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RESUMEN GENERAL

El objetivo del presente estudio fue aislar e identificar los
microorganismos presentes en larvas de gusano rojo del maguey
Comadia redtenbacheri Hammerschmidt (Lepidoptera: Cossidae), para
mejorar técnicas de colecta y manejo de poblaciones silvestres, asi como
las del sistema de cria en condiciones de laboratorio. Se analizaron las
bacterias de larvas sanas y enfermas tanto externas como del intestino
de poblaciones, con y sin manejo durante la colecta y el acopio. El
analisis filogenético del gen 16S rRNA revelod la existencia de los géneros
y especies Paenibacillus sp., Bacillus safensis, Pseudomonas sp.,
Bacillus pseudomycoides, Corynebacterium variabile, Enterococcus sp.,
Gordonia sp., Acinetobacter calcoaceticus, Arthrobacter sp., Micrococcus
sp. v Bacillus cereus. La mayor abundancia de estos organismos se
encontréo en poblaciones de larvas con manejo y dentro de ellas, las
consideradas como enfermas. En pupas del insecto se aislaron hongos
pertenecientes a los géneros Rhizopus sp., Penicillium sp. y Beauveria
sp., identificados con mayor abundancia en tratamientos que se

mantuvieron con humedad.

Palabras clave: gusano rojo, contaminacion, bacterias, hongos, manejo.
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GENERAL ABSTRACT

The objective of this study was to isolate and identify the
microorganisms present in the larvae of the agave red worm Comadia
redtenbacheri Hammerschmidt (Lepidoptera: Cossidae) to improve
techniques for collection and management of wild populations as well as
for the system of rearing in the laboratory. Bacteria from healthy and
diseased larvae, both external and from intestines, with and without
handling during collection and gathering, were analyzed. The
phylogenetic analysis of the 16S rRNA gene revealed the existence of the
following genera and species: Paenibacillus sp., Bacillus safensis,
Pseudomonas sp., Bacillus pseudomycoides, Corynebacterium variabile,
Enterococcus sp., Gordonia sp., Acinetobacter calcoaceticus, Arthrobacter
sp., Micrococcus sp. and Bacillus cereus. The greatest abundance of
these organisms was found in populations that had been handled and,
of these, in specimens considered diseased. In pupae, fungi belonging to
the genera Rhizopus sp., Penicillium sp. and Beauveria sp., were found

and were more abundant in treatments maintained with moisture.

Key words: red worm, contamination, bacteria, fungi, handling.
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INTRODUCCION GENERAL
Alrededor del mundo se han reportado cerca de 1400 especies de
insectos que el hombre utiliza como alimento (Johnson, 2010). Los
insectos comestibles contienen una alta cantidad de proteinas,
vitaminas y aminoacidos que pueden aportar al ser humano. En
muchos paises se realiza la entomofagia, pero en regiones como Asia,
Africa y América Latina, es altamente influenciada por practicas

culturales y religiosas (FAO, 2014).

En México continuamente se incrementa la demanda de especies de
insectos comestibles, tanto para su consumo nacional como
internacional. La venta de insectos comestibles se realiza desde lugares
lejanos y poco conocidos, llegando a diversos sitios de consumo,
principalmente de tipo gourmet. Su venta no esta regulada y por lo
tanto tampoco sujeta a normas establecidas, lo que da lugar a la
explotacion irracional y colecta desmedida que afectan el
mantenimiento del recurso o la conservacion de éste (Ramos et al,

2006).

Entre las especies de insectos que son comercializadas, se encuentra el
gusano rojo del maguey Comadia redtenbacheri Hammerschmidt
(Lepidoptera: Cossidae), que es apreciado por algunos consumidores
como alimento y da valor agregado a las botellas de mezcal al ser
incluido en ellas (Hernandez-Livera et al, 2005). Sin embargo, la

mayoria de las larvas que se comercializan presentan signos o sintomas



de alguna enfermedad, asi como parasitismo (Zetina et al., 2009; Zetina
y Llanderal, 2014).

Los pocos estudios que se han realizado con este insecto se refieren a
su biologia, comportamiento, parasitoides asociados, intentos de
produccion en condiciones controladas y su relacion con el agave
(Dampf, 1927; Nolasco et al., 2002; Camacho et al.,, 2003; Hernandez-
Livera et al., 2005; Llanderal-Cazares et al.,, 2007, 2010; Zetina et al.,

2009, 2011, 2012; Miranda et al., 2013).

En varias de estas investigaciones se han generado procedimientos para
la cria del insecto en confinamiento, y se ha reportado la disminucion
de las poblaciones destinadas a obtener adultos por la mortalidad de
larvas y pupas debido a contaminacion (Miranda et al, 2013). Es
comUn que se presenten agentes bidticos contaminantes dentro de los
sistemas de manejo y de cria, tales como virus, levaduras, bacterias y
hongos, problema que es frecuente en las dietas artificiales que son las
mas susceptibles de ser colonizadas por la accion de estos
microorganismos (Inglis y Cohen, 2004); ademas, el sometimiento a
factores estresantes en las poblaciones de insectos como cambio de
dieta 'y condiciones ambientales, favorecen que algunos
microorganismos se multipliquen en los tejidos de los hospederos ya
debilitados. Aunado a esto, si las condiciones favorecen a aquellas
bacterias y hongos oportunistas, estos pueden actuar como patogenos
(Sikorowski y Lawrence, 1994). Se ha sugerido que al disminuir la

contaminacion microbiana tanto en el manejo como en el sistema de



cria, se podria lograr una mayor produccion con mejor calidad (Lastra
y Gomez, 2000), lo cual puede resultar al llevar a cabo una
estandarizacion de los procedimientos, una eficiente produccion y una

higiene adecuada (Singh, 1982).

Se han registrado diversos trabajos sobre entomofagia alrededor del
mundo, que tratan el valor nutricional (Bukkens, 1997; Ramos y Viejo,
2007) y su consumo en diferentes paises del mundo (Bequaert, 1921;
NGuyen, 1928; Bergier, 1941; Bodenheimer, 1951; Reims, 1962; Van
Der Meer, 1965; Meyer, 1973; Taylor, 1975; Posey, 1978; Mitsuhashi,
1980,1997; Nkuoka, 1987; Sahagun, 1988; Sutton, 1988; Arana, 1991,
Cherry, 1991; Lenko y Papavero, 1996; Yhoung et al., 1997; Chen et al,
1999, 2009; DeFoliart, 1999; Medeiros, 2002; Allotey y Mpuchane,
2003; Yen, 2009, 2010, 2012). Sin embargo, existe poco conocimiento
sobre la composicion y diversidad de las poblaciones microbianas que
habitan en insectos comestibles en comparacion con los registros que
se tienen de insectos de importancia agricola. Desde 1968, se reporto la
presencia de la bacteria Serratia marcescens Bizio en huevos de
Heliothis zea Boddie (Lepidoptera: Noctuidae), lo que constituyo el

primer registro de su presencia en el orden Lepidoptera (Bell, 1968).

Dada la importancia econémica del gusano rojo del maguey, visto como
un recurso alimenticio y debido a que no se tienen registros previos
sobre estudios relacionados, surge la necesidad de aislar e identificar a

los microorganismos asociados a larvas de C. redtenbacheri y conocer



su fuente de origen, para determinar una forma de control efectiva en el

sistema de cria “in vitro”, asi como en su colecta y manejo.
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CAPITULO 1. BACTERIAS IDENTIFICADAS EN LARVAS DE Comadia
redtenbacheri HAMMERSCHMIDT (LEPIDOPTERA: COSSIDAE)
Lorena Hernandez Flores, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2015

RESUMEN

Se estudié la comunidad bacteriana presente, externa e internamente,
en el gusano rojo del maguey Comadia redtenbacheri Hammerschmidt
(Lepidoptera: Cossidae). La caracterizacion morfoloégica de los
aislamientos determino la existencia de 18 morfotipos y el analisis
filogenético del gen 16S rRNA revelo la existencia de los géneros y
especies Paenibacillus sp., Bacillus safensis, Pseudomonas sp., Bacillus
pseudomycoides, Corynebacterium variabile, Enterococcus sp., Gordonia
sp., Acinetobacter calcoaceticus, Arthrobacter sp., Micrococcus sp. y
Bacillus cereus. Se encontr6 mayor diversidad de bacterias en
poblaciones de larvas con manejo, y dentro de estas, mayor abundancia
en larvas consideradas como enfermas. Lo anterior indica que la flora
bacterial puede variar de acuerdo al manejo de las poblaciones de la

larva durante la extraccion, colecta y transporte.

Palabras clave: gusano rojo, agave, comunidad bacteriana, método de

colecta, apariencia.



CHAPTER 1. BACTERIA PRESENT IN Comadia redtenbacheri
HAMMERSCHMIDT (LEPIDOPTERA: COSSIDAE) LARVAE
Lorena Hernandez Flores, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2015

ABSTRACT

The external and internal bacterial community present in larvae of
Comadia redtenbacheri Hammerschmidt (Lepidoptera: Cossidae), an
edible insect, was studied. Morphological characterization of the isolates
determined the existence of 18 morphotypes and phylogenetic analysis
of the rRNA 16S gene revealed the existence of the genera and species
Paenibacillus sp., Bacillus safensis, Pseudomonas sp., Bacillus
pseudomycoides, Corynebacterium variabile, Enterococcus sp., Gordonia
sp., Acinetobacter calcoaceticus, Arthrobacter sp., Micrococcus sp. and
Bacillus cereus. Greater diversity of bacteria was found in populations of
handled larvae and, of these, a larger abundance of larvae considered
diseased. This indicates that bacterial flora can vary in accordance with
how the larval populations are handled during extraction, collection and

transport.

Key words: entomophagy, agave, bacterial community, collection

procedure, appearance.



1.1 INTRODUCCION
Una gran variedad de especies de insectos con importancia economica,
son criadas en el laboratorio a partir de dietas artificiales (McKinley,
2004). Mejorar las técnicas desarrolladas en los sistemas de cria,
beneficiara la produccion de insectos con mayor calidad y en grandes
numeros, lo que permitira la seleccion de organismos para su
comercializacion (King y Powell, 1992), o como en el caso de C.

redtenbacheri, para consumo.

Sin embargo, las condiciones ambientales en las que son mantenidos
estos sistemas de cria, favorecen que bacterias no patogenas, en otras
circunstancias, causen enfermedad en insectos confinados, provocando
un alto porcentaje de mortalidad en larvas y adultos (Baumhower,
1977) a causa de danos en su desarrollo, aptitud biologica y potencial
reproductivo (McLoughlin y Sikorowski, 1978; Sikorowski y Thompson,

1984).

Por otra parte, la flora microbiana de insectos silvestres, es diferente a
la de insectos que son criados bajo condiciones de laboratorio, ya que
en los primeros, la flora contenida es el resultado de una asociacion
relacionada con su ecosistema y que lo antecede mucho tiempo, en
comparacion con los organismos que se mantienen en un sistema de
cria, ya que estos ademas contienen la flora microbiana humana y del

ambiente del laboratorio (Sikorowski y Lawrence, 1994).

La microbiota intestinal representa todos los aspectos de las relaciones

microbianas, desde patogenos hasta mutualistas obligados (Dillon y
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Dillon, 2004). Son pocos los estudios referentes al rol funcional de la
microbiota intestinal en insectos (Campbell, 1990) con Ilas
investigaciones mas detalladas sobre la diversidad de microorganismos
presentes (Brooks, 1963; Buchner, 1965; Dasch et al.,, 1984; Lysenko,
1985; Tanada y Kaya, 1993) y entre las especies mas estudiadas estan
las termitas (Brune, 1998; Bignell, 2000; Breznak, 2000, 2002; Konig,
2006), ademas de otros insectos de importancia agricola (Kuzina et al.,
2001; Dillon y Charnley, 2002; Jeyaprakash et al., 2003; Peloquin et al.,
2003; Lee et al., 2008; Behar et al., 2008; Dillon et al., 2008; Killer et
al., 2010; Yoshiyama y Kimura, 2009; Gokce et al., 2010; Danismazoglu
et al., 2012; Gayatri et al., 2012; He et al., 2013; Zhang et al., 2014), y
de interés medico (Terenius et al., 2008; Geiger et al., 2009; Hamidou et

al., 2013; Minard et al., 2013).

La secuenciacion de acidos nucleicos, particularmente del gen 16S
rRNA, es una herramienta que permite la definicion de la comunidad
microbiana en insectos (Paster et al.,, 1996; Brauman et al., 2001; De
Vries et al., 2001; Hogg y Lehane, 2001; Toth et al., 2001; Jeyaprakash
et al., 2003; Dillon et al., 2008; Terenius et al., 2008; Gokce et al.,

2010).

Debido a la carencia de estudios enfocados a insectos comestibles,
surge la necesidad de conocer la microbiota bacteriana asociada de
manera natural a larvas de C. redtenbacheri, lo cual es un prerrequisito
importante para la determinacion de microorganismos patogenos, por lo

que en esta investigacion se planted aislar e identificar las bacterias
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presentes de manera natural en larvas de C. redtenbacheri y su
variacion en poblaciones de larvas colectadas tanto in situ como en

sitios de venta.

1.2 MATERIALES Y METODOS
La investigacion se desarrollo en el Laboratorio de Fisiologia de Insectos
del postgrado en Fitosanidad-Entomologia y Acarologia del Colegio de

Postgraduados, Campus Montecillo, Estado de México.

Colecta de larvas

Durante los meses de septiembre y octubre del 2013, se obtuvieron
larvas de C. redtenbacheri, que se catalogaron en dos grupos de acuerdo
a su procedimiento de colecta: 1) procedentes de distintas localidades
del Estado de Hidalgo (Tulancingo, Tizayuca, Tlahuelilpan y Pozos) que
fueron adquiridas con vendedores (con manejo) y 2) larvas extraidas en
laboratorio directamente de plantas de Agave salmiana Otto ex Salm
colectadas en los municipios de Hueypoxtla, Estado de México y Pozos,
Estado de Hidalgo (sin manejo). Dentro de cada grupo se separaron las
larvas sanas y aquellas con signos de posibles enfermedades y de cada
individuo se obtuvieron las bacterias de la superficie del cuerpo y del

intestino (Fig. 1.1).

Obtencion de bacterias superficiales y del intestino
Bacterias de la superficie

Se analiz6 una muestra de 125 larvas, de las cuales 80 fueron con
manejo y 45 sin manejo. Cada individuo por separado fue anestesiado
mediante su introduccion durante unos segundos a una camara con
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cloroformo, se le ataron las aberturas anal y oral con hilos de algodon
estéril, se sumergio en un tubo de ensayo con 10 ml de solucion salina
por tres minutos, se sacudio levemente y se le colocé sobre papel filtro
estéril; el tubo con la solucion salina se sello y etiqueté como bano
salino para ser utilizado posteriormente. Una vez seca la larva, se
transfiri6 a un tubo con 10 ml de soluciéon germicida de Hipoclorito de
Sodio (cloro comercial 5.25%) por cinco minutos, agitando
ocasionalmente y posteriormente se transfiri6 a tubos con 10 ml de

agua destilada estéril (tres cambios de agua por cada larva) (Fig. 1.2).

Bacterias del intestino de las larvas

Las larvas previamente esterilizadas en la seccion anterior, se
disectaron con una hoja de bisturi estéril mediante un corte del
tegumento a lo largo de la linea media dorsal, a fin de exponer el tracto
digestivo para cortarlo en tres partes, anterior (IA), media (IM) y
posterior (IP), cada una de las cuales se introdujo en tubos Eppendorf

para su maceracion.

Aislamiento de bacterias

El aislamiento de bacterias se realizo a partir de los diferentes
macerados y de la muestra etiquetada como bano salino, tomando una
alicuota (100 ul) y estriando sobre placas de Agar Nutritivo BD Bioxon®,
selladas con Parafilm® e incubadas a 25 °C por 24 a 48 horas (Lab-Line

Instruments, Inc.® Melrose Park, Illinois, USA) [Fig. 1.3 (a)].

Las colonias bacterianas aisladas se preservaron en ultracongelacion a -
80 °C. La preservacion se realizé en tubos criogénicos de 1.5 ml con 500
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ul de caldo nutritivo en el que se suspendi6 la colonia bacteriana pura,
anadiendo a éste 500 ul de glicerol al 40%. Adicionalmente y con fines
de comparacion usando la misma metodologia descrita anteriormente,
se aislaron bacterias de pencas en descomposicion de A. salmiana, que

habian estado colonizadas por larvas de C. redtenbacheri.

Caracterizacion morfologica de las colonias bacterianas

Las colonias bacterianas resultantes fueron descritas con base en la
morfologia de la colonia, tomando en cuenta su forma, elevacion,
superficie, margen y densidad, de acuerdo con los criterios descritos por
Seeley et al. (1991), de manera que todas las bacterias encontradas

fueron asignadas a un morfotipo especifico [Fig. 1.3 (b)].

El numero de morfotipos bacterianos encontrados en el exterior e
interior de las larvas fue comparado por separado, usando modelos
lineales mixtos con el efecto de manejo (con y sin), apariencia (sana y
enferma) y su interaccion mediante la estimacion de los componentes
de varianza, usando el método de maxima verosimilitud restringida con

el programa GenStat v.8.0 (Payne et al., 2005).

Morfologia celular bacteriana
Preparacion de frotis para observar la morfologia de células

De cada colonia bacteriana aislada, se realizé un frotis de masa
bacteriana en una gota de agua destilada estéril sobre un portaobjetos.
La preparacion se fijo al calor sobre la flama del mechero. La morfologia
se observo a 100X en inmersion en un microscopio optico (Carl Zeiss®
Gottingen, Germany).
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Determinaciéon Gram de las cepas bacterianas

La determinacion de la reaccion Gram de las cepas bacterianas
aisladas, se determiné mediante el protocolo descrito por Ryu (1940). A
partir de un cultivo puro, se realizé un frotis sobre un portaobjetos de
cada cepa de un cultivo puro de 24-48 h en una solucién de KOH al 3%
durante 10 segundos. Las células bacterianas que presentaron lisis
durante este periodo y que formaron un hilo viscoso en el frotis, fueron
catalogadas como Gram negativas; por el contrario, aquellas sin lisis ni

hilo viscoso fueron consideradas Gram positivas.

Colocacion filogenética de morfotipos bacterianos

Diferentes placas de agar nutritivo de 50 mm de diametro conteniendo
una colonia de cada morfotipo bacteriano obtenido, fueron enviados a la
empresa MACROGEN® en Corea para la secuenciacion del gen 16S
rRNA. Las secuencias resultantes se editaron mediante el software
Bioedit version 7.1.6.0. Para definir con mayor precision las especies
correspondientes a cada morfotipo bacteriano, las secuencias obtenidas
de la amplificacion del gen 16S rRNA fueron comparadas con
secuencias del mismo gen encontradas en la base de datos Nucleotide
Blast del National Center for Biotechnology Information (NCBI, 2014)
mediante Maxima Parsimonia, con el programa Mega v.6. (Tamura et

al., 2011).

Adicionalmente, una muestra de 200 gr de larvas procedentes del
municipio de Pozos, Hidalgo, se envio al Laboratorio de Inocuidad

Biologica del Grupo Integral de Servicios Fitosanitarios ENA S.A. de
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C.V., GISENA® en Texcoco, Estado de México, para la determinacion de
bacterias aerobias en placa, mohos y levaduras, bacterias coliformes en

NMP, coliformes totales en placa y Salmonella spp.

_|

Figura 1.1. Muestra de larvas para la separacion con base en su apariencia.

Figura 1.2. Obtencion de bacterias externas de C. redtenbacher:i.
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Figura 1.3. (a) Aislamientos de bacterias superficiales e intestinales de
larvas, (b) caracterizacion morfologica de colonias bacterianas aisladas.

Figura 1.4. Morfologia celular bacteriana de morfotipos.

17



1.3 RESULTADOS
Se analiz6 la comunidad bacteriana presente en 125 larvas de C.
redtenbacheri, de las cuales 80 fueron con manejo y 45 sin manejo. A
partir de ellas se obtuvieron 500 aislamientos pertenecientes al
Intestino Anterior (IA), Intestino Medio (IM) e Intestino Posterior (IP), asi
como de la parte externa de cada organismo, ademas de 15

aislamientos obtenidos de la planta.

Caracterizacion morfologica de las colonias

Todos los aislamientos fueron descritos y agrupados en 18 morfotipos
basados en la similitud del color de la colonia y su morfologia (Cuadro

1.1).

Morfologia celular bacteriana

La morfologia de células bacterianas de 14 morfotipos (M1, M2, M3, M4,
M5, M6, M7, M10, M11, M12, M13, M15, M16 y M18) presento forma
bacilar y en cuatro morfotipos (M8, M9, M14 y M17) se observd forma
de cocos. En los 18 morfotipos seleccionados fue mayor la prevalencia

de bacterias Gram positivas.
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Colocacion filogenética de los morfotipos
El analisis filogenético basado en Maxima Parsimonia, relaciono a los

18 morfotipos con seis géneros y cinco especies de bacterias (Fig. 1.5).

96 M9 _518F =
el M17_518Fe
Enterococcus sp. KFB57222.1

lml L FEnterococcus sp. 812 ABTT5175.4
84 M8_518F=

M16_518F *

— 100 |: Bacillus_cereus KF921620.1

———— Bacillus_safensis KC934873.1
100 100 M2_518F =
o1 M18_518F =
—— M1_518F =
9% 100 — Paenibacillus_sp. ABT12363.1
100 M7_518F =
04 Corynebactenum_varabile NR_102874
] M10_518F =
IEE Gordonia_sp. KF731662.1
00| 100 M13_518F =
100 _|: Arthrobacier_sp. HGT3T367T.1

97 M14_518F =
IEE Micrococcus sp. KF600480.1
100 E M12_518F =
Acinetobacter_calcoaceticus KF923419.1

100 100 — M3_§18F ®
100 |: Pseudomonas_sp. KF896133.1

90 M15_518F =

l_im —— M4 518F =

M6_518F =
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Bacillus_pumilus KF632968.1
FProteus_myxofaciens AB682280.1
—— M5_518F »
91 — Bacillus_psevdomycoides KF439816
Eschenchia_coli AYTT6276.1

Figura 1.5. Arbol filogenético que muestra las bacterias aisladas de C.
redtenbacheri (®), bacterias aisladas de A. salmiana (e), y su relacion con
géneros y especies basados en la secuenciacion del gen 16S rRNA.
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Cuadro 1.2. Identificacion de bacterias aisladas de C. redtenbacheri basadas
en la secuenciacion del gen 16S rRNA, utilizando analisis BLAST y Maxima

Parsimonia.
Aislamiento Sugerencia GenBank Namero de acceso
M1 Paenibacillus sp. KM401416
M2 Bacillus safensis KM401417
M3 Pseudomonas sp. KM401418
M4 Pseudomonas sp. KM401419
MS Bacillus pseudomycoides KM401420
M6 Pseudomonas sp. KM401421
M7 Corynebacterium variabile KM401422
M8 Enterococcus sp. KM401423
M9 Enterococcus sp. KM401424
M10 Gordonia sp. KM401425
M11 Pseudomonas sp. KM401432
M12 Acinetobacter calcoaceticus KM401426
M13 Arthrobacter sp. KM401427
M14 Micrococcus sp. KM401428
M15 Pseudomonas sp. KM401429
M16 Bacillus cereus KM401433
M17 Enterococcus sp. KM401430
M18 Bacillus safensis KM401431
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Efecto del lugar de colecta y aspecto en la diversidad bacteriana

Se observo que el procedimiento de colecta de las larvas, es decir, el
efecto con y sin manejo, influy6 en la diversidad de morfotipos aislados
externamente (Fi, 121=23.46, P<0.001) encontrando la mayoria de estos
en las muestras con manejo. Del mismo modo, la apariencia de las
larvas consideradas como enfermas, resulté con la mayor diversidad de
morfotipos (F1, 121=12.39, P<0.001). Ademas, se comprob6é que aunque
ligeramente (F1, 121=8.57, P=0.004), la interaccion de estos dos factores,
es decir, el procedimiento de colecta aunado a su aspecto, si
contribuyen a la diversidad de bacterias aisladas, observando que en
larvas enfermas con manejo se presentdé un promedio mayor de
morfotipos, lo que no sucedi6 en larvas enfermas con escasa

manipulacion (sin manejo) (Fig. 1.6).

2.5 -

= sanas % enfermas

1.5 ~

Namero promedio de morfotipos
=
1

con manejo sin manejo

Procedimiento de colecta

Figura 1.6. Promedio de morfotipos bacterianos presentes en la superficie de
larvas de C. redtenbacheri con manejo y sin manejo, incluyendo sanas y
enfermas. Las barras de error representan £ 1 x EEM (Error Estandar de la
Media).
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El analisis corrobora el registro del numero de morfotipos encontrados
en los individuos enfermos, ya que de 16 morfotipos identificados, ocho
de ellos se aislaron externamente de larvas enfermas con manejo, donde
Arthrobacter sp. presentd mayor abundancia (31%), seguido de
Pseudomonas sp. (18%), Corynebacterium variabile y Micrococcus sp.
con 15% cada una. Mientras que, en larvas sanas con manejo, se
encontro que los géneros mas abundantes fueron Arthrobacter sp.
(39%), Acinetobacter calcoaceticus (25%), Bacillus pseudomycoides (19%)

y Enterococcus sp. (9%).

En cambio, en aislamientos de la parte externa de larvas sin manejo, el
género Pseudomonas sp. se identific6 con mayor abundancia,
representado con 54% para larvas sanas y 62% para larvas enfermas.
Arthrobacter sp. (18%), Enterococcus sp. 812 (9%), Gordonia sp. (9%),
Acinetobacter calcoaceticus (5%) y Micrococcus sp. (5%), se presentaron
solo en larvas sanas, mientras que Enterococcus sp. (29%) y Bacillus

pseudomycoides (9%) solo en larvas enfermas.

Para los aislamientos provenientes del intestino del insecto, se observo
que el procedimiento de colecta (Fi, 121=1.18, P=0.279) y la apariencia
enferma de las larvas, no favorecieron la diversidad de organismos
bacterianos encontrados (Fi, 121=1.98, P=0.162). Tampoco se observo
una interaccion significativa entre estos dos factores (Fi, 121=0.92,
P=0.340). Se observo una mayor diversidad de morfotipos en las larvas
con manejo y con apariencia enferma, pero esta diferencia no fue

estadisticamente significativa (Fig. 1.7).
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Figura 1.7. Promedio de morfotipos bacterianos presentes en el intestino de
larvas de C. redtenbacheri con manejo y sin manejo, incluyendo sanas y
enfermas. Las barras de error representan + 1 x EEM (Error Estandar de la
Media).

En el intestino de larvas sanas sin manejo, se observdo menor promedio
de morfotipos donde el género Enterococcus sp. se registré6 con mayor
abundancia (39%), seguido de Pseudomonas sp. (20%), Acinetobacter
pseudomycoides (16%), Bacillus pseudomycoides (15%), Arthrobacter sp.
(10%) y Bacillus safensis (4%). De igual manera, en larvas enfermas los
géneros Enterococcus sp. y Pseudomonas sp. fueron los mas
abundantes (41 y 37% respectivamente), ademas de Bacillus
pseudomycoides  (10%),  Acinetobacter  calcoaceticus (4%) y

Corynebacterium variabile (4%).

Mientras que en larvas enfermas con manejo, también Pseudomonas sp.

(29%) se observdo como mas abundante dentro de los aislamientos
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obtenidos a partir del intestino, ademas de Enterococcus sp. (20%), los
cuales también se reportaron con mayor abundancia en larvas sanas
con 23%, seguido de Bacillus pseudomycoides (13%), Micrococcus sp. y

Acinetobacter calcoaceticus (10% cada una).

1.4 DISCUSION
Este estudio constituye la primera descripcion de la comunidad
bacteriana presente en la etapa larval de C. redtenbacheri, ademas de
reportar bacterias del género Pseudomonas y Bacillus, que fueron
aisladas de pencas en descomposicion que se encuentran cercanas al
rizoma, donde de acuerdo con Granados (1993) las larvas llevan a cabo
la mayor parte de su desarrollo. Ambos géneros son reportados como
endofitos (Rosenblueth et al., 2006) y no perjudican visiblemente a la
planta (Hallman et al.,, 1997; Schulz y Boyle, 2006), sino por el
contrario se ha demostrado que las bacterias endéfitas son capaces de

promover crecimiento y salud a la planta (Compant et al., 2005).

Todos los aislamientos fueron determinados con el fin de conocer la
flora bacterial asociada con C. redtenbacheri. Las poblaciones
bacterianas pertenecientes a ocho géneros (Paenibacillus, Bacillus,
Pseudomonas, Corynebacterium, Enterococcus, Acinetobacter,
Arthrobacter y Micrococcus), han sido aislados de diferentes especies de
insectos (Kuzina et al., 2001; Osborn et al., 2002; Adem y Demibag,
2007; Cox y Gilmore, 2007; Behar et al.,, 2008; Dillon et al.,, 2008; Ince

et al., 2008; Terenius et al., 2008; Geiger et al., 2009; Yoshiyama et al.,
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2009; Gokce et al., 2010; Marina et al., 2011; Danismazoglu et al.,
2012; Gayatri et al., 2012; Hamidou et al., 2013; Hammer et al., 2014).

Por otro lado, aunque su presencia fue minima, también se encontraron
organismos identificados como Corynebacterium variabile y Gordonia
sp., bacterias que hasta el momento no se reportan en insectos, aunque
algunas especies pertenecientes a este ultimo género han sido
estudiadas debido a su habilidad para degradar contaminantes toxicos
en el ambiente, sustancias como xenobioticos (Hernandez et al., 2001),
hidrocarburos y componentes naturales que son dificilmente
biodegradables (Xue et al., 2003), por lo que son consideradas como
benéficas para la agricultura en suelos salinos. Sin embargo, Gordonia
sp. causa un amplio espectro de enfermedades en humanos, ya que se
describen casos de infecciones vasculares, neurologicas, cutaneas y
respiratorias, en pacientes inmunocompetentes e
inmunocomprometidos, ademas de bacteriemia, ventriculitis y abscesos
cerebrales reportados en ninos (Lesens et al.,, 2000; Blaschke et al.,

2007).

Por su parte, Corynebacterium variabile ha sido aislada de alimentos
como el queso y caracterizada por desarrollar viscosidad en los mismos,
tolerancia a altas concentraciones de sal y minima asimilacion de
glucosa (Mounier et al.,, 2007) y aunque en este género se encuentran
algunas especies nocivas para humanos y animales, también incluye

especies no patogénicas detectadas ampliamente en una diversidad de
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habitats como suelo, material vegetal, aguas residuales y productos
lacteos (Ventura et al., 2007).

El género Pseudomonas presenté mayor abundancia tanto en larvas con
y sin manejo, y representa un grupo de bacterias reconocidas por su
extensa diversidad que se han aislado de diferentes especies de insectos
(Inglis et al., 2000; Osborn et al., 2002; Adem y Demibag, 2007; Sezen
et al., 2007; Behar et al., 2008; Terenius et al.,, 2008; Reza et al., 2012;
Hamidou et al., 2013), que ademas pueden ser encontradas en distintos
ambientes como el suelo, aguas residuales y lodos de depuradoras, o
como endofitas (Chowdhury et al.,, 2004; Ekhaise et al., 2004, Martinez

etal, 2011).

El género Enterococcus sp., aunque anteriormente no era considerado
como patogeno en humanos, hoy en dia es una causa principal de
infecciones intrahospitalarias en todo el mundo y su importancia
nosocomial aumenté debido a su capacidad para adquirir resistencia a
antimicrobiales, lo que dificulta su tratamiento (Moellering, 1990; Spera
y Farber, 1994); este patogeno forma parte de la microbiota intestinal
del hombre y animales y puede colonizar tanto la piel como las mucosas
del tracto respiratorio superior y genital (Murray, 1997). La descripcion
se ha hecho a partir de cepas aisladas de humanos y otros mamiferos,
aves, insectos y algunos alimentos (Iversen et al., 2002; Juliet, 2002;
Cox y Gilmore, 2007; Dillon et al.,, 2008; Geiger et al.,, 2009; Gayatri et
al., 2012; Hamidoun et al.,, 2013), ya que es capaz de sobrevivir en

medios poco enriquecidos como suelo, agua y alimentos (Juliet, 2002).
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Arthrobacter es un género de bacterias aerobias obligadas que presenta
células de forma alargada durante su fase de crecimiento exponencial,
mientras que durante la fase estacionaria se observan como cocos; los
miembros de este género estan ampliamente distribuidos en el
ambiente, principalmente en el suelo y se reportan también
aislamientos provenientes de fuentes clinicas (Jones et al.,, 1992; Funke
et al., 1996). Algunas especies han sido descritas de cepas obtenidas de
orina de humano y cultivos de sangre (Hou et al.,, 1998; Wauters et al.,
2000) y otras parecen tener actividades insecticidas; sin embargo, la

virulencia es especifica (Ince et al., 2008; Danismazoglu, et al., 2012).

Los organismos pertenecientes al género Acinetobacter se encuentran en
agua tanto corriente como residual y son muy importantes en el suelo;
sobreviven en amplios rangos de temperatura; suelen ser comensales,
pero también causan fuertes infecciones en pacientes
inmunocomprometidos, comunmente reportados en hospitales por
causar problemas en las vias urinarias, neumonia, bacteriemia y
meningitis secundaria; ademas de ser patégenos oportunistas, se
comprobo su presencia en muestras de agua de consumo; asi mismo,
Acinetobacter calcoaceticus muestra gran similitud con aislamientos de
cepas clinicas, por lo que posee cierto potencial como agente patéogeno
(Bergogne y Towner, 1996; Rusin, 1997; Jellison et al., 2001) También
son parte de la flora bacterial de insectos, algunos de ellos entomoéfagos
(Dillon y Dillon, 2004; Adem y Demibag, 2007; Geiger et al.,, 2009;

Hamidou et al., 2013; Minard et al., 2013).
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Especies del género Bacillus han sido detectadas en termitas que
habitan en el suelo y otros invertebrados (Kénig, 2006). Algunas se
desarrollan como mutualistas (McSpadden, 2004), se han aislado de
insectos tanto vivos como muertos y ciertas cepas de B. lentimorbus, B.
larvae, B. popilliae, B. sphaericus, B. thuringiensis, son comunmente
reconocidas como entomopatogenos (Stahly et al., 2006) por lo que
poseen un amplio potencial para ser utilizadas en el manejo de insectos
plaga (Thiery y Frachon, 1997; Charles et al, 2000). Se han aislado
diferentes especies (Osborn et al., 2009; Ince et al., 2008; Gokce et al.,
2010; Marina et al.,, 2011; Danismazoglu et al., 2012; Gayatri et al.,

2012).

Con base en el habitat de las bacterias antes mencionadas, se puede
atribuir la presencia de los géneros y especies identificados en este
estudio, ya que con excepcion de la fase adulta, el ciclo de vida del
insecto transcurre en el suelo; sin embargo, faltaria identificar a nivel
de especie aquellas poblaciones que solo se identificaron a nivel de

género.

Ademas, en el analisis aplicado a los datos obtenidos se observo que
influye la procedencia y apariencia de las larvas, ya sean con o sin
manejo y aunque es minima la diferencia de microbiota aislada entre
ambas muestras, se demostré que las larvas con manejo presentaron
mayor diversidad de géneros y especies y estos fueron mas abundantes
(Figuras 1.6 y 1.7). Esto sugiere que en condiciones naturales hay una

habilidad por parte de la flora bacterial para impedir el crecimiento de
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patogenos. Existen numeros estudios que han descrito la comunidad
bacterial en el intestino de insectos, pero es poca la informacion que se
tiene sobre el papel biologico que juega esta microbiota (Dillon y Dillon,

2004).

La secuenciacion de acidos nucleicos, particularmente utilizando el gen
16S rRNA, es una herramienta util que hace posible definir la
comunidad microbiana de los insectos (Braumman et al, 2001; De
Vries et al.,, 2001); sin embargo, en ocasiones es necesario apoyarse de
otros métodos como Maxima Parsimonia, que a través de la
construccion de arboles filogenéticos, nos permitan corroborar los

resultados obtenidos.

Por otro lado, por ser el gusano rojo un alimento comestible para el
humano, para este estudio era fundamental conocer la calidad sanitaria
que puede presentarse en las larvas mas contaminadas, de ahi que fue
necesario enviar una muestra al laboratorio de Inocuidad Biologica,
donde los resultados comprobaron que hubo ausencia de
contaminacion fecal o condiciones higiénicas inadecuadas provocadas

por Escherichia coliy Salmonella spp.

La microbiota en el intestino del insecto representa en todos los
aspectos las interrelaciones que hay como patéogenos, simbiontes o
mutualistas obligados. Por lo anterior, esta investigacion contribuyo en
la identificacion de las bacterias asociadas a larvas de C. redtenbacheri;

sin embargo, en un contexto ecologico, seria fundamental profundizar
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mas para conocer cual es la importancia y la interaccion de dichos

microorganismos como componentes de su sistema (Steinhaus, 1960).

Aunado a esto, la presencia y distribuciéon de bacterias en el intestino
de los insectos es en gran parte influenciada por el pH (Tanada y Kaya,
1993), por lo que para futuras investigaciones se sugiere considerar los
valores de pH para cada parte del intestino, ademas de realizar pruebas
de patogenicidad que nos permitan conocer el grado de mortalidad que

ocasiona cada una de las bacterias identificadas en este estudio.

En conclusion, para Comadia redtenbacheri se determinaron seis
géneros y cinco especies de bacterias, aisladas de la parte externa y en
el intestino. La flora bacterial de este insecto puede variar de acuerdo al
manejo que se le dé a las poblaciones, lo que sugiere la importancia del
cuidado e higiene que se debe tener al momento de extraer y
transportar a las larvas, ya que se obtuvo mayor diversidad de bacterias
en poblaciones con manejo, y dentro de éstas, las bacterias aisladas

presentaron mayor abundancia en larvas consideradas como enfermas.
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CAPITULO 2. HONGOS AISLADOS DE PUPAS DE Comadia
redtenbacheri HAMMERSCHMIDT (LEPIDOPTERA: COSSIDAE)

Lorena Hernandez Flores, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2014

RESUMEN

Se estudiaron los hongos presentes en pupas del gusano rojo del
maguey Comadia redtenbacheri Hammerschmidt (Lepidoptera:
Cossidae). Los tratamientos fueron mantenidos en laboratorio tanto a
temperatura ambiente como en condiciones de 20+5 °C de temperatura,
40-50% de humedad y oscuridad constante, ademas de proporcionar
humedad a wuna parte de los tratamientos. Con base en su
caracterizacion morfologica, se determinaron seis morfotipos, cuatro de
los cuales se agruparon dentro del género Rhizopus, uno en Beauveria y
otro mas en el género Penicillium. Los hongos que se identificaron
fueron mas abundantes en los tratamientos mantenidos con humedad,
donde también se observo que un gran porcentaje de la poblacion no

presento emergencia de adultos.

Palabras clave: humedad, temperatura, contaminacion microbiana,

cria en laboratorio, emergencia de adultos.
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CHAPTER 2: FUNGI ISOLATED FROM Comadia redtenbacheri
HAMMERSCHMIDT (LEPIDOPTERA: COSSIDAE) PUPAE
Lorena Hernandez Flores, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2015

ABSTRACT

The fungi present in pupae of the agave red worm Comadia
redtenbacheri Hammerschmidt (Lepidoptera: Cossidae) were studied.
Treatments in the laboratory were kept at temperature 20+5 °C, relative
humidity and constant darkness; also moisture was added to part of the
treatments. Based on morphological characterization, six morphotypes
were identified; four were grouped in the genus Rhizopus, one in
Beauveria and one in Penicillium. Of the identified fungi, those in
treatments maintained with added moisture were the most abundant.
Moreover, in these treatments it was observed that a large percentage of

the population did not emerge as adults.

Key words. Moisture, temperature, microbial contamination, laboratory

rearing, adult emergence.
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2.1 INTRODUCCION
La cria masiva de insectos es el primer paso para estudiarlos, ya que se
necesitan grandes cantidades de ellos para poder sustentar
investigaciones acerca de su biologia, fisiologia y comportamiento,
evaluar su respuesta a los agentes de control quimico y biolégico
(Abbasi et al., 2007; Strett et al, 2008), en la investigacion
biotecnologica (Murua et al, 2003) y en la alimentacion humana
(Defoliart, 1999). Los estudios realizados sobre metabolismo, nutricion y
comportamiento, se reducen a un pequeno grupo de insectos (King,

1993).

Sin embargo, la contaminacion microbiana es uno de los principales
problemas en los sistemas de cria masiva de insectos. Los cambios de
dieta, temperatura y humedad, son factores estresantes a los que son
sometidos los insectos y algunas toxinas se ven favorecidas con estos
cambios, multiplicandose en los tejidos de hospederos ya debilitados y

causando la muerte (Sikorowski y Lawrence, 1994).

Los efectos de la contaminacion microbiana en el desarrollo de insectos
son influenciados por las especies de microorganismos presentes, etapa
y edad del insecto al momento de la contaminacion, asi como por
algunos factores bidticos, ademas de que debido a las condiciones
controladas bajo las cuales se desarrollan estos sistemas de cria, las
dietas son facilmente deterioradas por efecto de algunos
microorganismos, los cuales alteran su valor nutritivo (Singh y House,

1970; Childress y Williams, 1973; Bell et al.,, 1981; Sikorowski et al.,
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2001; Alverson y Cohen, 2002; Strett et al., 2008). Otros efectos de la
contaminacion pueden ser la reduccion en el tamano de los insectos,
retraso en su desarrollo, disminucion de la produccion de feromonas y
de los niveles de acidos grasos y aminoacidos, lo que puede ocasionar
finalmente la muerte del insecto (MacGown y Sikorowski, 1980;

Sikorowski y Thompson, 1984; Sikorowski et al., 1992).

Diversos estudios documentan la contaminacion de dietas artificiales
por el crecimiento y formaciéon de hongos (Hoover et al., 1997; Arévalo y
Zenner, 2010). Desde 1962, Ouye et al., reportaron la presencia de
Aspergillus niger y A. flavus, en una dieta utilizada en la cria de
Pectinophora gossypiella (Lepidoptera: Noctuidae); de igual manera, en
1981 Bell et al.,, encontraron A. niger, A. flavus, Cladosporium spp.,
Fusarium spp. y Rhizopus nigricans, contaminando la dieta de Heliothis
spp. Ademas de los anteriores, Aspergillus sp., Penicillium sp., Rhyzopus
sp. y algunas levaduras, son organismos frecuentemente asociados a
los sistemas de cria de insectos (Shapiro, 1984; Baumhower et al.,

1977).

En Comadia redtenbacheri se ha reportado la disminucion de la
emergencia de adultos por la presencia de microorganismos
principalmente durante la fase de pupacion, por lo que el aislar e
identificar taxonomicamente a los hongos presentes durante esta etapa
de su desarrollo, permitira optimizar el manejo de las poblaciones que

son destinadas a la obtencion de adultos.
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2.2 MATERIALES Y METODOS
La investigacion se desarrollo en el Laboratorio de Fisiologia de Insectos
del Postgrado en Fitosanidad-Entomologia y Acarologia del Colegio de

Postgraduados, Campus Montecillo, Estado de México.

Obtencion de muestras

La poblacion de larvas estudiadas fue adquirida a partir de vendedores
de distintas localidades del Estado de Hidalgo (Tulancingo, Tizayuca,
Tlahuelilpan y Pozos), las cuales eran mantenidas en condiciones de
laboratorio para la obtencion de adultos; sin embargo, debido a la

contaminacion por hongos, se afect6 el desarrollo de las pupas.

Para la pupacion, se utilizoé el procedimiento empleado por Miranda et
al. (2013), que consistio en ubicar a las larvas individualmente en tubos
de poliducto de 10 cm de longitud y 3.18 cm de diametro, mismos que
fueron colocados en recipientes de plastico, cada uno con capacidad
para 50 tubos. Cada tubo contenia una mezcla de suelo y vermiculita a
partes iguales hasta la mitad de su longitud. Mediante un irradiador y
un humidificador, los tratamientos se mantuvieron las 24 h en
oscuridad, con una humedad relativa de 40-50%, a 2015 °C, mientras
que otra parte de los tratamientos se mantuvieron a temperatura
ambiente. A los tratamientos con humedad se les aplicaron 100 mL de

agua por recipiente cada tres semanas, con un atomizador.

El procesamiento de las muestras se realizo6 de acuerdo al Manual de
Técnicas en Patologia de Insectos (Lawrence, 1997) y Manual de

Laboratorio para el manejo de Hongos Entomopatéogenos (Canedo y
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Ames, 2004). Una vez que terminéd la emergencia de los adultos de C.
redtenbacheri, un total de 917 puparios de los que no emergieron los
adultos, fue abierto para extraer manualmente a las larvas muertas,
mismas que se separaron y catalogaron en cinco grupos segun su color

y consistencia (Fig. 2.1).

Incubacion de larvas en camara humeda

De cada grupo se seleccion6 de manera aleatoria una submuestra de 15
individuos. Cada larva fue introducida en Hipoclorito de Sodio (0.5% del
producto activo) durante cinco minutos, se sacé y enjuagoé de tres a
cuatro veces con agua destilada estéril y se introdujo en una camara
humeda que consistio en una caja Petri esterilizada donde se coloco
papel filtro estéril humedecido con agua destilada estéril, se sello la caja
con Parafilm® y se dejo incubar a temperatura ambiente durante siete

dias (Fig. 2.2).

Aislamiento de hongos

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion y bajo condiciones
asépticas, con una asa de siembra se toco levemente al insecto donde se
observaba crecimiento fungoso y se esparcio en forma de estriado en
cajas Petri con medio de cultivo Agar-Dextrosa-Sabouraud®, para
incubar nuevamente por 72 horas bajo condiciones de laboratorio (Fig.

2.3 ayb).

Caracterizacion morfologica
Los cultivos resultantes fueron utilizados para llevar a cabo la

caracterizacion morfologica, mediante la descripcion de la colonia y las
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estructuras del hongo, que permitieron la correcta identificacion de

éste.

Para la descripcion de la colonia se procedio a cortar con ayuda de una
aguja de diseccion, un circulo pequeno del cultivo en formacion, el cual
fue transferido al centro de una placa nueva que contenia medio de
cultivo antes mencionado (Fig. 2.4), mismo que se mantuvo por dos
semanas a 20 °C en una incubadora (Lab-Line Instruments, Inc.®
Melrose Park, Illinois, USA), para observar las caracteristicas
morfologicas de la colonia, su aspecto, textura, coloracion en ambas
caras, presencia o no de pigmentos y velocidad de crecimiento en el

substrato de cultivo a partir de la medicion del diametro.

Identificacion de hongos

La descripcion del hongo se realizo a través de la observacion
microscopica de sus estructuras, para lo que fue necesario realizar una
tincion. A partir del cultivo y con una hoja de bisturi estéril, se corto
una pequena porcion del hongo que se colocé sobre una lamina
portaobjetos, se cubrio con un cubreobjetos y se introdujo en una
camara humeda como la mencionada en el capitulo anterior (Fig. 2.5).
De igual manera, fue necesario incubar de tres a cuatro dias a
temperatura ambiente, para permitir la formacion de conidios que son
necesarios para su identificacion segun las claves sistematicas de
Barnett y Hunter (1998). Transcurrido el tiempo de incubacion, se retiro
la lamina de la camara humeda, se limpié la superficie inferior y una

vez seca se anadido una gota de azul de lactofenol entre el porta y el
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cubreobjetos, se fijo la muestra pasandola varias veces por encima de la
flama del mechero y se procedio a la observacion de las estructuras en

el microscopio optico (Carl Zeiss® Gottingen, Germany).

Figura 2.2. Incubacion de larvas en camara huimeda.
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Figura 2.3. Aislamiento de hongos a partir de su crecimiento sobre larvas.

Figura 2.4. Caracterizacion morfologica de hongos aislados.
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Figura 2.5. Observacion microscopica para la identificacion de hongos
aislados de C. redtenbacheri.

2.3 RESULTADOS
Se analizaron los hongos presentes en 75 larvas muertas de C.

redtenbacheri, aisladas de las cinco muestras diferentes (Cuadro 2.1).

Cuadro 2.1. Caracteristicas de larvas muertas extraidas de puparios.

Submuestra Caracteristicas de larva

>

Larvas de consistencia dura, olor intenso, coloraciéon café.
Larvas de consistencia dura, color café,
Larvas de consistencia blanda, color negro, olor intenso.

Larvas de consistencia dura, coloraciéon rosa, sin olor.

#H O O w

Larvas de consistencia dura, color café claro.

Caracterizacion morfologica
De cada submuestra se aisl6 un morfotipo de hongo, segin las

caracteristicas de crecimiento observadas sobre la larva; sin embargo,
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se registraron seis morfotipos, debido a que en la submuestra
catalogada como “D”, se encontro la asociacion de dos hongos sobre la

misma larva (Morfotipos 4 y 5).

Aunque se obtuvieron de diferentes submuestras, los Morfotipos 1, 2, 3
y 6, quedaron finalmente agrupados dentro del género Rhizopus sp.,
con base en las caracteristicas descritas por las claves de Barnett y

Hunter (1998), determinando asi, solo tres géneros (Cuadro 2.2).

Cuadro 2.2. Descripcion de hongos aislados de larvas muertas de Comadia
redtenbacheri.

Aislamiento Caracteristicas Género

Morfotipo 1 Hongo filamentoso. Rhizopus sp.
Morfotipo 2 Produce esporas asexuales y sexuales.
Morfotipo 3 A partir de un gran nudo de rizoides

Morfotipo 6 crecen esporangiéforos erectos sin

%\

ramificar (color pardo oscuro), que

A5
nt»-»
e

soportan al esporangio mediante una

e

it
Q{:,
™

columela apofisada.
Esporangios esféricos y negros,
producen esporangiosporas asexuales.

Micelio algodonoso, denso y aéreo.

Morfotipo 4 Micelio blanco o ligeramente coloreado Beauveria sp.
con vello blanco, de apariencia polvosa.
Conidi6foros solitarios, agrupados
irregularmente, en racimos verticilados, ~
en forma geniculada o zigzag.
Desarrolla conidios unicelulares, .
hialinos, globosos u ovoides.
Células conidiégenas en forma de

matraz.

Colonias de crecimiento lento, de color

blanco al principio, que con frecuencia
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se vuelven amarillas.

Morfotipo 5 Hongo filamentoso. Penicillium sp.
A partir del micelio surgen conidi6foros
rectos, hialinos, formando verticilios.
Células conidiégenas llamadas fialides,
nacen directamente de la hifa o sobre
métulas.

Conidias hialinas o de colores brillantes,
globosas u ovoides, se presentan en

cadenas de basipetos.

Colonias planas, aterciopeladas,
polvosas, algodonosas, inicialmente de
aspecto blanco que se torna verde-azul,

verde-gris o verde-amarillo.

La Figura 2.6 muestra el numero de larvas muertas obtenidas de la
poblacion de puparios que se mantuvo en el laboratorio, con humedad y
temperatura variable, el 77% no presento emergencia de adultos, donde
el género Rhizopus sp. presento la mayor abundancia con 73%, seguido
de Beauveria sp. y Penicillium sp. con 27%, aunque cabe mencionar que

estos ultimos géneros se encontraban asociados en la misma larva.

Por otro lado, en los puparios mantenidos sin humedad y con
temperatura variable, aunque hubo mayor emergencia de adultos, el
65% de las larvas no termino su desarrollo. De igual manera, el género
Rhizopus sp. fue el mas abundante (76%), y se identifico a Beauveria

sp. y Penicillium sp. con el 24% de abundancia.
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Figura 2.6. Numero de larvas muertas de C. redtenbacheri, en tratamientos
que fueron mantenidos en el laboratorio a temperatura variable.

Sin embargo, en puparios que se conservaron con una temperatura
constante (Fig. 2.7), se presentdé mayor mortalidad de la poblacion, atn
sin presentar humedad, ya que el 76% de las larvas no emergio, en
estos tratamientos se aisléo el género Rhizopus sp. con 67% de

abundancia, y el 33% para Beauveria sp. y Penicillium sp.

Con la misma temperatura, pero aplicando humedad a los puparios, el
88% de las larvas murieron sin terminar su desarrollo. Dicha humedad
favorecio nuevamente el crecimiento del hongo Rhizopus sp. (81% de

abundancia).
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Figura 2.7. Numero de larvas muertas de C. redtenbacheri, en tratamientos
que fueron mantenidas en el laboratorio a temperatura constante.

2.4 DISCUSION
Los principales hongos aislados en larvas muertas de C. redtenbacheri
mantenidas en el laboratorio, fueron determinados en tres géneros,
siendo Rhizopus sp. el género mas abundante, el cual presenta
crecimiento rapido y aspecto muy consistente y se sabe que sobrevive
en una amplia gama de temperaturas y humedades relativas. La especie
R. stolonifer ( Ehrenberg: Fries) Vuillemin es de las mas frecuentes y
ampliamente distribuida en la naturaleza, sobrevive de manera
saprofita en el suelo, residuos organicos y excrementos de animales,
con amplio potencial para desarrollarse e invadir tejidos vegetales,
ademas de que es considerado como uno de los principales
fitopatogenos en enfermedades postcosecha y como agente causal de

pudricion de frutas y hortalizas (Adaskaveg et al., 2002; Northover y
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Zhou, 2002; Nelson, 2005; Hernandez et al.,, 2006; Velazquez del Valle
et al.,, 2008), ademas de ser aislado en dietas artificiales utilizadas para
la alimentacion de Bombyx mori L. (Lepidoptera: Noctuidae) y Catolaccus
grandis (Burks) (Hymenoptera: Pteromalidae) (Tijerina, 1997; Trivedy et

al., 2011).

Por su parte, el género Penicillium sp., es considerado cosmopolita y
generalista, con aproximadamente 225 especies, la mayoria
encontradas en el suelo, materia organica en descomposicion, granos
almacenados, frutas y vegetales y otros materiales, prevaleciendo en
regiones donde las temperaturas son bajas (Christensen et al., 2000;
Pitt, 2000; Samson et al., 2004; Domsch et al., 2007); sus propiedades
bioquimicas han sido estudiadas ampliamente desde su descubrimiento
en 1929 (Chalfoun y Batista, 2003). Es el agente de contaminacion mas
comun, debido a que sus esporas se dispersan a través del aire
(Richardson y Warnock, 2003) y al ser inhaladas se puede producir
Peniciliosis en individuos debilitados, que se caracteriza por ser una
enfermedad pulmonar que se puede propagar a través de la sangre,
afectando el liquido cefalorraquideo, los rinones y el endocardio (Kern y
Blevins, 1999); ademas es un agente causal de infecciones en las vias
respiratorias, en personas inmunocomprometidas e inmunodeprimidas

(Silva, 1983; Pitt, 1994; Carmo et al., 2007; Lobato et al., 2009).

Algunos autores reportan que muchas especies de Penicillium sp.
producen micotoxinas, sin embargo la importancia de estos compuestos

toxicos varia ampliamente y se rige tanto por la biologia como por la
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ecologia de las especies en cuestion, asi como por la toxicidad de cada
compuesto (Samson y Pitt, 2000; Dighton, 2003; Esquivel et al., 2003;
Domsch et al., 2007). También es considerado como un hongo de
almacén, debido a que causa diferentes danos durante el desarrollo de
los granos almacenados, provocando la pérdida de capacidad de
germinacion, calentamiento y decoloracion (Moreno, 1987, 1988;
Tequida et al., 2002). Asi mismo, se han reportado altos porcentajes de
contaminacion por hongos pertenecientes a este género, en unidades
experimentales que llevan a cabo crias masivas de insectos (Castillo et
al., 1994; Tijerina, 1997; Boquin, 2002; Arévalo y Zenner de Polania,

2010; Zambrano, 2013; Bacca y Benavides, 2014).

Asociado a Penicillium sp., se encontré el género Beauveria sp. Las
especies pertenecientes a este género se han reportado como patégenos
de insectos y son utilizadas en control biolégico, siendo Beauveria
bassiana (Bals.) Vuillemin la especie mas utilizada para este fin, desde
su descubrimiento en 1834 como causante de la enfermedad conocida
como muscardina blanca y desde entonces su uso como agente
entomopatogeno ha tenido un desarrollo muy importante. De
distribuciéon cosmopolita, se encuentra comunmente en el suelo, de
manera superficial o endofito de plantas como el maiz, papa, tomate,
café, cacao, etc. Ademas, existe una amplia gama de literatura sobre
insectos susceptibles a la infeccion por B. bassiana, con capacidad de
infectar a mas de 700 especies de artropodos, entre los que destacan los

insectos de los ordenes Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera,
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Hemiptera, Orthoptera, Isoptera y Thysanoptera, muchos de los cuales
son plagas agricolas; de igual manera, se ha reportado su efectividad
para el control de adultos del género Aedes spp. y Anopheles spp., y
también se ha aislado durante el desarrollo de metodologias para la
crianza en el laboratorio de algunos insectos de interés (Quattlebawm y
Carner, 1980; Barrera et al., 1987; Moore y Prior, 1988; Méndez, 1990;
Sikorowski y Lawrence, 1994; Bustillo et al., 1996; Tijerina, 1997;
Garcia et al.,, 1999, 2002; Trinci et al., 1999; Martinez et al.,, 2000;
Carballo et al.,, 2004; Posada y Vega, 2005; Acosta, 2006; Solis et al.,
2006; Safavi et al.,, 2007; Chacon et al., 2009; Ezzati et al.,, 2009;
Munoz et al., 2009; Dubey et al.,, 2010; Howard et al., 2010; Ocampo et
al., 2011; Trivedy et al., 2011; Sanchez et al., 2012; Miranda et al.,

2013; Nussenbaum, 2014).

Los géneros antes mencionados poseen una estrategia de transmision,
produciendo fases infectivas que son liberadas al ambiente cuando
muere el hospedante y tienen la capacidad de entrar en estado de
diapausa o letargo, permaneciendo latentes hasta encontrar nuevos
hospedantes (Ewald, 1995), lo que aunado a la capacidad que tienen de
vivir saprotroficamente en el suelo, podria ser la causa principal de los
altos porcentajes de infecciones de insectos que habitan sobre o debajo
de él, en particular para C. redtenbacheri, insecto que durante el ultimo
estado larval sale del agave para pupar en el suelo (Almanza, 2007,
Llanderal et al., 2007), ya que las caracteristicas porosas del suelo y el

alto contenido de recursos organicos, lo convierten en un gran
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reservorio de las fases infectivas de los hongos, lo que hace mas
susceptibles a las larvas que elaboran su capullo de este mismo
material, ya sea en su habitat natural o en las crias mantenidas en el

laboratorio.

Por otro lado, Miranda y colaboradores en el 2013, reportaron que la
humedad no tenia un efecto significativo sobre la pupacion y
emergencia de adultos de C. redtenbacheri, sin embargo, como se
observo anteriormente, en los puparios que se mantuvieron con
humedad, se registr6 mayor numero de larvas muertas y se ha
reportado que factores como la humedad y temperatura, entre otros,
determinan el desarrollo celular fungico (Rodriguez del Valle, 1983;

Betancourt et al., 1985; Szaniszlo, 1985; Guzman, 2002).

En conclusion, para C. redtenbacheri se determinaron los géneros de
hongos Rhizopus sp., Penicillium sp. y Beauveria sp., aislados de
tratamientos mantenidos en el laboratorio, con mayor diversidad de
estos en las poblaciones que se desarrollaron con aplicacion de
humedad. El género Beauveria sp. es el Unico considerado como

patogeno de insectos.

Lo anterior sugiere la necesidad de un control sanitario en todo el
sistema de cria y una variacion de la temperatura, asi como no anadir
humedad a los tratamientos durante el proceso, evitando asi la
eliminacion de organismos en las unidades experimentales por causa de

la contaminacion con hongos.
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