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INMUNIDAD DE DOS MODELOS DE INSECTO AL HONGO Beauveria bassiana
Bb 88 Y SUMUTANTE Bb 884.5

Nicolas Gregorio Martinez Jacinto, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2014,

El objetivo de esta investigacion fue estudiar la respuesta inmune de los lepidopteros
Spodoptera frugiperda y Galleria mellonella, hacia la infeccion de dos cepas, uno silvestre
(Bb 88) y un aislamiento mutante resistente a 2-Desoxi-D-Glucosa (Bb 884.5) del hongo
entomopatogeno Beauveria bassiana. Primero se estimo la DLso de (blastosporas/larva) de
ambos aislamientos hacia larvas de Ultimo estadio de ambas especies de insectos.
Posteriormente, usando las DLs, estimadas para cada aislamiento, se inocularon larvas de
ambas especies y se estimo la actividad de la fenoloxidasa (FO). La virulencia de ambos
aislamientos fue similar para S. frugiperda, pero diferente para G. mellonella, donde el
aislamiento silvestre fue mas virulento (1 X 102 blastosporas/larva) comparado con la cepa
mutante (1.7 X 107 blastosporas/larva). Al estimar la actividad de la FO, esta fue similar
entre todos los tratamientos (inoculados con ambos aislamientos y un testigo) en larvas de
S. frugiperda; para el caso de las larva de G. mellonella, se encontraron diferencias
significativas entre tratamientos con hongo y testigo, pero ninguna diferencia entre larvas
inoculadas con ambos aislamientos de B. bassiana. Nuestros resultados sugieren que la
especie de insecto tiene un mayor efecto en la actividad de la FO que diferentes
aislamientos del mismo hongo. Las implicaciones de estos resultados en la interaccion

hongo - insecto es discutida.
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IMMUNITY OF TWO MODELS OF THE FUNGUS INSECT Beauveria bassiana Bb
Bb 88 AND MUTANT 884.5

Nicolas Gregorio Martinez Jacinto, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2014,

He objective of this research was to study the immune response of Spodoptera frugiperda
and Galleria mellonella, to the infection of two strainds, one wild (Bb 88) and a mutant
strain resistant to 2-deoxy- D- glucose (Bb 884.5) of the fungus Beauveria bassiana. First
the LDs (blastospores/larva) of both strains to last instar larvae of both species of insects
was estimated. Subsequently, using the estimated LDso of each isolate, larvae of both
species were inoculated and phenoloxidase activity (PO) was estimated. The virulence of
both strains was similar to S. frugiperda, but different for G. mellonella, where the wild
strain was more virulent (1 X 102 blastospores/larva), compared with the mutant strain (1.7
X 10? blastospores/larva). Estimating the PO activity, this was similar among all
treatments (inoculated with both strains and a control) in larvae of S. frugiperda; in the
case of the G. mellonella larvae, significant differences between treatments with fungusand
control were found, but no difference between larvae inoculated with both strains of B.
bassiana. Our results suggest that the species of insect has a greater effect on the activity of
the PO than different isolates of the same fungus. The implications of these results on

theinteraction fungus - insect are discussed.
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. INTRODUCCION

A la fecha se considera que los invertebrados carecen de un sistema inmune adaptativo y
solo poseen un sistema innato bien desarrollado con el cual hacen frente a una gran
variedad de patdgenos (Madigan et al., 2012) heridas, respuesta al estrés y en la regulacion
de las poblaciones de microorganismos simbiontes (Beckage, 2008). La versatilidad de la
respuesta innata es promovida por la capacidad que tienen los insectos para colonizar
diferentes nichos ecologicos en todo el planeta (Loker et al., 2004). Los lepidopteros se
encuentran dentro de las plagas agricolas mas importantes del mundo y comprender su
sistema inmune puede aportar conocimiento para ayudar a la regulacién de sus poblaciones
(Jiang et al., 2010).

En los programas de manejo integrado de plagas, se emplean microorganismos
como el hongo Beauveria bassiana (Balsamo) Vuill., para mitigar el uso de insecticidas
sintéticos (Luna y House, 1990; Zimmerman, 2007). Estos hongos en su fase de conidia
tienen paredes celulares compuestas de quitina , proteinas de tipo hidrofobina, entre otras
moléculas y algunas de ellas forman parte de sistemas de reconocimiento especifico como
las hemaglutininas (glicoproteinas) y la glucosa (Boucias y Pendland, 1998). Las esporas
una vez que entran en contacto con la cuticula (Figura 1), activan toda una maquinaria de
proteasas, quitinasas y lipasas que ayudan a la hidrolisis y despolimerizacion de la cuticula
del insecto (St. Leger, 1995). Después que el hongo penetra al insecto se forman
estructuras llamadas blastoesporas, hifas o protoplastos (fase levaduriforme) que van a ser

los encargados de invadir el cuerpo del insecto (Vinson, 1991; Zimmermann, 2007).
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Figura 1. Proceso general de infeccidén de los hongos entomopatédgenos. 1) Reconocimiento de la espora
con el hospedante. 2) Formacion del apresorio y crecimiento de hifas para cruzar la epicuticula. 3)
Desarrollo de cuerpos hifales para la penetracion de la cuticula y epidermis. 4) Formacién de
blastoesporas que se desarrollan e invaden la hemolinfa (Tomas y Read, 2007).



Cuando el microorganismo ha superado las barreras estructurales, el insecto desencadena
una respuesta defensiva que tiende a la neutralizacién o en su caso a la eliminacion del
agente externo (Wojda et al., 2009); esta respuesta estad dada por una respuesta celular, la
cual consiste en la activacion y movilizacién de hemocitos que encapsulan al organismo
invasor y otra humoral que se manifiesta por la expresion de péptidos antimicrobianos
(Schmid-Hempel, 2005; Levitin y Whiteway, 2008). Una de las desventajas que presentan
los hongos entomopatdgenos para ser usados en el control de plagas es que requieren de un
tiempo mayor que los insecticidas sintéticos para causar mortalidad al insecto plaga (Fan
et al., 2007), por ello se busca incrementar la virulencia por medio de la manipulacion
genética, que puede ser por mutagénesis clésica (Meirelles et al., 1997), por recombinacion
parasexual (Couteaudier et al., 1996) e insercion de genes, con herramientas moleculares
(St. Leger et al., 1996a).

El uso de hongos entomopatdgenos transformados genéticamente, aun presenta
incertidumbre; pues no se sabe el efecto que podria causar en el agroecosistema donde son
liberados. Diferentes autores haciendo énfasis en la contaminacion que se podria causar al
medio ambiente con estos cambios genéticos de los hongos entomopatdgenos, han
observado que al sobreexpresar ciertos genes, se exacerba la respuesta inmune del insecto
al conferir velocidad para matar a su hospedante. Esta reaccién se lleva a cabo al
sobreactivar la cascada de la serina proteasa por la presencia de compuestos microbianos,
que a su vez conduce a la activacion del zimogeno profenoloxidasa (ProFO) por la accion
de las proteinas (PAP) de activacion de la ProFO (Jiang y Kanost, 2000; Piao et al., 2005).
El proceso biologico de la esporulacion no ha sido posible, esto debido a que en la
hemolinfa en donde se desarrolla el hongo se vuelve muy toxico y con ello se evita la
diseminacion del hongo transgénico al medio ambiente (Cerenius y Soderhéll 2004Wang y
St Leger, 2007; Kim et al., 2013).

Con el objetivo de obtener cepas mutantes del hongo B. bassiana Montesinos-
Matias et al, (2011) usaron la técnica de mutacion clasica (exposicion a la radiacion UV) y
la seleccion por resistencia al compuesto 2-desoxiglucosa (2-DG) las cuales se ha
mostrado que aumentan sus caracteristicas de virulencia (Robledo-Moterrubio et al., 2009).



El compuesto 2DG es toxico para la mayoria de los hongos y se ha visto que los hace
menos sensibles a la represion catabdlica por carbono (Jin et al., 2011), entra a la célula por
medio de los mismos transportadores de la glucosa, Yy al ser fosforilado, da origen al

compuesto 2DG-6-P, molécula altamente toxica (Randez-Gil et al., 1995).

Los mecanismos de resistencia al compuesto se han relacionado con la desrepresion
de enzimas hidroliticas y quitinoliticas que se requieren para la degradacion de
carbohidratos complejos (Allen et al., 1989; Loera et al., 1999; Loera y Cérdova, 2003),
alteracion de patrones de esporulacion y crecimiento radial (Loera y Viniegra-Gonzélez,
1998). En ese trabajo se obtuvo la cepa Bb 884.5 que aumenta la produccion de la
proteasa Prl (49 % superior a la cepa silvestre), esta es una de las proteasas mas
importantes para la degradacion de la cuticula (St Leger et al., 1986). Actualmente no se
conoce el efecto que causa esta cepa mutante cuando penetra en el hemocele, por lo que la
presente investigacion se propone analizar la virulencia de la cepa mutante en los insectos
Spodoptera frugiperda y Galleria mellonella y si la sobreproduccion de proteasa Prl afecta

la produccion de FO.



1.1 hipotesis

La sobreproduccion de la proteasa Prl de la cepa mutante Bb 884.5 de B. bassiana

puede sobreactivar la produccién de la FO.

1.2. Objetivo general

Comparar la actividad de la FO en insectos inoculados con dos cepas, mutado y
silvestre, de la misma especie de hongo entomopatdgeno, en dos especies de insecto con

diferente susceptibilidad a la infeccion.

1.3. Objetivos especificos

v" Medir la virulencia de la cepa silvestre Bb 88 y de la mutante derivada Bb 884.5
en larvas del gusano cogollero S. frugiperda y en la palomilla de la cera G.

mellonella.

v' Comparar la actividad de la FO en los dos modelos de insecto infectados con
blastoesporas como pardmetro de la respuesta inmune a la accion del hongo

silvestre y su mutante.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Mecanismos de defensa de los lepiddpteros

Los lepiddpteros son sistemas modelo importantes para comprender la inmunidad
innata de los insectos, incluyendo la biologia celular de los hemocitos y los analisis
bioquimicos de las proteinas plasmaticas. Una respuesta temprana a la infeccién en larvas
de lepiddpteros es la activacion de la adhesion de los hemocitos de tipo plasmatocito y
células granulares que conduce a la fagocitosis, la formacion de nddulos y la encapsulacion
(Vizioli y Salzet, 2002).

Las larvas de polillas han sido de gran utilidad para proporcionar informacion sobre
el sistema inmune innato de los insectos, muchas de las proteinas de la hemolinfa con
funciones inmunes, asi como las funciones de los hemaocitos se estudiaron inicialmente en
Galleria mellonella (Ashida y Brey, 1998; Stephens, 1962; Powning y Davidson, 1976;
Kavanagh y Fallon, 2010).

El sistema inmune de los insectos reconoce los microorganismos infecciosos por la
unién de proteinas plasmaticas de la hemolinfa a los componentes de la superficie
microbiana que en el caso de los hongos, es el B-1,3-glucano (Figura 2). Este
"reconocimiento de patrones” desencadena la fagocitosis y la formacién de nddulos, la
activacion de la ProFO, la melanizacion y la sintesis de proteinas antimicrobianas que son
secretadas en la hemolinfa (Schimd-Hampel; 2005). La defensa es de dos tipos, la celular
(hemocitos) y la humoral (moléculas que circulan en la hemolinfa) los cuales son
independientes, pero que en todo momento actlan de forma sincronizada para suprimir la
infeccion (Wojda et al., 2009).



LIPOPOLIZACARIDOSI I PEPTIDOGLICANOS ] IB-1,3-GLUCANOS
RECONOCIMIENTO

| ENCAPSULACION | | FAGoOCITOSIS | pERINA o 5[ coacuLacion |

A

JAK/ITAT SPATZIlE/ VIATOLL PROFENO LinDASA
FACTORES DE PEPTIDOS | MELANIZACION |
OPSONIZACION ANTIMICROBIANOS

Figura 2. Sistemas de reconocimiento, activacion de cascadas de sefializacién, vias reguladoras y
produccion de moléculas efectoras (Schmid-Hempel, 2005).

2.2. Respuesta inmune humoral

En los insectos, en la respuesta humoral se incluyen a los péptidos antimicrobianos
moléculas de reconocimiento, intermediarios reactivos de oxigeno y de nitrégeno
(quinonas, difenoles, superdxido, peréxido de hidrégeno, y nitrogeno reactivo), las
moléculas  pre-apoptdticas y  citoquinas  pre-inflamatorias  (Meister et al.,
2000; Lowenberger, 2001; Vass y Nappi, 2001; Nappi y Christensen, 2005). Estas vias
estan reguladas por complejas cascadas enzimaticas que modulan la coagulacion y la

melanizacion en la hemolinfa (Lavine y Strand, 2002).

El sistema de ProFO participa en el reconocimiento y defensa en los invertebrados
(Soderhall, 1982). EI sistema se activa con moléculas de la pared celular o enzimas
liberadas por los patdégenos o por heridas mecanicas (Galko y Krasnow, 2004). Si un
patdgeno ya sea bacteriano o fungico entra en contacto con el hemocele, su presencia puede

ser detectada por los receptores de reconocimiento de patrones y estos a su vez inducir a



una respuesta mas sistémica sobre la regulacion de la produccién de péptidos
antimicrobianos (AMPs) en el cuerpo graso del insecto (Boderich et al., 2009). En
experimentos con ProFO purificada a partir del gusano de seda (Bombyx mori), se
identificd la presencia de la cascada de la serina protesa como un proceso intermedio entre
activadores naturales de la ProFO y productos activos de este mismo (Ashida y Dohke,
1980). Cuando este proceso se activa hasta cierto umbral ya no puede ser revertido, y se da
la melanizacion como efector de la defensa inmune y puede ir acompafiada de la

respuesta celular.

Los procesos de fagocitosis y encapsulacion, dependen en buen grado del
reconocimiento del cuerpo extrafio, que va seguido de la activacion de la sefializacion
intracelular (Strand, 2008). Los patrones humorales responden al microorganismo mediante
la union a lipopolisacaridos (LPPs), peptidoglicanos, y glucanos. Estos incluyen hemolina,
la proteina de unién a LPS, la proteina de reconocimiento de las bacterias Gram negativas
(GNBPs), proteinas de reconocimiento de peptidoglicano solubles (PGRP-SA), proteinas
de reconocimiento de glucano (GRPs), la forma soluble de la molécula de adhesion celular
sindrome de Down (Dscam ), y proteinas del complemento TEP. (Dong et al., 2006 Wang
et al., 2006; Terenius et al., 2007; Strand, 2008).

El primer paso para la iniciacion de la respuesta inmune, ya sea humoral o celular ,
es el reconocimiento del patégeno . Esto se logra mediante las proteinas de reconocimiento
de patrones/receptores (PRPs), que reconocen y se unen a los dominios conservados
(patrones) situados en la superficie del patdgeno, que se denominan patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPs) (Medzhitov y Janeway, 1997). Los PRPs mejor
caracterizados son las lectinas de tipo C, las proteinas de reconocimiento de
peptidoglicanos, los B-1,3-glucano proteinas , la hemolina y las integrinas (Bettencourt et
al., 1997; Michel et al., 2001; Bettencourt et al., 2004). Estas proteinas estan presentes en
la membrana plasmatica de las células del cuerpo graso y los hemocitos que son solubles

en la hemolinfa.



Las PRPs Se unen a los lipidos y los hidratos de carbono que son sintetizados por
microorganismos y estan expuestos en su superficie , tales como lipopolisacaridos (LPPS)
de bacterias Gram negativas , &cidos lipoteicoicos y peptidoglicanos de bacterias Gram

positivas y B-1,3- glucanos de hongos (Nappi et al., 2000).

Las bacterias Gram positivas y los hongos desencadenan principalmente la via Toll
(Figura 3), la cual induce la produccion de péptidos antimicrobianos para combatir a estos
patdgenos, sin embargo estos péptidos no siempre son eficaces contra los hongos
entomopatogenos (Glifiski y Buczek , 2003). Las vias de sefializacion Toll y Jak-STAT,
participan en la defensa contra la infeccion viral (Dostert et al., 2005; Zambon et al., 2005)
ya que inducen RNA de interferencia pequefios capaces de inactivar al RNA viral, los
cuales probablemente sean una defensa primaria en los insectos (Imler y Eleftherianos,
2009). Los RNA. tienen secuencias de acido nucleico que se unen a sus blancos de manera
altamente especifica, a diferencia de lo que ocurre en bacterias y hongos (James y Xu,
2012).

2.2.1. Melanizacion

La melanizacion es efectuada por la enzima FO la cual convierte fenoles a
quinonas que posteriormente se polimerizan para formar melanina (Soderhall y Cerenius,
1998.) La melanina se forma a partir del aminoacido fenilalanina, que primero es
hidroxilado y pasa de tirosina a fenilalanina hidroxilasa. La tirosina es entonces hidroxilada
por la enzima FO activa para producir DOPA, que una vez oxidado, pasa a ser dopaquinona
y se convierte inmediatamente a dopacromo por una reaccion espontanea no enzimatica

(Gonzalez- Santoyo y Cérdoba-Aguilar, 2011).

La reorganizacion estructural no enzimatica del dopacromo, es seguido por la
descarboxilacion que genera 5-6, dihidroxiindol (DHI). EI DHI es oxidado por la enzima
PO para formar 5-6, indolquinonas. Estas indolquinonas finalmente se polimerizan a

eumelanina en presencia de compuestos de tiolfeomelaninas (Nappi y Christensen, 2005).
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Figura 3. Respuesta inmune celular y humoral que se expresan en los insectos cuando son expuestos a
insecticidas sintéticos, botanicos y microorganismos. Los cuadro con lineas solidas y flechas,
representan un esquema del sistema inmune del insecto. Las cuadros y flechas identifican donde los
insecticidas han sido documentados y que afectan la respuesta inmune particular.(James y Xu, 2012)
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El DHI puede ser producido por una ruta alterna donde la DOPA descarboxilasa elimina
CO, de DOPA para formar dopamina (Beerntsen et al., 2000; Christensen et al., 2005). La
via de melanizacién cominmente descrita (Figura 4), es el proceso de melanizacién contra
huevos de parasitoides en larvas de mosca de la fruta Drosophila melanogaster (Nappi y
Vass, 1993).

{tc QU”” 9&7{&‘
mxsp)aq/ Vog |

*%

A. Reconocimiento

Activacion del

Sistema ProFO
>
. * o .
B. Reclutamiento o

Lisiscelular y liberacién
delamelanizacion

C. Melanogénesis D. Encapsulacién

Figura 4. Proceso de melanizacion. A) Reconocimiento del patégeno a través de moléculas especificas.
B) Movilizacion de hemocitos que rodean al cuerpo extrafio. C) Deposicion de grandes cantidades de
hemocitos sobre el cuerpo extrafio. D) Encapsulacion y muerte del patdégeno por inanicion (Gonzélez-
Santoyo y Cordoba-Aguilar, 2011).

2.2.2. Péptidos antimicrobianos (AMPs)

La expresion de los AMPs y de proteinas a menudo son inducidos por la infeccion
microbiana, pero que generalmente la expresion mas fuerte ocurre en el cuerpo graso (Bulet
y Stocklin, 2005; Brown et al., 2007), aunque los hemocitos también contribuyen a la
acumulacion de los péptidos antimicrobianos que son secretados en el plasma de la
hemolinfa (Lavine et al; 2005). Los AMPs también se expresan en el intestino medio de las
prepupas de los lepidopteros, son secretados en el lumen vy le confieren cierta profilaxis

contra infecciones en el proceso de la metamorfosis (Dunn et al., 1994).
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Los AMPs también pueden ser expresados en los tejidos extraembrionarios de huevecillos
de los lepiddpteros que proporcionan proteccion contra la infeccion para el desarrollo del

embrion (Gorman et al., 2004).

Desde que se descubrio el primer AMPs (la cecropina) en la decada de los 80s por
el grupo de investigacion del Dr. Boman, se han identificado un buen nimero de péptidos
antimicrobianos que comparten caracteristicas comunes tales como el peso molecular
relativamente bajo, carga positiva y capacidad de induccion cuando hay lesiones o
infeccion por microorganismos (Steiner et al., 1981). Actualmente se conocen mas de 200

de estos péptidos en insectos (Li et al., 2012).

En general, los AMPs no requieren de mucha energia para su produccién pues son
moléculas muy pequefias de 14- 20 aminoacidos, por lo que su sintesis se lleva a gran
escala; basicamente acttan de dos formas, una de ellas es creando poros en la membrana de
los patogenos al traspasar esta barrera, la célula patdgena explota por el cambio de presion
interna; la otra consiste en permear la célula e inactiva moléculas causando un desorden y
por ende la muerte del mismo (Zasloff, 2002; Yount y Yeaman, 2006). Aunque tienen
diferentes estructuras y distintos organismos (bacterias u hongos), las AMPs se clasifican
en cuatro grupos; a) cecropinas, b) péptidos ricos en cisteina, c) péptidos ricos en prolina, y
d) péptidos ricas en glicina. Aunque los mas comunes son las cecropinas y aquellos que son

ricos en cisteina (Tsakas y Marmaras; 2010).

2.2.3. Cecropinas

Las cecropinas se aislaron inicialmente de Hyalophora cepropia después de que se
le inyectaron bacterias Gram-negativas de Escherichia colli (Hultmark et al., 1980; Steiner
et al., 1981). Estos péptidos se producen en respuesta a lesiones sépticas, ya sea por
bacterias Gram-negativas 0 por bacterias Gram-positivas; afectan la proliferacion celular

mediante la inhibicion de sintesis de la membrana celular (Tsakas y Marmaras; 2010).
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Las cecropinas solo se han descrito en los 6rdenes Diptera y Lepidoptera, y todavia es
incierto si se encuentran en otras especies de insectos. Los péptidos de cecropina maduros
carecen de residuos de cisteina, son de 35 a 39 aminoéacidos de longitud y forman dos a-
hélices conectadas por una bisagra que se integran en las membranas celulares de bacterias
acidas (Charroux et al., 2009).

En S. frugiperda se identifico un grupo de péptidos antimicrobianos de la familia
cecropina de las subfamilia CECA,CECB, CECC y CECD, estos nuevo péptidos
purificados se han identificado como CecBL1 el cual se sintetiz6 quimicamente (syCecB1l) y
se demostrd que es activo contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, asi como en

los hongos (Duvic et al., 2012).

2.2.4. Defensinas

Entre los péptidos antimicrobianos de origen natural, las defensinas forman una
familia Unica de polipéptidos cationicos ricos en cisteina y con una estructura de tres o
cuatro puentes disulfuro. Estas defensinas proporcionan una eficiente defensa inicial contra
patdgenos infecciosos como bacterias Gram-positivas, también tienen una potente actividad
contra algunas bacterias Gram-negativas, hongos, levaduras y protozoarios (Chapuisat et
al., 2007; Viljakainen y Pamilo; 2008). En G. mellonella se describieron las denominadas
Galleria defensinas; las cuales en sinergia con las apolipoporinas tipo Ill, causan dafios
irreversibles en la pared celular bacteriana asi como fuertes alteraciones intracelulares,
como el aumento de vacuolizacién y la condensacion del citoplasma (Palusinska-Szysz et
al., 2012).

Volkoff et al., (2003) describieron la secuencia y la transcripcién de tres genes de S.
frugiperda que codifican para péptidos ricos en 6-cisteina; las alineaciones indican que los
péptidos predichos pertenecen a la familia de las defensias de insectos; aunque los estudios

filogenéticos sugieren que forman un grupo distinto de las otras defensinas. Los nuevos
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genes fueron nombrados como Spodoptericina, Sf gallerumicina y Sf-cobatoxina que tienen
homologia y regiones muy conservados como los observados en Bombix mori y en G.

mellonella.

2.3. Respuesta inmune celular

Los hemocitos (Figura 5) son responsables de una serie de respuestas de defensa en
los insectos, dentro de los que figuran la fagocitosis, la nodulacion, encapsulacion y
melanizacion (Lavine y Strand; 2002). Estos procesos parecen ser las respuestas inmunes
discretas en términos de resultados en la expresion de genes. Sin embargo, existen ciertas
respuestas inmunes que comparten una serie de elementos comunes y que funcionan de
manera coordinada para eliminar los patdgenos de la hemolinfa (Tsakas y Marmaras;
2010).

2.3.1. Fagocitosis

La fagocitosis se induce cuando receptores de la superficie de fagocitos se activan
por las células diana. La respuesta de hemocitos a diversas bacterias difiere por ejemplo, en
Aedes aegypti los hemocitos responden a E. coli con la fagocitosis, mientras que a
Micrococcus luteus con la melanizacién (Hernandez-Martinez et al., 2002; Hillyer y
Schmidt 2003 a, b). Ademas, existen diferencias en la eficacia y rapidez de la fagocitosis
entre diferentes bacterias. Se ha demostrado que la bacteria E. coli es fagocitada mas
facilmente que Staphylococcus aureus en Anopheles gambiae, asi como en los hemocitos
aislados de la mosca del mediterraneo Ceratitis capitata (Levashina et al., 2001; Moita et
al., 2006; Lamprou et al., 2007). Estos resultados sugieren fuertemente que mecanismos

moleculares distintos regulan la fagocitosis en los insectos.
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Figura 5. Cuatro tipos diferentes de hemocitos involucrados directamente en la inmunidad de insectos.
Los lepidopteros en su etapa larval como Pseudoplusia includens, Manduca sexta y Bombyx mori
contienen cuatro tipos de hemocitos diferentes en circulacion: los granulocito fagociticos, los Oenocitoides
que contienen FO, células esferuladas y formacién de capsulas de plasmatocitos. Organos
hematopoyéticos son los que contienen los prohemocitos que maduran principalmente en plasmatocitos.
Los granulocitos y otros tipos de hemocitos diferenciados también proliferan en circulacion (S

)}

2.3.2. Encapsulacion

La encapsulacion es la respuesta de los hemocitos a grandes objetivos tales como
parasitos, protozoos y nematodos. Los hemocitos se unen a la diana en multiples capas de
células hasta que forman una capsula alrededor del objeto invasor. La capsula normalmente
termina melanizada (Ling y Yu; 2006). En el interior de la capsula el organismo invasor es
aniquilado por productos citotdxicos reactivos o por asfixia (Carton et al., 2009; Nappi et
al., 2009).
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2.3.4. Nodulacioén

El proceso de la nodulacion consiste en la agregacion de material de los hemocitos que
atrapan un gran numero de bacterias. Los nddulos pueden ser melanizados o no
melanizados y se forman en respuesta a un nimero de invasores. La formacion de nddulos
parece estar relacionado con los eicosanoides en muchas especies de insectos (Miller et al.,
1999) o la ProPO y la dopa descarboxilasa (DDC) en hemocitos de mosca del Mediterraneo
C. capitata (Sideri et al., 2008; Shrestha et al., 2010).

2.4. Pared celular de los hongos entomopatdgenos

La pared celular de los hongos, presenta una estructura con gran plasticidad la cual
le confiere forma a la célula; ésta tiene la capacidad para permitir la permeabilidad celular,
asi como proteccion ante los cambios osmaticos. Esta estructura es el lugar donde se inicia
el contacto directo con agentes externos (cuticula y/o pared celular de los insectos), en esta
capa se encuentran las adhesinas y un gran nimero de receptores que una vez activados,

transducirén diferentes sefiales al interior de la célula (Pont6n, 2008).

La pared celular realiza el primer contacto con el hospedante y juega un papel muy
importante en el desarrollo de la patogenicidad (Chaffin et al., 1998; Nimrichter et al.,
2005; Pontdn et al., 2001). Esta pared es muy diferente a la de los vegetales, las cuales
estdn compuestas fundamentalmente por celulosa. La pared de los hongos esta compuesta
principalmente de proteinas o polisacaridos; dentro de los cuales destacan la quitina, el
glucano y el manano o el galactomanano (Figura 6). Las proteinas se asocian a
polisacaridos formando glicoproteinas. Todos estos componentes estan asociados formando

fuertes cadenas que se entrelazan y dan rigidez a la célula (Ponton, 2008).
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Figura 6. Esquema de la pared celular de Saccharomyces cerevisiae y Candida albicans. Los
polisacéridos de la pared estan representados en diferentes colores: quitina (rojo) RB-1,3-D-glucano
(verde), 3-1,6-D-glucano (azul) y mananos (negro). La proteinas estan representadas por rectangulos
de color naranja. Las subunidades de la B-1,3-D-glucano sintetasa en la membrana plasmatica estan
coloreadas en verde. (Pontdn, 2008).

2.4.1. Quitina

La quitina se forma a partir de mondmeros de N-acetil glucosamina por la enzima
quitina sintasa, la cual deposita los polimeros de quitina en el espacio extracelular préximo
a la membrana citoplasmatica. El contenido de quitina varia de acuerdo a la fase en la que
se encuentra el hongo, en general representa del 1-2% del peso seco de la pared celular en
las levaduras, mientras que para los hongos filamentosos puede varia de 10 a un 20%; este
mismo compuesto, en las hifas de Candida albicans es tres veces mas alto que el de las
levaduras (Chattaway et al., 1968). También se ha observado que el contenido de quitina en
las fases miceliales de Paracoccidioides brasiliensis y las levaduriformes de Blastomyces
dermatitidis es de un 25 a 30% (Kanetsuna; 1969).
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2.4.2. Glicoproteinas

Las glicoproteinas, son proteinas (principalmente intrinsecas de membrana y de secrecion)
que estdn ligadas a que participan principalmente en la forma celular, intervienen
directamente en los procesos de adhesion; protege a la célula de sustancias extrafas;
también participan en la absorcion de moléculas, es un transmisor de sefiales al citoplasma
para el remodelado y sintesis de nuevos componentes de la pared celular (Bowman y Free;
2006). Los azlcares predominantes en las glicoproteinas son la glucosa, galactosa, manosa,
fucosa, N-acetilgalactosamina y N-acetilglucosamina. La unién del az(car a la parte
proteica es, bien a través de un enlace N-glucosidico a través del grupo amida de una
asparragina, o bien a través de un enlace O-glucosidico a través de un grupo hidroxilo de

una serina, una treonina o una hidroxilisina (Ponton, 2008).

2.4.3. Glucano

El glucano es el polisacarido estructural mas importante de la pared y representa el
50-60% del peso seco de esta estructura. La mayoria de los polimeros de glucano estan
compuestos de unidades de glucosa con uniones B-1,3 (65-90%), aunque también hay
glucanos con enlaces R-1,6 (en Candida pero no en Aspergillus), 8-1,4, 8 -1,3 y B -1,4. El
R-1,3-D-glucano es el componente estructural mas importante de la pared, al que se unen
covalentemente otros componentes de esta estructura (Bowman y Free; 2006).
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Figura 7. Biosintesis de la pared celular, el glucano y los componentes de la quitina se sintetizan en la
membrana plasmatica. La sintesis de la glicoproteina se inicia en el reticulo endoplasmatico (ER). En el
aparato de Golgi las glucosiltransfereasas modifican las proteinas adicionando azucares por lo general

oligosacaridos O-ligados y N-enlazados (Bowman y Free; 2006).

19



El B-1,3-D-glucano se sintetiza por un complejo de enzimas situado en la membrana
plasmética, denominadas glucano sintetasas. Estas enzimas catalizan la formacion de
cadenas lineales de glucano compuestas por aproximadamente 1,500 residuos de glucosa
unidos por enlaces B-1,3. En estas cadenas, cada 40-50 residuos de glucosa se unen nuevas
unidades de glucosa por enlaces 3-1,3 para dar lugar a una estructura ramificada (Figura 7).
Estas ramificaciones pueden unirse a otros glucanos, a la quitina o a las manoproteinas,
proporcionando a la pared una gran resistencia mecanica esencial para mantener la

integridad celular (Bowman y Free; 2006; Ponton, 2008).

2.5. Otras generalidades de los hongos

Los hongos entomopatégenos algunas veces cuando estdn en el ambiente en
ausencia del hospedante, desarrolla una fase saprofitica; esta fase le permite
fisiolégicamente caracteristicas que le permiten sobrevivir en el medio ambiente como
tolerancia a la luz ultravioleta, baja humedad, altas temperaturas y falta de nutrientes
(Gillespie y Claydon, 1989). Por otra parte, cuando encuentra las condiciones favorables,
un sistema especifico de transduccidn de sefiales a nivel celular y molecular es activado y el
hongo diferencia su hospedero correcto para posteriormente infectar generar la muerte y

comenzar un nuevo ciclo.

Posada y Vega; (2005) determiné que la fase patogénica del hongo B. bassiana
sobre la broca del café (Hypothenemus hampei) es de 4 dias y la fase saprofitica es de 6.2
dias en condiciones de laboratorio. Otros autores han reportado tiempos diferentes que van
de 3 a 14 dias en la fase patogénica en condiciones de campo; en buen grado estos datos
son la combinacion de factores bioticos y abidticos, zona geografica asi como la presencia
del hospedante susceptible (Monzén, 2001). Durante el proceso de invasién de los tejidos
se producen gran variedad de metabolitos secundarios que son los causantes de la muerte
del hospedante. Los sintomas de la enfermedad previos a la muerte son la pérdida de
sensibilidad, falta de coordinacion de movimientos y paralisis (Von Dohren, 2004).
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2.5.1. Enzimas

Las enzimas que hidrolizan la cuticula, son principalmente las proteasas del tipo subtilisina
(Prl A y B), serina proteasas (Pr2 y Pr3), cistein proteasas (Pr4), carboxipeptidasas
(MeCPA), metaloendoproteasas y dipeptidilpeptidasa, entre otras (Hegedus vy
Khachatourians, 1995; St Leger, 1995; St Leger et al., 1996b; Joshi et al., 1995; Clarkson y
Charney, 1996). La hidrdlisis de la quitina es llevada a cabo principalmente por una serie
de exo-N-acetilglucasiminidasa, quitobiosas y endoquitinasas (Hegedus y Khachatourians,
1995; Clarkson y Charnley, 1996). Las proteasas Prl y la quitinasa Bbchitl se han
observado como factores de virulencia en el hongo B. bassiana (Joshi et al., 1995; St Leger
et al., 1996a; Fan et al., 2007). Cuando el hongo esta dentro del insecto, este comienza a
proliferar en cuerpos hifales secundarios que se ramifican en la procuticula, conformada
principalmente por fibrillas de quitina laminadas que estdn embebidas en una matriz
proteica, que actia como una cubierta fisica que la protege de las secreciones extracelulares
(Pendlan et al., 1993).

2.5.2. Toxinas

En el metabolismo secundario de los hongos entomopatdgenos, producen
compuestos de bajo peso molecular como &cidos organicos y difenoles con actividad
insecticida (Monzon, 2001). B. bassiana puede matar a sus hospederos antes de invadir
todos sus drganos, gracias a la produccion de toxinas. Aunque también pueden ser
producidos en asociacion con el insecto como una respuesta a la infeccion (Gillespie y
Claydon, 1989). B. bassiana produce varios compuestos toxicos que se han considerado
como factores de virulencia en donde se incluye la beauvericina, la basianolida, basianina,
y los beauverolidos (Vey et al., 2001; Von Dd&hren, 2004), algunos de los cuales estan
clasificados como depsipéptidos (compuestos consistentes en cadenas de aminoacidos que
alternan con acidos carboxilicos via enlaces ésteres y amidas), algunos no peptidicos. Para
el hongo Beauveria brongniartii se han identificado las tenellinas, Isarolidos A, By C y
otro compuesto denominado oosporeina. En Cordyceps militaris se ha logrado identificar la
cordicepina (Upadhyay et al., 2001).
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2.6. Antecedentes del Hongo Bb 88 y su mutante Bb 884.5

El hongo entomopatogeno silvestre de B. bassiana denominado Bb 88, fue aislado de la
broca del café Hypothenemus hampei (Coleoptera: Scolytidae) en una finca cafetalera en el
estado de Oaxaca. El aislamiento nativo ha sido usado en diferentes investigaciones para
evaluar la patogenicidad y virulencia sobre diferentes insectos plaga, para conocer su
biologia e interaccién con estos (Ordufio-Cruz., 2009; Hernandez-Lépez., 2010; Ibarra-
Cortés., 2011; Carrillo-Benitez., 2012)., en el laboratorio de Enzimologia y Biologia
Molecular de Hongos Filamentosos de la Universidad Autonoma Metropolitana se han
empleado técnicas de mutacion clasica para la obtencion de cepas que se han evaluado en

su virulencia, infectividad y caracteristicas fisiologicas y bioguimicas.

Hasta ahora dicho microorganismo, tanto en su forma silvestre como sus mutantes,
solo se han mantenido las caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas. (Robledo-
Monterrubio et al., 2009; Rodriguez-Gomez et al., 2009; Montesinos-Matias; 2011). En las
mutantes generadas, se observé un efecto téxico en el medio SDA+2DG (0.2 g I™) medido
en términos de la tasa de crecimiento radial (U;) con una disminucion del 11.5 y 13.9% para
las cepas evaluadas, en comparacién con el medio de cultivo con ausencia del compuesto
2DG. Para la velocidad especifica de crecimiento, no mostré diferencias estadisticas
significativas en presencia y ausencia de 2DG para cada cepa evaluada. Montesinos Matias,
(2008) en la cepa silvestre Bb 88 evalud el porcentaje de germinacion de los conidios, el
cual se correlaciond de manera positiva con los pardmetro de virulencia como el tiempo de
inicio de muerte, el tiempo letal medio y la mortalidad méxima. La cepa mutante 884.5 no
presento las mejores variables de crecimiento e infectividad, la mortalidad maxima
acumulada fue baja (44.45 + 6%) y el tiempo de inicio de muerte mas prolongado (7.06 +
0.92 d) cuando fue inoculado en forma de espora en adultos de T. mollitor (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Caracterizacion morfologica y fisiolégica de la cepa silvestre en relacién a su mutante
resistente al compuesto 2DG.

Parametros evaluados Bb 88 Bb 884.5

Ur (um/h) SDA 98.87+3.8b 93.73 +1.7b
U, (um/h) SDA+2DG 84.97+7.0b 85.13+7.2b
Disminucién U, 11.50% 9%
Lav(pm/h) SDA 228.89+8.8a 280.74+15.9b
Lav(um) SDA+2DG 198.08+4.4a 252.36+20.3b
Dr(um/h) SDA 2.59+0.09b 2.52+0.21b
Di(um/h) SDA+2DG 2.09+0.06a 2.75+0.21b
u(h™) SDA 0.064+0.05¢ 0.052+0.004b
u(h™) SDA+2DG 0.065+0.003c 0.051+0.005b
Ur (um/h) NAG 94.72+4.36a 88.32+2.11a
U, (um/h) NAG+2DG 51.42+1.48a 88.84+5.63C
Disminucién U, 45% 4%
U(um/h) SMAYO 82.5+2.5a 89.16+1.25 b

2DG=2-Deoxideglucosa (0.2 g I"); G=germinacién (%); U,=tasa de crecimiento radial (um/h™);
p=velocidad especifica de crecimiento (h™); L,,= longitud promedio de las hifas de la periferia de la
colonia (um). Las letras distinguen los grupos que resultaron de las prueba de medias de cada renglon
(P< 0.05) (Montesinos-Matias, 2011).

2.6.1. Resistencia a la 2-DG

El compuesto 2DG, no es metabolizable y es toxico para la mayoria de los hongos
donde se ha probado, este penetra a la célula por medio de los transportadores de glucosa y
al ser fosforilado, origina el compuesto toxico 2DG-6-P, (Randez-Gil et al., 1995). Los
mecanismos de resistencia a 2DG estan directamente relacionados con la sobreexpresion de
enzimas cinasas Yy fosforilasas que participan en rutas de transduccion de sefiales (Randez-
Gil et al., 1995). La represion catabolica de carbono (CCR) es la represion de genes que
son requeridos para la utilizacion de fuentes de carbono no preferenciales en presencia de
glucosa (Westergaard et al., 2007). Por ejemplo en bacterias se ha observado que el
microorganismo tiene la facultad de elegir entre diferentes fuentes de carbono segin su
valor en el metabolismo y cambiar de una fuete de carbono a otra en fusion de la

disponibilidad en el medio donde esta creciendo (Goérke y Stiilke, 2008; Rojo, 2010).
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Las cepas que desarrollan resistencia a la 2-DG, frecuentemente son menos sensibles a la
represion por catabolito del carbono en diversos grados. Las reacciones catabolicas liberan
energia como el de la glucolisis, desencadenando un efecto pleiotrépico, es decir causando
que se produzcan diferentes enzimas que en condiciones normales se encuentran reprimidas
por la presencia del carbono como cominmente se manifestaria si la glucosa estuviera
presente (Allen et al., 1989). Este fendmeno de resistencia a la 2DG, se ha empleado como
criterio de seleccion de cepas sobreproductoras de enzimas y de otros metabolitos; por
ejemplo se han seleccionado mutantes con desrepresion catabdlica y que son
sobreproductoras de pectinasas (Antier et al., 1993;) de celulasas (Parvez et al., 1998) de

amilasas y de &cido citrico (Suzuky et al., 1996).

2.6.2. Perfil enzimético

El estudio de perfil enzimatico se llevo a cabo en un medio minimo en donde se uso
cuticula del insecto T. mollitor como Unica fuente de carbono y nitrégeno en el medio para
el desarrollo de los hongos entomopatogenos (Cuadro 2) Donde se observd que la
virulencia esta directamente relacionada con la sobreexpresion de las proteasas y quitinasas
totales, asi como la Prl y la B-N-acetilglucosaminidasa (Montesinos-Matias, 2011). Pues
cuando se llevaron a cabo los bioensayos sobre adultos de T. mollitor la cepa Bb 884.5
mostré siempre una menor mortalidad sugiriendo con esto que las enzimas que participan

desde manera temprana en la infeccion hacen que el hongo sea mas exitoso.

Cuadro 2. Cuantificacion de enzimas que fueron secretadas en un medio minimo con cuticula de T.
mollitor como Unica fuente de carbono nitrégeno.

enzimas Bb 88 Bb 884.5

Proteasas totales(mUI g proteina™) 2.78 + 0.20a 2.61 + 0.26a
Prl (U pg™ proteina) 2.3+0.009a  3.45+0.11b
Quitinasas totales (U pg proteina™) 0.10 + 0.013b 0.06 + 0.00a
R-N-acetilglucosaminidasa (Ul pg proteina™) 0.043+0.001b 0.016 + 0.00a

Las letras distinguen los grupos que resultaron de la prueba de medias en cada renglon (P<0.05)
(Montesinos-Matias, 2011).
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I11. MATERIAL Y METODOS

3.1. Insectos

Las larvas de S. frugiperda fueron colectadas de un cultivo de Soya (Glycine max)
en el estado de Tamaulipas. Los insectos fueron criados en una dieta artificial (Fall
Armyworm Diet® Southland Products Inc.) a 30 °C, 70-80 % de Humedad Relativa y un
fotoperiodo de 12h L: O. Se utilizaron charolas de poliestireno de 128 cavidades (Bio-Serv)
y se sellaron con tapas autoadheribles. En cada cavidad se colocé 500 uL™ de dieta y una
larva. Después de 12 dias, las larvas fueron transferidas a vasos de polipropileno
transparente modelo SOLO® de 1 una onza con tapa, que se incubaron bajo las mismas

condiciones hasta que fueron requeridos.

Las larvas de la palomilla de la cera (G. mellonella) fueron criadas con una
metodologia estandar en el laboratorio (modificado de Ashfat et al., 2005), con una dieta
artificial a base de maiz molido previamente esterilizado a 70° C por 15 min (+ 60%), miel
de abeja (+ 20%), salvado de trigo (+10%) vitaminas (+ 4%), y levadura de cerveza (+
6.9%). La mezcla se realiz6 en bandejas grandes que posteriormente se colocé en cilindros
de pléstico tipo resina de alta resistencia (30 X 12 c¢cm) y selladas con tapa del mismo
material con malla metélica de 0.5 mm de abertura, donde se colocaron las larvas de
segundo instar y fueron mantenidas en camaras de cria a 30_+ 1° C con 70-80 de H.R, en

completa oscuridad.

3.2. Produccién de blastoesporas

Se usaron cultivos monosporicos de la cepa silvestre de B. bassiana (88) y una
mutante resistente al compuesto 2-desoxi-D-glucosa (884.5). La mutante fue previamente
aislada por Robledo-Monterrubio et al., (2009) y caracterizada por Montesinos-Matias et
al., (2011). Las cepas fueron cultivadas en cajas Petri de 90 mm de didmetro con Agar
Dextrosa Sabouraud suplementado con 1% de extracto de levadura e incubadas a 28°C en

completa obscuridad.
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A partir de cultivos de 20 dias se tomaron discos de cinco milimetros de didmetro para
inocular 50 mL™ de medio de cultivo liquido que contenia Caldo Dextrosa Sabouraud
suplementado con 1 % de levadura. El medio liquido que se encontraba en un matraz
Erlenmeyer de 250 mL y seis discos con micelio y conidios de las cepas fueron incubados
en un agitador automatico MaxQ 4000® a 200 rpm por cuatro dias a 28 °C.

Las blastosporas de los hongos fueron recolectadas por medio de filtracion usando
dos capas de gasa estéril para remover el micelio. La suspension fue centrifugada tres
veces a 10 000 rpm por 10 minutos a 4 °C para remover los remanentes del medio liquido y
resuspendidas en un buffer salino de fosfatos (PBS; pH 7.4) (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO). La concentracion de blastoesporas se determind usando una cdmara Neubauer. El
porcentaje de blastoesporas viables se determind usando la técnica de conteo en placa con
Agar Dextrosa Sabouraud (Goettel e Inglis, 1997). En todos los casos se encontrd méas del
95 % de viabilidad.

3.3. Determinacion de la DLsg

3.3.1. Spodoptera frugiperda

El procedimiento para cada cepa del hongo fue el mismo. Grupos de treinta y seis larvas del
sexto instar de Spodoptera frugiperda fueron inyectadas via intrahemocelica con cinco
concentraciones de blastoesporas (5 x 10*, 5 x 10%, 5 x 10% 5 x 10% y 5 x 10° ) contenidas
en 10 pL™ de PBS+Tween 80 al 0.03 %. Las larvas del grupo testigo se inyectaron
Unicamente con el PBS+Tween 80 al 0.03%. Antes de la inoculacion las larvas se
inmovilizaron manteniéndolas en hielo por 10 min. Se us6 una jeringa para insulina de 1
mL™ con una aguja de 30G de grosor montada a un microaplicador manual para inyectar

las blastosporas en suspension.

La aguja de la jeringa se introdujo en la ultima propata con direccion hacia la parte

anterior de la larva (Figura 8). Las larvas fueron transferidas individualmente a un pozo de
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una placa de cultivo celular de 12 cavidades, cada pozo se rellené con 2 mL™ de agar-agua
al 1.5 %. Las placas de 12 cavidades fueron incubadas a 27 °C y 70 % de HR en completa
obscuridad. Se evalud la mortalidad cada 24 h durante cinco dias. Para confirmar la
mortalidad por los hongos, las larvas muertas se colocaron en una camara humeda, que
consistia en una caja Petri con papel filtro humedecido y se incubaron a 28° C por 5 dias

hasta observar la esporulacion. EI experimento se repitié en tres ocasiones diferentes.

Figura 8. Aplicador con la microgeringa para la inyeccion de blastoesporas del hongo entomopatégeno
en larvas de S. frugiperda y G. mellonella.

3.3.2. Galleria mellonella

El procedimiento experimental fue similar al de S. frugiperda con algunas
modificaciones. Grupos de 36 larvas del ultimo instar de G. mellonella fueron inyectadas
con ambas cepas (88 y 884.5). Se utilizaron cinco dosis: 5 x 10*, 1 x 10% 1.5 x 102, 2 x 10°
y 2.5 x 10° blastoesporas. El testigo se inyecté con PBS+Tween 80 al 0.03%. El
procedimiento de inoculacion y manejo de las larvas fue igual como se describi6 arriba. El

experimento se repitio en dos ocasiones diferentes.

En ambos insectos se registré la mortalidad cada 24 horas durante cinco dias. La

mortalidad se corrigié mediante la formula de Abbott (1925). Los datos de los bioensayos
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se analizaron mediante un modelo lineal generalizado (GLM) con error binomial y un
ajuste Probit usando el paquete estadistico GenStat v. 8.0 (Payne et al., 2005). Antes de
combinar las repeticiones, se verifico si las lineas de los modelos ajustados eran paralelas y
si las intersecciones y la pendiente eran iguales. Si ambas lineas se ajustaban al modelo y

eran iguales, entonces los datos de las repeticiones se combinaban.

La dosis que causa el 50% de las infecciones de las larvas (DLs) fue estimada con
base en el mejor modelo seleccionado con base en pruebas parciales de F. Las dosis que
causé mortalidad del 50 % (DLs) fue estimada a partir del modelo con mejor ajuste, y los
intervalos de confianza fueron calculados de acuerdo al teorema de Fieller (Fieller, 1944).

3.4. Respuesta inmunitaria después de inocular la DLs

La manipulacién, la inoculacion e incubacion de las larvas se realiz6 como se
describid previamente. Grupos de 12 larvas del sexto instar de S. frugiperda y del Gltimo
instar de G. mellonela se les inyecto la DLsg de la cepa Bb 88 y Bb 884.5. Al grupo testigo
se le inyecto PBS+Tween 80 al 0.03%. La DLsy de la cepa Bb 88 y Bb 884.5 para
Spodoptera frugiperda fue de 2 x 10* blastosporas/larva (Cuadro 3). La DLs, de la cepa 88
en Galleria mellonella fue de 1 x 10% blastosporas/larva y de la cepa 884.5 fue de 1.7 x 10?
blastosporas/larva (Cuadro 1). El experimento se repitié en tres ocasiones diferentes para S.

frugiperda y dos veces para G. mellonella.

3.5. Extraccion de hemolinfa

Después de 24 horas de inoculadas las larvas se tomé una muestra de su hemolinfa.
Las larvas se colocaron en una superficie fria durante 10 min para inmovilizarlas. Las
larvas fueron pinchadas en una de las propatas con una aguja estéril. La gota de hemolinfa

se depositd sobre un papel parafilm y con una pipeta se tomaron 10 pL de hemolinfa. La
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muestra se mezcl6 con 400 pL™* de PBS frio en un tubo tipo Eppendorf de 1.5 mL™. La

mezcla se agitd en un vortex por 10 seg y las muestras se almacenaron a -20°C.

3.6. Medicion de la actividad de la fenoloxidasa (FO)

La actividad de la FO se midié usando el método descrito por Lee et al., (2008). Las
muestras de hemolinfa se descongelaron y en una placa de 96 cavidades se colocaron 100
uL® de la muestra'y 100 puL™* de una solucién de L-DOPA (4 mg/mL™ de agua). La mezcla
se incubo por 20 min a 25 °C en completa obscuridad. La absorbancia de las muestras se
midié en un espectrofotometro (MultiSkan Ascent) a 492 nm. Las mediciones de la
actividad de FO se realizaron por triplicado en cada muestra. La actividad de la
fenoloxidasa se expres6 como unidades de FO por mg de proteina, en donde una unidad es
la cantidad de la enzima requerida para aumentar la absorbancia en 0.001 unidades por min
(Lee et al. 2008).

La proteina se midi6 usando el kit de proteina BCA (No. cat. 23227; Pierce
Biotechnology, Rockford, IL) que se basa en el método del &cido bicinconinico (BCA)
usando albumina bovina como proteina estandar. Dos réplicas de 10 pL™ de las muestras de
hemolinfa se mezclaron con los reactivos del kit siguiendo las instrucciones del fabricante.

La absorbancia se midi6 en un lector de microplacas (MultiSkan Ascent) a 562 nm.

Los datos de la FO se analizaron por medio del analisis estadistico no paramétrico
de Kruskal-Wallis utilizando el paquete estadistico R (R Development Core Team, 2011).
Los datos de las repeticiones de la FO en S. frugiperda y G. mellonella se juntaron debido a

gue no se encontraron diferencias estadisticas entre repeticiones.

29



IV. RESULTADOS

4.1. Determinacion de la DLs

En el gusano cogollero (S. frugiperda) no se encontraron diferencias estadisticas
entre repeticiones de los experimentos. Las mortalidades se analizaron mediante el analisis
binomial Probit de modelos paralelos, donde no se encontrd diferencias entre las ordenadas
al origen para cada una de la lineas Probit generadas para cada cepa (F15:=0.01, P=0.928),
asi como para las pendientes (F15=1.42; P=0.234); por lo que, la virulencia de las dos
cepas es similar (Cuadro 2). Por lo tanto, la DLsy para las larvas del gusano cogollero fue

de aproximadamente 2.1x10” blastoesporas/larva (Figura 9).
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Figura 9. Mortalidades acumuladas causadas por blastoesporas de las dos cepas del hongo en larvas del
gusano cogollero S. frugiperda; las lineas representan la tendencia de la mortalidad para cada hongo.

Para la palomilla de la cera (G. mellonella), no se encontraron diferencias
estadisticas significativas entre repeticiones de los experimentos, el analisis Probit no
mostrd diferencias entre las ordenadas al origen de cada linea Probit generada para cada
cepa (F28,=2.59, P=0.081), ni entre las pendientes (F,g4=1, P=0.373); lo que permitio

combinar los datos para la estimacion de virulencia.
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Cuadro 3. Estimacion de los valores de la DLs, para cada cepa sobre larvas de S. frugiperda y G.
mellonella. Estos valores fueron los que se emplearon para cada determinacion de la actividad de la FO

Insecto Hongo DLs LS LI Intercepto(SE)  Pendiente (SE)
_ Bb-88 2.1X10°  1.4X10°  3.1X10°
S. frugiperda . ,  -4.262(0.373) 0.9835(0.0819)
Bb-884.5 2.1X10,  1.2X10 3.6X10
Bb-88 1.08X10°  1X10? 1.1X10? -8.744(0.640) 4.295(0.302)
G. mellonella

Bb-884.5 1.7X10° 1.6X10? 1.9X10? -7.506(0.777) 3.342(0.353)

DLso= Dosis letal media, LS= Limite superior, LI1=Limite inferior, SE= error estandar

Al comparar las lineas Probit generadas para cada cepa (Bb 88 y Bb 884.5) en
larvas de G. mellonella, se observé diferencias en las ordenadas al origen (F1g=74.36,
P=<0.001) pero no entre las pendientes (F; gs=4.44, P=0.38). Esto sugiere diferencias en la
virulencia entre cepas (Cuadro 3). La DLsg en las larvas del G. mellonella de la cepa Bb 88
es 1 x 10° blastosporas/larva y de la cepa mutante Bb 884.5 es de 1.7x10°
blastoesporas/larva (figura 10).
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Figura 10. Mortalidad acumulada por inoculacién de blastoesporas de las dos cepas del hongo sobre
larvas de la palomilla de la cera G. mellonella las lineas representan la tendencia de la mortalidad para
cada hongo.
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4.2. Actividad de la Fenoloxidasa (FO)

4.2.1. Spodoptera frugiperda

La actividad de la fenoloxidasa en larvas de S. frugiperda fue similar entre la cepa
silvestre, mutante y el control (H=0.44; P=0.8; Figura 11).
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Figura 11. Actividad de la fenoloxidasa de la hemolinfa de S. frugiperda. Las barras representan el
primer y tercer cuartil de la actividad de la fenoloxidasa del gusano cogollero. La linea central indica la
mediana. Las barras de error representan los valores maximos y minimos.
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4.2.2. Galleria mellonella
Se encontraron diferencias entre el control y las cepas de B. bassiana (H=7.77,

P=0.02, Figura 12). Sin embargo, entre la cepa silvestre y la mutante no hay diferencias en
la actividad de la fenoloxidasa (H=0.55, P=0.4564).
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Figura 12. Actividad de la fenoloxidasa en la hemolinfa de Galleria mellonella. Las barras representan
el primer y tercer cuartil de la actividad de la fenoloxidasa de la palomilla de la cera. La linea central
indica la mediana. Las barras de error representan los valores maximos y minimos.
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V. DISCUSION

En esta investigacion se compar6 dos cepas de B. bassiana, una silvestre y otra mutada,
cuyas caracteristicas biologicas fueron anteriormente estudiadas (Montesinos-Matias et al.,
2011). La cepa mutante produce casi 50% mas proteasas tipo Prl que la silvestre. Dicha
proteasa es considerada como esencial para la penetracion de la cuticula y que por lo tanto
es una caracteristica que se ha empleado como prioritaria para el aumento de la virulencia
en cepas transgénicas (St Leger et al, 1996a; Wang et al., 2002; Mohanty et al., 2008;
Montesinos-Matias et al., 2011).

Cuando estos mismos hongos se introdujeron en la hemolinfa de S. frugiperda, la
DLso fue similar para los dos aislamientos (2.1X10° blastosporas/larva). No ocurrié lo
mismo cuando las blastoesporas de ambos aislamientos se inocularon en larvas de G.
mellonella, pues en este insecto si se encontraron diferencias, es decir, el aislamiento
silvestre requirié de una menor cantidad de blastoesporas/larva (1.08 X 10%) que el
aislamiento mutante (1.7 X 10°).

Los datos de nuestros experimentos indican que la Prl no es un factor exclusivo de
la virulencia. Es decir que esta caracteristica actia de forma sinérgica con otros
componentes degradadores de la cuticula para poder causar una virulencia mas alta (Smith
et al., 1981; St Leger et al., 1986a,b; Beys da Silva et al., 2010) y que por lo menos en un
insecto susceptible como G. mellonella se pudo observar este fendmeno, al requerir la

mutante mayor cantidad de blastoesporas para causar la muerte del 50% de la poblacién.

Cuando se realizé la cuantificacion de la fenoloxidasa en S. frugiperda, tampoco se
encontré una diferencia que pudiera estar mediada por esta caracteristica, pues en los tres
tratamientos se observo la misma tendencia. En larvas de G. mellonella, la actividad de la
FO en los insectos que fueron tratados con PBS (testigo) y los aislamientos fueron

diferentes, pero al comparar entre ambos aislamientos, no se encontraron diferencias.

Parte de estas diferencias estan directamente correlacionas con la coloracidn,

biologia y habitos de alimentacidn de cada insecto. Por ejemplo, se sabe que larvas con una
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coloracion més obscura y de habitos solitarios como lo es S. frugiperda producen una
mayor cantidad de hemocitos y una mayor produccién de la fenoloxidasa que son los
directamente responsables de la defensa ante agentes extrafios en la hemolinfa del insecto
(Sussman, 1949; Wyatt, 1961). De la misma forma en poblaciones gregarias como G.
mellonella les resulta demasiado costoso poder mantener un alto porcentaje de hemocitos
que puedan hacer frente a estas infecciones, por lo que tienden a invertir mas en la
capacidad competitiva por los recursos disponibles en la alimentacion que las especies que

viven de forma solitaria (Kraaijeveld et al., 2001).

Por otra parte consideramos que las fuentes de alimentacién en las que fueron
criadas ambas especies son completamente diferentes en cuanto a su composicion y
proporcion y es mas probable gque la dieta semi-artificial donde fue criada S. frugiperda este
mas completa en cuanto a proteinas, mientras que las larvas de G. mellonella por la técnica
de reproduccidn se adicionan mayor cantidad de carbohidratos (miel y maiz molido). Lee et
al., (2008) evaluo el efecto de la calidad de la dieta (cantidad de proteina) sobre la
melanizacion cuticular y la inmunocompetencia y encontré que el grado de melanizacion
cuticular y los mecanismos fisiol6gicos como la actividad antibacteriana y la actividad de la
fenoloxidasa en la hemolinfa del insecto para resistir a la infeccién fue mas alto en larvas

que se alimentaron con dietas ricas en proteinas.

Al realizar la cuantificacion de unidades enzimaticas de FO en la hemolinfa, se
observd que para S. frugiperda no hubo cambios entre la mutante y la silvestre. Por lo tanto
si la serina proteasa fue sobreactivada por la presencia de la produccién de Prl de la cepa
mutante Bb-884.5 es muy probable que S. frugiperda esté haciendo frente al patégeno con
una combinacion entre la respuesta humoral y la respuesta celular; y que por lo
consiguiente requiere de una mayor cantidad de inoculo para poder matar el 50% de la
poblacion.

El efecto sobre G. mellonella mostro que el aislamiento mutante Bb 884.5 requiere

de mayor cantidad de inoculo comparado con el aislamiento silvestre. Es probable, que este

resultado sea consecuencia de sobreproduccion de la Prl el cual activa la via Toll y por
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ende desencadena en la produccion de péptidos antimicrobianos haciendo que rapidamente
se dispare la produccion de la FO, de esta manera el medio donde se desarrolla el hongo se
vuelve un medio muy toxico (Gottar et al., 2006). La gran mayoria de aislamientos
transformadas para la sobreexpresion de la Prl, pueden reducir significativamente el
tiempo de alimentacion, reduciendo con ello el dafio a los cultivos (Wang y St Leger, 2007;
Leng et al., 2011).

Los resultados de nuestra investigacion sugieren que al hacer la comparacion entre
un insecto altamente tolerante a la infecciones (S. frugiperda) y un insecto susceptible (G.
mellonella), influyen otros factores como la alimentacion vy el ciclo bioldgico, que cumplen
una funcién muy importante en la defensa del insecto. La sobreproduccién de la proteasa
Prl en el aislamiento mutante, incrementa la produccion de fenoloxidasa pero no es
suficiente para causar alta mortalidad, ya que requiere de otros factores de virulencia como
la velocidad de germinacion y de crecimiento (Montesinos-Matias, 2011), que son cruciales

para el éxito del hongo sobre su hospedante.
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VI. CONCLUSION

Al comparar entre un insecto altamente tolerante a la infecciones (S. frugiperda) y un
insecto susceptible (G. mellonella), se observo que la alimentacion y el ciclo bioldgico, son
factores que cumplen una funcion muy importante en la defensa del insecto.

La sobreproduccion de la proteasa Prl en el aislamiento mutante, incrementa la produccion
de fenoloxidasa pero no es suficiente para causar alta mortalidad.

En S. frugiperda no hubo diferencias entre la mutante y la silvestre, por lo que es muy
probable que esté haciendo frente al patdgeno con una combinacion entre la respuesta
humoral y la respuesta celular; y que por lo consiguiente requiere de una mayor cantidad de
inoculo para poder matar el 50% de la poblacion.

El efecto sobre G. mellonella mostro que el aislamiento mutante Bb-884.5 requiere de
mayor cantidad de inoculo comparado con el aislamiento silvestre.

Nuestros resultados sugieren que la especie de insecto tiene un mayor efecto sobre

la actividad de la FO que diferentes aislamientos del mismo hongo.
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