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RESUMEN

Acrobasis nuxvorella (Lepidoptera: Pyralidae) mejor conocido como gusano barrenador de
la nuez (GBN) es un insecto plaga de Carya illinoinensis (Wang.) K. Koch o nogal pecanero.
Ocasiona pérdidas considerables al cultivo de nuez pecana el cual es muy importante en México.
Este insecto se adapto al nogal pecanero a pesar de su alto contenido en compuestos fendlicos. En
este trabajo hipotetizamos que, en su evolucion, el insecto se adapto al nogal pecanero asociandose
simbidticamente con bacterias intestinales productoras de la enzima fenoloxidasa, para catabolizar
los compuestos fendlicos presentes en su alimento. Se reactivd un grupo de 178 aislados de
bacterias obtenidas previamente por nuestro grupo de investigacion. Del intestino de larvas del
GBN, se realizd una prueba cualitativa de actividad fenoloxidasa en placas Petri donde se
obtuvieron 9 aislados positivos. Posteriormente se cuantificd la actividad fenoloxidasa en un
espectrofotdmetro obteniéndose actividades en un rango de 0.8 a 3.5 U/ug de proteina. El aislado
que present6 la menor actividad fue etiquetado como 30 y el de la mayor, como 31. Se realizo la
identificacion de los aislados mediante el uso del gen RNA 16S, encontrando que los aislados
corresponden a diferentes especies de Bacillus, siendo las cepas 24, 66 y 29: Bacillus pumilus, las
cepas 65, 62, 28 y 23 Bacillus safensis, 30: Bacillus altitudinis y 31: Bacillus xiamenensis. Estas
especies de Bacillus se han reportado con actividad de enzimas multicobre oxidasas. Sin embargo,
es la primera vez que se reporta su actividad fenoloxidasa. En conclusion, las larvas de GBN
contiene bacterias intestinales productoras de la enzima fenoloxidasa que podrian estar capacitando
al insecto en la catabolizacién de los compuestos fenolicos presentes en su dieta.

Palabras claves: Enzima, compuestos fenolicos, bacterias intestinales, bacillus.
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ABSTRACT

Acrobasis nuxvorella better known as GBN is an insect pest of Carya illinoinensis or pecan
nut, causing losses to the pecan nut crop that is very important in Mexico, this insect was adapted
to the pecan nut even though it produces phenolic compounds in high concentrations. In this study
we hypothesize that GBN in its evolution was adapted to the pecan nut by associating symbiotically
with gut bacteria producing the enzyme phenoloxidase to catabolize the phenolic compounds
present in its food. A group of 178 isolates of bacteria from the gut of the A. nuxvorella larvae
obtained in a previous work of the laboratory was reactivated, a qualitative test of phenoloxidase
activity in Petri dish was carried out where a total of 9 positive isolates were obtained.
Subsequently, the phenoloxidase activity was quantified in a spectrophotometer, obtaining
activities in a range of 0.8 to 3.5 U/ug of protein. The isolate that presented the lowest activity was
the named 30 and the highest was 31. The identification of the isolates was carried out by using the
RNA 16S gene sequencing, finding that the isolates correspond to different species of Bacillus,
being the strains 24, 66 and 29: Bacillus pumilus, the strains 65, 62, 28 and 23 Bacillus safensis,
30: Bacillus altitudinis and 31: Bacillus xiamenensis. These Bacillus species have previously been
reported with multicopper oxidase enzyme activity; however, this is the first time their
phenoloxidase activity has been reported. In conclusion, GBN larvae contains intestinal bacteria
producing the enzyme phenoloxidase that could be enabling the insect in catabolization of phenolic

compounds present in its diet.

Key words: Enzyme, phenolic compounds, intestinal bacteria, bacillus.
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1. INTRODUCCION

Acrobasis nuxvorella (Lepidoptera: Pyralidae) o Gusano Barrenador de la Nuez (GBN) es
un insecto Lepiddptero mondfago de Carya illinoinensis (Wang.) K. Koch o nogal pecanero. El
cultivo de nogal pecanero es de importancia econémica en varios estados de México incluyendo a
Sonora. Las plantas para defenderse del ataque de las plagas han desarrollado sistemas de defensa
como la produccion de metabolitos disuasivos de la alimentacion. Para el caso del nogal pecanero,
la estrategia evolutiva ha sido producir altas concentraciones de compuestos fenolicos: estos
compuestos, podrian actuar como mecanismo de defensa de la planta, produciendo dafios en el
intestino de los insectos, impidiendo que la planta continue siendo consumida. Por otro lado, los
insectos herbivoros han evolucionado, adaptandose a las defensas de la planta, estableciendo
relaciones simbidticas con su microbiota intestinal, las cuales los capacitan para sobrevivir al
ataque de las plantas. Se presume que esta simbiosis permite la degradacion de los compuestos
fenolicos de la planta catabolizada por enzimas especificas presentes en algunas especies del
microbioma, inactivando asi, su efecto dafiino hacia el insecto (Rasiravuthanahalli et al, 2017). La
planta del nogal pecanero produce taninos, compuestos fenolicos que podrian llegar a intoxicar a
las larvas del gusano barrenador de la nuez. Sin embargo, esto no ocurre, aun cuando las larvas
consumen el follaje de la planta. Estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion
demostraron que los simbiontes intestinales del gusano barrenador de la nuez producen la enzima
tanasa para hidrolizar los taninos (Corrales -Maldonado et al., 2022). La accién de dicha enzima
produce la liberacién de altas concentraciones de acido galico, el cual, también podria ejercer un
efecto toxico sobre el insecto. La capacidad reproductiva del insecto como plaga del nogal pecanero
(Corella-Maduefio et al., 2011), es indicio de que esto no ocurre, por lo que puede suponerse que
los simbiontes intestinales del GBN producen enzimas que catabolizan las altas concentraciones
de &cido galico liberado. Dentro de las enzimas que ejercen su actividad sobre los compuestos
fenolicos se encuentran las multicobre oxidasas; entre ellas las polifenoloxidasas. Por lo anterior,
hipotetizamos que Acrobasis nuxvorella se evade algunas de las defensas del nogal pecanero
asociandose con bacterias simbiontes productoras de la enzima fenoloxidasa que lo capacitarian a
catabolizar los compuestos fendlicos, para demostrar esta hipdtesis planteamos como objetivo
general de este trabajo identificar en la microbiota del intestino de larvas de Acrobasis nuxvorella

bacterias productoras de la enzima fenoloxidasa.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Relacion Acrobasis Nuxvorella-Carya Illinoinensis

Acrobasis nuxvorella (Lepidoptera: Pyralidae), es una de las plagas mas importantes de Carya
illinoinensis (Wang.) K. Koch o nogal pecanero. Esta plaga tiene su origen en la regién que divide
al sur de Estados Unidos de America y al norte de México. Historicamente ha sido un problema
importante para las zonas productoras americanas, desde el centro de Texas y Oklahoma hacia el
este, hasta el oeste de Mississippi, hacia el norte a lo largo del valle del rio Mississippi hasta
Missouri, Illinois y el sur de Ohio (Knutson y Ree, 2019). En México se extiende por el norte y
centro de la Republica produciendo pérdidas considerables en los estados productores de nuez de
Chihuahua, Sonora, Durango y Nuevo Leon y a otros pequefios productores de Coahuila y de la
zona comprendida entre Guanajuato e Hidalgo (Harris et al., 2008). En los estados productores
mexicanos, el GBN causa pérdidas hasta del 40 % de la produccion, si no se controla mediante la
aplicacion de insecticidas o con el uso de enemigos naturales (Corella-Maduefio et al., 2012; Fu-
Castillo et al., 2013). Entre los agentes quimicos utilizados para el control de GBN se encuentran
los insecticidas de diacilhidracina metoxifenozida y tebufenozida, toxicos principalmente para las
larvas de lepidopteros. En cuanto al control bioldgico, las formulaciones de Bacillus thuringiensis
subespecie kurstaki son toxicas solo para las larvas de lepiddpteros, pero debido a su corta
persistencia en condiciones de huerto no se usan en huertos comerciales. También se ha tratado de
establecer controles utilizando feromonas o avispas y moscas parasitas. A pesar de los diversos
controles implementados el GBN se sigue extendiendo, tanto en México como en Estados Unidos
de Ameérica. Se supone que el movimiento y el comercio de arboles de vivero infestados y yemas
para injertos es el principal medio de transmision del gusano (Kutson y Ree, 2019).

El GBN es un insecto Lepiddptero, mondfago ya que se alimenta exclusivamente del nogal
pecanero; es holometabolo, lo que significa que lleva a cabo una metamorfosis en todas las etapas
de desarrollo, pasando por huevo, larva, pupa y adulto. Ademas, es multivoltino, llevando a cabo
aproximadamente 4 generaciones durante la etapa reproductiva de la planta del nogal pecanero
(Fu-Castillo et al., 2010). Este insecto ha co-evolucionado con Carya illinoinensis acoplando su
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ciclo de vida a la fenologia del nogal pecanero. Cuando el nogal pierde las hojas en el otofio, por
ser caducifolio, el insecto teje un capullo con sus propias heces y con seda que el mismo produce
y pasa el invierno dentro del capullo en forma de larva (Kutson y Ree, 2019). Una vez que llega la
primavera y el arbol brota, el insecto percibe la sefial quimica de que hay alimento disponible y
sale a alimentarse de brotes tiernos y de pequefias nuececillas inmaduras (Corella-Madueiio et al.,
2011). La larva barrena la nuez y dentro de ella pupa y se convierte en adulto, para posteriormente
copular y ovipositar, para dar origen a la primera generacion (Corella-Maduefio et al, 2012) (Figura
1). Esta resulta ser la generacion de gusanos que mas dafio ocasiona al cultivo, debido a que
coincide con las nuececillas de tamafio muy pequefio, cuya céscara aun no se encuentra lignificada
y por tanto son mas vulnerables para ser consumidas por la larva. Esta reportado que una sola larva
puede llegar a consumir un racimo completo de nuececillas. Es por ello que el control de la plaga
es muy importante cuando se presenta la primera generacion (Fu-Castillo et al., 2010). Ubicar
nuececillas dafiadas es una tarea sencilla ya que el insecto forma un tapon con sus propias heces
aglomeradas con hilos de seda. Ademas, las nuececillas dafiadas toman una coloracion café, dando

una apariencia caracteristica y reconocible de dafio por esta plaga (Figura 2).

2.2 Caracteristicas de Carya illinoinensis como Alimento de Acrobasis nuxvorella

Carya illinoinensis es una planta caducifolia que pierde sus hojas en el otofio, para posteriormente
entrar en dormancia durante el invierno, manteniendo su metabolismo al minimo durante los meses
de noviembre a marzo (Crosa et al., 2023). Por su parte Acrobasis nuxvorella en su evolucion se
adaptd a este receso metabdlico y para pasar el invierno las larvas construyen un capullo que le
sirve de proteccion durante el invierno. Al inicio de la primavera, donde la planta de nogal reanuda
su metabolismo, empezando con la brotacion, el insecto percibe este crecimiento vegetativo que le
indican que al exterior del capullo hay alimento, con lo cual rompe la diapausa o receso invernal
(\Vargas-Arispuro et al., 2013). Para consumir las nuececillas, las larvas de Acrobasis nuxvorella
barrena la cascara no lignificada de la nuececilla, introduciéndose con facilidad ya que esta es muy

tierna.
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Figura 1. Ciclo de vida de Acrobasis nuxvorella como insecto holometabolo pasa por los estadios
de huevo, larva, pupa y adulto (Corella-Maduefio et al., 2012).

Figura 2. Dafio producido por Acrobasis nuxvorella en las nuececillas en diferentes etapas del
desarrollo. A. La primera generacion dafia nuececillas tiernas, B. Dafio por la segunda generacién
a nueces mas desarrolladas y C. La tercera generacion dafia nueces mas cercanas a la madurez.

Dentro de esta nuececilla y cuando su estado larval es el requerido, puede llegar a pupar para
posteriormente emerger en forma de palomilla o imago. Por su parte, Carya illinoinensis para
defenderse del ataque de los herbivoros produce moléculas disuasorias como son los compuestos
fendlicos. En especifico, el nogal pecanero es rico en taninos condensados e hidrolizables, los
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cuales en altas concentraciones forman complejos con las proteinas disminuyendo su
disponibilidad y pueden ocasionar efectos toxicos en el metabolismo de los animales o insectos
que los consumen (Yuan et al., 2020). Cuando estos taninos se hidrolizan se genera como producto
de la hidrolisis: acido galico, catequina, epicatequina, acido elagico y derivados del acido elagico
entre otras moléculas, segun lo revisado por Sharma en el 2019 en algunos casos se pierden los
efectos toxicos con la hidrolisis de los taninos (Sharma, 2019). Es importante resaltar que las altas
concentraciones de taninos no afectan al GBN, por lo que se presume que algun factor lo puede
estar protegiendo. En una investigacion reciente realizada en nuestro grupo de trabajo, se observo
que el crecimiento de las larvas del GBN es asistido por bacterias simbiontes intestinales
productoras de la enzima tanasa (tanino acil hidrolasa E.C. 3.1.1.20), la cual puede hidrolizar estos

compuestos, liberando acido galico en altas concentraciones (Corrales-Maldonado et al., 2022).

2.3 Simbiontes Intestinales en Insectos

En sus procesos evolutivos y adaptativos, los insectos se han ido asociando con microorganismos
que los asisten para obtener aquello que no son capaces de producir por si mismos o que no obtienen
de la dieta. Estos microorganismos producen una serie de metabolitos que mejoran el metabolismo,
la reproduccidn y la respuesta inmune del hospedero, entre otros (Ottaviani et al., 2011). Entre los
microorganismos mas reportados en asociaciones simbidticas encontramos a los hongos, levaduras,
bacterias, virus, protozoarios y arqueas (Zhao et al., 2022). Por ejemplo, los &fidos, se alimentan
de la savia de las plantas, que es rica en carbohidratos, sin embargo, es pobre en vitaminas y
aminoacidos, estos insectos en particular son asistidos por la bacteria Buchnera aphidicola que
produce para ellos vitaminas del complejo B (Blow et al., 2020).

La simbiosis que establecen los insectos con las bacterias puede ser de dos tipos: primaria, que es
cuando la bacteria produce un metabolito indispensable para la sobrevivencia del insecto, por lo
cual el insecto no sobrevive sin la bacteria. Se le llama secundaria o facultativa, a la simbiosis en
la cual el insecto puede sobrevivir sin la bacteria, sin embargo, en condiciones no Gptimas
(Ottaviani et al., 2011). Los estudios de simbiosis mas amplios que se han realizado en insectos

recaen en tres areas principales que son: simbiosis nutricional, de proteccion contra patdogenos y
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productoras de enzimas y en la mayoria de los casos se han realizado en insectos modelo como
Bombyx mori que es un Lepiddptero modelo para el estudio de la fisiologia de este grupo de
insectos (Zhang et al., 2022) o en plagas importantes como son las termitas (Scharf y Peterson,
2021).

2.3.1 Simbiontes Productores de Nutrientes

Los insectos son incapaces de producir por si mismos muchos de los nutrimentos esenciales para
su desarrollo (Blow et al., 2020). Los insectos que se alimentan de dietas muy especificas, o que
son mondfago, no obtienen todos los nutrientes que necesitan de su dieta por lo que requieren de
suplementar los nutrientes deficientes de su dieta y es ahi donde los simbiontes juegan un papel
muy importante al aportar al insecto los elementos nutricionales que no obtiene de su dieta
aportando algunas enzimas que les ayudan a metabolizar su fuente de energia (MsangoSoko et al,
2021). Un ejemplo son los insectos que se alimentan de madera, son asistidos por sus simbiontes
con el aporte de enzimas celulasas que les ayudan a metabolizar su fuente de energia (MsangoSoko
etal, 2021). En el caso de los afidos la simbiosis nutricional con Buchnera aphidicola, y Wolbachia
spp las cuales les aportan vitaminas del complejo B (Blow et al., 2020). Especificamente, las
especies Wolbachia sintetizan las vitaminas biotina y riboflavina demostrado en saltamontes

[Laodelphax striatellus (Fallén), y Nilaparvata lugens (Stal)] (Ju et al., 2020).

2.3.2 Simbiontes Productores de Metabolitos Defensivos

Los insectos por ellos mismos han desarrollado la capacidad de defenderse de sus enemigos
naturales como depredadores o patdgenos, sin embargo, también son asistidos por bacterias
simbiontes produciendo metabolitos defensivos (Van Moll et al., 2021). La industria de produccion
de farmacos ha encontrado en los simbiontes de los insectos, una fuente de produccion de

compuestos que son medicamentos para consumo humano, por ejemplo: el género de bacterias
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Streptomyces produce una serie de metabolitos que han sido usados como antibiéticos en humanos
como, por ejemplo: los p-lactamicos, macrdlidos, glucopéptidos estos fueron aislados
principalmente de Streptomyces (Kumar et al., 2022). Con el incremento de la resistencia de las
bacterias a los antibidticos, recientemente se realizé un estudio sobre la presencia de Streptomyces
en 2580 microbiomas de insectos para ser utilizados como una fuente potencial de nuevos
compuestos antibioticos, encontrando la presencia de Streptomyces en el 56% de las especies de
insectos de 13 oOrdenes, se obtuvieron en total 10, 178 aislados, correspondiendo 1326 al orden
Lepiddptera (Chevrette et al., 2019).

2.3.3 Simbiontes Productores de Enzimas

Se ha atribuido que la adaptabilidad de los insectos a los diferentes ecosistemas en los que se
encuentran se debe a la asistencia que reciben de sus simbiontes (Jing et al, 2020). Las bacterias
intestinales que se han adaptado al insecto producen enzimas que les ayudan a metabolizar lo que
reciben en su dieta, muchos de ellos son herbivoros que su dieta es rica en celulosa, lignocelulosa,
xilanasa, pectinasa, entre otros carbohidratos complejos siendo recalcitrantes o de dificil digestion
(Berasategui et al., 2016).

2.4 Enzimas Catabolizadoras de Metabolitos en Plantas

La materia de la que se alimentan los insectos, en muchos casos son moléculas complejas para las
cuales, los insectos no tienen herramientas quimicas o bioquimicas para metabolizarlas, casos de
ejemplo son la celulosa, la lignina, los taninos, siendo en estos casos donde los insectos reciben
asistencia de los simbiontes, los cuales producen aquellas enzimas que van a hidrolizar las
moléculas poliméricas complejas en monémeros, algunas de la enzimas que se han reportado que
son producidas por simbiontes en el intestino de insectos son: Celulasas, ligonocelulasas y

xilanasa, entre muchas hidrolasas més (Danso et al., 2022). Cuando las enzimas actlan para
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hidrolizar los biopolimeros presentes en la dieta de los insectos, comunmente se liberan altas
concentraciones de compuestos fendlicos que son susceptibles de ser oxidados por las enzimas

multicobreoxidasas como la polifenoloxidasa.

2.5 Multicobre Oxidasas

Las multicobre oxidasas es un grupo de enzimas que lleva a cabo algunos procesos oxidativos en
el metabolismo de los organismos (Valles et al., 2020). Estas enzimas participan en muchas
actividades metabdlicas como pigmentacion, sintesis y degradacion de lignina, entre otras (Wu et
al., 2015). En este grupo se encuentran tirosinasas, fenol oxidasas y lacasas (Dittmer y Kanost,
2010). En particular las fenoloxidasas en los insectos tiene la capacidad de detoxificar los
compuestos fenolicos que se encuentran en exceso, evitando un dafio por toxicidad (Wu et al.,
2015). Por otro lado, se ha demostrado gque las enzimas muticobre oxidasas son producidas por
algunas bacterias como: Streptomyces, Bacillus y Pseudomonas (Claus, 2004; Singh et al., 2011).
A su vez, se ha demostrado la presencia de estas bacterias como parte de la microbiota intestinal
de diversos insectos (Paniagua-Voirol et al., 2018), estos antecedentes nos han llevado a hipotetizar
que los simbiontes intestinales de larvas de Acrobasis nuxvorella son capaces de producir fenol
oxidasa que mediante una oxidacion de compuestos fenolicos capacita a las larvas consumir como

Unico alimento a Carya illinoinensis.
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3. HIPOTESIS

Las larvas de Acrobasis nuxvorella contiene bacterias intestinales que producen

fenoloxidasa las cuales le permiten alimentarse del nogal pecanero.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Identificar en la microbiota del intestino de larvas de Acrobasis nuxvorella bacterias productoras
de la enzima fenoloxidasa.

4.2 Objetivos Especificos

1. Reactivar y realizar pruebas bioquimicas a aislados de bacterias intestinales de larvas de A.
nuxvorella.

2. Determinar cualitativamente actividad fenoloxidasa en aislados bacterianos contenidos en el
intestino de larvas de A. nuxvorella.

3. Determinar cuantitativamente fenoloxidasa en los aislados del intestino de larvas de A.
nuxvorella.

4. Identificar las bacterias aisladas que producen fenoloxidasa.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material Bioldgico

Los aislados bacterianos que se utilizaron para este trabajo, fueron previamente obtenidos del
intestino de larvas de A. nuxvorella. Las larvas fueron extraidas de nueces inmaduras, infestadas
en huertos de nogal pecanero ubicados en Camargo, Chihuahua en 2019. Para este estudio se
utilizaron 178 aislados bacterianos, los cuales estuvieron preservados a -80°C en un ultra

congelador (NuAire) en caldo de soya tripticaseina (TSB marca BD) en viales con glicerol al 80%.

5.2 Pruebas Bioquimicas a Aislados del Intestino de A. nuxvorella

Se realizaron pruebas biogquimicas (oxidasa, catalasa y tincién de Gram) a los aislados bacterianos
(Fernandez et al., 2010). La prueba oxidasa se realiz6 colocando cada muestra con un palillo de
madera estéril sobre papel filtro estéril y con una jeringa afiadiendo a la muestra una gotaden’, n’,
n', n'-tetrametil-p-fenilendiamina, resultando citocromo C oxidasa positiva aquellos aislados que
presentaron un cambio de coloracion de blanco a azul y como negativos los que no presentaron
cambios de coloracion. La prueba catalasa se llevo a cabo colocando una muestra de cada aislado
con un palillo de madera estéril sobre un portaobjeto, sobre la muestra se agregé una gota de
perdxido de hidrogeno al 30%, aquellos aislados que presentaron burbujeo al afiadir el peréxido de
hidrogeno se consideran positivos a catalasa y los que no presentaron burbujas son negativos.

La tincion Gram, se hizo colocando una gota de agua estéril sobre un portaobjetos, y sobre la gota
de agua y con un palillo de madera estéril se coloco muestra del aislado y se mezclaron. Se dejo
evaporar el agua y una vez que la muestra se seco, se fijé con el mechero. Posteriormente, se realizo
latincidn, primero se coloco una gota de cristal violeta cubriendo toda la muestra dejandolo durante
1 min y luego se enjuagd con agua, seguido se adiciono lugol a la muestra durante 1 min y se lavo

con agua, se afiadio una gota de mezcla alcohol- acetona por 30 s a la muestra y se lavo con agua,
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finalmente se cubrid con una gota de safranina por 30 s y se lavo. Una vez realizadas todas las
tinciones, se observaron al microscopio con aumento 100x y se determino si los aislados resultaron
ser bacterias Gram positivas 0 negativas. En base a las pruebas anteriores se corroboré la pureza
de los aislados para continuar con las técnicas siguientes. Cabe mencionar que todo el material que

se utilizé fue esterilizado en la autoclave marca Napco (8000-DSE).

5.3 Seleccidn de Aislados con Actividad Fenoloxidasa

Para llevar a cabo la cuantificacion de la actividad enzimatica fenoloxidasa, previamente fue
necesario realizar una seleccion de aislados mediante la prueba de tamizaje en placa. Esta consistio
en inocular los aislados en un caldo de induccién preparado a partir de dos soluciones que
posteriormente se mezclaron hasta su homogenizacién. La primera consistio en buffer M162
constituido por 0.5 mL de citrato férrico 0.01 M, 0.04 g de sulfato de calcio deshidratado, 0.2 g de
cloruro de magnesio hexahidratado, 0.1 g de &cido nitriloacético aforados con 100 mL de agua
destilada. La segunda, fue una solucion micronutritiva, que se prepardé mezclando 0.5 mL de acido
sulfarico, 0.228 g de sulfato de magnesio hidratado, 0.5 g de sulfato de zinc heptahidratado, 0.5 ¢
de &cido borico, 0.025 g de sulfato de cobre pentahidratado, 0.025 g de molibdato de sodio
hidratado, 0.045 g de cloruro de cobalto aforados con 100 mL de agua destilada. Para preparar 1 L
del caldo de induccién se disolvieron 2 g de Triptona méas 2 g de extracto de levadura en 900 mL
de agua destilada y 100 mL de la solucion M162 ya conteniendo la solucién micronutritiva, luego
se ajustd el pHa 7.0 £ 0.2y se esterilizd para su posterior uso (Kaur et al., 2017).

Los aislados bacterianos se inocularon en el caldo de induccion y se incubaron en agitacion por 72
ha 40 °C a una velocidad de 170 rmp (shaker Ika modelo KS 3000i). Transcurrido este tiempo, se
escogieron aquellos aislados que presentaron crecimiento en el caldo mencionado, para sembrar
las bacterias en agar Luria Bertani (LB) adicionado con sulfato de cobre (0.1%) ya que el cobre es
cofactor de la enzima y L-tirosina (0.1%) que es el sustrato. Aquellos aislados que no crecieron en
el caldo de induccion fueron descartados del estudio. Los aislados que mostraron crecimiento con
colonias color café se consideraron positivos a fenoloxidasa, esto se debe a que la enzima actia

causando oxidacion del sustrato con la posterior polimerizacion del mismo formando pigmentos
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de color café (Garcia et al., 2006). Como control positivo se usé la bacteria Pseudomonas
aeruginosa, ya que es productora de la enzima fenoloxidasa y como control negativo se inocul6 en
agar LB sin adicionar sulfato de cobre ni tirosina, todo lo anterior se realiz6 por duplicado. Para la
cuantificacion de la proteina polifenoloxidasa se utilizé el Kit de Pierce BCA (Thermo Scientific),

el resultado se expresdé como U/ug de proteina.

5.4 Cuantificacion de Actividad Fenoloxidasa

Los cultivos bacterianos obtenidos del cultivo de induccion se centrifugaron a 5000 rpm durante
10 min para sedimentar los restos celulares y obtener sobrenadantes transparentes. Se afiadio 1 mM
de PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo), para inhibir la actividad proteasa en el sobrenadante.
La enzima se obtuvo por precipitacion del sobrenadante con sulfato de amonio a una saturacion del
85%. Posteriormente se centrifugd a 13, 000 rpm durante 20 min. El sedimento de proteina se lavo
con buffer de fosfato 0.1 M pH 6.0 y se dializ6 contra el mismo buffer de fosfato. La actividad
fenoloxidasa se determino espectrofotométricamente usando la metodologia descrita por Dalfart y
colaboradores (2006), registrando el aumento de absorbancia a una longitud de onda de 475 nm,
utilizando como sustrato L-tirosina. La mezcla de reaccion consistié en adicionar 50 pL de L-
tirosina a una concentracion de 0.1 M (disuelta en fosfato 2 mM pH 5) méas 900 uL de buffer de
fosfato 100 mM (pH 5.5), la reaccion se inici6 mediante la adicion de 50 uL de la muestra
enzimatica. Para reportar la actividad especifica enzimética se cuantificd la proteina producida
utilizando el kit de Pierce (Thermo Scientific). Una unidad enzimatica especifica es definida como

la cantidad de enzima que cataliza la formacién de 1 pmol de producto por minuto a 40 °C.

5.5 Identificacion de Aislados con Actividad Fenoloxidasa

Los aislados que presentaron actividad fenoloxidasa cuantificable, fueron identificados utilizando
el gen ribosomal RNA 16S. Para ello se realiz6 una extraccion de ADN genomico usando un mini
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kit QIA amp ADN (QIAGEN, Alemania). Se utilizaron los iniciadores universales 519F (5°-
CAGCMGCCGCGGTAATWC-3’) y 1301R (5’- TACTAGCGATTCCGACTTC-3) para la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion
inicial a 95 °C por 5 min, 30 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 1 min cada uno, alineacion
del iniciador a 5 °C por 1 min y extension de la cadena de ADN a 72 °C por 2 min y un paso final
de extension de cadena 72 °C por 10 min. Los productos de PCR fueron analizados en gel de
electroforesis con agarosa al 1% y visualizados con una tincion con Gel-Red (Biotium, USA). La
purificacion de los productos de PCR se llevd a cabo con una columna GFX (Amersham Bio-
Science, USA) y la concentracion y pureza fue medida en un espectrofotémetro Nanodrop 2000,
tomando en cuenta la relacién: 260/280. La identidad se obtuvo por comparacién con secuencias
depositadas previamente en la base de datos del GenBank usando el algoritmo Blast

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

5.6 Andlisis Estadistico

Se le realiz6 una ANOVA de una via de los datos de la cuantificacion de la actividad fenoloxidasa,
para determinar si existen diferencias significativas entre la actividad enzimatica obtenida de los
diferentes aislados positivos. La comparacion de medias se realizé segun Fisher (p<0.05), con el
programa NCSS, 2023 (NCSS, 2023).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Para este estudio se utilizaron los aislados bacterianos que fueron obtenidos de intestinos de larvas
de Acrobasis nuxvorella en trabajos previos del laboratorio. Las larvas de Acrobasis nuxvorella
fueron colectadas en plantas de nogal pecanero de huertos ubicados en Camargo, Chihuahua. Los
aislados bacterianos se mantuvieron preservados en caldo soya tripticaseina (TSB) y glicerol al

80% a temperatura de -80°C.

6.1 Reactivacion de Aislados de Acrobasis nuxvorella

Los aislados que se encontraban almacenados a -80 °C fueron reactivados para realizar las pruebas
bioquimicas. En el cuadro 1 se muestran los resultados de esta evaluacion, donde se aprecia la
division en grupos, cada grupo representa el numero de aislados recuperados, el medio de cultivo
que provienen se muestra en la columna 2, en la tercera columna se muestran los medios de cultivo
de reactivacion de los aislados, la cuarta columna muestra el nimero de aislados recuperado por
grupo, las columnas posteriores muestran los resultados de las pruebas bioquimicas (catalasa,
oxidasa y gram). Se obtuvieron 178 aislados bacterianos viables de 224 que se encontraban en

almacenamiento.

6.2 Pruebas Bioquimicas de Aislados del Intestino de A. nuxvorella

Respecto a las pruebas bioquimicas, el 100 % de los aislados resultaron catalasa positivos, en la
prueba de oxidasa unicamente 10 fueron positivas, el resto negativas y finalmente en la prueba de
tincién Gram de las 178 s6lo 2 resultaron Gram negativa, el resto resultaron Gram positivas. una
vez realizadas las pruebas bioquimicas observamos las caracteristicas morfoldgicas de las colonias

de los aislados, en los bordes observamos que eran ondulados, enteros o filamentosos, las formas
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eran circulares o rizoides, y las elevaciones que presentaron algunas eran convexas y otras planas
siendo de textura mucoide o0 membranosa. Martinez y colaboradores (2021) realizaron un estudio
de la diversidad bacteriana contenida en el intestino de 3 depredadores de la cochinilla de nopal,
obteniendo aislados con caracteristicas morfoldgicas similares a las reportadas en nuestro estudio,
respecto a la tincion Gram ellos obtuvieron aproximadamente la mitad de los aislados como Gram
negativo y la otra mitad Gram positivo, mientras que en nuestro estudio el 98.8 % resultaron Gram

positivas.

Cuadro 1. Caracterizacion mediante pruebas bioquimicas de aislados de bacterias intestinales
obtenidas de larvas de A. nuxvorella.

Medio de cultivo de Medio de cultivo N. de

Grupo ; . L . Catalasa Oxidasa Gram
aislamiento de reactivacion  aislados

1 Caldo Luria Bertani Caldo TSB 32 32 + 29 — 32 +
Agar LB Agar TSA 0- 3+ 0-

2 Caldo Pseudomonas Caldo TSB 23 23 + 22 — 22 +
Agar Pseudo. King's Agar TSA 0- 1+ 1-

3 Caldo TSB Caldo TSB 31 31+ 27 — 31+
Agar TSA Agar TSA 0- 4+ 0-

4 Caldo PDB Caldo TSB 40 40 + 37 - 39 +
Agar PDA Agar TSA 0- 3+ 1-

5 Caldo MRS Caldo TSB 26 26 + 25— 26 +
Agar MRS Agar TSA 0- 1+ 0-

6 Caldo Cerebro corazén Caldo TSB 26 26 + 24 — 26 +
Agar sangre Agar TSA 0- 2+ 0-

Total, de aislados =178

6.3 Ensayo de Tamizaje de Actividad Fenoloxidasa en Aislados Bacterianos

Con base en las pruebas bioquimicas y caracteristicas morfoldgicas se seleccionaron 65 aislados
por sus caracteristicas diferenciadas. De los aislados seleccionados, 44 presentaron crecimiento en
el caldo de induccidn, el cual sirvio de preparacion a las bacterias para la produccion de la enzima.

Los aislados inducidos fueron sembrados en agar Luria Bertani (LB) con sulfato de cobre y tirosina
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para evaluar la actividad de fenoloxidasa. En el cuadro 2 se muestran los 9 aislados que presentaron
crecimiento con coloracién marrén, que es la indicacion de produccién de la enzima fenoloxidasa.
Para esta evaluacion se utilizé la bacteria Pseudomonas aeruginosa como control positivo, la cual
es conocida por producir la enzima y como control negativo el agar LB sin adicionar sulfato de
cobre ni tirosina.

La figura 3 muestra placas Petri con crecimiento de bacterias productoras de fenoloxidasa, la cual
produce un cambio de coloracion (marrén) de la colonia. La Figura 3A, muestra el crecimiento de
la bacteria Pseudomonas aeruginosa, nuestro control positivo en agar LB, conteniendo sulfato de
cobre y tirosina como sustrato de la enzima, en donde el cobre actia como un cofactor, ya que la
enzima fenoloxidasa es parte del grupo de enzimas oxidasas multicobre (Sanchez et al., 2011). La
Figura 3B muestra al aislado 66 que resulto positivo para producir la enzima fenoloxidasa en este
ensayo. Cada imagen muestra el crecimiento bacteriano en el agar LB que fue nuestro control

negativo.

Cuadro 2. Aislados bacterianos que presentaron un resultado positivo de produccion de enzima
fenoloxidasa en ensayo de tamizaje.

Grupo al que pertenecen Aislados fenoloxidasa positiva
1 24, 65, 66
2 30
3 31, 62
4 28
6 23,29
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Figura 3. B) Aislado 66 fenoloxidasa positivo.

6.4 Cuantificacion de la Actividad Fenoloxidasa

Se realizd la cuantificacion de actividad fenoloxidasa en espectrofotometro de los 9 aislados que
mostraron actividad en el ensayo de tamizaje. El resultado se muestra en la figura 4. Se puede
apreciar que todos los aislados presentaron actividad enzimatica especifica en un rango de 0.8 a
3.5 U/ug de proteina, donde la menor actividad la presento el aislado 30 y la mayor el 31. El aislado
28 presentd una actividad enzimatica estadisticamente igual (p<0.05) a la presentada por el aislado
30. Los aislados 23, 66, y 24 no mostraron diferencias significativas entre ellos (p<0.05) siendo las
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actividades de: 3.2, 3.1y 2.8 U/ug de proteina, respectivamente. Los aislados 62, 29 y 65 fueron
estadisticamente iguales entre si, presentando una actividad de: 2.7, 1.8 y 1.5 U/ug de proteina,
respectivamente. El control positivo que es Pseudomonas aeruginosa fue el que presento la

actividad mas baja siendo de: 0.7 U/ug de proteina.

b

o |

T T T . T T Za T T T

62 23 66 PA 29 28 65 24 31 30

Actividad Fenoloxidasa (U/ug proteina)

Aislados intestinales de A. nuxvorella
Figura 4. Actividad Fenoloxidasa producida por los aislados bacterianos intestinales obtenidos del
intestino de larvas A. nuxvorella. PA=Pseudomonas aeruginosa como control positivo. Literales
diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).

6.5 Identificacion de Aislados Positivos a Actividad Fenoloxidasa.

La identificacion de los aislados que resultaron productores de fenoloxidasa mostrando actividad
especifica (Figura 4), se muestran en el cuadro 3. Utilizando el resultado de la secuenciacion del
gen ribosomal 16S y realizando comparaciones con las secuencias depositadas en GenBank
utilizando el algoritmo BLAST, se lleg0 a la identificacion de las especies. Los aislados del grupo

1 etiquetados como 24 y 66 corresponden a la bacteria Bacillus pumilus, al igual que el aislado 29
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del grupo 6. El aislados 62 y 65 del grupo 1, asi como el aislado 28 del grupo 4 y el 23 del grupo 6
son Bacillus safensis. En cuanto al aislado 31 del grupo 3 corresponde a la especie Bacillus
xiamenensis y finalmente el aislado 30 del grupo 2 corresponde a Bacillus altitudinis.

El resultado de la identificacion de las bacterias, concuerda con la revision realizada por Paniagua-
Voirol y colaboradores (2018) donde al revisar los principales géneros de bacterias que han sido
reportados en el intestino de los Lepiddpteros, los Bacillus ocupan el segundo sitio en abundancia
después de Pseudomonas. La especie Bacillus pumilus fue previamente reportada como productora
de enzimas multicobre oxidasa, exhibiendo actividad manganeso oxidasa (Su et al., 2013).

Todas las especies productoras de la enzima fenoloxidasa identificadas en este trabajo pertenecen
al género Bacillus. Bacillus safensis esta reportado como capaz de sobrevivir en ambientes
extremos. Esta capacidad se debe a sus caracteristicas fisiologicas y genotipicas; la bacteria se aislo
por primera vez como contaminante de la instalacion de ensamblaje de naves espaciales (SAF) en

el Laboratorio de Propulsion a Chorro en Estados Unidos (Lateef et al., 2015).

Cuadro 3. Resultado de la identificacion de los aislados productores de la enzima fenoloxidasa

GRUPO AISLADO IDENTIFICACION
1 24 Bacillus pumilus
1 65 Bacillus safensis
1 66 Bacillus pumilus
2 30 Bacillus altitudinis
3 31 Bacillus xiamenesis
3 62 Bacillus safensis
4 28 Bacillus safensis
6 23 Bacillus safensis
6 29 Bacillus pumilus
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7. CONCLUSION

Las larvas de Acrobasis nuxvorella contiene bacterias intestinales productoras de la enzima
fenoloxidasa que podrian estar capacitando al insecto en el catabolismo de los compuestos
fendlicos presentes en su dieta.
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