que
pudieran mejorar la calidad y eficiencia del producto comercial (Deshpande, 1999).
Algunos metabolitos secundarios producidos por B. bassiana, como los ciclohexadipéptidos,
especificamente beauvericina (BEA), muestran actividad antibiotica, antifingica e
insecticida, asi como actividad antiproliferativa y anti-apoptética en lineas celulares

cancerigenas in vitro; pero no es indispensable en el proceso infectivo contra insectos (Xu et
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al., 2008), mientras que el basianidlido es altamente significativo como factor de virulencia
de B. bassiana (Xu et al., 2009). Se ha visto que la produccion de BEA por B. bassiana
difiere entre aislamientos de la misma especie (Valencia et al., 2011). Nosotros no pudimos
detectar la presencia de BEA en nuestros sobrenadante mediante cromatografia en capa fina
(Fig. 16); sin embargo, se comprobd la actividad insecticida y antibacterial del sobrenadante
después de la fermentacion liquida (Fig. 14 y 15). Previamente se ha reportado que el
filtrado de cultivos liquidos de B. bassiana incrementaron la actividad insecticida contra
Aphis gossypii Glover (Gurulingappa et al., 2011), y la subtilina ligada a proteasas mejoro la
virulencia contra N. lugens (Song y Feng, 2011). En cultivos liquidos, algunas especies de
Beauveria inician la produccién de toxinas diferentes a BEA, como oosporinas, a partir de
los 4 dias de incubacidn, hasta alcanzar los rangos mas altos de produccion después del dia
14 de fermentacion (Strasser et al., 2000). Ademas de las toxinas ciclodespsipéptidicas
producidas por B. bassiana. También se han reportado otros metabolitos secundarios con
capacidad antibacterial. Lee et al. (2005) evaluaron 47 hongos entomopatdgenos y
encontraron que hasta el 81% de éstos producen componentes anti-Bacillus y 64% producen
componentes anti-Staphylococcus, y que la produccion de componentes antibacterial/
antifungicos por hongos entomopatdgenos puede mejorar con nutrientes adecuados durante
la fermentacion. Algunos de estos componentes con actividad anti-bacterial se encuentran
en el sobrenadante, después de la fermentacion liquida de B. bassiana. Reddy-Parine et al.
(2010), reportaron diferencias en la actividad de extractos crudos de B. bassiana contra
bacterias aerobias patogénicas como Bacillus megaterium, B. subtilis, B. sphaericus,
Streptococcus pyogenes, S. aureus, E. coli, Micrococcus luteus, Klebsiella aerogenes,
Psuedomonas aeruginosa y Chromobacterium violaceum. En un reciente estudio, Sahab
(2012) report6 que el sobrenadante filtrado de extractos etilicos crudos de B. bassiana
exhiben actividad antibacterial contra cepas de bacterias Gram (+) (Bacillus cereus, B.
subtilis, M. leteus y S. aureus) y Gram (-) (E. coli y Aeromonas spp.), observandose la
mayor actividad sobre bacterias Gram (+), siendo S. aureus la menos susceptible y B.
subtilis la méas susceptible. Esto concuerda con nuestros resultados, donde el sobrenadante
de los aislamientos de B. bassiana mostraron una mayor actividad contra bacterias Gram
(+), siendo B. subtilis la mas susceptible, mientras que las Gram (-) presentaron halos de

inhibicidbn més bajos, inclusive para E. coli, donde ningun aislamiento del tramiento SF
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mostrd actividad inhibitoria (Tabla 5). Con estos resultados podemos sugerir que tanto la
actividad anti-bacterial como la actividad insecticida de nuestros aislamientos pueden estar
relacionadas con la produccidon de metabolitos secundarios diferentes a BEA.

Se ha reportado que las proteasas producidas durante la fermentacion incrementan la
actividad insecticida en hongos entomopatégenos (Mohanty y Prakash, 2008). Asi mismo,
se demostré que B. bassiana produce metabolitos secundarios extracelulares solubles
durante la fermentacion con actividad insecticida contra B. tabaci (Fattha-Amin et al.,
2011). En un estudio realizado por Quesada-Moraga et al. (2006), comprobaron que los
componentes extracelulares de los entomopatégenos M. anisopliae, B. bassiana, Beauveria
brongniartii y Scopulariopsis brevicaulis obtenidos a partir de cultivos liquidos, tenian
efecto toxico contra larvas de Spodoptera littoralis. Por su parte, Kirkland et al. (2005)
encontraron que el sobrenadante libre de células de B. bassiana induce la mortalidad de
algunas especies de garrapatas (A. americanum, Ambylomma maculatum Koch, e Ixodes
scapularis Say) en fase de adulto. Ellos reportaron que la secrecién del acido oxalico por
parte del entomopatogeno, contribuye a la reduccion de pH del medio, y que este actla
como un potente acaricida durante la patogenia. Un efecto de potenciacién de la actividad
insecticida de B. bassiana fue observada por Fattha-Amin et al. (2011), quienes al conjuntar
la produccion de conidios y componentes extracelulares solubles en agua, veian que se
incrementaba hasta en un 92% el porcentaje de mortalidad contra la mosquita blanca B.
tabaci Nosotros observamos una mayor Al con el tratamiento CS+B, en comparacion a los
tratamientos CA y SF. Esto podria deberse a la actividad conjunta de células (conidios
sumergidas + blastopsoras) y metabolitos secundarios producidos durante la fermentacion.

La introduccion de productos sinergistas podria beneficiar econdmica vy
ecoldégicamente el uso del control bioldgico. La mezcla de estos componentes con los
agentes de control podrian multiplicar la eficacia de dichos agentes de control (Srivastava et
al., 2009). Ademas de la combinacion de componentes fungicos, algunos de estos productos
pueden ser de origen quimico (organicos o inorgénicos). Los quimicos como acido bdrico,
silica gel y tierra de diatomeas proveen un excelente control sobre las cucarachas P.
americana y B. germanica (Rust et al., 1991; Zurek et al., 2003; Gore y Schal, 2004; Barcay
et al., 2005). Se ha estudiado el uso de tierra de diatomeas sola 0 en combinacion con

extractos de plantas, mejorando la eficacia de B. bassiana contra coledpteros (Tribolium
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castaneum (Herbst) y Rhyzopertha dominica F). La tierra de diatomeas dafia la cuticula del
insecto, lo cual incrementa la permeabilidad de las conidios disponiendo facilmente de
nutrientes para su germinacion (Wassem et al., 2004; Wakil et al., 2011). Algunas
formulaciones quimicas afectan la germinacion de conidios, el crecimiento vegetativo y la
esporulacion de B. bassiana (Alizadeh et al., 2007). Es por eso que se debe verificar la
compatibilidad de los productos quimicos y el entomopatégeno. En nuestro estudio,
evaluamos la compatibilidad del acido bdrico con los aislamientos de B. bassiana después
de la fermentacion liquida durante 13 dias. Observamos una relacion negativa en la
viabilidad de los aislamientos y la concentracion de H3BO,: a mayor concentracion de acido
boérico, menor viabilidad de las células fungicas (Fig. 17). La concentracién al 1% de
H3BO, fue la que permitié la mayor viabilidad, aunque no hubo diferencia en la germinacion
entre los aislamientos y en general mostré bajos niveles de germinacion (< 30%), mientras
que los aislamientos C4 y C6, con el método MTT y UFC, la viabilidad fue mayor (Tabla 8).
Una vez probada la compatibilidad del quimico organico con el entomopatdgeno, evaluamos
el sinergismo entre el &cido bérico y los tratamientos CS+B y SF. Aunque los valores de
mortalidad fueron superiores al 82% en todos los aislamientos para todas las fases evaluadas
(Tabla 7), el incremento en la Al fue significativo Unicamente para los aislamientos C1 y C2
del tratamiento experimento CS+B (Figs. 18, 19 y 20). De igual forma, Zurek et al. (2003)
observaron una interaccion sinergista entre M. anisopliae y acido borico contra la cucaracha
B. germanica en bioensayos de laboratorio.

La evaluacién de las caracteristicas fisiologicas de los aislamientos de B. bassiana de
nuestro estudio mostraron diferencias en la viabilidad, mortalidad y adaptacion. Sin
embargo, la evaluacion genética es una herramienta util en la basqueda de variabilidad y
genotipos que nos pudieran ayudar en la seleccién de aislamientos de interés dentro del
control bioldgico. Por ejemplo, se ha logrado establecer una asociacién entre un grupo
genético determinado y algunas caracteristicas fisiologicas de B. bassiana, como la
habilidad de crecimiento a diferentes temperaturas (Bidochka et al., 2002). Mediante el uso
de los marcadores moleculares RAPD e ITS-RFLP se ha demostrado la variabilidad genética
entre aislamientos de B. bassiana de diferentes regiones geograficas y hospederos (Gaitan et
al., 2002). Sin embargo, existe controversia en el uso de estos andlisis debido a que el uso
del RAPD entre aislamientos de B. bassiana infectivos contra larvas de Boophilus
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microplus (Acari: Ixodidae), mostraron baja variacion genética entre aislamientos obtenidos
de B. microplus de la misma localidad (Kamp et al., 2006). Nosotros encontramos en
promedio un alto porcentaje de polimorfismo (82%) entre los aislamientos mediante el
analisis RAPD, mostrando hasta el 100% de polimorfismo usando los cebadores OPAQ3,
OPB09, OPAB06 y OPD18 (Tabla 11). Thakur et al. (2007), reportaron una diferencia en el
patron bioquimico (zimograma) entre aislamientos nativos de B. bassiana obtenidos de
coledpteros y lepidopteros, ademas de una variabilidad genética. Su andlisis genético mostro
un alto grado de diversidad (0-66%) y mediante el andlisis de similitud de Jaccard (0.25—
1.00), ellos pudieron agrupar los aislamientos segun la fuente de obtencion, coledpteros o
lepidopteros, relacionando esto con la especificidad del hospedero. Nuestro analisis mostrd
la mayor similitud entre los aislamientos C4 y C6 dada por el cluster (0.679) y el analisis de
Jaccard (67.9 % de similitud), seguido por los aislamientos C1 y C2, con valores de 0.439 y
43.4% de similitud para cada analisis (Tabla 12). Un estudio reciente, con aislamientos de B.
bassiana obtenidos de Ixodes ricinus L., mostr6 que los aislamientos que presentan
propiedades morfoldgicas y de cultivo similares, pueden agruparse genéticamente por medio
de patrones de banda mediante el analisis RAPD vy por la secuenciacion de la region ITS
(Mitina et al., 2011). Durante la evaluacion de la Al de los aislamientos C4 y C6 obtuvieron
en promedio los valores méas altos de mortalidad para los tratamientos CA (39.56% y
16.84%, respectivamente), CS+B (85.87% y 86.48%, respectivamente) y SF (51.85 % y
42.14%, respectivamente). Contra valores menores al 30% de los aislamientos C1y C2, para
los mismos tratamientos. De acuerdo a la toxicidad observada, la diversidad genética agrupa
a nuestros aislamientos segin su patogenicidad. Esto también habia sido reportado por
Santoro et al. (2008), quienes analizaron aislamientos de B. bassiana obtenidos de
Alphitobius diaperinus (Panzer), midiendo los pardmetros de mortalidad, crecimiento
vegetativo y produccion de conidios. Ellos encontraron que los aislamientos mas virulentos
presentaron patrones mas homogéneos mediante el analisis RAPD.

En nuestro trabajo es importante destacar el origen de los aislamientos evaluados, donde
las cepas C1 y C2 se usan dentro de programas fitosanitarios para el control de plagas
agricolas; mientras que los aislamientos C4 y C6 provienen de cucarachas de la especie P.
americana; al analizar nuestros resultados de RAPD observamos que la agrupacién de los
aislamientos se dio en ese sentido, por un lado las cepas de uso comercial y por el otro los
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aislamientos provenientes de P. americana (Fig. 23). Anteriormente, se ha reportado que
los analisis genéticos son importantes en estudios de campo donde se desea monitorear
eficacia y persistencia de cepas de B. bassiana introducidas para el control de plagas y
diferenciacion entre cepas nativas (Castrillo et al., 2003). Aquino de Muro et al. (2005),
tratando de monitorear aislamientos de B. bassiana introducidos en campo obtenidos de las
especies de Eurygaster (Puton) y Aelia L., no encontraron variacion genética de los
aislamientos de B. bassiana obtenidos a partir de insectos de campo, sugiriendo que los
insectos fueron infectados por cepas nativas. Asi mismo, un estudio con aislamientos de B.
bassiana efectivos contra Hypothenemus hampei (Ferrari), mostré que la combinacién entre
aislamientos de B. bassiana agrupados por similitud genética (caracterizacion usando
secuenciacion de la region ITS, asi como anélisis RAPD) no incremento la virulencia de los
aislamientos. Sin embargo, la combinacion de grupos diferentes presentaron antagonismo o
sinergismo en la virulencia contra el hospedero (Cruz et al., 2006). Todos los aislamientos
de B. bassiana evaluados amplificaron las regiones ITS como productos de =600 pb (Fig.
24). Sin embargo, con las enzimas endonucleasas: Alu I, Eco RI, Hae Il1, Hha I, y Hinf I no
se generaron fragmentos de restriccion. Esto concuerda con los estudios recientes de
Mendoca et al. (2012), quienes también reportaron la variabilidad de B. bassiana usando
andalisis RAPD. Sin embargo, el analisis de la region rDNA-ITS, amplificé un fragmento de
550pb para todos los aislamientos, pero no presentaron fragmentos de restriccion usando las
endonucleasas EcoRI y Haelll.

La secuenciacion de la region ITS (ITS1-5-8S-ITS2) es una de las mas informativas
para la distincion entre aislamientos de B. bassiana (Kouvelis et al., 2008). Uribe y
Khachatourians (2004) reportaron la variacion molecular a partir del polimorfismo del DNA
mitocondrial (DNAmt) en 15 aislamientos de B. bassiana, mostrando que esta region es
altamente conservada. Mediante la secuenciacion de la regién ITS, nosotros encontramos
una variacion del 7% entre los aislamientos 2 y 6, similar a lo reportado por Coates et al.
(2002), donde mediante la secuenciacion de los genes 5.8S (rRNA) e ITS de B. bassiana
observaron hasta un 6.62% de variacién entre aislamientos. La mas alta variacion registrada
en nuestro trabajo fue en la region ITS, donde se obtuvo un 8.39% de divergencia. Los genes
del DNA mitocondrial, por su bajo nivel de polimorfismo, es una herramienta ideal para
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examinar la diversidad genética entre poblaciones de hongos e identificar genéticamente una
especie o0 un aislamientos en particular (Ghikas et al., 2010)

Hasta aqui hemos relacionado la diferencia en la virulencia de los aislamientos de B.
bassiana a las caracteristicas fisiolégicas y genéticas propias del entomopatdgeno. Sin
embargo, la diferencia en la susceptibilidad de P. americana se puede deber a un rasgo
evolutivo propio del insecto (Schmid-Hempel, 2003), lo cual nos lleva a la busqueda de la
relacion patogeno-huésped. Los datos de la mortalidad de todos los experimentos por
tratamiento mostr6 que los rangos mas altos de mortalidad fue contra las cucarachas
hembras (39.26%) en comparacion con los insectos adultos y las ninfas tardias (36.5% y
30.5% de mortalidad, respectivamente). De la Rosa et al. (2002), reportaron diferencias en
la mortalidad entre las distintas fases de insectos, donde la mosquita de la fruta Mexicana
Anastrepha ludens (Loew) mostrd baja mortalidad en estados inmaduros (larvas y pupas) y
altos niveles de mortalidad en adultos. En cambio, un estudio realizado contra P. americana
con cuatro distintos tratamientos de B. bassiana mostraron menor mortalidad en adultos que
en ninfas (Hernandez-Garcia et al., 2007). Una posibilidad a esta observacion es que en este
estudio sélo se evaluaron ninfas tardias. La actividad de PO es parte del mecanismo de
respuesta inmune innata en insectos y su estimulacion se ha relacionado con infecciones
fungicas (Vilmos y Kurucz, 1998). Asi mismo se ha reportado que las diferencias en
respuesta inmune del insectos esta ampliamente relacionada a la edad (Rolf, 2001; Robb y
Forbes, 2006; Smicht et al., 2007). En nuestro estudio encontramos que las ninfas tardias no
expuestas, la actividad de PO fue mayor comparada con ninfas tempranas o hembras (Tabla
13, Fig. 25). Aunqgue es normal encontrar un incremento en la actividad de PO en las fases
tardias ninfales (Hartzer et al., 2005), el aumento en la actividad de PO en los adultos
machos contra hembras fue sorprendente. En un estudio diferente, realizado en nuestro
laboratorio (Valadez-Lira et al., 2012), comparamos la actividad de PO entre hembras y
machos, no se encontraron diferencias con H. virescens y P. interpuctella, pero las hembras
de S. exigua y T. ni mostraron una actividad de PO mayor comparada con adultos. En un
reciente estudio de los mecanismos bioquimicos de la formacion de la pared celular de la
ooteca de P. americana se reportd la oxidacion de PO a [-glucosidasas para inducir la
esclerotizacion de la ooteca, como mecanismo para proteger los huevos fertilizados de

infecciones (Whitehead, 2011). La cascada de PO finaliza en la formacion de quinonas
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(Gillespie et al., 1997; Jiang et al., 1998; Kanost y Gorman, 2008). Nosotros creemos que
esto puede explicar los bajos niveles observados en hembras comparado con machos,
observados en nuestro estudio.

Existe una variacién en los niveles de PO dependiendo del sexo del insecto. Asi mismo,
se ha reportado que la presencia de microorganismos induce la actividad de PO, y esta
actividad varia durante el ciclo de vida (Thomas-Guyon et al., 2009). Se sabe que la
respuesta inmune en insectos es multifactorial (Schmid-Hempel, 2005). En un estudio de la
actividad de PO, se observd que Galleria mellonella L. mostré una disminucién de
actividad después de exponer los insectos al hongo entomopatdgeno Conidiobolus coronatus
(Bogus et al., 2007). No obstante, un reporte reciente mostré que al exponer al mosquito A.
gambiae contra B. bassiana, la edad no alteraba la susceptibilidad y la supervivencia del
insecto expuesto, pero si el tiempo de muerte, donde los insectos viejos murieron mas rapido
que los jovenes (Mnyone et al., 2011). A pesar de que no encontrabamos los factores por
los cuales las ninfas sobrevivieron a la infeccion de CA de B. bassiana, pero no al
experimento de CS+B, esto fue claro cuando observamos una mayor actividad de PO en
ninfas expuestas al experimento CA (0.391), comparada con las expuestas al experimento
CS+B (0.155) (Tabla 14, Fig. 26, 27 y 28). Estos resultados fueron similares en insectos
ortopteros (Gryllus texensi Cade and Otte), y coledpteros (Popillia japonica Newman)
(Tucker y Stevens, 2003). En este aspecto, Ruiz-Gonzalez et al. (2009), trabajando con
Bombus terrestris L., observando que el nivel y la funcion inmune incremento en adultos o
larvas como resultado de la exposicion a patdgenos y parasitos. Sabemos que la PO se
produce y libera en la hemolinfa; a este respecto, Aoki y Yanase (1970) encontraron que la
actividad de PO se redujo cuando la infeccién de B. bassiana incremento en el lepidoptero
B. mori. Resultados similares fueron reportados por Gillespie et al. (2000), quienes
observaron una disminucion en la actividad de PO de Schistocerca gregaria Forsskal
después de la infeccion por M. anisopliae var acridum. Esta relacion, donde la actividad de
PO incrementa con el desarrollo de insectos inmaduros, fue reportada previamente por
Nation et al. (1995), quienes observaron que en larvas tempranas del diptero Anastrepha
suspensa (Loew) expuestos a radiacién habia una reduccién en la actividad de PO, en

comparacion a larvas tardias del tercer instar.
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Como se menciond anteriormente, existe una relacién entre actividad de PO y el sexo
del insecto. En el diptero Scathophaga stercoraria L. se han reportado diferencias en la
actividad de PO en la hemolinfa, dependiendo del sexo y la edad del insecto
(Schwarzenbach et al., 2005). Esta diferencia dependiente del sexo también se observo en
nuestro estudio, donde las cucarachas hembras mostraron menor actividad de PO,
comparada con machos y ninfas (0.265 contra 0.282 y 0.305, respectivamente). Asi mismo,
se ha observado un incremento en la actividad de PO dependiendo del estado reproductivo
en insectos. En este aspecto, Adamo et al. (2001), reportaron que la actividad de PO en
Gryllus texensis (Cade & Otte) fue similar en machos y hembras antes de la reproduccion,
pero en cuanto los machos iniciaron la edad reproductiva, la actividad de PO disminuyo.
Por el contrario, en hembras la actividad de PO increment6 después de la reproduccion. A
este respecto Toledo et al. (2007), no encontraron diferencias en la susceptibilidad a B.
bassiana entre hembras y macho de Peregrinus maidis (Ashmead). Sin embargo, la tasa de
infeccién de las hembras fue mayor comparada con la de los insectos machos. Nuestros
resultados mostraron actividad insecticida de B. bassiana contra P. americana, donde la
susceptibilidad del insecto fue: hembras > macho > ninfas tardias, y la actividad insecticida
observada por experimento fue: CS+B > SF > CA.

Debido que las CA es el tipo de propagulo mas ampliamente usado como ingrediente
activo de los micoinsecticidas comerciales (de Faria y Wraight, 2007) y que nosotros
encontramos una mayor patogenicidad en el experimento con CS+B, es importante
comparar productos de B. bassiana a partir de fermentaciones liquidas y sélidas para el
control de cucarachas. La produccion de metabolitos durante la fermentacion ademés de
presentar actividad insecticida (CS+B>SF), mostré actividad antibacterial, mayormente
contra B. subtilis. La activacién fenoloxidasa (PO) es un componente integral del sistema de
defensa de insectos el cual inmoviliza y mata microorganismos invasores (Zhao et al.,
2007). La presencia de microorganismos como B. subtilis puede inducir la activacion de PO
(da Silva et al., 2000). Nosotros observamos una correlacion inversa entre la actividad
insecticida de B. bassiana y la actividad de PO de P. americana en ninfas tardias, hembras y
machos (Tabla 16). Esto podria sugerir que la presencia de metabolitos en el sobrenadante
controla la poblacién bacteriana, importante para la activaciéon de PO, la cual se ve
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suprimida por este componente, permitiendo a las células de B. bassiana penetrar y
germinar, redundando en un incremento de la actividad insecticida.

En resumen, el trabajo realizado con los diferentes aislamientos del entomopat6geno B.
bassiana evaluado contra P. americana, induce la mortalidad del insecto y se relaciona con
la supresion de la actividad de PO. Asi también, observamos que la actividad insecticida es
dependiente del aislamiento y propagulo, asi como de la toxicidad de los metabolitos
producidos durante la fermentacion liquida y que estas caracteristicas fisiologicas pueden ser
debidas a la variabilidad genética del microorganismo. Un factor que influy6 también en la
patogenia de B. bassiana sobre el insecto, fue el estado de desarrollo y sexo de la cucaracha.
La combinacion de propéagulos y sobrenadante, asi como el conocimiento del estado méas
susceptible y la respuesta inmune del insecto a los componentes del bioinsecticida, puede
darnos la pauta para desarrollar un producto comercial efectivo contra una de las principales

plagas urbanas: P. americana.
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CONCLUSIONES

Se obtuvieron aislamientos nativos de B. bassiana a partir de P. americana, de los
cuales C4y C6, mostraron mayor patogenicidad sobre cucarachas que los
aislamientos comerciales Bb-Chc-LBIH-28 y GHA.

Se observo que el producto total de la fermentacion liquida (CS+ B) de B. bassiana
mostré mayor efectividad sobre P. americana que los propagulos infecciosos
obtenidos por fermentacion solida (conidios aéreos CA) y/o el sobrenadante filtrado
(SF) de la fermentacién liquida.

Los cuatro aislamientos seleccionados de B. bassiana mostraron produccién de
metabolitos bioactivos con efecto antimicrobiano después de la fermentacién liquida,
con mayor actividad contra bacterias Gram (+).

El uso de H3;BO, como adyuvante inorganico a bajas concentraciones, aumentd la

efectividad de B. bassiana sobre P. americana

Los niveles de fenoloxidasa (respuesta inmune innata) varia de acuerdo a la fase del
ciclo y sexo de P. americana, lo que puede influir directamente en la susceptibilidad

del insecto a patdgenos.

Los aislamientos nativos de B. bassiana, que mostraron mayor actividad insecticida
sobre P. americana, disminuyeron los niveles de produccién de PO.

Los anélisis RAPD-PCR permitieron diferenciar molecularmente a los aislamientos
y cepas de B. bassiana, agrupandolos de acuerdo a su patogenicidad.

Se confirmaron diferencias genéticas entre los aislamientos y cepas de B. bassiana
mediante la secuenciacion de la region ITS ribosmal.
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ANEXO 1

MATERIAL BIOLOGICO

/

\

1. Insectos:
Periplaneta americana L.
Establecimiento de la colonia y
monitoreo de insectos infectados con
hongos

2. Hongo entomopatdgeno:

Aislamiento y cultivo de Beauveria
bassiana

}

|

IV. RESPUESTA INMUNE
HUMORAL DEL INSECTO

1.Actividad de fenoloxidasa (PO)

Variables: ninfas, hembras y machos

I1. EXPERIMENTOS
Fermentacion sélida:
1.1 Conidios aéreos (CA)
Fermentacion liquida:

2.1 Conidios sumergidos + Blastosporas
(CS+B)

2.2 Sobrenadante Filtrado (SF)

|

|

V. ANALISIS E
INTERPRETACION DE
DATOS:

INOVA, Post hoc Tukey, Correlacién
de Pearson (SPSS v 17; 2007).

I. EVALUACION DE TRATAMIENTOS

1. Pruebas de Actividad insecticida
Variables: ninfas, hembras y machos

2. Pruebas de Viabilidad

3. Evaluacion de metabolitos en
productos fermentados

(Actividad antibacteriana y cromatografia
en capa fina)

4. Tipificacion Molecular
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