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RESUMEN

A nivel mundial la cucaracha Periplaneta americana L. es un insecto importante por
ser vector de agentes causales de infecciones y producir compuestos alergénicos a
humanos. Para su control se han reportado cepas nativas del hongo entomopatogeno
Beauveria bassiana (Bals.) Villemin; sin embargo, se desconocen los mecanismos de
respuesta inmune. En el presente estudio se determinaron los mecanismos de defensa
en respuesta inmune celular (conteo de hemocitos) y humoral (actividad fenoloxidasa
y expresion de lisozimas), en cucarachas en estadio adulto de P. americana
expuestos a la cepa PTG4 de B. bassiana con un concentracion letal media (CLsg) de
1x10° conidios/ml. La expresion de lisozimas se llevé a cabo mediante la técnica de
qPCR. Los resultados mostraron que el sistema inmunoldgico de tipo celular y
humoral se activa significativamente ante la infeccion de la cepa PTG4 y la
expresion del gen de lisozima tipo | se expresa significativamente mas en el intestino
de la cucaracha hembra que en macho ante la presencia de B. bassiana. Estos
resultados permiten entender mejor los mecanismos relacionados a la resistencia de

esta plaga ante agentes entomopatdgenos fangicos y su persistencia en el ambiente.
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ABSTRACT

World, the cockroach Periplaneta americana L. is an important insect because it is a
vector of causative agents infections and produces an allergenic compounds to
humans. For its control, native strains of the entomopathogenic fungus Beauveria
bassiana (Bals.) Villemin have been reported; however, the mechanisms immune
response are unknown. In the present study, the defense mechanisms in cellular
immune response (hemocyte count) and humoral (phenoloxidase activity and
lysozyme expression), in adult stage cockroaches of P. american exposed to the
PTG4 strain of B. bassiana were determined with a mean lethal concentration (LCsp),
of 1x10° conidia/ml. Expression of lysozymes was performed by qPCR technique.
Results showed that the cellular and humoral immune system is significantly
activated against the infection of the PTG4 strain and the expression of lysozyme type
I gene is significantly expressed more in female cockroach intestine that in the male
in the presence of B. bassiana. These results contributed to a better understanding of
the mechanisms related to the resistance of this pest against fungal entomopathogenic

agents and its persistence in the environment.

xii



1. INTRODUCCION

Periplaneta americana es una especie de insectos blatodeos de la familia
Blattidae. Conocida como cucaracha urbana, puede llegar a medir hasta 40 mm,
siendo una de las mas grandes de esta familia. En condiciones dptimas, las hembras
pueden vivir hasta 20 meses méas que los machos (Fakoorziba et al. 2010). Las
cucarachas adultas tienen la capacidad de sobrevivir sin alimento durante varias
semanas, asi como reproducirse durante todo el afio en condiciones ambientales
adecuadas. El insecto se desarrolla en areas humedas, con temperaturas de 29°C;
tienen preferencia por los lugares oscuros ya que sufren de fotofobia, por lo que sus
habitats son grietas, sotanos, alcantarillas, etc.

A diferencia de otras plagas, la cucaracha urbana se encuentra presente durante
todo el afo, alimentdndose de materiales que se encuentran en descomposicion,
restos de comida, cadaveres, etc. (Baumhotz et al. 1997), por lo que estos insectos
son un vinculo importante en la transmision de agentes patdgenos a humanos como
bacterias, virus, hongos y algunos protozoarios, causantes de infecciones
nosocomiales y de importancia médica (Maketon et al. 2010; Cueto-Medina et al.
2015). En el intestino medio de las cucarachas P. americana y B. orientalis se han
encontrado especies de bacterias de los géneros Enterobacter, Klebsiella y
Citrobacter, mientras que en el intestino posterior se han encontrado especies de
Clostridium, Fusobacterium, Bacteroides, Serratia y Streptococcus (Bertino-
Grimaldi et al. 2013). Se ha demostrado que los microorganismos que se encuentran
en el tracto digestivo del insecto y pueden sobrevivir durante meses (Fathpour et al.
2003; Zarchi y Vatani 2008)

El uso de insecticidas quimicos contra los insectos pone en riesgo la salud
humana, ya que tienden a ser aplicados en espacios habitables (Murali et al. 1999).
Ademas, el uso indiscriminado de insecticidas convencionales contra las cucarachas,
ha llevado al desarrollo de resistencia ante estos productos quimicos, complicando el
control de esta plaga. Beauveria bassiana (Bals.) Villemin, es un hongo
entomopatogenos utilizado como biopesticida para el control biolégico de plagas de
muchos insectos. En la fase virulenta, el hongo infecta al insecto por penetracion
directa de la cuticula, empleando diferentes enzimas (Pathan et al. 2007) y lo mata
produciendo ademas algunas toxinas y alimentandose del cadaver para su
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crecimiento. Se ha reportado que algunas cepas de B. bassiana tiene el potencial de
empleo como agente en el control bioldgico contra la cucaracha P. americana
(Hubner-Campos et al. 2013).

Los insectos han desarrollado mecanismos de defensa para evadir cualquier
microorganismo patégeno e incluso agentes toxicos (incluyendo insecticidas
quimicos) que pueda ocasionarles algun dafio e incluso la muerte. Los mecanismos
de defensa son reacciones tanto celular como a nivel sistemético, en las cuales estan
implicadas las células fagociticas y la formacion de cépsula, que es producida por
células de la hemolinfa. Después de haber sido expuestos a una infeccién bacteriana,
los insectos producen péptidos antimicrobianos en el cuerpo graso y se acumulan en
las células de la hemolinfa de los insectos (Tamez-Guerra et al. 2008). Entre los
mecanismos humorales de los insectos se tiene la actividad fenoloxidasa (PO) donde
los insectos se defienden contra patdgenos microbianos (Valadez-Lira et al. 2011).

La fenoloxidasa se encuentra en la hemolinfa y otros tejidos de muchos
insectos. La actividad fenoloxidasa parece estar localizada en la hemolinfa de los
insectos y su produccion estd mediada por los hemocitos. Algunas de las funciones
de la fenoloxidasa es la melanizacion, la cual se presenta después de infecciones por
parasitos o por la intoxicacion por plaguicidas quimicos. Debido a esto, la funcién
de la fenoloxidasa en los insectos es de defensa. Ademas, la fenoloxidasa esta
implicada en la produccién de difenoles para su uso en la cuticula (Fisher y Brandy,
1982).

Los hemocitos tienen funciones similares en la inmunidad de los insectos, los
hemocitos varian entre las especies (Beckage et al. 2011). Los hemocitos se adhieren
y forman cépsulas multicelulares alrededor de los objetos extrafios que entran en la
hemolinfa. Estos circulan dentro de la cavidad corporal del insecto, para la
produccion de la encapsulacion deben de haber cambios importantes en el
comportamiento de los hemocitos; no solo se requiere la adhesion del sustrato
celular, sino también el reclutamiento y la adhesiéon de las células (Lackie et al.
1985).

Los péptidos antimicrobianos tienen un papel importante en la lucha contra
patdgenos invasores en insectos. Debido a las infecciones microbianas en insectos,
los péptidos antimicrobianos se sintetizan en el cuerpo graso o en ciertas células de
hemolinfa de los insectos, donde se liberan rapidamente para eliminar a los

microorganismos invasores. Por lo tanto, los insectos cuentan con mecanismos
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celulares y humorales para luchar contra los patdgenos y posteriormente cambiar de
inmunidad innata a inmunidad inducida (Tamez-Guerra et al. 2008; Basseri et al.
2016). Adicionalmente, se han descrito algunos inhibidores que pueden sintetizar
péptidos antimicrobianos inducibles, como las lisozimas, que también son proteinas
constitutivas de union a lipopolisacaridos (LPS). Al respecto, en la cucaracha urbana
se han logrado aislar LPS a partir de la hemolinfa. De forma general se han descrito
cinco grupos principales de péptidos antimicrobianos de insectos, incluyendo
cecropinas, defensinas, proteinas de tipo atacina (que son ricas en glicina), asi como
péptidos ricos en prolina (Basseri et al. 2016).

Anteriormente, en la Unidad de Formulacion de Bioldgicos del Laboratorio de
Inmunologia y Virologia del Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, se han
realizado estudios relacionados a la virulencia de cuatro cepas nativas de B. bassiana
contra los diferentes estadios del ciclo de vida de P. americana, entre las que
destacaron dos por presentar mayor efectividad (Damas-Buenrostro, 2012). En esos
estudios se observaron cambios en la produccion de fenoloxidasa entre los diferentes
estadios del ciclo de vida del insecto, ademas de los diferentes tratamientos de las
cepas de B. bassiana (conidios aéreos, conidios sumergidos con micelio vy
sobrenadante), pero no se tiene informacion de la relacion con la regulacion en la
produccion de hemocitos ni sobre la produccion de lisozima y péptidos
antimicrobiales. Hasta el momento, solo se conoce la secuencia de oligonucleétidos
para amplificar el transcrito del gen periplanetasina, relacionada a péptidos
antimicrobiales en cucaracha. Por tal motivo, el objetivo de este trabajo es
determinar las diferencias en el conteo de hemocitos, actividad fenoloxidasa y
expresion de transcritos de lisozima, periplanetasina y otros péptidos
antimicrobiales, entre adultos de P. americana expuestos a una cepa de B. bassiana

nativa de México.



2. ANTECEDENTES

En la actualidad se estima que existen 4000 especies de cucarachas en todo el
mundo, Periplaneta americana es una plaga comun y es la especie mas grande de la
familia Blattidae. Las cucarachas se encuentran muy relacionadas con los humanos
ya que comparten el mismo habitat, se consideran una plaga y algunas son dafiinas.
Debido a sus habitats y a los habitos alimentarios de estos insectos, portan de una
gran variedad de bacterias patdgenas en la superficie corporal y tracto intestinal y la
posibilidad de propagar parasitos intestinales, disenteria, secrecion de alérgenos, etc.
(Zhang et al. 2017; Zhang et al. 2018).

Se conocen aproximadamente 45 patdgenos que pueden ser transmitidos a
través de patas, heces y regurgitamiento (Salehzadeh et al. 2007). Debido a su alta
capacidad de habitar en ambientes insalubres y de resistir a enfermedades infecciosas
indicando asi su resistencia a los microorganismos patdgenos, como las bacterias
resistentes a los antimicrobianos, toxicos y materiales peligrosos (Zhang et al. 2018).
El uso de productos quimicos para la eliminacion de cucarachas, es un riesgo para la
salud, ya que son aplicados en espacios habitables, ademas la resistencia que estos
insectos han adquirido ha ido en aumento. Otra alternativa es el uso de hongos
entomopatogenos para el biocontrol de plagas; los hongos entran en el huésped a
través de la cuticula para causar infeccion en el insecto, ingresan por la hemolinfa,
produciendo toxinas, utilizan los nutrientes presentes en el hemocele para evitar que
el insecto active su respuesta inmune (Murali et al. 1999; Ambethgar 2009).

La aplicacion de los hongos entomopatdgenos puede ser en forma de conidios
o micelios. Estos en combinacion con dosis bajas de insecticidas, ayuda a la
disminucion de resistencia de los insectos a los insecticidas (Ambethgar 2009).
Estudios han demostrado que las cucarachas son susceptibles a algunas especies de
hongos como B. bassiana, Isarea (Paecilomyces) farinosus y Metarhizium anisopliae
(Zukowski y Bajan 1997; Murali et al. 1999; Zimmermann 2008). Existe amplia
informacion acerca de la aplicacion de estos hongos para el control de plagas en
insectos de cultivo; sin embargo, son pocos los trabajos de investigacién que reportan
el uso de especies de Beauveria y Metarhizium para el control de cucarachas
(Quesada-Moraga et al. 2004; Hubner-Campos et al. 2013).



2.1 Cucaracha Periplaneta americana.

Las cucarachas son insectos (Arthropoda: Hexapoda) pertenecientes al orden

Blattodea, el cuerpo de estos insectos se encuentra quitinizado, aplanado dorsalmente
y esta dividido en tres regiones, cabeza, térax y abdomen (Grandcolas 1996). Son
reconocidos por su forma oval aplanada, con su cabeza dorsalmente cubierta por el
pronoto, sus antenas son largas, filiformes y multisegmentadas, dos 0jos compuestos
y un aparato bucal masticador, sus patas son largas, espinosas y su torso consta de
cinco segmentos (Triplehorn y Johnson 2005).
Su térax estd compuesto por tres segmentos conocidos como Protorax, mesotérax y
metatorax. No todas las especies de este insecto tienen las alas completamente
desarrolladas, algunas presentan alas cortas o rudimentarias (Arango y Angudelo
2004).

Las principales familias de importancia urbana son Blattidae, Blattellidae,
Blableridae y Polyphagidae. La familia Blattidae esta formada por varias especies de
plagas domesticas como; P. americana, B. orientalis, B. lateralis y P. fuliginossa
(Dominguez 1994).

La cucaracha urbana es la especie mas grande mide aproximadamente 4 cm de
longitud. Esta especie la podemos encontrar tanto en el interior (casas, restaurantes,
panaderias, etc.) como exterior (Drenaje, alcantarillas, tuneles de vapor, etc.). Estas

plagas se encuentran generalmente en zonas oscuras y himedas (Kathryn 2008).

2.2 Ubicacién taxondmica de P. americana.

Dominio: Eukarya
Reino: Animalia
Phyllum: Arthropoda
Subphyllum: Atelocerata
Clase: Hexapoda

Orden: Blattodea
Familia: Blattidae
Género: Periplaneta

Especie: americana (Linneo)



2.3 Ciclo de vida P. americana.

El ciclo de vida P. americana consta de tres estadios, huevo, ninfa (diversos
estadios) y adulto. Los huevos de la cucaracha urbana se encuentran acomodados en
forma pareada dentro de una funda dura llamada ooteca, la cual puede contener
aproximadamente 16 huevos (Ogg et al. 2007). Los huevos individuales son de
forma oval alargada, puntiagudos en cada extremo, con una superficie interna
concava. Las hembras buscan sustratos especificos como carbohidratos y una
concentracion suficiente de humedad para la ovoposicion y embriogénesis. Se ha
reportado que la embriogénesis dura aproximadamente 31 dias, tiempo en el que
eclosionan los huevos (Bell y Adiyodi 1982). La etapa ninfal inicia con la eclosion
del huevo y termina en adulto. La cantidad en que la cucaracha muda es de seis a 14
veces en 18 meses (Ogg et al. 2007), antes de llegar a la etapa adulto. Después de la
eclosion del huevo, sale la ninfa de color gris, después de su primera muda, cambia a
un color marrédn rojizo. Para la maduracion tardan entre 6 a 20 meses, esto va a
depender de la temperatura en la que se encuentre (Smith y Whitman 1992; Altunar-
Lopez 2016). La cucaracha es estadio adulto mide aproximadamente de 3,4 a 5,3
cm de longitud, son de color marrén rojizo, con una linea amarilla alrededor del
borde del pronoto (Smith y Whitman 1992). Los machos son mas largos que las
hembras debido a sus alas que se extienden de 4 a 8 mm mas alla de la punta del
abdomen (Barbara 2008) (Fig. 1).

Figura. 1 Tamafio de cucarachas urbana hembras y machos. Tomado de Smith y Whitman 1992,



2.4 Patogenicidad de la cucaracha urbana

De las 4,000 especies de cucarachas, la cucaracha alemana (Blattella
germanica) y la cucaracha urbana (P. americana), son las plagas domésticas mas
comunes y se han documentado los compuestos tipo alérgenos que producen (Lee et
al. 2012). Ya que son un vector mecanico importante para la transmision de muchos
microorganismos patogenos, incluyendo bacterias, protozoos, hongos y virus a
humanos. Las infecciones de cucarachas siempre han sido un problema importante
en la salud publica, esto debido a la capacidad que tienen de transportar y almacenar
patdgenos transmitidos (Garcia et al. 2012). Se han aislado mas de 100 especies de
bacterias, asi mismos se ha podido aislar micobacterias no tuberculosas de
cucarachas que habitan en hospitales (Pai et al. 2005).

Se ha detectado bacterias colonizando a P. americana hasta por un periodo de mas de
10 meses; entre éstas se encuentra Salmonella spp. aunque estudios han mostrado
que las especies de Salmonella spp. no se establecen facilmente en el tracto intestinal
del insecto; se ha demostrado que Pseudomonas aeruginosa se multiplica en el
intestino de B. germanica y la excrecion de la bacteria continua hasta 114 dias
posteriores a su establecimiento (Pai et al. 2005). Por tal motivo, se considera que las
cucarachas son un reservorio para microorganismos patdgenos.

Las cucarachas contienen proteinas que son potentes alérgenos ambientales,
especialmente en América, Europa, Taiwan, Tailandia y Sudafrica. Estudios han
demostrado que pacientes problemas en vias respiratorias son sensibles a las
cucarachas, debido a la exposicion con alergenos que este aporta, ademas se
encuentra asociado al desarrollo de asma en los primeros afios de vida en nifios (Lee
etal. 2012).

2.5 Sistema Inmunolégico

2.5.1

Respuesta Inmune Celular

Una vez que los patogenos entran al cuerpo de un insecto, se establece en el
intestino medio, hemocele u otras células y 6rganos. El reconocimiento de patdgenos
como extrafios y peligrosos induce una respuesta inmune que es impulsada por

maultiples tipos de células y tejido inmune (Hillyer 2016).



El sistema inmune de los insectos consiste en respuesta celular y respuesta
humoral. Estudios realizados acerca del sistema inmune del insecto, han demostrados
que la barrera mas importante para una infeccion es la respuesta celular (Khosravi et
al. 2016). La respuesta celular es mediadas por lo hemocitos como la fagocitosis, la
nodulacion y encapsulacion (Pech y Strand 2000; Lavine y Strand 2002). La
fagocitosis se refiere a la presencia de un pequefio niUmero de blancos microbianas
como bacterias o levaduras, por un hemocito individual. La nodulacion y
encapsulacion son respuestas inmunitarias innatas mas eficaces contra un mayor
nimero de patdgenos o parasitos en insectos, conduciendo a la captura del invasor
junto con los biopolimeros, melanina y esclerotina y proteinas. La encapsulacion se
refiere a mdaltiples hemocitos que se unen a un invasor grane como protozoos,
nematodos y parasitoides, que no pueden ser fagocitadas por una sola célula. La
union de multiples hemocitos a agregaciones de bacterias, hongos y protozoos
también se denominan nodulacion (Dubovskiy et al. 2016), por lo que los hemocitos
desempefian un papel importante en el mecanismo de defensa contra

microorganismos en el hemocele (Khosravi et al. 2016) (Fig. 2).
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Figura 2. Formacién de capsula/nddulo en insectos durante la invasién de microorganismo (parasito).
Tomado de Dubovskiy et al. 2016.



Las poblaciones de hemocitos se pueden dividir utilizando dos criterios: estado

espacial y propiedades funcionales, los hemocitos circulan con la hemolinfa, el cual
se denomina hemocitos circulantes o se unen a tejidos, denominado hemocitos
sésiles; los hemocitos sésiles pueden liberarse de su punto de unién y entrar en
circulacién, mientras que los hemocitos circulantes pueden unirse a tejidos y
convertirse en sésiles (Hillyer 2016)
La sangre de la cucaracha o mejor conocida como hemolinfa, es la que lleva a cabo
las funciones duales de la sangre y la linfa, es una sustancia incolora, que se
encuentra bajo una presion baja y es filtrada lentamente por las cavidades corporales
como el hemocele y se encuentra directamente en contacto con los tejidos. La
hemolinfa realiza todas las funciones de transporte de productos como la digestion
que lleva desde el intestino hasta los demas érganos y tejidos. Consiste en un plasma,
con una concentracion alta en aminoacidos libres y acido Urico, con numerosas
células incoloras de diferentes formas y tamafios, llamados hemocitos, quienes
realizan la funcion protectora (Cameron 1961).

El proceso de encapsulacion son mecanismos complejos que incluyen una
amplia gama de reacciones inmunes de tipo celular y humoral; se ha demostrado la
contribucion de sefiales asociadas a dafio (DAMP), generado durante la accién
mecanica o0 enzimatica al insecto por microorganismos invasores. Los receptores de
reconocimiento de patrones celulares y humorales de insectos (PRR) son capaces de
reconocer invasores e iniciar la adhesion de hemocitos al microorganismo. Después
de haber estado en contacto con los microorganismos invasores, los hemocitos
comienzan a extenderse y conducen a la formacién de una vaina superpuesta
alrededor del objeto. Estos procesos juntos desencadenan vias de sefializacion que
producen varios activadores de inmunidad.

El sistema inmune innato de los insectos se divide defensas humorales que
incluye, produccion de moléculas efectoras solubles y defensas celulares (fagocitosis
y encapsulacion). Los insectos producen varios tipos de hemocitos que se distinguen
por morfologia. Los hemocitos que circulan en los insectos en etapa larval o ninfa
son originados de dos fuentes: células progenitoras, estas son producidas durante la
embriogénesis y érganos hematopoyéticos (Strand, 2008).

Los tipos de hemocitos reportados en la literatura son prohemocitos, células
granulares (granulocitos), plasmatocitos, células esféricas (esferocitos) y

oenocitoides; estos tipos de hemocitos se han descrito de las especies de diversos

9



ordenes como Lepidoptera, Diptera, Ortoptera, Blattaria, Coleoptera, etc. (Lavine y
Strand 2002) (Fig. 3).

2.5.2 Respuesta Inmune Humoral

2.5.2.1 Actividad Fenol Oxidasa (PO).

La prophenoloxidasa (proPO) es la forma inactiva de la fenoloxidasa (PO). PO
es sintetizada principalmente por los hemocitos de los insectos (Ebrahimi et al.
2018). Cuando un insecto se encuentra ante la presencia de algin microorganismos
patogeno se activa la actividad fenoloxidasa, esta se encuentra en la hemolinfa de la
cucaracha lo que da la melanizacién del insecto a través de este sistema de defensa
del insecto, ademas de la formacion de difenoles en la cuticula del insecto (Fisher y
Brady 1982).

Coagulocyte Oenocytoid

Adipohemocyte

Figura 3. Tipos de hemocitos en insectos. Tomado de: Senyukovich Stanilova 2017.
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La activacion de esta enzima son una seria de eventos provocada por el sistema
propoactivador (proPO) proteinas capaces de unirse a polisacaridos y otros
compuestos asociados con microorganismos, proteinasas que se activan en presencia
de productos microbianos y otros factores (Soderhéll y Cerenius 2008). La enzima
fenoloxidasa (PO), cataliza la tirosina 3,4-dihidroxifenilalanina para iniciar la
melanizacion, se encuentra presente en todos los artrépodos. En insectos el precursor
inactivo (proPO) es activado por la presencia de organismos extrafios en el hemocele
(Dunn 1986).

Se sabe que los activadores enddgenos (serina proteasa) detectados en la
cuticula del insecto, activa la produccion de PO durante la reaccion de reparacién de
la herida (Hung y Buocias 1996).

La enzima fenoloxidasa estd implicada en la formacion de melanina. Esta
enzima cataliza la oxidacion de fenoles a quinonas, que posteriormente se
polimerizaran no enzimaticamente a melanina. Los mono- como los di-fenoles son
oxidados por la fenoloxidasa y los compuestos intermedios formados son tdxicos

para los microorganismos (Séderhall y Cerenius 1998).

2.5.2.2 Péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos tienen un papel importante en la lucha contra
patdgenos invasores en insectos. Debido a las infecciones microbianas en insectos,
los péptidos antimicrobianos se sintetizan en el cuerpo graso o en ciertas células de
hemolinfa de los insectos, y rapidamente se liberan en la hemolinfa para matar a los
microorganismos (Basseri et al. 2016).

Los péptidos antimicrobianos (AMPs) se identificaron y se aislaron de la
hemolinfa de las pupas de cecropias (polilla de gusano de seda de América del
Norte); hasta el momento se han identificado y purificado aproximadamente 150
péptidos antibacterianos. Asi mismo se han identificado cinco grupos principales de
péptidos antimicrobianos como, cecropinas, defensinas de insectos, proteinas de tipo
atacina (ricas en glicina), péptidos ricos en prolina y lisozima (Latifi et al. 2015).

Los AMPs como las defensinas y catelicidinas dan una respuesta protectora
contra infecciones y son componentes principales en la inmunidad innata en

vertebrados. Las bacteriocinas suprimen a las especies competidoras. Los AMPs han
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sido evaluados como una nueva alternativa como antibi6ticos, sustituyendo a los
antibioticos convencionales (Sang y Blecha 2008).

Las cucarachas son una buena fuente de agentes antimicrobianos, los tejidos
cerebrales de la cucaracha urbana muestran una actividad de amplio espectro. Kim et
al. (2016) realizaron un andlisis del transcriptoma de novo de P. americana, donde
fueron inmunizados y no inmunizados con Escherichia coli, y como resultado

obtuvieron una expresion de AMPs muy fuerte (Yun et al. 2017).

2.5.2.2 Lisozimas

Las lisozimas son un grupo evolutivamente conservado de enzimas, efector

inmunoldgico en el sistema inmune. Las lisozimas de tipo C estan estructuralmente
relacionadas con lisozimas caracterizadas que se encuentra en la albimina de los
huevos de gallina, y poseen actividad muramudasa, permitiendo la descomposicion
de las parees de las células bacteriana (Beckert et al. 2015).
Dentro del reino animal, las lisozimas se pueden clasificar en seis tipos: lisozimas de
pollo (C), lisozimas de tipo ganso (G) y lisozimas de tipo invertebrados (I), planta,
fago y bacteriano (Kong et al. 2016; Wang et al. 2018). Las lisozimas de tipo C,
presentes en vertebrados como invertebrados, son las lisozimas mas estudiadas
(Wang et al. 2018).

Las lisozimas son enzimas que destruyen las paredes de las células bacterianas
al hidrolizar componente polisacarido del peptidoglicano. En los insectos hay dos
clases de lisozimas, la lisozima de tipo C (Lyz C) con actividad muramidasa y
lisozima de tipo | (Lyz I) poseen actividad muramidasa e isopeptidasa (Beckert et al.
2016). Las lisozimas tipo C como 1 tienen lugar en insectos. La mayoria de los
genomas de insectos contienen lisozimas de tipo C excepto por el pulgén del &caro,
Acyrthosiphon pisum (Harris 1776). Debido a la capacidad que lisar bacterias, varios
estudios han demostrado un aumento en la expresion de lisozimas tipo C después de
la infeccion bacteriana, las lisozimas de tipo C también responden a diferentes tipos
de patdgenos, como hongos, virus y algunos parasitos. Ademas, algunas de estas
lisozimas de tipo C se potencian en el intestino del insecto y participan en procesos

bioldgicos mediante el control de la microbiota intestinal; asi como, facilitar la

12



digestion de bacterias como recurso alimenticio (Waterhouse et al. 2007; Wang et al.
2018).

Se han encontrado ocho nuevos genes de lisozimas de tipo C en el genoma de
Anopheles gambiae, las cuales tienen variacion considerable en la estructura de
genes y patrones de expresion. Los genes lyz C1, lyz C6 y lyz C7 se expresan
constitutivamente en todas las etapas de desarrollo desde el huevo hasta el adulto.
Los genes lyz C2 y lyz C4 también se encuentran en todas las etapas, pero sus niveles
son relativamente mas altos en estadio adulto. Los niveles de los genes lyz C3 y lyz
C8 son maés altos en estadio larval. Los genes lyz C1, lyz C6 y lyz C7 se encuentran
en todos los tejidos en estadio adulto, donde lyz C2 y lyz C4 tienen una expresion
restringida. Los genes lyz C1 y lyz C2 son mas inmunoreactivos, ya que su expresion

se incrementa a las 6- 12 h después de la exposicion con bacterias (Li et al. 2005).

2.6 Beauveria bassiana

El uso de productos quimicos para la eliminacion de cucarachas, es un riesgo
para la salud, ya que son aplicados en espacios habitables. Los hongos
entomopatdgenos son utilizados para el biocontrol de plagas. Estos entran en el
huésped a traves de la cuticula para causar infeccion en el insecto, ingresan por la
hemolinfa, produciendo toxinas, utilizan los nutrientes presentes en el hemocele para
evitar que el insecto active su respuesta inmune (Murali et al. 1999; Ambethgar
2009).

Una de las caracteristicas de los insectos es su exoesqueleto quitinoso, la
mayoria de los hongos y omicetos entomopatdgenos necesitan quitinasas para
penetrar al insecto hospedero; algunos de los hongos como Metarhizium y Beauveria
del orden Hypocreales, filo Ascomycota, crecen dentro del huésped como cuerpos de
hifas en forma de levadura, multiplicAndose asi por germinacion (Araujo y Hughes
2016).

B. bassiana es un hongo entomopatdgeno cosmopolita, con un amplio rango de
hospedadores cubriendo la mayoria de los 6rdenes de insectos como por ejemplo,
Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Lepidoptera, asi como también artropodos. B.
bassiana es utilizado como agente de control biolégico para diferentes plagas de
artrépodos. En algunos paises como china han utilizado B. bassiana para control de

plagas contra la oruga del pino (Thaumetopoea pityocampa, Denis y Schiffermdller,
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2.6.1

1775), el barrenador de maiz (Ostrinia furnacalis, Guenée, 1854), el afido del
melocoton (Myzus persicae, Sulzer, 1776) y aserrador de pino (Bursaphelenchus
xylophilus, Steiner y Buhrer 1934). B. bassiana también se est4 usado como una
herramienta de control bioldgico para vectores de enfermedades humanas, como lo
es el mosquito Anopheles que transmite enfermedades como la malaria, el mosquito
Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) que es un vector transmisor de los virus causantes
del Dengue, Chikungunya y virus Zika, el insecto Triatoma infestans, vector de la
enfermedad de Chagas y garraptas como Ixodes ricinus (L.) que transmiten la
enfermedad de Lyme (Valero-Jiménez et al. 2016).

Las especies de Beauveria son patégenas de insectos, son hongos facultativos
facilmente cultivables que pueden crecer como saprofitos y aislarse de todos los
ecosistemas. Especies y cepas de Beauveria aislados de cadaveres de insectos se han
caracterizado filogenéticamente. La mayoria de las cepas, incluso las aisladas del
insecto huésped, muestran un amplio rango de hospedadores incluyendo artropodos
(Ortiz-Urquiza y Keyhani 2016). B. bassiana infecta al insecto a través de esporas o
conidios aéreos, al establecerse en la superficie del huésped. Todas las etapas del
ciclo del hongo son infecciosas, incluyendo hifas, conidios aéreos, blastosporas y
conidios sumergidos. Los conidios aéreos son considerados la principal forma de
dispersion y las estructuras mas infecciosas, ya que son capaces de resistir en mayor
medida que las hifas y las blastosporas. Los conidios de B. bassiana se caracterizan
por ser hidrofébicos, uniéndose asi a la epicuticula del insectos, estructura rica en

hidrocarburos, acidos grasos y ésteres de cera (Valero-Jiménez et al. 2016) (Fig. 4).

Ciclo de infecciéon de Beauveria bassiana

El ciclo de infeccion de B. bassiana en insectos se dividen en siete pasos: 1)
para la infeccidn, los conidios se adhieren a la cuticula del huésped; 2) germinan y
forman un tubo germinal; 3) la cuticula se rompe utilizando una combinacion de
presion mecanica y degradacion enzimatica; 4) permitiendo que las hifas crezcan a
través de la cuticula e invadiendo el hemocele del insecto, donde cambia a
blastospora unicelular; 5) estas células circulan libremente a traves del hemocele,
donde rompen la hemolinfa para la nutricion y secretar toxinas que ayudan a matar al
huésped; 6) para una invasion sea exitosa requiere que las células fangicas evadan o

superen la respuesta inmune del huésped; 7) durante el crecimiento a través del
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hemocele. Cuando el huésped estd muerto, la cuticula se abre desde el interior,
permitiendo la salida del hongo del cuerpo del insecto y permitiendo la esporulacion
sobre el cadaver, facilitando que los conidios se dispersen e inicien una nueva
infeccion (Feng et al. 1994; Valero-Jiménez et al. 2016) (Fig. 4).

Figura 4. Proceso de infeccion de B. bassiana en insectos. Tomado de Valero-Jiménez 2016.

El objetivo del presente trabajo fue determinar el vinculo que existe entre la
respuesta inmunologica (humoral y celular) de la cucaracha urbana al estar infectada
0 ser expuesta a metabolitos de una cepa nativa de la muscarina blanca, ya que hasta
el momento no se tiene informacion detallada de la respuesta inmunoldgica de la
cucaracha después de exponerse a B. bassiana, ni se conocen las secuencias de
oligonucle6tidos que amplifiquen los transcritos de genes que expresen la produccion

de AMPs ni de lisozima producidos por P. americana.
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3. HIPOTESIS

El sistema inmune de la cucaracha Periplaneta americana es regulado por la
respuesta inmune celular (estimulacion de hemocitos y su actividad fenoloxidasa), y
humoral (cascada fenoloxidasa, produccion de péptidos antimicrobianos y lizosima)
ante la infeccion o exposicién a enzimas y toxinas producidas por la muscarina

blanca Beauveria bassiana.

4. OBJETIVO GENERAL

Determinar las diferencias en la produccién de hemocitos, actividad fenoloxidasa y
expresion de transcritos de lisozima y péptidos antimicrobianos de la cucaracha
Periplaneta americana, después de exponerlos a propagulos o sobrenadante del

cultivo de la cepa nativa BoPTG4 de Beauveria bassiana.

Objetivos Especificos

4.1 Disefiar oligonucledtidos que permitan la amplificacion de transcritos de genes que

codifican para la produccion de lisozima y de péptidos antimicrobianos en la

cucaracha urbana P. americana.

4.2 Analizar las diferencias en la expresion de genes de lisozima y de péptidos

antimicrobianos en adultos de P. americana después de exponerlos a propagulos o

sobrenadante del cultivo de la cepa nativa BBPTG4 de B. bassiana.

4.3 Definir algunos marcadores de la respuesta del sistema inmune celular y humoral de

P. amaricana, ante la infeccidn o exposicion de metabolitos de la cepa BBPTG4 de

B. bassiana.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Recoleccién de la muestras

Se recolectaron muestras de la cucaracha urbana de las alcantarillas de la
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn (UANL), se recolectaron un total de 195
individuos de P. americana hembras y machos en estadio adulto. Las cucarachas
fueron sometidas a 20 dias aisladas para descartar que estuvieran enfermas o
parasitadas. Posteriormente se establecio la colonia en la Unidad de Formulacion de
Bioldgicos del laboratorio de inmunologia y Virologia de la facultad de Ciencias
Biologicas de UANL. Para lograrlo, las cucarachas se colocaron en cajas Petri bajo
las condiciones de incubacion de 25 * 4°C, con una humedad relativa de 70 £ 5%
con un fotoperiodo 14:10 (luz:oscuridad). La dieta consistid tanto para las
cucarachas hembras y machos en croquetas para mascota (Pedigree) y algodén con
agua (Damas-Buenrostro 2012). Para posteriores ensayos se tomaron cucarachas de

la colonia ya establecida.

5.2 Cepa de Beauveria bassiana

Se evaluo la cepa nativa BbPTG4 (KC759728), esta cepa fue aislada de la

cucaracha urbana y ha demostrado ser virulenta contra P. americana.

5.3 Obtencién del inéculo

Para evaluar la cepa se inoculd una asada de la cepa BbPTG4 en caldo PDA
con Tween 80 al 0.05% en agua destilada estéril, se dejo incubar a temperatura
ambiente (20-25°C) por 10 dias; al tener un crecimiento de conidios, posteriormente
se inocularon 200 pL en agar PDA, y se dej6 incubar por 7 dias en oscuridad a 25 +
4°C.

Se observo la formacion de conidios, posteriormente se tomd un indculo de los
conidios formados y se realiz6 un microcultivo, esto para observar el porcentaje de
viabilidad de las esporas, se tomo el inéculo y se suspendieron en 5 mL de Tween,

para la suspension se mezclé en vortex hasta que se disolviera la muestra con el
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adyuvante. Posteriormente se filtr6 la muestra con un embudo y una gasa, para
eliminar cualquier residuo. Obtenida la suspension, se cortaron tres cuadritos de agar
PDA de 1x1 cm aproximadamente y se colocaron en porta objetos con tres diferentes
volumenes 50, 100 y 200 pL en los cuadros de PDA, se inocularon se les colocé el
cubre objetos, posteriormente se colocaron en cajas Petri de un diametro de 9 cm,
con un algodén hamedo, por menos de 18 h; pasadas este tiempo se observo al

microscopio y se realizo el conteo de esporas germinadas.

5.4 Preparacion de conidios aéreos

Obtenida la viabilidad de los conidios en los microcultivos, se realizé el conteo
de esporas en la cAmara de Neubauer, se contaron los 4 extremos de la cAmara y el
centro, en total se contaron 5 cuadrantes de la camara. Posteriormente se realizaron
los calculos para determinar la concentracion letal media (CLso), que fue de 1x10°
conidios/mL. Para lograrlo, en un tubo Eppendorf se colocaron los conidios
obtenidos de la placa de PDA, cuidadosamente con un bisturi estéril se realiz6 el
raspado, se le adiciond Tween. De acuerdo a la viabilidad de los conidios obtenidos,

se realizo el calculo para poder tener la solucion requerida de CLs.

5.4.1 Inoculacion de Conidios Aéreos en la cucaracha urbana

Para los bioensayos se expusieron 94 cucarachas en estadio adulto a la CLs
calculada para la cepa BbPTG4, de los cuales 60 eran hembras y 34 machos. Las
cucarachas inoculadas se enfriaron a una temperatura de 4°C por 15 min o hasta que
las cucarachas quedaran inmovilizadas, ya que a temperaturas bajas las cucarachas
entran en un estado de dormancia, cuando son sacadas de ese estado tienen un tiempo
de reaccion de aproximadamente 20 minutos, en el cual se realizaba la inoculacion.

Las cucarachas se desinfectaban con etanol al 70% con un hisopo,
desinfectando toda la superficie de la cucaracha, posteriormente de inoculaban con
100 pL de conidios aéreos en la parte abdominal de la cucaracha. En hembras y
machos se realizaba el mismo procedimiento. A las cucarachas control tenian el

mismo proceso de desinfeccion y se les inoculaba con 100 pL de Tween. Las
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cucarachas inoculadas y control se colocaron en cajas Petri con agua y alimento, y se

monitorearon por 7 dias.

5.5 Actividad Fenoloxidasa (PO)

Pasados los 7 dias posterior a la inoculacion, a las cucarachas que quedaron
vivas se les midid la actividad fenoloxidasa. Para esto, se tomaron 3uL de hemolinfa
del esterndn de la pata de la cucaracha con una micropipeta, y se agregaron 12 pL de
buffer de fosfatos (PBS). Posteriormente, se realizaron diluciones 1:5 para realizar la
medicion de la actividad fenoloxidasa por triplicado. En una placa de 96 pozos, en
cada pozo se colocaron 5 pL de la dilucion de hemolinfa mas 195 pL de la reaccion
L-DOPA (SIGMA). La lectura se realiz6 en el lector de Elisa en un periodo de
tiempo de 15 min. Como controles se agregdé L-DOPA 195 uL mas PBS 5 pL.

5.6 Conteo de Hemocitos.

Para el conteo de hemocitos se tomaron 2 pL de hemolinfa del esternon de la
pata de la cucaracha y se le adicionaron 10 pL de solucién de PBS, posteriormente se
tomaron 10 pL de la suspension y se colocaron en la cdmara de Neubauer para su

conteo.

5.7 Extraccion de RNA de la cucaracha.

Para la extraccion de ARN de la cucaracha se realizo por el método trizol (TRI
REAGENT, MRC). La muestra se tomd del intestino de la cucaracha; se extrajo la
cabeza, ya que estd conectada al tubo digestivo de esta, y se le cort6 el extremo de
abajo, para eliminar heces de la cucaracha. Posteriormente, se coloco en tubo de 1.5
mL y se le adicion6 1 mL de trizol y se homogeniz6 la muestra con un pistilo, hasta
suspender la mayor parte del intestino.

Posteriormente, se le agregaron 200 pL de cloroformo, se mezclo por inversion
y se dejo reposar por 10 min. Pasado este tiempo, las muestras se centrifugaron a
14,000 rpm por 10 min. Se transfirio el sobrenadante a un tubo nuevo de 1.5 mL, y se
agregd la misma cantidad de volumen de isopropanol frio, se mezclé por inversion y

se centrifugod a 14,000 rpm por 10 min.
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Se descarto el sobrenadante y se realiz6 un lavado con 500 pL de etanol al
70%, se centrifugo a 14,000 rpm durante 3 min y se descarto el etanol. Se dejo secar
la pastilla formada (con el ARN) durante 30 min. Posteriormente se re-suspendio en
50 pL de agua libre de nucleasas, se dejo calentar a 65°C durante 10 min, finalmente
se almacend a —20°C.

La medicidon de ARN se realizo en el espectrofotdmetro NanoDrop Lite 120V
Thermo Scientific®. Primero se calibro el equipo con 1 pL de agua miliQ que es la
misma agua utilizada para diluir el ARN. Posteriormente se adiciond 1 pL del ARN
y se midid las concentraciones a 260 nm con relacion de pureza de 260/280 nm.

5.8 Disefio de oligonucleotidos (Primers)

Los primers se disefiaron tomando la secuencia completa de algunos péptidos y
lisozimas ya descritas para P. america, usando el programa Integrated DNA
Technologies (IDT). Los primers disefiados fueron para amplificar los genes de
actina, lisozima i, lisozima C2, prolixicin, periplanetasin y lisozima C1 de P.

americana (Tabla 1).

Tabla 1. Secuencia de oligonucleétidos para la deteccion de los genes actina,

lisozima c1, lisozima c2, lisozima i, periplanetasin y prolixicin de P. americana

Actina GenBank: F5’-ACAATGAACTTCGAGTAGCTCC-3* 197 pb
AY116670 R5’-ACCGGAATCCAGCACAATAC-3’

Lisozima C1 GenBank: F5-ATGTGCCAGAAAGATCCAGAG3’ 159 pb
JQ754174 R’5 -ACAAGTCTGAACCCCACAAG-3’

Lisozima C2 GenBank: F5’-GACGAACTCTAATGCTTTTGGTG 3’ 109 pb
JQ754175 R5’-CCGAAACCTTGGGCTCTAAG-3’

Lisozima | GenBank: F5’ -TTCAGAATCACATGGGCCTAC-3> 186 pb
JQ754173 R5’-GTCAAAACAGGTCACAACGC-3’
Periplanetasin F5> -TAYCCNTGYAARTTR-3’ 45 pb

R5* -AARGUNCCNUUYCAY-3’
Prolixicin GenBank: F5’ -AAGGAAACATCTACCGAAGCC-3* 195pb
JX915873.1 R5’ -TTGCGGACTAGAAAGAGGAAC-3
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5.8.1 Sintesis de cADN

Para la sintesis de cADN se realiz6 con el kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Thermofisher®), de acuerdo al protocolo que proporcind el
proveedor. Se preparo la mezcla con Buffer RT 10X, dNTP mix 25 X (100mM), RT
random Primers 10X, Nuclease-free H,O y Multiscribe™ Reverse Transcriptase,
hasta alcanzar un volumen final de 20 pL. En la Tabla 2 se muestra la reaccion de
retro-transcriptasa realizada. Posteriormente la mezcla se colocé en un termociclador
Axygen Maxygene® se sometié a 4°C por 10 min, seguido de 2 h a 37°C, finalmente
a 84°C por 5 min.

5.9 Amplificacion de lisozimas y péptidos antimicrobianos de P. americana

El cADN obtenido se sometié a una reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), con la finalidad de observar cual de los oligonucleétidos realizados nos
amplificaba, se utilizaron 6 juegos de oligonucleotidos (Tabla 1). La mezcla se
prepard de la siguiente manera: Buffer 1X (Green Go Taq, PROMEGA), los
oligonucledtidos sentidos 100 nanomolar (actina F, lyz C1 F, lyz C2 F, lyz | F,
periplanetasin F, prolixicin F), y los oligonucléotidos antisentido (actina R, lyz C1
R, lyz C2 R, lyz I R, periplanetasin R, prolixicin R) y 1 microlitro de cDNA para un
volumen final de 20 uL se coloco en un termociclador (Tabla 2). La reaccién se
sometio a un ciclo de 95°C por 5 min, a 34 ciclos de 3 etapas de 95°C por 30 seg,
54°C por 30 seg y 72°C por 30 seg y finalmente un ciclo de 72°C por 5 min. El
producto de PCR se sometio a una electroforesis en un gel de agarosa al 1% en un
buffer borato de sodio (SB) a un voltaje de 100 volts por 60 min y se visualizé con
bromuro de etidio en exposicion a luz ultravioleta en el transluminador (ChemiDoc
XRS+ Bio-Rad).
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Tabla 2. Reactivos y soluciones empleados para la obtencion de cDNA

10X RT Buffer 2.0 uL

25X dNTP Mix (100mM) 0.8 uL

10X RT Random Primers 2.0 pL
MultiScribe ™ Reverse Transcriptase 1.0puL
Nuclease-free H,O 4.2 uL

cDNA 10 pL

5.9.1 PCR Tiempo Real

La amplificacion de transcritos en tiempo real (QPCR) se realizé de acuerdo al
protocolo que proporciona el proveedor de la marca Thermofisher®. Primeramente
el cADN se realizo diluciones de 1:5 en agua destilada. Para generar la curva de
estandarizacion, las muestras se analizaron por triplicado. Generada la curva, las
muestras se analizaron individualmente para cada juego de oligonucledtido. La
mezcla se realizd de la siguiente manera: 2X SYBR® Green PCR Master Mix
(Applied biosystems), oligonucle6tidos sentidos de lisozimas, AMPs y el cDNA para
alcanzar un volumen total 10 pL (Tabla 3). Posteriormente, las muestras se colocaron
en el termociclador Applied Bse, donde el equipo determind el ciclo de umbral (Ct)

de nuestras muestras.

Tabla 3. Reactivos y soluciones empleados para la

amplificacion de genes de lisozima por gPCR

SybrGreen® 10 uL
Primer fordward 2.50 uL
Primer Revers 2.50 puL
CADN 3.0uL
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6. RESULTADOS
6.1 Evaluacion de la cepa BbPTG4
Evaluada la cepa BbPTG4, se midid el porcentaje de viabilidad que tenian las
esporas, el cual su porcentaje de viabilidad fue del 99%. Para el tratamiento se
utilizaron conidios aéreos (CA) con una CLs de 1x10® conidios/mL. Los resultados

mostraron una mortalidad del 30% para hembras y del 23.5% para machos (Tabla 4).

Tabla.4 Mortalidad de cucarachas (adultos) y confirmacion de infeccion por B.

bassiana.
Cucarachas Inoculadas Control Muertas B. bassiana
Hembras 60 70 21 18
Machos 34 31 8 8

Se verificd que la mortalidad de las cucarachas fuera debido al hongo, colocando el
cadaver individualmente en cdmara con humedad, donde se observo la generacion de

micelio aéreo y esporulacion de B. bassiana (Fig. 5).

Figura 5. Confirmacion de infeccién y muerte de adultos de P. americana causada por la
exposicion de la cepa BboPTGA4 de B. bassiana después de colocar los caddveres en cdmara
himeda. A) Esporulacion sobre el cadaver de una hembra; B) Esporulacion sobre el cadaver

de un macho.
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Ademas, se tomo una de las extremidades (pata) del cadaver de la cucaracha y
se inoculé en medio PDA con antibidtico (Fig. 6), hasta observar la formacion del

micelio aéreo.

Figura 6. Crecimiento de B. bassiana en medio PDA con antibiético, se colocé alguna
extremidad que tuviera crecimiento del hongo.

Si después del periodo de incubacién habia crecimiento del hongo en el medio
de cultivo, se tomaba una muestra y se confirmaba morfologicamente con azul de

lactofenol (Fig. 7), observando hifas y conidios de B. bassiana.

Figura 7. Tincion del cultivo de B. bassiana con azul de lactofenol. Muestra tomada del
crecimiento en el medio de cultivo PDA con antibiético.
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6.2  Sistema inmunoldgico celular

Se evalud el sistema inmunoldgico de la cucaracha después de haber sido
expuesta a B. bassiana PTG4. Se realizo el conteo de hemocitos tanto en cucarachas
hembras y machos inoculados y control, el cuadl mostré un porcentaje altamente
significativo en el conteo de hemocitos en cucarachas tratadas comparado con el
control (P <0.001) (Fig. 8). Asi mismo, se observd un porcentaje significativo mayor
en el conteo total de hemocitos en cucarachas machos tratadas comparado con el
control (P <0.05) (Fig. 9).

Hemocitos Hembras

1.20E+07
1.00E+07 -
8.00E+06 -
6.00E+06 |

4.00E+06 - B Cucarachas Hembras

Hemocito/mm3

2.00E+06 -

3.13E+06

Inoculadas Control

0.00E+00 -

Hembras

Figura 8. Comparacion de conteo de hemocitos entre cucarachas hembras tratadas y control, con una
diferencia altamente significativa (P <0.001).

Hemocitos Machos

9.00E+06 -
8.00E+06 -
7.00E+06 -
6.00E+06 -
5.00E+06 -

4.00E+06 -
3.00E+06 - 6.14E+06 M Cucarachas Machos

2.00E+06 - g

1.00E+06 -
Inoculadas Control

Hemocitos/mm3

0.00E+00 -

Cucarachas Machos

Figura 9. Comparacion de conteo total de hemocitos entre las cucarachas machos tratados y
control, con una diferencia significativa (P <0.05).
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Al comparar por conteo celular entre hembras y machos expuestos a BbPTG4,
no se observaron diferencias significativas entre las hembras tratadas comparadas
con los hemocitos totales de los machos tratados (Fig. 10). Los machos mostraron

una expresion celular significativamente més alta que las hembras.

Hemocitos
1.20E+07
B Cucarachas Tratadas
1.00E+07 -
(32)
E 8.00E+06 -
S~
[7%])
£ 6.00E+06 -
(8]
°
€ 4.00E+06 -
T
2.00E+06 - -
0.00E+00
Inoculadas Control Inoculadas Control
Hembras Machos

Figura 10. Conteo total de hemocitos entre hembras y machos después del tratamiento. No
se observaron diferencias significativa entre el conteo total de hemocitos entre machos
comparado contra las hembras.

6.3 Sistema inmunolégico humoral

Para la evaluacion del sistema inmune tipo humoral de la cucaracha en estadio
adulto ante la exposicion de PTG4 de B. bassiana. Se realizé6 mediante la medicion
de la actividad fenoloxidasa (PO) de hembras y machos después de haber sido
expuestos al tratamiento. En el cual se observa una diferencia significativa entre las
hembras tratadas y el control (P <0.05) (Fig. 11A). Asi mismo se observa una
diferencia significativa (P <0.05) entre machos tratados y control (Fig. 11B).

Al comparar la actividad PO de las cucarachas hembras y machos tratados B.
bassiana, se observo una diferencia significativa entre las hembras comparada con

los machos (Fig. 12).
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Figura 11. Comparacion de la actividad fenoloxidasa (PO) entre cucarachas adultos A)
hembras tratadas con BbPTG4 y control. B) P machos tratados con BbPTG4 y control.
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Figura 12. Actividad fenoloxidasa (PO) entre cucarachas hembras y machos tratados con la

cepa PTG 4 de Beauveria bassiana.
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6.4 Deteccion de genes relacionados a la respuesta inmune de cucarachas

Se disefiaron seis juegos de oligonucleétidos para medir la expresion de
lisozimas y péptidos antimicrobianos en las cucarachas tratadas con B. bassiana, asi
como un gen enddgeno actina (Tabla 5), para realizar una comparacion en cuanto a
la expresion.

Después de haber realizado la extraccion de RNA de las cucarachas, se
procedié a la realizacion de cDNA para observar la amplificacion de nuestros genes
de interés por medio de PCR. En el cual se pudimos ver las amplificaciones de
actina, lisozima I (lyz 1) y lisozima C2 (lyz C2), por medio de una electroforesis (Fig.
13).

Tabla 5. Secuencia de oligonucleétidos para la deteccion de lisozimas y péptidos

antimicrobianos de P. americana

actina GenBank: F5’-ACAATGAACTTCGAGTAGCTCC-3’ 197 Pb
AY116670 R5’-ACCGGAATCCAGCACAATAC-3’

lisozima C1 GenBank: F5’ ~ATGTGCCAGAAAGATCCAGAG3’ 159 Pb
JQ754174 R’5-ACAAGTCTGAACCCCACAAG-3’

lisozima C2 GenBank: F5-GACGAACTCTAATGCTTTTGGTG 3’ 109 Pb
JQ754175 R5’-CCGAAACCTTGGGCTCTAAG-3’

lisozima | GenBank: F5’ -TTCAGAATCACATGGGCCTAC-3’ 186 Pb
JQ754173 RS’ -GTCAAAACAGGTCACAACGC-3’

periplanetasina F5° -TAYCCNTGYAARTTR-3’ 45 Pb
R5’ -AARGUNCCNUUYCAY-3’
prolixicina GenBank: F5° ~AAGGAAACATCTACCGAAGCC-3’ 195 Pb

IX915873.1 RS -TTGCGGACTAGAAAGAGGAAC-3
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Figura 13. Expresion de los genes actina (197Pb), lyz | (186 Pb) y lyz C2 (104 Pb) en
Periplaneta americana. Carril 1 = marcadores de peso molecular; carril 2 = control; carriles
3-7, amplificacion de los genes de periplanetasina, prolixicina, actina, lyz | y lyz C2.

6.4.1 Expresion de lisozimas por g°PCR

Para ver la eficiencia de los genes de interés y del gen enddgeno se realizaron
diluciones seriadas para la estandarizacion de nuestra curva estandar (Fig. 14), donde
se pudo observar la eficiencia de la amplificacion del gen lisozima | (Fig. 14B) y
lisozima C2 (Fig. 13C) (genes de interés) y actina (gen enddgeno) (Fig. 14A).
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Figura 14. Expresion de genes en adultos de P. americana. A) gen enddgeno actina; B) expresién de
lisozima I; C) expresion de lisozima C2

6.4.2 Expresion de lisozimas después de ser expuesta a BboPTG4

Las cucarachas hembras y machos que sobrevivieron a la exposicion de B.
bassiana, se realizo la expresion de los genes de lisozima | (lyz I) y lisozima C2 (lyz
C2) por la técnica de gPCR. Los resultados mostraron que la expresion de estos dos
genes fue diferente (P <0.001) entre los machos expuestos comparados con el
control. Sin embargo, se observaron diferencias (P <0.05) entre el gen lyz | y lyz C2
(Fig. 15A), comparado con el control.
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En el caso de la expresion de genes de lisozima | (lyz 1) y lisozima C2 (lyz C2),
los resultados mostraron una diferencia altamente significativa (P <0.001) entre la
expresion del gen lyz I comparada con el control; sin embargo, no se observaron
diferencias entre el gen lyz C2 comparado con el control. Haciendo una comparacion
entre los genes lyz | 'y lyz C2, se observaron diferencias (P <0.001) (Fig. 15B) entre
estos dos genes en cucarachas hembras inoculadas con la cepa BbPTG4 de B.

bassiana.

A

=
=N
J

M genes

© o o 9o
oN b oo
1

Expresion relativa

Actina Lyz | Lyz C2
Machos

140
120 +
100 -+
80 -
60 -
40
20 ~

M Genes

Expresion Relativa

Control Lyz | Lyz C2
Hembras

Figura 15. Expresion de los genes lisozima | (lyz 1) y lisozima C2 (lyz C2) en cucarachas adultos
inoculados con la cepa BbPTG4 de B. bassiana. A) hembras; B) machos.
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DISCUSION

P. americana es una cucaracha sinantrépica mas importante a nivel mundial.
Esta especie es responsable de episodios graves y recurrentes de asma, alergias y de
enfermedades de importancia medica. Por lo cual es importante desarrollar
estrategias para controlar esta plaga. Los hongos entomopatdgenos son ampliamente
utilizados para el control de plagas agricolas, se han realizado estudios acerca del
efecto de hongos conocidos como B. bassiana y M. anisopliae contra las cucarachas.
(Hubner-Campos et al. 2013).

B. bassiana ocupa un lugar importante en el manejo de plagas. Es un parasito
mas versatil capaz de atacar y penetrar a su huésped en varias etapas de desarrollo.
B. bassiana se ha utilizado para el control de varias plagas, como el gorgojo del
camote (Cylas formicaruis F.), la mosquita blanca (Bemisia tabaci) (Gennadius,
1889); el gusano de hoja de algodon (Spodoptera littoralis) (Boisduval), y la
mariposa de la col Pieris brassicae L., entre otros insectos plaga. B. bassiana podria
usarse para el control bioldgico de cucarachas debido al habitat que estos insectos
promueven la infeccion micética inicial y su posterior diseminacion (Mudoi et al.
2017, -2018).

Los resultados obtenidos en nuestro laboratorio demuestras que el aislamiento
de B. bassiana fue efectivo contra P. americana mediante la exposicion directa de
conidios aéreos, mostrando diferencias en la virulencia del entomopatdgenos en las
diferentes fases del insecto (ninfas tardias y adultos: hembras y machos) (Damas-
Buenrostro 2012). En este trabajo se optd por la utilizacion de conidios aéreos de
B. bassiana en la fase adulta en hembras y machos. La mortalidad que obtuvimos fue
del 37.5 % en hembras y un 27% entre machos. Mudoi et al. (2017) realizaron un
estudio con B. bassiana inoculada en diferentes estadios de P. americana donde
obtuvieron una mortalidad en el estadio adulto de un 26%; concluyendo en su trabajo
que la infectividad varia con la composicion genética de la cepa para la produccion
de toxinas fungicas, obstruccion fisica de la circulacion sanguinea, el agotamiento de
nutrientes o por la variabilidad innata del hongo para invadir al insecto huésped.

Se han demostrado que B. bassiana es un patogeno fangico prometedor para el
control de cucaracha en donde ha demostrado una mortalidad del 100% dentro de los

6 dias en condiciones de laboratorio para B. germanica y 11 dias para P. americana,
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mientras que los productos quimicos han mostrado una accion mas lenta para estas
dos especies de cucarachas (Wang et al. 2016).

Otro estudio realizado por Hubner-Campos et al. (2013) demostré la eficacia
que tienen los hongos entomopatdgenos para el control bioldgico de la cucaracha
urbana, dejando claro que B. bassiana y cepas de Metarhizium son activos contra
esta plaga, produciendo toxinas que causaron la paralisis temprana de ninfas y
adultos infectados y contribuyeron a la eficacia fungica. Ellos mencionan que otras
especies de hongos entomopatdgenos que pueden causar mortalidad muy altas contra
una amplia gama de insectos pero causan un mortalidad <20% para P. americana son
considerados no buenas hospedantes. Nuestros resultados mostraron un porcentaje de
mortalidad >20%. Por lo que la cepa BbPTG4 de B. bassiana es un buen candidato
para el control de P. americana.

Los rasgos inmunologicos que se miden comunmente incluyen la
supervivencia de infecciones patdgenas, recuento o actividad de hemocitos
circulantes, actividad antimicrobiana, encapsulacién y actividad fenoloxidasa (Giglio
et al. 2017). En nuestro trabajo los rasgos inmunolégicos que se midieron fueron el
recuento total de hemocitos circulantes y actividad fenoloxidasa después de los siete
dias de la inoculacién de la cepa BbPTG4 de B. bassiana.

El sistema inmune es activado cuando algun agente patdégeno ataca al
hospedero. El sistema inmune de tipo celular, esta compuesto de células sanguineas
circulantes de los insectos llamadas hemocitos, estos se adhieren y forman cépsulas
multicelulares alrededor de objetos extrafios que entran en el hemocele. El grosor de
la capsula depende no solo de la especie del insecto sino también de la naturaleza del
objeto encapsulado. Los hemocitos normalmente circulan libremente dentro de la
cavidad corporal del insecto.

La hemolinfa, asi como las proteinas presentes en el plasma de la hemolinfa,
tiene multiples funciones, que van desde funciones fisioldgicas, como el
almacenamiento de nutrientes o la regulacion hormonal, asi como procesos inmunes
que median la respuesta a patdgenos potenciales.

En nuestro trabajo se realizo el conteo total de hemocitos en el cual se observa
una diferencia significativa (P <0.001) en el conteo total de hemocitos en machos
comparado con las cucarachas hembras. Gunnarsson y Lackie et al. (1985) realizaron
un estudio sobre la encapsulacién hemocitica en la langosta Schistocerca gregaria y

la cucaracha P. americana; ellos observaron que el nimero de hemocitos total de la
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cucaracha macho adulta tenia tres veces mas plasmatocitos disponibles para
encapsular un objeto implantado que la langosta macho adulta.

Se han investigado el sistema inmune celular innato en insectos informando
que hay un aumento en el nimero de hemocitos durante el desarrollo de larvas de la
especie de Harmonia axyridis y una disminucion en el nimero de hemocitos durante
la edad adulta (Reficha et al. 2017). Las reacciones de defensa en invertebrados
frecuentemente se observa la melanizacion. La enzima involucrada en la sintesis del
pigmento de melanina es la fenoloxidasa, la cual es capaz de oxidar los fenoles a
quinonas, que posteriormente polimerizan en forma no enzimatica a melanina. La
melanina junto con sus intermediarios, tienen propiedades fangicas. En la hemolinfa
de los artropodos se ha detectado una proenzima inactiva llamada profenoloxidasa
(proPO). Este es activado durante el reconocimiento de agentes extrafios. Una vez
activado proPO genera algunos factores que estimulan a los hemocitos para la
eliminacién del material extrafio (Vargas y Ortega 1994).

Los hemocitos son células inmunes que circulan en la hemolinfa y participan
en el reconocimiento y la encapsulacion de patogenos. Por el contrario, la
fenoloxidasa media principalmente la melanizacion de objetos extrafios y funciona a
través de la activacion de la cascada de pro-fenoloxidasa, su precursor inactivo se
almacena tipicamente en la hemolinfa y los hemocitos (Vogelweith et al. 2017).

El conteo celular de las hembras es menor comparado con el de los machos,
por lo que probablemente los hemocitos no reconocen al agente extrafio y la PO se
encarga de la eliminacion del patégeno por medio de la melanizacion. Mastore et al.
2015 modularon la respuesta inmune de Rhynchophorus ferrugineus (Olivier)
inducido por el nematodo Steinernema carpocapsae y observaron que los hemocitos
de R. ferrugineus participaban activamente en la formacion de cépsulas contra
objetos abidticos.

Se ha mencionado que la proporciéon de hemocitos varia dependiendo si la
cucaracha fue anestesiada con CO, 0 simplemente enfriada a la inmovilidad, ya que
no todos los hemocitos estaran circulando en un momento dado y es posible que en
insectos inmaviles y refrigerados algunos hemocitos no salgan de la suspension. Por
lo contrario de utilizar solucion salida o anticoagulante y el uso de CO,, que
estimulan la actividad muscular causando que muchos de los hemocitos no

circulantes entren a la circulacion (Gunnarsson y Lackie 1985).
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La melanizacion, es una respuesta inmunitaria prominente en artrépodos
incluyendo insectos, desempefiando un papel importante en la cicatrizacion de
heridas y el secuestro de patdgenos en varias especies como por ejemplo en
Drosophila melanogaster Meigen. Se han realizado estudios acerca del
comportamiento inmunolégico de muchos insectos, esto con el fin de ver cuales son
sus mecanismos ante la presencia de patogenos Yy las diferencias que se presentan de
acuerdo al sexo, estadio, reproductividad de los insectos. Volgelweith et al. (2017)
realizaron un estudio en Forficula auricularia L. en diferentes estadios, donde
descubrieron que la exposicion temprana a los patdgenos generalmente aumentaba la
concentracion de hemocitos, pero no la actividad total fenoloxidasa. Pero en el
estadio adulto observaron que la actividad PO era mas alta en las hembras adulto en
comparacion con los machos adultos, aumentando la supervivencia en el estadio
adulto. Los resultados de Volgelweith et al. (2017) concuerdan con los resultados
que presentamos donde se observa una diferencia significativa en la actividad PO en
hembras que en machos en estadio adulto.

La lisozima juega un papel importante en la defensa de insectos, ya que tienen
la capacidad genética para producir lisozimas multiples de diferentes tipos contra
microorganismos, y varios de estos genes han sido identificados por analisis de
expresion génica global después de la exposicion microbiana (Kong et al. 2016;
Callewaert y Michiels 2010). La mayoria de las lisozimas exhiben actividades
antibacterianas ejerciendo actividad de muramidasa.

Como se menciona anteriormente, el gen de lyzC1 se expresan constitutiva-
mente en todas las etapas del desarrollo desde el huevo hasta el adulto. Ademas, el
genes lyzC2 se encuentran en todas las etapas, pero con niveles relativamente mas
altos en adultos, ademas de tener una expresion mas restringida, como lo menciona
Li et al. (2005). Beckert et al. (2016) produjeron lisozima | en el escarabajo arlequin
mariquita invasor Harmonia axyridis Pallas ante la presencia de la levadura Pichia
pastoris, donde la lisozima se producia en el cuerpo graso.

Se ha observado que la expresion del gen lyzC2 se incrementa
significativamente entre 6 y 12 h después de ser expuesto a bacterias. La actividad
de la lisozima inducible (tipo C) en la hemolinfa se ha demostrado para muchos
ordenes de insectos, incluidos los dipteros, lepidopteros, ortoptera y coledpteros.
Algunas lisozimas de tipo C tienen actividad contra bacterias grampositivas y contra

bacterias gramnegativas, demostrando que las lisozimas de tipo C juegan un papel
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importante en la defensa del insecto contra las bacterias (Callewaert y Michiels
2010).

Las cucarachas expuestas a la cepa de PTG4 de B. bassiana el gen de lisozima
I jugo un papel importante en la defensa de la cucaracha ante la invasion del hongo,
observando una expresion mas alta en hembras que en machos.

En muchos de los casos las lisozimas de tipo | y C se encuentran localizadas en
el tracto digestivo y son capaces de digerir bacterias (Fujita 2004). Por lo que
creemos que lisozima de tipo | puede tener un rol importante en la funcion digestiva
contra el hongo de B. bassiana tanto en hembras como en machos activando el
sistema inmunoldgico innato. Hay muy poca informacion acerca de la expresion de
lisozimas en cucarachas ante la presencias de microorganismos patdgenos, sin
embargo se sabe que las lisozimas juegan un rol importante en la inmunidad de los
insectos, atacando microorganismos patdgenos. Por esto, los resultados obtenidos de
este proyecto de investigacion pueden ayudar a entender mejor los mecanismos de
resistencia de las cucarachas no solo a insecticidas quimicos, sino también a

biologicos.
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CONCLUSIONES

La cepa PTG4 de Beauveria bassiana es un buen candidato para el biocontrol de
adultos de la cucaracha P. americana.

El sistema inmunoldgico (celular y humoral) de adultos de P. americana se activa
ante la infeccion por la cepa PTG4 de B. bassiana.

La expresion de lyz 1 y lyzC2 es significativamente menor en el intestino de
cucarachas machos infectados con la cepa PTG4 de B. bassiana.

La expresion de lyz | es significativamente mayor en el intestino de cucarachas

hembras infectadas con la cepa PTG4 de B. bassiana.
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PERSPECTIVAS

Evaluar la expresion de lisozimas y péptidos antimicrobianos en los estadios
de ninfas juveniles y tardias de la cucaracha urbana después de exponerlos a
los conidios de la cepa PTG4 de B. bassiana.

Observar las diferencias del sistema inmune de la cucaracha urbana en los
diferentes estadios de ninfas y ninfas juveniles de la cucaracha urbana a
diferentes horas después de haber sido expuestos a los conidios de la cepa
PTG4 de B. bassiana

Determinar la expresion de lisozimas y péptidos antimicrobianos en
diferentes zonas del cuerpo de la cucaracha urbana (cuerpo graso, hemolinfa,
intestino medios, intestino final).

Analizar el papel de la lisozima de tipo | ante la presencia de la cepa PTG4 de
B. bassiana

Evaluar el péptido periplanetasin de la cucaracha urbana ante la exposicion

de la cepa PTG4 de B. bassiana.
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