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Resumen

Los insectos son de los organismos mas importantes en los ecosistemas terrestres, pero también
son indispensables en aquellos ambientes modificados por el hombre como los cultivos y las
ciudades. Los insectos han sido estudiados desde hace mucho tiempo pero, con el surgimiento
de la biotecnologia, el enfoque que se le ha dado a los estudios esta cambiando. Por ejemplo,
los insectos sociales estan siendo investigados debido a las relaciones simbidticas que
mantienen con microorganismos productores de sustancias antimicrobianas. Es por este motivo
qgue en el Centro de Investigacion en Biotecnologia (CIB) del Instituto Tecnolégico de Costa
Rica (ITCR) se han realizado investigaciones para determinar la presencia de actinobacterias
en colonias de avispas sociales, y probar su actividad antibidtica. Este manuscrito tiene como
objetivo realizar una revision de los resultados obtenidos hasta el momento a partir de los
proyectos de investigacion realizados en el CIB. De los diferentes proyectos se consolidd una
coleccion de 60 actinobacterias, que también inhibieron el crecimiento de cepas relacionadas
con patégenos humanos y de insectos. Debido a los resultados obtenidos, actualmente se
estan desarrollando dos proyectos de investigacion para analizar el genoma de las cepas con
mayor inhibicion, y para caracterizar los metabolitos secundarios. A partir de las investigaciones
realizadas, se ha demostrado que las avispas de la tribu Epiponini mantienen asociaciones
con diversos géneros de actinobacterias que presentan actividad antibidtica, ademas de que
estas poseen una variedad de genes asociados a la produccion de compuestos bioactivos.
Los resultados demuestran que estos organismos tienen un gran potencial para la obtencion
de nuevos productos naturales antimicrobianos.
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Abstract

Insects are one of the most significant organisms in terrestrial ecosystems, but they are also
crucial in human-modified environments such as crops and cities. Insects have been the subject
of study for a long time, but with the advent of biotechnology, the focus of these studies is
shifting. For instance, social insects are being researched due to the symbiotic relationships
they maintain with microorganisms that produce antimicrobial substances. For this reason, the
Biotechnology Research Center (CIB) of the Instituto Tecnolégico de Costa Rica (ITCR) has
conducted two studies to determine the presence of actinobacteria in colonies of social wasps
and to test their antibiotic activity. The main objective of this paper was to perform a review of the
results obtained from the research projects conducted at the Biotechnology Research Center
(CIB). As a result of these studies, a collection of 60 actinobacteria has been established, which
also inhibited the growth of strains related to human and insect pathogens. Due to these findings,
two research projects are being conducted to analyze the genome of the strains with the highest
inhibition, and to characterize the secondary metabolites. The findings have shown that wasps
belonging to the Epiponini tribe maintain associations with several genera of actinobacteria
that exhibit antibiotic activity, and that these strains possess a variety of genes associated with
the production of bioactive compounds. The results demonstrate the great potential of these
organisms for the discovery of new natural antimicrobial products.
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Introduccién

Los insectos son los organismos mas diversos y abundantes [1] de los ecosistemas terrestres,
representan aproximadamente dos tercios del total de especies que hay en el planeta [2]. Su
diversidad y abundancia se debe a la gran capacidad adaptativa que han desarrollado, ya que
pueden vivir bajo diferentes condiciones de temperatura, humedad y luz, o que ha permitido la
colonizacion de una gran variedad de héabitats (con excepcion de la Antartida). Ademas, tienen
diversos tipos de dieta, algunos son sapréfagos, detritivoros, herbivoros, carnivoros, entre otros.

Al ser los insectos organismos clave en los ecosistemas, las poblaciones humanas dependemos
de muchos de los servicios ecosistémicos que ofrecen, tales como la polinizacion, dispersion de
semillas, y la descomposicion y reciclaje de nutrientes; ademas, muchas especies mantienen
bajo control otras poblaciones de insectos, y también son fuente de alimento para otras especies
de animales. Adicionalmente, las poblaciones humanas han domesticado algunos grupos de
insectos para su beneficio, como es el caso de las abejas para la produccion de miel y sus
derivados, los gusanos de seda, asi como una gran cantidad de especies que son utilizadas
como fuente de alimento para animales domésticos y humanos [3]. Unas pocas especies
también tienen importancia debido a sus efectos negativos en las actividades agricolas y la
salud humana como transmisores de enfermedades [4].

Es por estas razones que los cientificos han estudiado los insectos desde hace muchos afos;
sin embargo, con el surgimiento de areas como la biotecnologia, el enfoque que se le ha
dado a los estudios ha ido cambiando por las multiples aplicaciones que estos organismos
tienen. Por ejemplo, en el campo de la agricultura se han aislado péptidos antimicrobianos de
los insectos para proteger cultivos, y se ha aplicado la tecnologia del ARN de interferencia y
organismos transgénicos para combatir insectos plagas [5], [6]. En biomedicina, los insectos
estan siendo utilizados como organismos modelo para estudiar diferentes infecciones y sus
tratamiento, como es el caso del uso del gusano o polilla de la cera (Galleria mellonella) como
un hospedero para el estudio de patégenos que afectan los humanos y la mosca de la fruta
(Drosophila melanogaster) como modelo en investigacion biomédica asociada al asma y
muchas otras patologias [7], [8]. Asi también, se ha reportado la obtenciéon de compuestos
antibidticos producidos por los mismos insectos o por los microorganismos asociados a
ellos, pues estos funcionan como una defensa quimica y genética contra las enfermedades
que pueden afectar a sus hospederos [9], [10], [11]. Por ejemplo, se han descrito especies
endosimbiontes de Streptomyces en las antenas de las avispas solitarias cavadoras del género
Philanthus [12]. Estos simbiontes de Streptomyces han demostrado un importante papel en la
profilaxis antibidtica combinada para la descendencia de estas avispas [13].

Muchos grupos de insectos tienen un gran potencial para la obtencion de compuestos
antimicrobianos, como es el caso de los insectos sociales (abejas, hormigas, avispas y
termitas), ya que varias caracteristicas del ciclo de vida colonial pueden favorecer el desarrollo
de microorganismos infecciosos. Por ejemplo, los insectos sociales comparten un espacio
comun (nido) con miles de individuos en donde se mantiene una temperatura y humedad
confortable, y donde también se da la acumulacion de desechos. Otro aspecto importante es
que los individuos de una colonia tienen un alto grado de parentesco [14], o que significa una
menor variabilidad genética, y mayor probabilidad de transmisién de enfermedades. Dados
estos argumentos, para mantener las colonias libres de parasitos, los insectos sociales han
desarrollado estrategias para conservar los nidos limpios, incluyendo comportamientos para
controlar y eliminar los parasitos, asi como el establecimiento de relaciones simbidticas con
microorganismos que producen sustancias antimicrobiana [15], [12]. Por ejemplo, es conocido
que las hormigas cultivadoras de hongos utilizan bacterias que producen antibidticos para
controlar los parasitos en sus jardines [16], entre ellas se han reportado cepas de Burkholderia
sp. productoras de antibiéticos presentes en sus colonias [15]. Por su parte, las hormigas
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tejedoras, Polyrhachis dives, mostraron resistencia a enfermedades debido a sus glandulas
productoras de antibiéticos [17], [18]. Tanto hormigas cortadoras de hojas, como tejedoras,
han demostrado utilizar esta produccion de antibidticos para desinfectar sus nidos y defender
a las crias de patégenos [10], [19], [20]. Otras actinobacterias con actividad antimicrobiana
han sido aisladas también de avispas del género Polistes (Hymenoptera: Vespidae; Polistinae,
Polistini) [21].

En Costa Rica, investigadores de la Universidad de Costa Rica también evidenciaron la
presencia de multiples asociaciones de insectos del Neotropico con actinobacterias, mostrando
la presencia de estos microrganismos en hormigas, avispas sociales, abejas sin aguijon, abejas
de la tribu Euglossini, y avispas solitarias de las familias Pompilidae y Crabronidae [22], [23].
Debido a la relevancia de los insectos para las poblaciones humanas y los ecosistemas, este
manuscrito tiene como objetivo mostrar algunos de los resultados obtenidos en los proyectos
de investigacion realizados en el Centro de Investigacion en Biotecnologia (CIB) del Instituto
Tecnologico de Costa Rica (ITCR) sobre los microorganismos asociados a las avispas
sociales Neotropicales (Epiponini) y su potencial para la obtencién de nuevos compuestos
antimicrobianos.

Actinobacterias asociadas a nidos de avispas

Dentro del grupo de los insectos sociales, se decidio trabajar con especies de avispas de
la tribu Epiponini (Fig. 1A) ya que el grupo presenta un gran potencial para realizar estudios
exploratorios sobre la presencia de actinobacterias y otros microorganismos productores de
sustancias antibiéticas, porque en las celdas de cria se acumulan desechos fecales (meconio)
producidos por las larvas (Fig. 1B). Como en las avispas sociales hay reutilizacion de las
celdas de cria, los organismos de estadios inmaduros (huevo, larvas y pupas) se desarrollan
por encima de los desechos dejados por las larvas que ocuparon previamente la celda [24].
Dado gue el meconio es un sustrato ideal para el desarrollo de parasitos, deberia secretarse
0 producirse algun tipo de sustancia antimicrobiana para evitar infecciones en los inmaduros.
Ademas, este grupo de avispas también fue seleccionado ya que hasta el momento se han
realizado pocos estudios sobre los microorganismos asociados a las colonias [22], [23].
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Figura 1. Nido de avispas Epiponini del género Parachartergus (A). Panal de un nido de avispas con detalle de
meconia en circulo (B). Actinomicetos aislados de las celdas de cria Amycolaptosis (C) y Streptomyces (D).

Dentro de los microorganismos asociados a las avispas, se seleccionaron las actinobacterias
ya que son un grupo con un gran valor econémico y cientifico debido a que muchas especies
producen sustancias antibidticas; ademas, se ha determinado su presencia en otros grupos
de insectos sociales [21], [23], [25], [26]. En este contexto, en 2017 se inicid el proyecto
de investigacion exploratorio “Evaluacion de microorganismos con actividad antimicrobiana
asociados a nidos de avispas sociales” que consistio en determinar la presencia de
actinobacterias en las celdas de cria de los nidos. El proyecto fue desarrollado en el CIB, en
colaboracion con el Centro Nacional De Innovaciones Biotecnoldgicas (CENIBiot), que estuvo
encargado de realizar pruebas para determinar si las actinobacterias inhibian el crecimiento de
cepas bacterianas no infecciosas relacionadas con patdgenos humanos y de insectos (ATCC).
Para esta investigacion, se estudiaron muestras de cinco géneros de avispas, de donde se
aislaron 28 cepas de actinobacterias (Cuadro 1; cepas A-5B) identificadas molecularmente,
mostrando que las especies de Epiponini mantienen relaciones con diversas actinobacterias
[27].
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Cuadro 1. Cepas de actinobacterias con mayor actividad antibiética aisladas de las celdas
de cria 'y de las obreras de diferentes géneros de avispas sociales en Costa Rica.

Geénero de Avispa Actinobacteria Cepa Lugar de Colecta
Protopolybia sp. Nocardiopsis A ITCR*
Polybia sp. Streptomyces R ITCR
Polybia sp. Saccharopolyspora 2R SBG**
Polybia sp. Pseudonocardia 2W SBG
Parachartergus sp. Amycolaptosis 2Y SBG
Chartergellus golfitensis |  Pseudonocardia 3C RFSG#
Parachartergus sp. Amycolaptosis 3E SBG
Metapolybia sp. Streptomyces 3L SBG
Polybia sp. Pseudonocardia 30 RFSG
Polybia sp. Pseudonocardia 3V RFSG
Polybia sp. Streptomyces 3Y RFSG
Metapolybia sp. Pseudonocardia 4A PND+
Polybia sp. Streptomyces 40 RFSG
Metapolybia sp. Saccharopolyspora 4R PND
Parachartergus sp. Pseudonocardia 4S SBG
Parachartergus sp. Kocuria ZAV) SBG
Parachartergus sp. Kocuria 5B SBG
Polybia sp. Saccharopolyspora 6A SBG
Polybia sp. Saccharopolyspora 6B SBG
Polybia sp. Saccharopolyspora 6F SBG
Polybia sp. Saccharopolyspora 6G SBG
Polybia sp. Saccharopolyspora ol SBG
Polybia sp. Saccharopolyspora 6J SBG
Polybia sp. Saccharopolyspora 6K SBG
Metapolybia sp. Saccharopolyspora 6M SBG
Metapolybia sp. Saccharopolyspora 6N SBG
Metapolybia sp. Saccharopolyspora 60 SBG
Metapolybia sp. Brevibacterium 6P SBG
Metapolybia sp. Saccharopolyspora 6Q SBG
Metapolybia sp. Saccharopolyspora 6S SBG
Metapolybia sp. Saccharopolyspora 6T SBG
Metapolybia sp. Saccharopolyspora 6uU SBG
Metapolybia sp. Saccharopolyspora % SBG
Metapolybia sp. Saccharopolyspora 6w SBG
Metapolybia sp. Saccharopolyspora 67 SBG
Metapolybia sp. Nocardiopsis 7B SBG
Protopolybia sp. Saccharopolyspora 7F SBG
Protopolybia sp. Streptomyces 7G OET++
Polybia sp. Streptomyces 7K ITCR
Polybia sp. Saccharopolyspora 77 SBG
Polybia sp. Tsukamurella 8F RFSG
Polybia sp. Tsukamurella 8J RFSG
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Género de Avispa Actinobacteria Cepa Lugar de Colecta
Protopolybia sp. Streptomyces 8L RFSG
Polybia sp. Streptomyces 8X RFSG
Parachartergus sp Streptomyces MA ITCR
Parachartergus sp. Kocuria MB ITCR
Parachartergus sp. Microbacterium MN ITCR
Parachartergus sp. Microbacterium MO ITCR
Parachartergus sp. Streptomyces MP ITCR
Parachartergus sp. Nocardiopsis P1A SBG
Parachartergus sp. Amycolaptosis P1P SBG
Parachartergus sp. Amycolaptosis P1S SBG

*ITCR = Instituto Tecnolégico de Costa Rica, Cartago, 9° 51’ 17.9” N, 83° 54’ 33.9” O.
**SBG = Santa Barbara, Santa Cruz, Guanacaste, 0° 10’ 23.7” N, 85° 35’ 38.5” O.

# RFSG = Refugio de Fauna Silvestre Golfito, 8° 39’ 15.8” N, 83° 10’ 45.1” O.

+ PND = Parque Nacional Diria, Santa Cruz, Guanacaste, 10° 10’ 23.7” N, 85° 35’ 38.5” O.
++ OET = La Selva, Sarapiqui, Heredia, 10° 25" 19” N, 84° 00’ 54" O.

Al finalizar este proyecto se concluyd que era importante determinar si las asociaciones se
establecian solo entre los microorganismos y los estadios inmaduros de las avispas, o si también
se podian establecer con los adultos. Esta suposicion estd basada en las observaciones que
se han realizado sobre el comportamiento de los individuos dentro de las colonias, ya que
cuando un nuevo adulto completamente desarrollado abandona una celda de cria, las obreras
permanecen aproximadamente media hora insertando y sacando la cabeza de la misma [28],
[29], [30]. Hasta el momento, no se ha logrado determinar exactamente qué es lo que hacen las
obreras en las celdas, pero se cree que podrian estar desinfectando para evitar la propagacion
de microorganismos patdégenos desde el meconia acumulado hacia el resto del nido y los
inmaduros. Estas observaciones indican que probablemente los microorganismos productores
de antibidticos establecen asociaciones con los adultos quienes son los encargados de limpiar
las celdas y el nido en general.

Actinobacterias asociadas a adultos de avispas

En el proyecto titulado “Evaluacion de microorganismos con actividad antimicrobiana asociados
a adultos de avispas sociales (Hymenoptera: Vespidae; Polistinae, Epiponini)” se aislaron
actinobacterias a partir de la cuticula y glandulas salivales de obreras de cinco géneros. Con
los aislamientos se realizaron pruebas de actividad antibidtica en el Laboratorio de Biocontrol
del CIB. Como resultado de esta investigacion se obtuvieron 48 cepas de actinobacterias
(Cuadro 1; cepas 6A-P1S) [31]. Se determiné que la mayor parte de las cepas inhibia el
crecimiento de cepas bacterianas no infecciosas relacionadas con patdégenos humanos y de
insectos [31]. Debido a la importante actividad antibiética mostrada por las cepas se contd
con la colaboracion del Instituto Pasteur de Paris (Francia) para realizar preliminarmente la
secuenciacion del genoma de seis de las cepas que presentaron mayor grado de inhibicion.

Identificacion de elementos genéticos con potencial antimicrobiano

Los genomas de las actinobacterias aisladas fueron analizados para identificar elementos
genéticos relacionados con la produccion de metabolitos secundarios con potencial
antimicrobiano; los detalles sobre los analisis biocinformaticas realizados se encuentran en
[31], [32]. A partir de estas investigaciones se logré identificar clister de genes biosintéticos
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(BGCs) relacionados con la produccion de moléculas antibidticas, ademéas de definir que la
mayor parte de las cepas de actinobacterias aisladas corresponde a nuevas especies segun
su comparacion genémica [31].

Debido a los resultados obtenidos a partir del analisis preliminar de los genomas, se estan
desarrollando actualmente dos proyectos: “Gendmica de actinobacterias asociadas avispas
sociales para estudio de elementos genéticos antimicrobianos”, donde se cuenta nuevamente
con la colaboracion del Instituto Pasteur (Paris, Francia), para analizar el genoma de todas
las cepas que presentaron mayor actividad antibiotica e identificar los genes asociados con
el potencial antimicrobiano observado, asi como establecer las relaciones filogenéticas entre
las cepas aisladas y otras asociadas a insectos sociales. Como resultado de este proyecto,
se ha caracterizado el genoma de varias cepas [33], y se han identificado BGCs asociados
con compuestos antimicrobianos (en desarrollo). Finalmente, el proyecto mas reciente titulado
“Metabolomica de compuestos antimicrobianos obtenidos de actinobacterias aisladas de
avispas sociales” tiene como objetivo caracterizar la produccion de metabolitos secundarios
a partir de las cepas que presentaron mayor actividad antibidtica en distintas condiciones de
cultivo, a través del estudio del metaboloma basado en deteccion por espectrometria de masas,
lo cual se llevara a cabo en colaboracion con la Universidad de Costa Rica (UCR).

Gracias a la colaboracion recibida y los avances que obtuvimos en estos siete afios de
investigacion, hemos logrado formar un grupo de trabajo que esperamos consolidar en los
proyectos que estan en desarrollo y en los que se espera realizar segun nuestra planificacion
futura. Ademas, se espera contar con nuevas fuentes de colaboracién nacional e internacional
para estudiar todas las cepas obtenidas hasta el momento y caracterizar sus metabolitos,
con el fin Ultimo de proponer uso a los compuestos obtenidos, y transmitir el conocimiento
a la sociedad a través de una solucidon biotecnolégica a base de compuestos derivados de
simbiontes de las avispas sociales.

Conclusiones

Los insectos son organismos que tienen un gran potencial para realizar estudios biotecnolégicos.
Esto se ha demostrado en los estudios que se estan desarrollando en el Centro de Investigacion
en Biotecnologia, donde se encontraron varias cepas nuevas de actinobacterias asociadas
a las celdas de cria y adultos de los nidos de diferentes especies de avispas sociales. La
mayor parte de las cepas obtenidas han inhibido el crecimiento de cepas no infecciosas
relacionadas con patdégenos de humanos y de insectos, lo que demuestra que este grupo
tiene un gran potencial para encontrar nuevos compuestos antimicrobianos. Los resultados
obtenidos son muy prometedores debido al problema de la resistencia que un creciente niumero
de microorganismos patdgenos esta desarrollando contra los medicamentos tradicionalmente
utilizados. Por estos motivos, es importante continuar con esta investigacion, ya sea utilizando
otras especies de avispas e insectos para caracterizar los metabolitos que puedan estar
produciendo los microorganismos asociados, asi como realizar pruebas de inhibicion contra
otras cepas patdégenas de humanos, animales y plantas de produccion.
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