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AISLAMIENTO DE BACTERIAS EN DIFERENTES RANCHOS GANADEROS
DE MEXICO Y EVALUACION DE SU EFECTO SOBRE GARRAPATAS
Rhipicephalus microplus

RESUMEN

El uso indiscriminado de ixodicidas quimicos para controlar garrapatas, ha
generado la aparicion de poblaciones resistentes a su efecto letal. Bacterias
patégenas de los géneros Serratia, Yersinia, Pseudomonas, Bacillus,
Photorhabdus y Xenorhabdus con capacidad para infectar artrépodos, han sido
propuestas como una alternativa al uso de productos quimicos empleados para el
control de garrapatas. La busqueda de bacterias como agentes de control biolégico
contra garrapatas representar una alternativa a seguir; por lo que el objetivo de este
trabajo fue: aislar bacterias en diferentes ranchos ganaderos de México y evaluar
su efecto sobre garrapatas Rhipicephalus microplus. Para ello se aisl6, selecciond,
identifico y caracteriz6 la patogenicidad de una muestra de bacterias con efecto
ixodicida hacia la garrapata R. microplus; posteriormente se analizé la
histoarquitectura de garrapatas afectadas por la bacteria patégena y derivado del
dano observado, se decidié analizar la presencia de quitinasas en la bacteria.
Finalmente se evalué la toxicidad de la bacteria patdégena hacia el nematodo de
vida libre Panagrellus redivivus.

A partir de una garrapata muerta se aisl6 y seleccioné una muestra de bacterias
registrada con las siglas EC-35 la cual se identifico pertenecer a la especie Serratia
marcescens. La bacteria causo la tasa de mortalidad mas alta (52.27 + 1.37%) en
larvas a la dosis de 40 ug/mL de proteina total de EC-35, obteniéndose una CLso
de 13.89 ug/mL. En las garrapatas hembras adultas repletas desafiadas con EC-
35 se evaluaron los porcentajes de mortalidad, inhibicién de la oviposicién y
porcentaje de control; al desafio por: 1) bafio de inmersién, 2) alimentacién capilar
e 3) inoculacion de bacterias en el celoma. En el bafio de inmersion, el mayor
porcentaje se alcanz6 a la concentracion de 10 ug/mL obteniéndose valores de
55.5, 50.9 y 52.5%; por alimentacién capilar se obtuvieron valores de 90, 94.1 y
92.9%; y al inocular bacterias en el celoma a la concentracién de 0.05 pg los valores
fueron de 90, 99.8 y 96.9% respectivamente. El analisis histolégico de larvas
afectadas por EC-35, mostré diferencias (p<0.05) en el promedio del grosor del
exoesqueleto con 6.01 + 0.6 um para el grupo desafiado y 17.06 + 2 um en el grupo
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testigo. Para el caso del exoesqueleto de las garrapatas hembras adultas no se
observaron diferencias entre tratamientos. En ambos estadios larvas y garrapatas
adultas, se observé una perdida drastica de la histoarquitectura. Debido al dafio en
el exoesqueleto de las garrapatas afectadas por EC-35, se identifico en la bacteria
mediante PCR y secuenciacién la presencia de genes que codifican para las
quitinasas A, B y C. También se evalu6 la toxicidad de la cepa EC-35 hacia el
nematodo de vida libre P. redivivus, donde los nematodos fueron expuestos a
diferentes concentraciones de proteina total, sin embargo, no mostraron diferencias
en la tasa de mortalidad con respecto al grupo testigo (p>0.05). Se concluye que
se logrd aislar, identificar y caracterizar una cepa de bacterias de la especie S.
marcescens con presencia de quitinasas, no toxica hacia un agente de prueba,

patdgena a la garrapata R. microplus.
Palabras clave: garrapatas, bacterias, ixodicida, exoesqueleto.
ABSTRACT

The indiscriminate use of chemicals ixodicidas to control ticks has generated the
appearance of populations resistant to their lethal effect. Pathogenic bacteria of
genus Serratia, Yersinia, Pseudomonas, Bacillus, Photorhabdus and Xenorhabdus
with capacity to infect arthropods have been proposed as an alternative to chemical
products used for ticks. Bacteria as biological control agents against ticks represents
an alternative to follow therefore, the objective of this work was: to isolate bacteria
in different cattle ranches in Mexico and to evaluate their effect on Rhipicephalus
microplus tick. For this purpose, the pathogenicity of a bacteria with an ixodicide
effect on the R. microplus was isolated, selected, identified and characterized.
Subsequently, the histoarchitecture of ticks affected by the pathogenic bacteria was
analyzed and due to observed damage, it was decided to analyze the presence of
chitinases in the bacteria. Finally, the toxicity of pathogenic bacteria towards the
free-living nematode Panagrellus redivivus was evaluated.

A bacteria isolated and selected from a dead tick, it was registered with the acronym
EC-35 and identified as member to the species Serratia marcescens. The bacteria
caused the highest mortality rate (52.27 + 1.37%) in larvae with a dose of 40 ug/mL
of total protein of EC-35, obtaining an LCso of 13.89 pg/mL. The engorged adult
female ticks challenged with EC-35, the percentages of mortality, inhibition of
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oviposition and percentage of control were evaluated; to the challenge by: 1)
immersion bath, 2) capillary feeding and 3) inoculation of bacteria in coelom. In the
immersion bath, the highest percentage was reached at a concentration of 10
pg/mL, obtaining values of 55.5, 50.9 and 52.5%:; by capillary feeding values of 90,
94.1 and 92.9% were obtained; and by inoculating bacteria in the coelom at a
concentration of 0.05 ug, the values were 90, 99.8 and 96.9%, respectively.
Histological analysis of larvae affected by EC-35 showed differences (p<0.05) in the
average thickness of the integument with 6.01 £ 0.6 um for the challenged group
and 17.06 + 2 um for the control group. The integument of adult female ticks, no
differences were showed between treatments. In both larval and adult tick instar, a
drastic loss of histoarchitecture was observed. Due to the damage observed in the
integument of ticks affected by EC-35, the genes encoding chitinases A, B and C
was identified in the bacterium by PCR and sequencing. The toxicity of EC-35 strain
towards the free-living nematode Panagrellus redivivus was evaluated. The
nematodes exposed to different concentrations of total protein EC-35 did not show
differences in the mortality rate with respect to the control group (p>0.05). In
conclusion, it was possible to isolate, identify and characterize a strain of bacteria
of the species S. marcescens with chitinases, non-toxic toward test agent,

pathogenic to the R. microplus tick.

Key words: ticks, bacteria, ixodicide, integument
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REVISION DE LITERATURA

La garrapata Rhipicephalus microplus es un ectoparasito de bovinos y otros
animales domeésticos que, se distribuye mundialmente en el tropico; su importancia
en la industria ganadera es debida a las pérdidas econdmicas que genera,
causadas por la transmisién de hemoparasitos como Babesia bigemina, Babesia
bovisy Anaplasma marginale. El método de control para R. microplus es aplicando
garrapaticidas sintéticos, sin embargo, la aparicidon de poblaciones de garrapatas
multiresistentes ha limitado su efectividad. En México se han reportado poblaciones
de garrapata multiresistentes en los estados de Tabasco, Veracruz y Tamaulipas
(Rodriguez-Vivas et al., 2018).

Una alternativa para controlar R. microplus podria ser mediante el uso de micro
organismos como bacterias, las cuales secretan proteinas tdéxicas y metabolitos
secundarios hacia el ambiente extracelular lo cual contribuye a la virulencia de la
bacteria. Los géneros de bacterias que podrian tener efecto acaropatégenos son
del género: Bacillus, Photorhabdus, Xenorhabdus, Pseudomonas, Serratia y
Yersinia. Sin embargo, a la fecha no existen productos comerciales a base de
bacterias para controlar las infestaciones por R. microplus en el campo y, solamente
existen algunos reportes de experimentos in vitro e in vivo con cepas de Bacillus

thuringiensis (Lormendez et al. 2019).

Las bacterias del género Serratia son consideradas patégenos oportunistas las
cuales se encuentran en diversos habitats como agua, suelo, plantas, insectos y
humanos. Su uso como agentes de biocontrol microbiano o el empleo de sus
metabolitos secundarios, podria representar una alternativa a seguir en la
busqueda de nuevos métodos para el control de poblaciones de R. microplus
(Nunez-Valdez et al., 2008). Por lo que aislar, identificar, caracterizar la
patogenicidad y evaluar su efecto en garrapatas; asi como identificar factores de
virulencia y evaluar su toxicidad hacia organismos no blanco son los pasos a seguir
en la caracterizacién de muestras de bacterias potencialmente Utiles como agentes

de biocontrol.



Generalidades de garrapatas

Las garrapatas son parasitos obligados que se alimentan de sangre, estan
consideradas entre los artropodos vectores de mayor importancia que afectan a la
industria ganadera, animales de compafia y humanos. A nivel mundial se
reconocen 949 especies (Dantas-Torres, 2018) las cuales taxonémicamente se
clasifican en cuatro familias: Deinocrotonidae, Nuttalliellidae Argasidae (garrapatas
blandas) e Ixodidae (garrapatas duras) (Jongejan y Uilenberg 2004; Nava et al.,
2017). La familia Ixodidae es la mas numerosa compuesta por 731 especies
(Dantas-Torres 2018) divididas en 14 géneros, dentro del género Rhipicephalus se
encuentra la garrapata comun del ganado Rhipicephalus microplus (Guglielmone
et al., 2010).

La especie R. microplus es un ectoparasito de animales domésticos como bovinos
y camellos, asi como también de animales de vida silvestre como venados, su
distribucién es mundial entre las latitudes 32 °N y 35 °S, encontrandose en las
principales zonas productoras de ganado de Africa, Centro y Sur América, Asia y
Australia. La cantidad de sangre que ingieren las garrapatas puede afectar en la
pérdida de peso y baja en la produccion de leche en bovinos, pudiéndose encontrar
cientos de ellas en un solo hospedero; al mismo tiempo es transmisora de los
hemoprotozoarios Babesia bovis y Babesia bigemina, asi como de la rickettsia
Anaplasma marginale (Baker, 1999).

Importancia de la garrapata Rhipicephalus microplus

En México en el afno 2013, las pérdidas econémicas causadas por esta garrapata
se calcularon en 573.61 millones de ddlares anuales, las pérdidas de forma directa
se debieron a baja en la produccién de leche, reduccién de peso en becerros,
abortos y mortalidad; las pérdidas indirectas se asociaron con el costo de
tratamientos de animales enfermos e infestados con garrapatas (Rodriguez-Vivas
et al., 2017). La exportacién de ganado bovino en pie hacia los Estados Unidos a
menudo se ve afectada por la presencia de garrapatas, o que provoca que lotes de
bovinos sean detenidos en las estaciones cuarentenarias de exportacion ubicadas

en la frontera México-Estados Unidos (Gonzales y Hernandez, 2012).



Ciclo de vida de Rhipicephalus microplus

Se divide en dos, una fase de vida libre y una fase parasita
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Figura 1. Ciclo de vida de Rhipicephalus microplus

Fase de vida libre. Los factores ambientales de humedad y temperatura influyen en
la duracion de este periodo. Cuando la garrapata hembra adulta se repleta de
sangre, se desprende del bovino, cayendo al suelo donde busca un lugar con
sombra para desovar, en condiciones ambientales de 27 °C y 80% de humedad
relativa. La preoviposicidén dura 3 dias y, la oviposicidén 14 dias en los que desovan
en promedio 3000 huevos color marrén y superficie brillante, después de la
oviposicion los huevos tardan 16 dias en eclosionar. A la eclosion las larvas tienen
tres pares de patas, las cuales trepan a las puntas de los pastos a la espera de un
bovino, en esta fase la larva puede vivir hasta 108 dias (Nufiez et al., 1982).

Fase de vida parasita. (Periodo de 21 a 25 dias) Cuando la larva trepa al bovino se
fija en la piel, preferentemente en zonas de piel delgada y altamente vascularizadas
como la entrepierna, zona perianal, cuello y borde anterior de las orejas donde
comienza a alimentarse para el dia 6 el 90% estan repletas y en proceso de muda
donde reciben el nombre de metalarva, entre el dia 6-10 muda a ninfa la cual ya
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posee cuatro pares de patas y se repleta aqui se le da el nombre de metaninfa o
segunda muda, para el dia 13 el 99% de las garrapatas estan en esta etapa, donde
en los ultimos dias el dimorfismo sexual es bien marcado. Las metaninfas mudan a
adultos jovenes, primero emergen los machos entre el dia 13-14 estos se alimentan
y comienzan a buscar hembras para fecundarlas, posteriormente emergen las
hembras entre los dias 14-15. Las primeras hembras semi-repletas se observan
entre los dias 17-18, la mayor cantidad de hembras repletas se desprenden el dia
23 (Nunez et al., 1982).

Métodos de control

Para el control de garrapatas se han descrito cuatro métodos principales los que
abarcan el control ecoldgico, inmunolégico, quimico y biolégico

Control ecolégico

Con base en la modificacion de las condiciones ambientales donde habita la
garrapata en su fase de vida libre, mediante el establecimiento de pastos anti-
garrapatas como el pasto Gordura (Melinis minnutiflora) e Insurgentes (Brachiaria
brizantha) y leguminosas del género Stylosanthes spp (Fernandez-Ruvalcaba et al.,
1999, 2004).

Control inmunolégico

La unica vacuna comercialmente disponible contiene 100 pg del antigeno
recombinante Bm86, el cual es una proteina de la superficie del intestino de la
garrapata. Esta vacuna, confiere una proteccion promedio del 50% con base en la
reduccion del nimero de hembras que logran repletarse después de la infestacién
(Schetters et al., 2016).

Control quimico

Es el principal método empleado para el control de R. microplus, consiste en la
aplicaciéon sobre la piel de bovinos infestados con garrapatas, de ixodicidas
sintéticos pertenecientes a las familias de los organofosforados, piretroides,
amidinas, lactonas macrociclicas, fenilpirazolonas y fluazurén (Hernandez et al.,

2010). Su uso indiscriminado ha limitado su efectividad debido a la aparicion de



poblaciones de garrapatas resistentes en el campo; a nivel mundial en paises como
Sudéfrica, Australia, USA, Colombia, Uruguay, Brasil, Argentina y México se han
reportado garrapatas multiresistentes a los ixodicidas (Rodriguez-Vivas et al.,
2018). En México, los casos de multiresistencia se han documentado en los estados
de Tabasco (Soberanes et al., 2002), Veracruz (Fernandez-Salas et al., 2012) y
Tamaulipas (Miller et al., 2013).

Control bioldgico

A la fecha no existen productos comercialmente disponibles, sin embargo, se han
identificado enemigos naturales predadores de garrapatas como roedores, pavos,
codornices, el parasitoide Ixodiphagus hookeri; nematodos del suelo de los géneros
Steinernematidae y Heterorhabditidae los cuales infectan garrapatas con las
bacterias Xenorhabdus spp. y Photorhabdus spp; hongos de las especies
Beauveria bassiana'y Metarhizium anisopliae (Lonc et al., 2014) y bacterias Bacillus
thuringiensis (Fernandez-Ruvalcaba et al, 2010; Romo-Martinez et al., 2013;
Lormendez et al., 2019).

Bacterias en suelos

El suelo es reservorio de una amplia diversidad bacteriana determinada por factores
como: luz solar, temperatura, pH, minerales, nutrientes entre otros. Entre esa
diversidad se encuentran bacterias Gram positivas y Gram negativas patégenas
que lo habitan de manera natural o introducidas a través de excretas de animales,
cadaveres o inundaciones con aguas contaminadas (Baumgardner 2012; lwu
2019).

Bacterias en garrapatas

La presencia de bacterias en R. microplus se ha demostrado mediante el uso de
herramientas de secuenciacidon masiva, se tienen identificados 62 géneros y siete
especies de bacterias encontrados en diferentes érganos (intestinos y ovarios) y
diferentes estadios (huevos, hembras y machos adultos) entre los que se
encuentran algunos descritos como patégenos de artrépodos (Andreotti et al.,
2011). En huevos de garrapata (Ambyomma cajennense) se reportan ocho géneros
de bacterias (Machado-Ferreira et al, 2015). Otras bacterias de los géneros



Borrelia y Rickettsia se han reportado como patdgenos de garrapatas por
provocarles danos en diferentes érganos (glandulas salivales, ovarios, tubos de
Malphigi y células epiteliales del intestino) e incluso causandoles la muerte
(Hassanainm et al., 1997; Samish y Rehacek 1999).

Factores de virulencia asociados a bacterias

Bacterias clasificadas dentro de la familia Bacillaceae son las mas conocidas
empleadas como agentes de biocontrol al producir proteinas toxicas para insectos
lepidopteros, coledpteros, dipteros, hemipteros e himendpteros; y en aracnidos
como varroa y garrapatas. La especie Bacillus thuringiensis representa a la bacteria
mas conocida empleada como agente de biocontrol; durante la esporulacién
sintetiza cristales de protoxinas llamadas Cry y Cyt, durante la fase de crecimiento
secreta proteinas conocidas como Vip y Sip (Vegetative insecticidal proteins y
Secreted insecticidal protein), asi como también proteinas de la capa-S y diferentes
toxinas que afectan artrépodos (Palma et al., 2014; Alquisira-Ramirez et al., 2014;
Lormendez et al., 2019). La especie B. cereus produce enzimas degradadoras
(fosfolipasas C, shingomielinasas, proteinasas, colagenasa, nucleasas) proteinas
citotoxicas (enterotoxinas, hemolisinas), proteinas de superficie celular (flagelina,
proteinas de la capa-S) asi como también metabolitos secundarios (Lonc et al.,
2014). Otras especies de bacilos como B. subtilis y B. amyloliquefaciens son
productores de biosurfactantes los cuales han mostrado efecto contra dipteros y
afidos (Geetha y Manonmani 2010; Yun et al., 2013).

Algunas enterobacterias de los géneros Serratia, Yersinia, Photorhabdus y
Xenorhabdus aisladas de larvas de insectos muertos, han mostrado tener efecto
insecticida contra diferentes especies de coledpteros, lepidopteros y ortopteros
(Johnson et al., 2001; Townsend et al., 2004; Nuiez-Valdez et al., 2008; Jeong et
al., 2010; Hurst et al., 2011; Bidari et al., 2017). En Serratia se han descrito factores
de virulencia como la motilidad, la formaciéon de biofilms, la produccién de
hemolisinas, la formacion de fimbrias para adherencia y la produccién de enzimas
hidroliticas con capacidad para degradar carbohidratos (Mahlen 2011; Veliz et al.,
2017). Yersinia es téxica para invertebrados debido a que produce un complejo de
toxinas (TC) el cual ha sido poco estudiado (Springer et al., 2018). Los principales
factores de virulencia producidos por Photorhabdus spp son las toxinas Mcf (makes
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Caterpillar floppy), tc (toxin complex) y Pir (Photorhabdus insect related); las cuales
son proteinas que reorganizan el citoesqueleto de actina e inducen apoptosis en
hemocitos y tejido epitelial; tienen actividad en células epiteliales intestinales, asi
como actividad neurotédxica; en el caso de Xenorhabdus spp. se han identificado
una serie de toxinas llamadas: A24tox, xptA1, xptA2, xptB1, xptC1, Xin, XaxA, XaxB
y la proteina insecticida HIP57 (Castagnola y Stock, 2014).

En bacterias del orden Pseudomonadales como Pseudomonas spp. se ha
identificado que producen diferentes biosurfactantes (rhamnolipidos, orfamida A,
xantolisinas A y B) los cuales han mostrado tener efecto insecticida contra el afido
Myzus persicae ya que causan dafno a la membrana de la cuticula (Kim et al., 2011;
Jang et al., 2013; Lim et al., 2017).

JUSTIFICACION

Debido a los incrementos de casos de resistencia de la garrapata Rhipicephalus
microplus hacia los garrapaticidas comerciales provocados por el control quimico,
es necesaria la busqueda de métodos alternativos para el control de este
ectoparasito en el ganado. Por lo que bacterias patbgenas como agentes de control
bioldgico, podrian ayudar en el combate de R. microplus, reduciendo la
contaminacién ambiental y retardando la aparicion de poblaciones de garrapatas

resistentes.
HIPOTESIS GENERAL

Al menos una de las bacterias aisladas en el presente estudio sera patégena a la
garrapata Rhipicephalus microplus.



OBJETIVO GENERAL

Aislar bacterias en diferentes ranchos ganaderos de México y evaluar su efecto letal
sobre garrapatas Rhipicephalus microplus.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Aislar y seleccionar in vitro bacterias con efecto ixodicida a la garrapata

Rhipicephalus microplus.

2) ldentificar taxondmicamente bacterias con efecto ixodicida a la garrapata
Rhipicephalus microplus.

3) Caracterizar la patogenicidad y virulencia de la bacteria con efecto ixodicida
hacia la garrapata Rhipicephalus microplus.

4) Analizar la histoarquitectura de garrapatas Rhipicephalus microplus afectadas

por la bacteria patdégena.

5) ldentificar la presencia de quitinasas en la bacteria patbgena a la garrapata
Rhipicephalus microplus.

6) Evaluar in vitro la toxicidad de la cepa EC-35 hacia el nematodo de vida libre

Panagrellus redivivus.
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Capitulo 1

Aislamiento y seleccion in vitro de bacterias con efecto ixodicida a la
garrapata Rhipicephalus microplus

RESUMEN

Las bacterias reportadas asociadas a garrapatas R. microplus se localizan en
diferentes érganos y estadios de su ciclo de vida, las garrapatas también llegan a
tener contacto con las bacterias del suelo tanto en su fase de vida libre como
parasita. El objetivo de este trabajo fue: aislar y seleccionar in vitro bacterias con
efecto ixodicida a la garrapata Rhipicephalus microplus. En los meses de febrero
hasta noviembre del 2018 se colectaron muestras de garrapatas y suelo en
diferentes ranchos ganaderos de México; las muestras se llevaron a laboratorio, y
las garrapatas que mostraron algun sintoma de enfermedad o murieron sin lograr
ovipositar fueron seleccionadas, fragmentadas y mantenidas en medio de cultivo
LB liquido para permitir el crecimiento de bacterias; el mismo procedimiento se
aplicé con las muestras de suelo. Los cultivos se usaron como inoculo para estriar
en cajas con medio LB agar en donde se seleccionaron colonias unicas
fenotipicamente diferentes, las cuales se expandieron vy criopreservaron
identificandose con las siglas EC seguidas de un numero consecutivo. Las
bacterias criopreservadas fueron empleadas en bioensayos de tamizaje mediante
la prueba de inmersion de larvas para la seleccién de muestras de bacterias con
efecto ixodicida. Se obtuvieron muestras de suelo y garrapatas de 16 diferentes
ranchos. Se aislaron 83 muestras de bacterias de suelo y garrapatas muertas.
Solamente la muestra EC-35 mostro efecto ixodicida en la prueba de tamizaje hacia
larvas de garrapatas R. microplus, mostrando un 35.49 + 1.49 % de mortalidad
contra un 8.85 £ 0.54 % del grupo testigo. El bacterioma de Rhipicephalus microplus
reporta la presencia de las especies de bacterias Staphylococcus aureus,
Staphylococcus chromogenes, Streptococcus dysgalactiae, Staphylococcus sciuri,
Serratia marcescens, Corynebacterium glutamicum y Finegoldia magna'y otros 147
géneros de bacterias. Las bacterias Gram negativas y positivas producen
secreciones toxicas para artrépodos, las cuales podrian ser las responsables del
efecto ixodicida de la muestra de bacterias reportada. En este trabajo se aisl6 y
selecciond una muestra de bacterias con efecto ixodicida a larvas de garrapatas
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Rhipicephalus microplus a partir de una garrapata muerta procedente de un rancho
ubicado en el municipio de Soto La Marina, en el Estado de Tamaulipas, México.

INTRODUCCION

La presencia de bacterias en garrapatas R. microplus se ha demostrado mediante
el uso de herramientas de secuenciacidbn masiva, se tienen identificados 147
géneros y siete especies de bacterias encontrados en diferentes 6érganos
(intestinos, ovarios y glandulas salivales) y diferentes estadios (huevos, ninfas,
hembras y machos adultos) entre los que se encuentran algunos descritos como
patdgenos de artropodos (Andreotti et al., 2011; Segura et al., 2020; Rojas-Jaimes
et al., 2021; Zhang et al., 2022). En huevos de otra especie de garrapata
(Ambyomma cajennense) se reporta la presencia de 8 géneros de bacterias
(Machado-Ferreira et al., 2015). Otras bacterias de los géneros Borreliay Rickettsia
se han reportado como patdégenos de garrapatas por provocarles dafos en
diferentes érganos (glandulas salivales, ovarios, tubos de Malphigi y células
epiteliales del intestino) e incluso causarles la muerte (Hassanainm et al., 1997;
Samish y Rehacek 1999).

El suelo es reservorio de una amplia biodiversidad bacteriana determinada por
diversos factores como: luz solar, temperatura, pH, minerales, nutrientes entre
otros. Entre esa diversidad se encuentran bacterias Gram positivas y Gram
negativas patégenas que lo habitan de manera natural o introducidas a traves de
excretas de animales, cadaveres o inundaciones con aguas contaminadas
(Baumgardner 2012; lwu 2019).

El objetivo de este experimento fue: aislar y seleccionar in vitro bacterias con efecto

ixodicida a la garrapata Rhipicephalus microplus.
MATERIALES Y METODOS
Zonas de muestreo

Durante los meses de febrero a noviembre del 2018, se realiz6 un muestreo al azar
por conveniencia de especimenes de garrapatas y suelos, en ranchos productores
de ganado bovino, previa autorizaciéon del propietario, en estados cerca de las
costas del Golfo de México y el Océano Pacifico desde las coordenadas

15



17°59'20.3"N, 90°56°'14.1"W hasta 23°19'38.6"N, 97°58'24.8"W; y de 19°51'25.5"N,
103°46°24.7"W hasta 21°49°'23.6"N, 105°11°02.7"W; en los municipios de: Soto La
Marina, Mezquital, Coatzintla, Candelaria, Tizimin, Jiutepec, Otzolapan, Tapalpa,
Santiago Ixcuintla y Lazaro Cardenas pertenecientes a los Estados de: Tamaulipas,
Durango, Veracruz, Campeche, Yucatan, Morelos, México, Jalisco, Nayarit y
Michoacan. Las garrapatas se colectaron de diferentes animales de 20 a 60
especimenes por rancho. El suelo se tomé de los potreros en un area de 1 m? desde
la superficie hasta una profundidad maxima de 15 cm.

Sitio de estudio

El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Parasitologia Vegetal, del Centro de
Investigaciones Bioldgicas de la Universidad Autbnoma del Estado de Morelos, y
en el Laboratorio de Artropodologia, del Centro Nacional de Investigacion
Disciplinaria en Salud Animal e Inocuidad, del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales Agricolas y Pecuarias (CENID SAl / INIFAP), en Jiutepec, Morelos.

Aislamiento y cultivo de bacterias

Las garrapatas colectadas se colocaron en cajas de Petri y fueron puestas en una
incubadora bajo condiciones de humedad y temperatura controlada 27 °C y 80% de
humedad relativa para permitir la oviposicién. Diez dias después, se observaron las
cajas de Petri y se seleccionaron las garrapatas muertas, con sintomas de
enfermedad o que no hubieran logrado ovipositar. Las garrapatas seleccionadas
fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio al 2% durante 10 segundos y lavadas
dos veces con agua destilada estéril. Posteriormente, se colocaron de forma
individual en tubos para microcentrifuga donde se fragmentaron usando una aguja
de diseccidn estéril, adicionando 1 ml de medio de cultivo Luria-Bertani (LB). Las
muestras de suelo fueron homogenizadas y se tomd 1 g por muestra el cual se
coloc6 individuamente en un tubo estéril con capacidad para 15 ml, a cada tubo se
le colocaron 10 ml de LB. Las garrapatas muertas y las muestras de suelo

mezcladas con medio de cultivo se incubaron durante 24 h a 30 °C.

Después, estos cultivos se usaron como inéculo para estriar cajas de Petri con
medio LB sélido empleando un asa de siembra bacterioldgica y, se incubaron

nuevamente a 30 °C durante 24 h con el fin de obtener colonias Unicas. Se
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seleccionaron colonias fenotipicamente diferentes las cuales fueron cultivadas de
forma individual en medio LB sélido. Las colonias crecidas y expandidas se
mezclaron con medio LB liquido y un 25% de glicerol, las mezclas se colocaron en
tubos para crio preservacion en un volumen final de 1 ml almacenandose a -20 °C
hasta su uso; los tubos se identificaron con las iniciales EC seguidas de un numero

en orden consecutivo.

Previo a los bioensayos con las garrapatas, los tubos que contenian las bacterias
crio preservadas se descongelaron colocandose en hielo durante 15 minutos y se
usaron como indculos en cultivos de 25 ml de medio LB. El medio LB se
complementé agregando otros reactivos de la siguiente forma (en gramos por litro):
NH4Cl, 1.07; KCI, 1.5; Tris, 18.91; MgSO4+7H20, 0.19; glucosa, 5. Los cultivos se
incubaron con agitacién constante a 200 rpm y 30 °C durante 4 dias. El cultivo
completo se utilizé para hacer bioensayos en pruebas de tamizaje, se seleccionaron
aquellos cultivos que mostraron contener bacterias patégenas a garrapatas.

Bioensayos
Cultivo de garrapatas

Los bioensayos se realizaron utilizando garrapatas (R. microplus) cepa Media Joya
aislada originalmente en Tapalpa, Jalisco, México, la cual es susceptible a
ixodicidas y es mantenida mediante infestaciones artificiales en bovinos dentro de
las instalaciones del CENID-SAI / INIFAP. Para obtener garrapatas hembras
repletas, un bovino raza Holstein-Friesian de 120 kg de peso, fue infestado con 0.5
g de garrapatas en estadio de larva para desarrollar la fase de vida parasitaria.
Veintiun dias después de la infestacién, se colectaron directamente de la piel del
bovino garrapatas hembras repletas las cuales se usaron en los bioensayos y en la

obtencién de huevos y posteriormente larvas.
Prueba de Inmersion de Larvas

En las pruebas de tamizaje la evaluacion de la patogenicidad de bacterias contra
larvas de garrapatas se llevoé a cabo mediante la Prueba de Inmersién de Larvas
(PIL) descrita por Klafke et al., 2006. El bioensayo se realiz6 con larvas sin alimentar
de 30-40 dias de edad. En un tubo para micro centrifuga de 1.5 ml fueron agregados
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1 ml del cultivo completo de bacterias y Tween-20® a una concentracién final del
1%. Se realiz6 la inmersién de 100 larvas durante 10 minutos, al finalizar las larvas
fueron colocadas en paquetes de papel filtro e incubadas durante 72 horas a 27 +
2 °C con una humedad relativa superior al 80%, pasado ese tiempo se evalué la
tasa de mortalidad. Las larvas con capacidad de locomocién fueron consideradas
vivas y aquellas sin movimiento se consideraron muertas. El grupo testigo recibid
medio de cultivo estéril y Tween-20 a la misma concentracién. El bioensayo se
realizd por triplicado.

RESULTADOS
Zonas de muestreo

Se obtuvieron muestras de suelo y garrapatas procedentes de 16 ranchos ubicados
en los estados de: Tamaulipas, Durango, Veracruz, Campeche, Yucatan, Morelos,
Estado de México, Jalisco, Nayarit y Michoacan. Obteniéndose un total de 160
garrapatas adultas muertas o con signos de enfermedad.

Aislamiento y seleccion de bacterias

Se aislaron 83 muestras de bacterias de suelo y garrapatas muertas. La mortalidad
en 82 muestras no fue significativa (p>0.05) con respecto al testigo. Solamente la
muestra EC-35 mostr6 efecto patdégeno en la prueba de tamizaje hacia larvas de
garrapatas R. microplus. Observandose un 35.49 t 1.49 % de mortalidad contra un
8.85 + 0.54 % del grupo testigo.

DISCUSION Y CONCLUSION

La presencia de bacterias patdégenas en diferentes estadios de garrapatas R.
microplus ha sido previamente reportada (Andreotti et al., 2011; Rojas-Jaimes et
al., 2021); lo cual concuerda con lo observado en el presente estudio, en donde a
partir de un cultivo de bacterias obtenido por inoculacién del contenido interno de
una garrapata muerta, se logré seleccionar una bacteria con efecto ixodicida; pero
en los reportes previos, no se desafiaron garrapatas con bacterias. Hasta ahora,
las bacterias reportadas con efecto acaricida pertenecen a la especie B.
thuringiensis, las cuales son letales hacia los acaros Varroa destructor (Alquisira-

18



Ramirez et al., 2014) Psoroptes cuniculi (Dunstand-Guzman et al., 2015), Argas
persicus (Hassanain et al., 1997), Ornithodoros erraticus (Samish et al., 1999),
Hyalomma dromedarii (Hassanain et al., 1997), Ixodes scapularis (Zhioua et al.,
1999) y R. microplus (Fernandez-Ruvalcaba et al., 2010; Romo-Martinez et al.,
2013; Lormendez et al., 2019). Lo cual hace que sea necesario realizar la
identificacién taxondmica para determinar a qué especie de bacteria pertenece.

En este trabajo de entre 83 bacterias, se aislé y selecciond una con efecto ixodicida
a larvas de garrapatas R. microplus a partir de una garrapata muerta procedente
de un rancho ubicado en el municipio de Soto La Marina, en el estado de
Tamaulipas, México.
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Capitulo 2

Identificacion taxonémica de bacterias con efecto ixodicida a la garrapata
Rhipicephalus microplus

RESUMEN

Los principales métodos para la identificacién de bacterias con uso potencial como
agentes de control microbiano son tres: fenotipicos, protedémicos y moleculares. Los
métodos moleculares se basan en amplificacion y secuenciacidon de genes
altamente conservados y de distribucidn universal; entre estos genes estan el 16S
rRNA y rpoB (subunidad B de la RNA polimerasa). El objetivo de este estudio fue:
identificar taxondmicamente bacterias con efecto ixodicida a la garrapata
Rhipicephalus microplus. La muestra de bacterias EC-35 se cultivé en 10 mL de
medio liquido LB, a las 12 h de crecimiento se tom6 1 mL del cultivo para hacer la
extraccion de DNA. Los genes se amplificaron mediante la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). Para amplificar el gen 16S rRNA se utilizaron
oligonucledtidos universales previamente reportados, sentido 5-GAG TTT GAT
CCT GGC TCA G-3’ yreverso 5’-GTT ACC TTG TTA CGA CTT-3. Para amplificar
el gen rpoB se utilizaron los oligonucleétidos sentido (M7) 5°-AAC CAG TTC CGC
GTT GGC CTG G -3’ y reverso (CMas1g) 5-CCT GAA CAA CAC GCT CGG A-3'. Los
productos de amplificacion fueron visualizados, purificados, secuenciados y
analizados. El analisis de las secuencias se realizd usando el programa BLAST del
NCBI; el analisis filogenético se hizo por el método de inferencia bayesiana usando
la plataforma CIPRES. Se obtuvieron productos de amplificacion por PCR cerca de
los marcadores de 1650 pb (16S rRNA) y 1000 pb (rpoB). Las secuencias
mostraron un tamano de 1432 y 990 nucleétidos respectivamente. Las secuencias
de los genes de 16S rRNA y rpoB tuvieron identidad superior al 99% con bacterias
de la especie Serratia marcescens. El gen 16S rRNA tuvo mayor identidad con la
cepa SYJ1-9 niumero de acceso KR262852.1; el gen rpoB con la cepa K10 nimero
de acceso CP027798. Los analisis filogenéticos revelaron que los genes de la
muestra EC-35 se agrupan en el clado de Serratia marcescens mostrando topologia
con las especies S. nematodiphila, S. ureilyticay S. rubidaea. El género Serratia
pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Son bacterias Gram Negativas con
forma de bacilos, se les ha encontrado en una amplia variedad de habitats como
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agua, aire, suelo, plantas, humanos e insectos. El analisis de identidad con los
marcadores moleculares genes 16S rRNA y rpoB corrobora su identidad con la
especie S. marcescens. El andlisis de inferencia filogenética de la muestra de
bacterias EC-35 con efecto ixodicida hacia larvas de garrapatas R. microplus indicé

que pertenece a la especie S. marcescens.
INTRODUCCION

La identificacion de bacterias con uso potencial como agentes de control
microbiano, es el paso a seguir una vez que se cuenta con algun candidato a ser
utilizado como agente de biocontrol en alguna poblacién de artrépodos blanco. La
identificacion se realiza principalmente mediante alguno de los tres métodos:
fenotipicos, protedmicos y moleculares; la identificacion fenotipica se basa en la
observacion de caracteristicas como: morfologia, medios de cultivo éptimos y
requisitos de crecimiento (Bou et al., 2011); en los medios de cultivo se emplean
cromégenos para lograr diferenciar entre géneros de bacterias (Kootallur et al.,
2011). Los métodos de identificacién protedmica se basan en el estudio y
caracterizacion del conjunto de proteinas expresadas por un genoma bacteriano,
empleando la técnica de espectrometria de masas MALDI-TOF (Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization Time of Flight); con ésta técnica se detectan proteinas
ribosdbmicas (fracciones mayor y menor) y citosélicas, lo cual guia en la
identificacién a nivel de especie tanto de bacterias Gram positivas como Gram
negativas (Bou et al., 2011; Dingle y Butler-Wu, 2013). Los métodos moleculares
se basan en amplificacion y secuenciacién de genes, altamente conservados, de
distribucién universal, los cuales son usados como marcadores moleculares en
estudios taxonémicos o de filogenia, estos genes se les conoce como: 16S rRNA,
16S-23S rRNA (espacio intergénico del 16S-23S rRNA), 23S rRNA, rpoB
(subunidad B de la RNA polimerasa) gyrAy gyrB (subunidad Ay B de la DNA girasa)
(Mollet et al., 1997; Weigel et al., 1998; Bou et al., 2011; Ménard et al., 2016).

El marcador molecular mas ampliamente usado en estudios filogenéticos vy
taxonomicos de bacterias es el 16S rRNA debido a que presenta caracteristicas
como: (1) esta presente en casi todas las bacterias, en ocasiones se encuentran
como una familia multigénica u operones; (2) su funcién a través del tiempo no ha

cambiado, lo que sugiere que los cambios al azar en la secuencia son una medida
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mas precisa en el tiempo (evolucidon); y (3) el tamano el gen (1500 pb) es lo
suficientemente grande para analisis bioinformaticos, ya que proporciona suficiente
polimorfismo para establecer medidas estadisticas validas (Janda y Abbott, 2007;
Bou et al., 2011).

El objetivo de este estudio fue: identificar taxonémicamente la especie de la bacteria
EC-35 con efecto ixodicida a la garrapata R. microplus.

MATERIALES Y METODOS
Extraccion de DNA y amplificacion por PCR

La muestra de la bacteria EC-35 se cultivd en medio LB agar solido de donde se
tomd una colonia la cual se cultivé en 10 mL de medio LB liquido. La extraccion de
DNA total se realizé a partir de 1 mL de muestra de bacterias EC-35 con 12 h de
crecimiento en medio liquido, siguiendo la metodologia descrita por Bravo et al.
(1998). Para las reacciones de PCR se utilizaron 100 ng de DNA y dos marcadores
moleculares los genes 16S rRNA y rpoB.

Los genes se amplificaron mediante la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). Para amplificar el gen 16S rRNA se utilizaron oligonucleétidos
universales previamente reportados por Soufiane y Cote (2009), sentido 5-GAG
TTT GAT CCT GGC TCA G-3’ y reverso 5-GTT ACC TTG TTA CGA CTT-3. Las
condiciones de amplificaciéon consistieron de una desnaturalizacién inicial a 96 °C
durante 10 minutos; seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion (96 °C, 50 s),
alineamiento (50 °C, 45 s) y extensién (72 °C, 1 min), con una extension final de 72
°C por 10 min. Para amplificar el gen rpoB se utilizaron los oligonucledtidos
reportados por Mollet et al., 1997, sentido (M7) 5-AAC CAG TTC CGC GTT GGC
CTG G -3’ yreverso (CMsis) 5-CCT GAA CAA CAC GCT CGG A-3’; las condiciones
de amplificacién consistieron en una desnaturalizacién inicial a 96 °C durante 4
minutos; seguido de 40 ciclos de desnaturalizacién (96 °C, 60 s), alineamiento (55
°C, 30 s) y extensién (72 °C, 50 seg), con una extension final de 72 °C por 7 min.
Los productos de PCR fueron visualizados en un gel de agarosa tefiido con bromuro
de etidio, posteriormente se purificaron usando el kit comercial (Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up system, Promega, USA) siguiendo las indicaciones del
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fabricante. Los productos purificados fueron secuenciados de manera comercial en
el Instituto de Biotecnologia, de la Universidad Nacional Autbnoma de México, en
Cuernavaca, Morelos.

Analisis filogenético

Las secuencias obtenidas de los genes 16S rRNA y rpoB de la muestra de bacterias
EC-35 fueron comparadas con aquellas previamente reportadas en la base de
datos del GenBank del NCBI, usando el programa Blast. Una vez identificado el
género se consultaron aquellas especies reportadas en la LPNS (Parte et al., 2020)
y se descarg6 una secuencia por cada especie de los genes 16S rRNA y rpoB;
también las secuencias de genes de Yersinia enterocolitica 1o cuales se usaron
como grupo externo. Las secuencias obtenidas fueron alineadas usando el
programa UGENE, después se realizé un analisis filogenético para hacer una
comparacién entre secuencias y determinar la relacion evolutiva, asi como su
distancia genética por método de inferencia bayesiana usando la plataforma
CIPRES (Miller et al., 2010).

RESULTADOS
Amplificacion de genes

Los productos de amplificaciéon por PCR al ser visualizado en un gel de agarosa,
mostraron amplicones cerca del tamarno de 1650 pb (16S rRNA) y 1000 pb (rpoB)
con respecto al marcador molecular (Figura 2.1). Las secuencias mostraron un

tamano de 1432 y 990 nucleétidos respectivamente.
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Figura 2.1. Imagen de los productos de amplificacion por PCR de los genes 16S rRNA (A)
y rpoB (B) de la muestra de bacterias EC-35. M = Marcador molecular de acidos nucleicos.

Identificacion de especie, muestra EC-35

Las secuencias de los genes de 16S rRNA y rpoB de la muestra EC-35 al ser
comparada con las secuencias disponibles en el GenBank, tuvieron identidad
superior al 99% con bacterias del género Serratia, el gen 16S rRNA tuvo mayor
identidad con la cepa SYJ1-9 numero de acceso KR262852.1; el gen rpoB con la
cepa K10 numero de acceso CP027798; ambas pertenecientes a la especie S.
marcescens. Los andlisis filogenéticos por el método de inferencia bayesiana
revelaron que los genes de la muestra EC-35 se agrupan en el clado de S.
marcescens (Figuras 2.2 y 2.3) mostrando topologia con las especies S.
nematodiphila, S. ureilytica'y S. rubidaea. El andlisis comparativo con diferentes
secuencias de cepas de bacterias de las especies mas cercanas, muestran una
agrupacion en clados en donde la muestra EC-35 se mantiene en el clado de S.
marcescens (Figuras 2.4 y 2.5). Las secuencias de nucleétidos fueron depositas en
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el GenBank con los numeros de
MZ912698 para el gen rpoB.

KX421209 S. oryzae

100

51

100

—— KJ606906 Yersinia enterocolitica

0.02

—— KT387999 S. aquatilis

acceso MT703954 para el gen 16S rRNA vy

MW856822 S. nematodiphila

31

AJ854062 S. ureilytica
—1 80

KR262852 S. marcescens
—[100
100

MT703954 EC-35

99

HG799515 S. rubidaea

84

AF286870 S. odorifera

— AJ233427 S. entomophila

69
AJ279054 S. ficaria
88

KJ739885 S. vespertilionis
MF950893 S. rhizosphaerae

NR_164974 S. microhaemolytica

GU394001 S. symbiotica

96
AF286872 S. plymuthica

{ MN567110 S. inhibens

AB680428 S. grimesii
52F286867 S. quinivorans
KI739884 S. myotis
AJ233434 S. proteamaculans
65 AJ306725 S. liquefaciens

AF286869 S. fonticola

Figura 2.2. Andlisis filogenético de la cepa EC-35. Comparacion del gen 16S rRNA de 21

especies de bacterias del género Serratia; se muestra el numero de acceso de las

secuencias de referencia antes del nombre de la especie. Inferencia bayesiana.
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MZ912698 EC-35

34

CP027798 S. marcescens
95

NZ_VOUU01000006 S. nematodiphila
NZ_JAGEMQO0100000 S. ureilytica
NZ_LJZP01000116 S. rubidaea

NZ_CABITV010000023 S. ficaria
99

CABITV010000023 S. vespertilionis
NZ_FR904238 S. symbiotica

NZ_SBEF01000044 S. microhaemolytica
NZ_JAEKCK010000024 S. odorifera

NZ_SOZF01000042 S. oryzae
100| o
NZJAAAXN010000023 S. fonticola

NZ_QCYZ01000006 S. liquefaciens

NZ_JGVP01000048 S. grimesii

NZ_UAUMO01000015 S. quinivorans

NZ_SRIA01000003 S. proteamaculans

NZ_QYYG01000014 S. inhibens
91
NZ_MQML01000224 S. plymuthica

EF175595 Yersinia enterocolitica

0.04

Figura 2.3. Andlisis filogenético de la cepa EC-35. Comparacién del gen rpoB de la cepa
EC-35 con 17 especies de bacterias del género Serratia; se muestra el nUmero de acceso

de las secuencias de referencia antes del nombre de la especie. Inferencia bayesiana.
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KR262852 Serratia marcescens
100
MT703954 EC-35

AB117954 Serratia marcescens
93
LC595307 Serratia marcescens

EU914257 Serratia nematodiphila

100

100

a1

MZ310634 Serratia nematodiphila

MW856822 Serratia nematodiphila

AJ854062 Serratia ureilytica
{
KU258284 Serratia ureilytica

100

HQ242735 Serratia ureilytica

34

HG799515 Serratia rubidaea
’-|i AB681976 Serratia rubidaea

00
L MT945944 Serratia rubidaea

AJ233427 Serratia entomophila

0.003

Figura 2.4. Analisis filogenético de la cepa EC-35. Comparacion del gen 16S rRNA de la
cepa EC-35 con diferentes cepas de diferentes especies de bacterias del género Serratia;

se muestra el nimero de acceso de las secuencias de referencia antes del nombre de la

especie. Inferencia bayesiana.
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KT992355 Serratia marcescens
78
MZ912698 EC-35
61
CP054277 Serratia marcescens

a5

CP050013 Serratia marcescens

100
NZ_FMUT01000020 Serratia nematodiphila

88

JELU01000082 Serratia nematodiphila

NZ_HG792481 Serratia nematodiphila

NZ_JAGEMQO010000033 Serratia ureilytica

100 100

NZ_JAHAVP010000020 Serratia ureilytica
100
NZ_JABXOF010000021 Serratia ureilytica
JF710950 Serratia rubidaea
4|: 100
JF710949 Serratia rubidaea

100

— JF710948 Serratia rubidaea

NZ_QVOO001000109 Serratia odorifera

0.004

Figura 2.5. Andlisis filogenético de la cepa EC-35. Comparacion del gen rpoB de la cepa
EC-35 con diferentes cepas de diferentes especies de bacterias del género Serratia; se
muestra el numero de acceso de las secuencias de referencia antes del nombre de la

especie. Inferencia bayesiana.
DISCUSION

En este trabajo se identificd a la muestra de bacteria EC-35 como miembro del
género Serratia. El género Serratia pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Las
bacterias pertenecientes al género Serratia estan clasificadas en 23 especies (Parte
et al., 2020). Son bacterias Gram Negativas con forma de bacilos, algunas cepas
producen un pigmento rojo llamado prodigiosina (Mahlen, 2011). Se les ha
encontrado en una amplia variedad de habitats como agua, aire, suelo, plantas,
humanos e insectos (Grimont y Grimont, 1978; Mahlen, 2011). En insectos se les
ha localizado infectando organismos enfermos y muertos, pertenecientes a los

ordenes Ortéptera, Iséptera, Coledptera, Lepidoptera, Himenoptera y Diptera

30



(Grimont y Grimont, 1978). Estas descripciones coinciden con lo observado en el
presente trabajo, en donde a partir de una garrapata muerta, se logré aislar una

bacteria la cual tuvo efecto ixodicida a larvas de garrapata.

El analisis de identidad para el gen 16S rRNA, nos indica que podria pertenecer a
la especie S. marcescens. Sin embargo, estudios de secuenciacion de genomas de
diferentes cepas de S. marcescens mostraron la presencia de 6 y 7 operones (Li et
al., 2015), lo cual sugiere que el gen 16S rRNA no es el adecuado para realizar
identificacion a nivel de especie para esté género de bacterias. La identificacion
usando el marcador molecular rpoB el cual codifica para una proteina concatenada
altamente conservadas en bacterias, corrobora su identidad con la especie S.
marcescens. La presencia del género Serratia ha sido identificado en glandulas
salivales e intestino de R. microplus (Segura et al., 2020). Otros autores estudiaron
el bacterioma de garrapatas R. microplus y reportaron la presencia de S.
marcescens en huevos (Andreotti et al., 2011). En otro estudio secuenciando el gen
16S rRNA de bacterias cultivables obtenidas a partir de huevos de la garrapata A.
cajennense se reportaron 17 diferentes especies de bacterias, entre ellas a S.
marcescens (Machado-Ferreira et al., 2015). En este trabajo se encontré la
presencia de S. marcescens en una garrapata muerta, lo que difiere de lo reportado
por Segura et al. (2020) quien la encontré en érganos de garrapatas vivas y la aislo
mediante la técnica en medio de cultivo para poder identificarla a nivel de género;
lo cual podria sugerir que las garrapatas se infectan con Serratia al momento de

alimentarse.
CONCLUSION

El analisis filogenético de la muestra de bacterias EC-35 con efecto ixodicida hacia
larvas de garrapatas R. microplus indicé que pertenece a la especie S. marcescens.
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Capitulo 3

Caracterizacion de la patogenicidad y virulencia de la bacteria con efecto
ixodicida hacia la garrapata Rhipicephalus microplus

RESUMEN

Las bacterias son organismos con capacidad para enfermar y causar la muerte de
artropodos razén por la que son considerados como enemigos naturales. El objetivo
de este experimento fue: caracterizar la patogenicidad de la bacteria con efecto
ixodicida hacia la garrapata R. microplus. La bacteria de la muestra EC-35 se cultivo
en medio LB liquido, durante 4 dias. La pastilla de la bacteria se concentré por
centrifugacion para posteriormente solubilizarse en agua destilada estéril. La
proteina total de la bacteria EC-35 se cuantific6 mediante la técnica de Bradford.
Los bioensayos de patogenicidad y virulencia con garrapatas se realizaron
mediante: Prueba de Inmersion de Larvas, Prueba de Inmersion de Adultas, Prueba
de Alimentacion Capilar y Prueba de Inoculacién en Celoma. Los datos se
analizaron mediante la prueba t-student y andlisis de varianza (ANOVA),
posteriormente una comparacion multiple de medias usando la prueba de Tukey.
La CLso se calculé mediante andlisis Probit. En la Prueba de Inmersién de Larvas
a las 24 horas post exposicién a una concentracién de 20 yg/ml de proteina de la
muestra EC-35, la tasa de mortalidad del grupo tratado fue de 26.01 + 1%y 3.14
0.73% para el grupo testigo (p<0.05). No hubo diferencias en la tasa de mortalidad
a mayor tiempo post exposicién (p>0.05). Para la determinacion de la virulencia las
larvas de garrapata fueron expuestas a diferentes concentraciones de proteina total
(0.16, 0.31, 0.63, 1.25, 2.5, 5, 10, 20 y 40 pg/mL) mostrando la tasa de mortalidad
mas baja a la concentraciéon de proteina de 0.16 ug/mL con 17.36 £ 1.42%; en el
grupo expuesto a la concentracion de proteina de 40 ug/mL se observa la tasa de
mortalidad mas alta con 52.27 + 1.37%. No se observaron diferencias significativas
entre las cinco concentraciones de proteina mas altas (p>0.05). La CLso fue de
13.89 ug/mL de proteina total. En la prueba de Inmersién de Hembras Adultas, el
mayor porcentaje de mortalidad, inhibicion de la oviposicién y porcentaje de control
se alcanzo a la concentracion de 10 pyg/mL obteniéndose valores de 55.5, 50.9 y
52.5% respectivamente. En la Prueba de Alimentacion Capilar administrando 10
Mg/mL de sangre se obtuvo una mortalidad, inhibicidn de la oviposicidén y porcentaje
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de control del 90, 94.1 y 92.9% respectivamente. En la Prueba de Inoculacién en
Celoma con 0.05 pg de proteina se obtuvo una mortalidad, inhibicién de la
oviposiciéon y porcentaje de control del 90, 99.8 y 96.9% respectivamente. Se
concluye que la muestra de la bacteria EC-35 de S. marcescens aislada de una
garrapata muerta es patdégena a garrapatas larvas y hembras adultas R. microplus

bajo condiciones in vitro.
INTRODUCCION

Las bacterias son organismos que pueden provocar enfermedad y causar la muerte
de artropodos, ya que poseen la habilidad de penetrar hacia el interior del cuerpo y
causar dano, razén por la que son considerados como enemigos naturales (Vega y
Kaya, 2012).

El control biolégico se refiere al uso de organismos vivos para disminuir las
densidades poblacionales de algun artrépodo considerado como plaga. Usar
microorganismos para el control biol6gico de artrépodos fue propuesto a mediados
del siglo XIX (Schrank y Vainstein, 2010). Los microorganismos como las bacterias
podrian ser una alternativa para el control de poblaciones de R. microplus. Las
bacterias tienen capacidad de secretar proteinas téxicas y producir metabolitos
secundarios hacia el ambiente extracelular, contribuyendo asi a la patogenicidad
de la bacteria. Los géneros descritos como entomopatdgenos estan conformados
por Bacillus, Photorhabdus, Xenorhabdus, Pseudomonas, Yersinia y Serratia
(McQuade et al.,, 2018). Sin embargo, las Unicas especies disponibles a nivel
comercial son B. thuringiensis, Lysinibacillus sphaericus y Serratia entomophila
para controlar lepidépteros, dipteros y coledpteros (Johnson et al., 2001; Townsend
et al., 2004; Lacey et al.,, 2015). Para el caso de bacterias que han mostrado
patogenicidad contra garrapatas R. microplus con efecto potencial para ser usados
como agentes de biocontrol, existen algunos reportes de ensayos in vitro e in situ
usando cepas de B. thuringiensis (Fernandez-Ruvalcaba et al.,, 2010; Romo-
Martinez et al., 2013; Lormendez et al., 2019). En el presente trabajo, una vez que
fue seleccionada e identificada una cepa de bacteria con efecto ixodicida en
garrapatas R. microplus, el siguiente paso consistié en realizar su caracterizacion,
por lo que el objetivo de este experimento fue: caracterizar la patogenicidad de la
bacteria S. marcescens hacia la garrapata R. microplus.
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MATERIALES Y METODOS
Cultivo de bacterias

Las bacterias de la muestra EC-35 previamente almacenadas a -20 °C y crio
preservadas en medio LB liquido y 25% de glicerol se descongelaron colocandose
en hielo durante 15 minutos y se usaron como inéculos en cultivos de 25 ml de
medio LB. El medio LB se complementd agregando otros reactivos de la siguiente
forma (en gramos por litro): NH4Cl, 1.07; KClI, 1.5; Tris, 18.91; MgSO47H20, 0.19;
glucosa, 5. Los cultivos se incubaron con agitacién constante a 200 rpm y 30 °C
durante 96 hrs, posteriormente se concentré por centrifugacion a 4500xg,
desechando el sobrenadante, el concentrado se solubiliz6 en 3 mL de agua
destilada estéril y se cuantifico la proteina total de bacterias EC-35 mediante el
método de Bradford (Bradford 1976).

Bioensayos
Cultivo de garrapatas

Los bioensayos se realizaron utilizando garrapatas (R. microplus) cepa Media Joya
aislada originalmente en Tapalpa, Jalisco, México, la cual es susceptible a
ixodicidas y es mantenida mediante infestaciones artificiales en bovinos dentro de
las instalaciones del CENID-SAI del INIFAP en Jiutepec, Morelos. Para obtener
garrapatas hembras repletas, un bovino raza Holstein-Friesian de 120 kg de peso,
fue infestado con 0.5 g de garrapatas en estadio de larva para desarrollar la fase
de vida parasitaria. Veintiun dias después de la infestacion, se colectaron
directamente de la piel del bovino garrapatas hembras repletas las cuales se usaron
en los bioensayos y en la obtencién de huevos y posteriormente larvas.

Prueba de Inmersion de Larvas

La evaluacion de patogenicidad de la proteina cepa EC-35 contra larvas de
garrapatas se llevd a cabo mediante la Prueba de Inmersion de Larvas (PIL)
modificada descrita previamente por Klafke et al., 2006. Las modificaciones a la
técnica consistieron en reemplazar el farmaco y el Tritdn X-100 por proteina total
de bacterias EC-35 y Tween-20. El bioensayo se realizd con larvas sin alimentar a
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una edad de 30-40 dias. En un tubo para micro centrifuga de 1.5 mL fueron
agregados 20 ug de proteina total, agua destilada estéril como diluyente y Tween-
20 a una concentracion final del 1%, en un volumen final de 1 mL. El grupo testigo
recibié agua destilada estéril y Tween-20 a la misma concentracién. A continuacion,
se realizé la inmersién de 300 larvas durante 10 minutos, al finalizar las larvas
fueron colocadas en paquetes de papel filtro e incubadas durante 24 horas a 27 +
2 °C con una humedad relativa superior al 80%, pasado ese tiempo se evaluo la
tasa de mortalidad. Las larvas con capacidad de locomocién fueron consideradas
vivas y aquellas sin movimiento se consideraron muertas. Asi mismo, se evalud la
tasa de mortalidad de larvas a los dias 1, 2, 4 y 8 post inmersién. Los bioensayos
se realizaron por triplicado.

Para determinar la Concentracion Letal 50 (CLso) de la proteina de la cepa EC-35
sobre larvas, se utilizaron diferentes concentraciones de proteina total (0.16, 0.31,
0.63, 1.25, 2.5, 5, 10, 20 y 40 pg/mL), la tasa de mortalidad fue cuantificada a los 4
dias posterior a la exposicion.

Prueba de Inmersion de Hembras Adultas

El efecto de la proteina total de la cepa EC-35, fue evaluado en garrapatas hembras
repletas, con tres repeticiones usando la Prueba de Inmersién de Adultas (PIA)
(Drummond et al., 1973), donde se determinaron las tasas de mortalidad,
oviposicién y eclosion de huevo (fertilidad). Se evaluaron seis concentraciones de
proteina total (1.25, 2.5, 5, 10, 20 y 40 pug/mL); utilizando agua destilada estéril y
Tween 20® a una concentracién final de 1%. Grupos de 15 garrapatas cada uno,
con un peso promedio de 4.65 + 0.027 g se sumergieron durante 10 minutos en
cada concentracién de proteina total a razén de 1 mL por garrapata. El grupo testigo
solo contenia agua destilada estéril con Tween 20®. Después de la exposicién a la
proteina total de bacterias patégenas, las garrapatas se colocaron de manera
individual en placas de polietileno (Cell Wells, Corning Glass Works) de 24 pozos y
se incubaron a 27 °C y 80% de humedad relativa durante 14 dias. Diez dias
después de la exposicion, se evalué la tasa de mortalidad. Las garrapatas muertas
se identificaron por mostrar oscurecimiento de cuticula, ausencia de movimiento en
los tubulos de Malpighi y en los apéndices. A los 14 dias se evalud la tasa de
oviposicion pesando la masa de huevo, para evaluar los efectos de la infeccion
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bacteriana en la fertilidad de los grupos de garrapatas. Los huevos se colectaron y
colocaron en frascos de vidrio con tapdn de algoddn incubandose bajo las mismas
condiciones que las garrapatas adultas durante 25 dias, después se evalud la tasa
de eclosion de los diferentes tratamientos y se determino el porcentaje de control.

Prueba de Alimentacion Capilar

Se sigui6é el método descrito por Gonsioroski et al. (2012). Garrapatas adultas
semirepletas con un peso de 20 — 60 mg fueron colectadas directamente de la piel
del bovino. Se formaron dos grupos de 10 garrapatas cada uno. Las garrapatas se
colocaron sobre una placa de vidrio adheridas de forma dorsal con cinta adhesiva
de doble cara. Las garrapatas del grupo tratado se alimentaron con sangre de
bovino con heparina como anticoagulante y proteina de la cepa EC-35 a razén de
10 pg/mL. Con la mezcla se llenaron tubos capilares para microhematocrito los
cuales se colocaron en el hipostobma de cada garrapata durante un periodo de 36
hrs. El grupo testigo se alimentd con sangre y agua destilada estéril. Pasado el
tiempo de alimentacién las garrapatas se incubaron de la forma anteriormente
descrita durante 14 dias, una vez transcurrido ese tiempo se determind el
porcentaje de control.

Prueba de Inoculacion en Celoma

Se siguid el método descrito por Almazan et al. (2010). Garrapatas adultas repletas
fueron colectadas directamente de la piel del bovino y pesadas de forma individual
(315 £9 mg). Se formaron dos grupos cada uno con 10 garrapatas. Las garrapatas
se colocaron sobre una placa de vidrio adheridas de forma dorsal con cinta
adhesiva de doble cara. La proteina de la cepa EC-35 se diluyd a una concentracion
de 10 pyg/mL en agua destilada estéril. Las garrapatas del grupo tratado fueron
inyectadas con 5 pL conteniendo 0.05 pg de proteina EC-35 usando una aguja de
31G X 6 mm. El grupo testigo se inyecté con 5 pyL de agua destilada estéril. Las
garrapatas se incubaron de la forma anteriormente descrita durante 14 dias, pasado
ese tiempo se determiné el porcentaje de control.

Analisis estadistico

Los porcentajes de mortalidad de larvas y hembras adultas, asi como la eclosiéon
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de huevos fueron transformados (logn) para obtener una distribucién normal. Los
valores de distribucion obtenidos en el bioensayo de inmersion de larvas,
alimentacion capilar e inoculacion en celoma fueron analizados mediante la prueba
t-student, los valores del efecto del tiempo post exposicion en larvas y la virulencia
a diferentes concentraciones de proteina de la cepa EC-35 tanto en larvas como en
hembras adultas repletas y sus parametros reproductivos, se analizaron mediante
analisis de varianza (ANOVA), posteriormente una comparacion multiple de medias
usando la prueba de Tukey, a un nivel de significancia del 0.05. Se usé el programa
estadistico SAS versién 6.0. La CLso se calculé mediante analisis Probit usando el
programa estadistico Polo Plus 2003 (Robertson et al., 2003).

RESULTADOS
Prueba de Inmersion de Larvas

A las 24 horas post exposicidon de larvas de garrapatas R. microplus a una
concentracion de 20 ug/ml de proteina de la muestra EC-35, la tasa de mortalidad
del grupo tratado con EC-35 fue mayor a la del grupo testigo con valor promedio de
26.01 + 1% y 3.14 = 0.73% respectivamente (p<0.05). La tasa de mortalidad
después de 1, 2, 4 y 8 dias de la exposicion al tratamiento en las larvas desafiadas
con la proteina de la cepa EC-35 fue similar (p>0.05). Sin embargo, la mortalidad
del grupo testigo aumento en el dia 4 y 8 (p<0.05) (Cuadro 3.1). En los 4 tiempos
evaluados, la tasa de mortalidad por EC-35 fue mayor que en el grupo testigo
(p<0.05).

Cuadro 3.1. Tiempo de respuesta sobre la mortalidad de larvas de garrapatas R. microplus.
Porciento de mortalidad en dias posterior al desafio con 20 ug/mL de proteina total de la
bacteria EC-35. Se muestra el promedio + el error estandar.

Tratamiento Dia 1 Dia 2 Dia 4 Dia 8
Testigo (%) 0.00 + 0.002 2.03 £0.37% 3.02 £ 0.63° 9.63 + 1.09¢

EC-35 (%) 26.40+1.282 34.30+0.772 39.63+3.382 3523+7.122
Diferente literal en la misma fila indica diferencias estadisticamente significativas, ANOVA
(p<0.05)

Las larvas de garrapatas expuestas a diferentes concentraciones de proteina total
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de la muestra EC-35 mostraron diferencias en la tasa de mortalidad con respecto
al grupo testigo (p<0.05). En el grupo expuesto a la concentracién de proteina de
0.16 pg/mL se observa la tasa de mortalidad mas baja 17.36 + 1.42% mientras que
en el grupo expuesto a la concentracion de proteina de 40 pyg/mL se observa la tasa
de mortalidad mas alta con 52.27 + 1.37%. Al hacer una comparacion entre los
grupos expuestos a las diferentes concentraciones de la cepa EC-35 (0.16, 0.31,
0.63, 1.25, 2.5, 5, 10, 20 y 40 yg/mL), se observan diferentes porcentajes de
mortalidad entre los cuatro grupos expuestos a las dosis mas bajas con mortalidad
que va del 17.6% al 35.19%, no se observan diferencias significativas entre las
cinco concentraciones de proteina mas altas (p>0.05) (Figura 3.1). El andlisis probit

indica la CLso a una concentracién de 13.89 ug/ml de proteina total de la muestra
EC-35 (Figura 3.2).
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Figura 3.1. Mortalidad de larvas de garrapata R. microplus expuestas a diferentes
concentraciones de proteina total de bacteria EC-35. Las barras indican el porcentaje de
mortalidad promedio + error estandar, diferente literal indica diferencias significativas,
Tukey (p<0.05).
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Figura 3.2. Valores del analisis Probit de larvas de garrapatas R. microplus expuestas a
diferentes concentraciones de proteina total de bacteria EC-35.

Prueba de Inmersion de Adultas

El peso promedio de los grupos de garrapatas hembras adultas repletas (n = 3)
empleados para este estudio fue de 4.65 + 0.027 g (p>0.05). El efecto de las
diferentes concentraciones de proteina total de la cepa EC-35 en la oviposicién
medido como el peso de la masa de huevo y la eclosién se muestran en el cuadro
3.2.
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Cuadro 3.2. Promedios (£ EE; n = 3) de los parametros reproductivos por grupo de

garrapatas R. microplus hembras adultas repletas desafiadas a diferentes concentraciones

de proteina total de bacteria EC-35.

CPTB EC-35 Peso Peso Eclosion
(ng/mL) hembras (g) huevo (g) (%)
Testigo 4.647 £0.022 1.992 +0.01 2 4422 +4.16 2
1.25 4.659 +0.02 @ 1.213 £0.04 ¢ 51.82+3.162
25 4.655 +0.022 1.322 £ 0.14 ¢ 5255 +2.61¢2
5 4.657 £0.012 1.337 £ 0.03 b¢ 53.06 £2.68 @
10 4.652 +0.02 2 0.979 £0.09 ¢ 42.40 £3.002
20 4.636 £0.012 1.462 £0.13° 52.85+2.7042
40 4.667 £0.022 1.158 £ 0.09 b° 50.76 £2.40 2

CPTB EC-35 = Concentracion de proteina total de bacteria EC-35. Se muestra el promedio

+ error estandar, Coeficiente de variacién 0.065, 11.49 y 2.84 % respectivamente. Diferente

literal en la misma columna indica diferencias significativas, Prueba de Tukey (p<0.05).

El efecto de los tratamientos sobre la tasa de mortalidad, la inhibicién de la

oviposicion y porcentaje de control, se muestran en el Cuadro 3.3.

Cuadro 3.3. Promedios (+ EE; n = 3) evaluacion del efecto de diferentes concentraciones

de proteina total de la bacteria EC-35 sobre los parametros reproductivos en grupo de

garrapatas R. microplus hembras adultas repletas.

CPTB EC-35 Mortalidad Inhibicion Control (%)
(ng/mL) (%) oviposicion (%)
Testigo 02 02 02
1.25 42.22 +4.45° 39.36 +1.87 ¢ 28.12+5.10°
2.5 44.44 £9.70° 33.73 £7.50 ¢ 20.28 + 10.95°

5

46.66 +10.20 °

33.06 £ 1.78 bc

18.64 £6.30 °

42



10 55.55+8.02° 50.93 +4.49°¢ 52.53 +5.46 ©
20 33.33+6.67° 26.44 +6.38° 9.34 +16.64°

40 42,22 +5.89° 42.25 +4.63 °° 30.61 +£14.87°

CPTB EC-35 = Concentracion de proteina total de bacteria EC-35, IPR = Inhibicion del
potencial reproductivo. Se muestra el promedio + error estandar, coeficiente de variacion
8.91, 18.34 y 32.38 % respectivamente. Diferente letra en la misma columna significa
diferencia estadisticamente significativa, Tukey (P<0.05).

Prueba de Alimentacion Capilar

El peso promedio de las garrapatas hembras adultas semi repletas (n = 10)
empleados para este estudio fue de 33 + 2 mg (p>0.05). El efecto de la muestra
EC-35 a razén de 10 pg/mL de sangre administrada de forma artificial sobre los

parametros reproductivos de las garrapatas se muestra en el Cuadro 3.4.

Cuadro 3.4. Promedios (x EE; n = 10) de los parametros reproductivos de hembras adultas

R. microplus semi repletas alimentadas de forma artificial.

PI PF NHO PMH Eclosién (%)

Testigo 31+2NS 65+6NS 10/10 16+12 51.88 £3.86 2

EC-35 35+3NS 65+6NS 1/10 2+25 5.47 £5.47°

Parametros evaluados en mg; Pl = Peso inicial, PF = Peso final, NHO = Numero de

hembras que ovipositaron, PMH = Peso de la masa de huevo, NS = No significativa;
diferente letra entre columnas indica diferencia significativa; t-student (p<0.05).

El efecto del tratamiento sobre los porcentajes en la tasa de mortalidad, inhibicién
de la oviposicién y porcentaje de control, se muestran en el Cuadro 3.5.
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Cuadro 3.5. Promedios (x EE; n = 10) evaluacion del efecto de la proteina de la cepa EC-
35 sobre los parametros reproductivos de garrapatas R. microplus alimentadas

artificialmente

Mortalidad Inhibicién Control (%)
(%) oviposicion (%)
Testigo 0@ 02 02
EC-35 90 b 94.18 £ 10.13° 9290 +7.10°

Diferente letra entre columnas indica diferencia significativa; t-student (p<0.05).
Prueba de Inoculaciéon en Celoma

El peso promedio de las garrapatas hembras adultas repletas (n = 10) empleadas
para este estudio fue de 315 + 9 mg (p>0.05). El efecto de la inoculacion de 0.05
ug de proteina EC-35 por garrapata inoculada en el celoma, sobre los parametros

reproductivos de las garrapatas se muestra en el Cuadro 3.6.

Cuadro 3.6. Promedios (£ EE; n = 10) de los parametros reproductivos de hembras adultas

repletas R. microplus inoculadas en el celoma con 0.05 ug de proteina de la cepa EC-35.

Peso hembra NHO Masa huevo Eclosion
(mg) (mg) (%)
Testigo 311 £ 11 NS 10/10 152 +17 2 62.37 +8.66 2
EC-35 319 +5NS 1/10 5+50P 9.12+9.12b

NHO = Numero de hembras con oviposicién. NS = No significativa; diferente letra entre

columnas indica diferencia significativa; t-student (p<0.05).

El efecto del tratamiento sobre los porcentajes en la tasa de mortalidad, inhibicién
de la oviposicién y porcentaje de control, se muestran en el Cuadro 3.7.
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Cuadro 3.7. Promedio (£ EE; n = 10) evaluacion del efecto de la proteina de la cepa EC-
35 en los parametros reproductivos individuales de garrapatas Rhipicephalus microplus

inoculadas en el celoma

Mortalidad Inhibicién Control (%)
(%) oviposicion (%)
Testigo K oa 02
EC-35 90 b 99.84 +6.14° 96.98 +3.02°

Diferente letra entre columnas indica diferencia significativa; t-student (p<0.05).
DISCUSION

En este trabajo se demostrd que la cepa EC-35 de S. marcescens, es patdgena a
los estadios de larva y hembra adulta de garrapatas R. microplus. Las especies de
Serratia secretan proteinas como toxinas formadoras de poro (Hertle, 2005),
enzimas hidroliticas (Veliz et al., 2017) y biosurfactantes (Clements et al., 2019).
Estas secreciones conformadas por hemolisinas, quitinasas y lipopeptidos, podrian
ser usadas como agentes de control contra garrapatas, ya que son enzimas las
cuales podrian degradar el exoesqueleto el cual esta compuesta principalmente de
quitina y una capa delgada de lipidos (Hackman, 1982). Un método de control
contra R. microplus usando las secreciones producidas por especies de Serratia,
podria evitar efectos secundarios como la posibilidad de una patogénesis en
bovinos tratados, debido al amplio rango de hospederos que tiene Serratia como
artropodos, humanos y animales. El efecto patégeno in vitro de la cepa EC-35 de
S. marcescens contra larvas de garrapatas R. microplus se observd de forma
significativa en los bioensayos realizados, usando como concentracion inicial 20
ug/mL de proteina de la cepa EC-35, esta concentracion de proteina causoé
mortalidad del 26% en larvas de garrapatas a las 24 horas después del desafio. Al
demostrar tener efecto patégeno, para verificar si el tiempo posterior al desafio con
el tratamiento elevaba la tasa de mortalidad, se evalué el tiempo de respuesta
medido en diferentes dias post tratamiento, encontrando la mortalidad mas alta a
los 4 dias con un 39.63% sin que representara diferencias significativas con los
conteos de mortalidad realizados a los dias 1, 2, y 8. Las larvas de garrapatas R.

microplus mantenidas bajo condiciones de laboratorio tienen una vida promedio de
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60 dias. Las larvas usadas para los bioensayos tenian de 30-40 dias de edad. Al
estar en una edad media, su sistema inmune podria haber ayudado a lidiar con una
probable infeccidn, y solamente las larvas débiles murieron en los primeros dias
después del desafio. La bacteria S. marcescens aislada de la esponja de mar
Haliclona amboinensis, en su genoma, presenta genes que codifican para amilasas,
lipasas y proteasas (Cheng et al., 2018) estas enzimas pudieran ser las
responsables de actuar en la degradacién de macromoléculas presentes en la
cuticula de las garrapatas, lo cual permitiria la penetracion de la bacteria hacia el
interior de las garrapatas.

Los bioensayos donde las larvas de garrapatas fueron desafiadas con diferentes
dosis de proteina total de la bacteria EC-35, alcanzaron una mortalidad méaxima del
52% a la concentracidn de 40 pg/mL de proteina total de bacteria EC-35
obteniéndose una CLso a la concentracion de 13.9 ug/mL, una dosis relativamente
baja comparada con aquella reportada para otros acaros como P. cuniculidesafiado
con proteina de la bacteria formadora de endoesporas B. thuringiensis, donde se
reporta que es necesario 1.3 mg/ml de proteina total para matar al 50% de los
acaros (Dunstand-Guzman et al., 2015). Tanto en R. microplus como en P. cuniculi
el maximo porcentaje de mortalidad rebasé ligeramente el 50% a pesar de usar
concentraciones de proteina superiores a la CLso, mientras que en bioensayos con
larvas de coledpteros del género Phyllophaga alimentados con dosis de 108
bacterias de S. entomophila alcanzaron tasas de mortalidad del 72% (Nufiez-
Valdez et al., 2008); en larvas de lepidépteros alimentadas con hojas de col
rociadas con un cultivo liquido total de S. marcescens se reporta una mortalidad del
91.7% (Jeong et al., 2010), mientras larvas de Plodia interpunctella y Ephestia
kuehniella alimentadas con esta misma especie de bacteria logran el 100% de
mortalidad con dosis de 4x108 UFC/10 pl (Bidari et al., 2017). Estas diferencias en
las tasas de mortalidad provocadas por bacterias podrian deberse a que el desafio
llevado a cabo en garrapatas es por bafios de inmersion, donde la principal via de
contacto es a través de la cuticula, a diferencia de lo que ocurre con los coledpteros
y lepidopteros en donde las bacterias son ingeridas, garantizando su penetracién
al interior del intestino. EI amplio rango de susceptibilidad de las diferentes
especies, nos indica que no debemos transpolar los resultados de una especie a
otra, tampoco los datos obtenidos in vitro a condiciones in vivo.
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La virulencia de otras cepas de S. marcescens ha sido asociada con actividad de
proteasas como serralisina, quitinasas, gelatinasas y DNAsas; produccion de
sideroforos y actividad hemolitica (Pineda-Castellanos et al., 2015; Raymann et al.,
2018; Méndez-Santiago et al., 2020). Las hemolisinas producidas por S.
marcescens son toxinas formadoras de poro conocidas como Sh1A y Sh1B, las
cuales causan lisis de eritrocitos y de células eucariontes (Hertle 2005). La
metaloproteasa serralisina se ha observado que permite a la bacteria suprimir la
inmunidad celular del gusano de seda Bombyx mori, al reducir las propiedades
adhesivas de los hemocitos en el artropodo (Ishii et al., 2014). Otras especies de
Serratia también producen metaloproteasas, gelatinasas, proteasa alcalina vy
quitinasas (Matsumoto 2004; Pinna 2009; Kwak et al., 2015). Una metaloproteasa
de S. grimesii llamada grimelisina, es proteolitica para actina, al ser expresada en
E. colimostré capacidad para invadir células Hep-2, por lo que esta metaloproteasa
podria permitir la invasion a células eucariontes (Bozhokina et al,, 2011). Los
bioensayos de desafio con garrapatas adultas repletas, donde se emplearon
concentraciones de proteina total de la bacteria EC-35 desde 1.25 pug/mL hasta 40
pMg/ml en diluciones dobles seriadas, mediante la prueba de inmersiéon de adultas,
alcanz6 una tasa maxima de mortalidad del 55.5% usando una concentracién de
10 pyg/ml de proteina, una inhibicidén de la oviposiciéon del 50.9% y un porcentaje de
control del 52.5%. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre el
efecto causado por las diferentes concentraciones de proteina de la cepa EC-35.
El valor maximo de mortalidad se alcanz6 a la dosis de 10 pg/mL (55%), con valores
mas bajos hacia ambos lados de este pico (al igual que con inhibicidn de la
oviposicion y porcentaje de control). Este fendmeno llamado hormesis en forma de
“U invertida”, describe la relacion bifasica dosis — respuesta, la cual muestra
estimulacién a dosis bajas e inhibicién a dosis altas (Calabrese y Baldwin, 2002).
S. marcescens ha sido reportada como patégeno de la abeja Apis mellifera
causando mortalidad del 40% al 60% al aplicarles en el cuerpo 10 uL de bacterias
disueltas en PBS y sacarosa con una densidad optica de 0.5 (Raymann et al.,
2018). Entre las bacterias usadas como bioinsecticidas, B. thuringiensis (Bf) es
considerado el bioinsecticida mas exitoso y también ha sido el mas estudiado, ya
que produce toxinas conocidas como Cry y Cyt las cuales al ser ingeridas forman
poros en las células intestinales de larvas de artropodos (Bravo et al., 2011). El
efecto de Bt sobre garrapatas blandas y duras ha sido reportado, en hembras
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repletas de Argas persicus donde B. thuringiensis kurstaki caus6 una mortalidad
del 100% a los 5 dias de haber sido expuesta a una concentracion de 1 mg/mL de
proteina total; B. thuringiensis israelensis provoco el 100% de mortalidad a una
dosis de 2.5 mg/mL; B. thuringiensis thuringiensis en una concentraciéon de 5 mg/mL
indujo un 93.3% de mortalida; sin embargo, con H. dromedarii, se alcanzaron
mortalidades del 93%, 86% y 73% cada cepa de Bt usando una dosis mas alta de
10 mg/mL (Hassanain et al, 1997). Otro reporte indica que esporas de B.
thuringiensis kurstaki fueron tbxicas hacia larvas repletas de /. scapularis
obteniéndose una ClLso con 107 esporas (Zhioua et al., 1999). En garrapatas
Ornithodoros erraticus alimentadas de forma artificial con una mezcla de esporas
de Bty sangre se alcanz6 un 100% de mortalidad (Samish et al., 1999). En bafnos
de inmersién, cepas de Bt alcanzaron hasta un 80% de mortalidad sobre R.
microplus hembras adultas repletas a una dosis de 1.25 mg/mL a los 15 dias
después del desafio (Fernandez-Ruvalcaba et al.,, 2010), asi como también una
cepa que sobre expresa una proteina de la capa-S maté al 75% de las hembras
repletas con 300 pg/mL y alcanzé mas del 90% de inhibicion de la eclosién con 100
ug/mL (Lormendez et al., 2019). Las diferencias entre el efecto letal hacia R.
microplus de bacterias como Bt comparada con S. marcescens podria deberse a
que esta ultima estd catalogada como patdégeno oportunista (Mahlen 2011), es
decir, se vuelve patdégeno cuando hay debilidad del sistema inmune del organismo
hospedador, inclusive logra evadir su accion al no inducir la expresion de genes
que codifican para péptidos antimicrobianos, ni enzimas como fenol oxidasa
(Raymann et al., 2018) que actian como parte del sistema inmune innato de

defensa a la invasion de patégenos en invertebrados.

La dosis de 10 ug/mL de proteina total mostré el valor maximo de mortalidad 55.5
%, una inhibicién de la oviposicién del 50.9% y un porcentaje de control del 52.5%
en la prueba de inmersién de hembras adultas, al usar esta misma dosis en la
prueba de alimentacion capilar se alcanzé el 90%, 94.2% y 92.9% hacia las mismas
variables. Las diferencias observadas entre pruebas, podrian deberse a la via de
entrada de la bacteria hacia el interior de la garrapata, mientras que en la prueba
de inmersién lo hace a través de cuticula y orificios naturales lo cual minimizaria la
dosis entrante, en la prueba de alimentacion capilar lo hace a través de las células

intestinales, facilitando la secrecién de proteinas toxicas directamente en células.
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Esto difiere de lo reportado en abejas alimentadas con polen mezclado con
diferentes cepas de S. marcescens a una densidad Optica de 1 en donde la
mortalidad fue de un rango de entre 10% al 20% (Raymann et al, 2018); sin
embargo, los datos en la tasa de mortalidad se asemejan con los resultados
obtenidos por otros autores en donde observaron mortalidades del 70% al 100% en
coledpteros y lepidépteros a los cuales les administraron alimento contaminado con
bacterias de Serratia (Nufiez-Valdez et al., 2008; Jeong et al., 2010; Bidari et al.,
2017). El aumento en la tasa de mortalidad de las garrapatas alimentadas con
sangre y proteina total de EC-35 con respecto a lo observado en la prueba de
inmersién, podria deberse a la penetracion directa de bacterias hacia el intestino
donde un mayor numero de bacterias logran penetrar y secretar sus proteinas
toxicas directamente en las células del sistema digestivo.

La concentracién de 0.05 ug de proteina total de EC-35 empleada para inocular a
cada garrapata en el celoma, alcanz6 el 90% de mortalidad, 99.8% de inhibicién de
la oviposicion y un 96.9% de control. La mortalidad es similar a lo reportada en
abejas inoculadas con 10 células de diferentes cepas de S. marcescens donde
alcanzaron una mortalidad del 100% (Raymann et al., 2018) mismo resultado fue
obtenido con coleépteros y lepidépteros inoculados con 30 pg de proteina por larva
de S. entomophila (Nufiez-Valdez et al., 2008). La alta mortalidad causada por
Serratia, podria ser ocasionada por las hemolisinas secretadas directamente en la

hemolinfa de las garrapatas las cuales podrian causar lisis de los hemocitos.

A pesar del problema que R. microplus representa para la industria ganadera, son
muy pocos los estudios de control bioldgico. En este trabajo, se describe el efecto
patdgeno de S. marcescens en garrapatas larvas y hembras repletas por primera
vez. El analisis de los metabolitos producidos y sus efectos, son necesarios para
identificar los posibles mecanismos de accién en garrapatas. Se requieren mas
estudios sobre agentes de control bioldgico contra R. microplus, los cuales podrian

ser usados en programas de control integrado.
CONCLUSION

La muestra de bacterias EC-35 de S. marcescens aislada de una garrapata muerta
es patégena a garrapatas larvas y hembras adultas R. microplus bajo condiciones
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in vitro.
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Capitulo 4

Analisis de la histoarquitectura de garrapatas Rhipicephalus microplus

afectadas por la bacteria patégena.
RESUMEN

La bacteria Serratia marcescens es un patdogeno que produce diferentes
metabolitos, es altamente tdxica para los hemocitos y células epiteliales del
intestino de artropodos, sin embargo, se desconoce su efecto sobre garrapatas R.
microplus. El objetivo de este estudio fue: analizar la histoarquitectura de
garrapatas Rhipicephalus microplus afectadas por la bacteria patégena. Las
garrapatas en estadio de larvas y hembras adultas repletas fueron divididas en tres
grupos experimentales; El grupo 1 fue el testigo sin tratamiento, el grupo 2 fue
desafiado con el garrapaticida Coumafos y el grupo 3 fue desafiado con la bacteria
patdgena Serratia marcescens cepa EC-35. Las garrapatas del grupo testigo y
aquellas afectadas por el ixodicida y la cepa patégena fueron fijadas en formalina
al 10%, posteriormente deshidratadas y aclaradas en alcoholes a diferente
concentracion para su inclusién en parafina. Se realizaron cortes a 5 um para larvas
y 10 um para garrapatas adultas, los cuales se tifieron con hematoxilina — eosina y
se foto documentaron. El analisis se realizo utilizando el software Motic Images Plus
3.0. Los parametros evaluados para larvas fueron: perimetro y area en la larva
completa y grosor de la cuticula; para hembras adultas se evalué Unicamente el
grosor de la cuticula. Las mediciones realizadas tanto en larvas como en hembras
adultas repletas expuestas a los tres tratamientos, se analizaron mediante analisis
de varianza (ANOVA), posteriormente una comparacién multiple de medias usando
la prueba de Tukey, a un nivel de significancia del 0.05. Las larvas de garrapatas
afectadas por la cepa EC-35 y el Coumafos no mostraron diferencias (p>0.05) en
el perimetro y area del cuerpo con respecto al grupo testigo. En larvas hubo
diferencias (p<0.05) en el promedio del grosor del exoesqueleto de los grupos
desafiados con los ixodicidas EC-35 (6.01 + 0.6 um) y Coumafos (12.04 + 1.2 um)
con respecto al grupo testigo (17.06 £ 2 um). El exoesqueleto de las garrapatas
hembras adultas afectadas por la cepa EC-35 y el Coumafos tuvieron un grosor de
27.48 +1.71 umy 29.29 * 1.41 um respectivamente el cual es menor al grosor del
grupo testigo (30.82 + 0.54 um); sin embargo, no se encontré diferencia (p>0.05)
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entre promedios. Se observo que la cepa patogena EC-35 de Serratia marcescens
adelgaza el exoesqueleto y causa perdida de la histoarquitectura al tejido de R.
microplus, posiblemente asociada con la secrecion de diversos factores de
virulencia como: proteasas, quitinasas, hemolisinas, lipopolisacaridos y formacién
de fimbrias. La cepa de bacterias EC-35 de Serratia marcescens patdgena a
garrapatas degradé la cuticula en larvas y causo perdida de histoarquitectura tanto

en larvas como en garrapatas hembras adultas R. microplus.

INTRODUCCION

La bacteria Serratia marcescens es un patdégeno que produce diferentes
metabolitos los cuales han sido asociados al biocontrol (Soenens e Imperial, 2020),
se sabe que es altamente téxica para los hemocitos y células epiteliales del
intestino de artrépodos (Petersen y Tisa, 2013). Los factores de virulencia de S.
marcescens han asociado con la secrecion de proteasas, quitinasas, hemolisinas,
lipopolisacaridos y formacion de fimbrias (Mahlen, 2011; Pineda-Castellanos et al.,
2015; Raymann et al., 2018; Méndez-Santiago et al., 2021).

En general existen pocos estudios en artropodos que describan los danos
provocados por S. marcescens en organismos afectados; Aggarwal et al. (2017)
demostraron de forma in vitro la colonizacién y dafnos en intestinos causados por
esta bacteria a Spodoptera litura; otros autores han sefialado que actiua evitando el
cierre de heridas provocando una pérdida de hemolinfa (Ishii et al., 2014 a, b).
Debido a la escasa informacién existente y dado que, a la fecha, no existen reportes
de estudios relacionados con el dafno provocado directamente por Serratia sp. en
garrapatas R. microplus afectadas por esta bacteria, que ayuden a explicar el
mecanismo de accidon que emplean para causar la muerte del ixodido; en el
presente trabajo se planteé que una vez que fue seleccionada, identificada y
evaluada una cepa de bacteria patbgena a garrapatas R. microplus, el siguiente
paso consistié en analizar el dafio causado por la bacteria a la garrapata, por lo que
el objetivo de este estudio fue: analizar la histoarquitectura de garrapatas R.
microplus afectadas por la bacteria patbégena S. marcescens.
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MATERIALES Y METODOS
Cultivo de garrapatas

La cepa de R. microplus Media Joya usada en este estudio, posee la caracteristica
de susceptibilidad a ixodicidas y es mantenida mediante infestaciones artificiales
en bovinos dentro de las instalaciones del CENID-SAI del INIFAP en Jiutepec, Mor.
Para obtener garrapatas hembras repletas, un bovino raza Holstein-Friesian de 120
kg de peso, fue infestado con 10,000 garrapatas en estadio de larva para desarrollar
la fase de vida parasitaria. Veintiun dias después de la infestacion, se colectaron
directamente de la piel del bovino garrapatas repletas las cuales se usaron en los
bioensayos y en la obtencion de huevos y posteriormente larvas.

Diseino experimental

Se formaron tres grupos de garrapatas en estadio de larva y hembra adulta repleta
con tres repeticiones cada uno. El grupo 1 testigo fue desafiado con Tween 20© al
1%, el grupo 2 fue desafiado con el garrapaticida comercial Asuntol® teniendo como
principio activo el Coumafos, empleando la concentracion comercial recomendada
por el laboratorio productor 0.02% vy el grupo 3 fue desafiado con la bacteria
patdgena cepa EC-35 a una concentracién de 10 pg/mL de proteina total. Se

emplearon de 80-120 larvas y 10 garrapatas adultas por repeticion.

Los desafios se realizaron mediante pruebas de inmersién para ambos estadios
larvas y garrapatas adultas. Para larvas, el desafio se realiz6 con larvas sin
alimentar a una edad de 30-40 dias. En un tubo para micro centrifuga de 1.5 mL se
agrego la solucién de acuerdo al grupo asignado, en un volumen final de 1 mL. Para
cada grupo se realizd la inmersion de 300 larvas durante 10 minutos, al finalizar las
larvas fueron colocadas en paquetes de papel filtro e incubadas durante 24 horas
a 27 + 2 °C con una humedad relativa superior al 80%, pasado ese tiempo se
colectaron las larvas afectadas. Para el desafio con hembras adultas se formaron
3 grupos de 10 garrapatas cada uno, los grupos fueron bafados en vasos de
precipitado a razén de 1 mL de solucién por cada garrapata, se sumergieron
durante 10 minutos, se elimin6 el exceso de liquido colocdndolas sobre papel toalla
y posteriormente se colocaron de manera individual en placas de polietileno (Cell
Wells, Corning Glass Works) de 24 pozos incubandose de la forma anteriormente
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descrita. Todos los desafios se hicieron por triplicado.
Procesamiento de tejido
Fijacion

Después de 24 h, se colectaron las larvas afectadas en los paquetes de papel filtro,
las cuales fueron procesadas siguiendo el método descrito por Prophet et al. (1995);
donde las larvas fueron colocadas en una solucién de formalina al 10% neutra y

estabilizada y se mantuvieron a 4 °C.

Las garrapatas adultas de los grupos 2 y 3 después del desafio, fueron revisadas
diariamente hasta su muerte; se tomé como criterio de mortalidad la falta de
movimientos intestinales, ausencia de movimiento en apéndices, asi como adquirir
una coloracion negra; las garrapatas del grupo testigo vivas y las garrapatas
muertas de los grupos 2 y 3 fueron fijadas en formalina de la forma anteriormente
descrita.

Deshidratacion y aclaramiento

Larvas y garrapatas adultas fueron sometidas a un proceso de deshidratacion y
aclaramiento de tejidos mediante pases seriados en soluciones de alcohol al 5%,
10%, 20%, 35%, 40%, 70%, 85%, 95% y un paso final en alcohol absoluto; una
hora en cada solucién. Posteriormente las garrapatas deshidratadas fueron
infiltradas en parafina a 60 °C durante nueve horas con cambios de parafina cada
tres horas. Posterior a la infiltracién se incluyeron en moldes de plastico para
sostener el tejido durante el corte. Cinco garrapatas adultas seleccionadas al azar
de cada grupo fueron utilizadas para realizar los cortes histologicos.

Microtomia

Las garrapatas incluidas en parafina fueron seccionadas usando cuchillas
desechables de bajo perfil. Previo al corte, las garrapatas fueron sumergidas en
una solucién alcalina de KOH al 10%. Se realizaron cortes de 5 um de espesor para
larvas y 10 um para garrapatas adultas. Por cada garrapata adulta se realizaron 10
cortes. Los cortes fueron colocados en portaobjetos previamente tratados con
albumina de Mayer como adherente.
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Tincion hematoxilina - eosina

Los cortes se banaron en xilol y en etanol a concentraciones de absoluto, 95% y
80%, posteriormente se sumergieron en hematoxilina durante tres minutos, los
cortes se lavaron en agua corriente, después fueron bafnados de forma seriada en
alcohol acido, carbonato de litio, alcohol al 96%, eosina, etanol absoluto y un paso

final en xilol.

Los cortes tefiidos fueron montados con una resina sintética (Entellan®) y
observados en un microscopio compuesto Motic BA410E con los objetivos de 10x
y 40x Los cortes se foto documentaron utilizando la camara Moticam 2000 2.0M®.
El analisis se realiz6 utilizando el software Motic Images Plus 3.0. Los pardmetros
evaluados en larvas fueron: perimetro y area en la larva completa, grosor de la
cuticula e identificacion de tipos celulares; para hembras adultas se evalu6

Unicamente el grosor de la cuticula.
Anadlisis estadistico

Los valores de las mediciones realizadas tanto en larvas como en hembras adultas
repletas expuestas a los tres tratamientos, se analizaron mediante analisis de
varianza (ANOVA), posteriormente una comparacién multiple de medias usando la
prueba de Tukey, a un nivel de significancia del 0.05. Se us6 el programa
estadistico SAS version 6.0.

RESULTADOS
Analisis de larvas

Las larvas de garrapatas (Figura 4.1) afectadas por la cepa EC-35 de S.
marcescens y el coumafos no mostraron diferencias (p>0.05) en el perimetro y area
del cuerpo con respecto al grupo testigo (Cuadro 4.1). Sin embargo, hubo
diferencias (p<0.05) en el promedio del grosor del exoesqueleto de los grupos
desafiados con los ixodicidas EC-35 (6.01 + 0.6 um) y coumafos (12.04 + 1.2 um)
con respecto al grupo testigo (17.06 + 2 um) (Figura 4.2 y 4.3). Se observo la
presencia de islas de células con nucleo en los grupos tratados con Coumafos y el
testigo, pero ausencia de estas en el grupo tratado con EC-35 (Figura 4.4).
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Figura 4.1. Cortes histol6gicos de larvas completas de garrapatas R. microplus tefnidos
con hematoxilina — eosina. x100. Tratamientos: a) Testigo, b) Coumafos c) EC-35. Las

flechas sefalan el exoesqueleto. Barra 100 um.

Cuadro 4.1. Promedio (£ EE; n = 10) Comparacion del efecto de dos ixodicidas sobre la

morfologia de larvas de garrapata R. microplus

Tratamiento Perimetro um Area pm?

Testigo 1040.5 £+ 61.2¢2 67398 + 7899.72
Coumafos 951.1 +59.48 63005 + 7798.62
EC-35 949.6 + 37.52 61747 £ 4194 .42

Misma literal entre columnas indica diferencia no significativa, ANOVA (p>0.05).
Coeficientes de variacion 17.34 y 33.80% respectivamente.
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Figura 4.2. Zona caudal del exoesqueleto de larvas de garrapatas R. microplus tefidos
con hematoxilina — eosina. x400. Tratamientos: a) Testigo, b) Coumafos, c) EC-35. Las

flechas sefalan una de las zonas medidas. Barra 10 um.
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Tratamiento

Figura 4.3. Efecto de dos ixodicidas sobre el exoesqueleto de larvas de garrapatas R.
microplus, las barras indican el grosor promedio del exoesqueleto * error estandar,
coeficiente de variacion 35.9%, diferente literal indica diferencia significativa; Tukey
(p<0.05).
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Figura 4.4. Islas de células nucleadas alrededor del estdmago de larvas de garrapatas R.
microplus tefidos con hematoxilina — eosina. x400. Tratamientos: a) Testigo, b) Coumafos,
c) EC-35.

Analisis de hembras adultas

El exoesqueleto de las garrapatas adultas afectadas por la cepa EC-35 de S.
marcescens y el Coumafos tuvieron un grosor de cuticula de 27.48 £ 1.71 um y
29.29 + 1.41 um respectivamente lo cual es menor al grosor del grupo testigo (30.82
t+ 0.54 ym); sin embargo, no se encontré diferencia (p>0.05) entre promedios
(Figura 4.5). También se observd la presencia de nucleos en los canales de

hemolinfa de las garrapatas del grupo testigo y ausencia de estos, en las garrapatas

afectadas por el Coumafos y la cepa EC-35 de S. marcescens (Figura 4.6).

Figura 4.5. Exoesqueleto de garrapatas adultas R. microplus tefidos con hematoxilina —
eosina. x400. Tratamientos: a) Testigo, b) Coumafos c) EC-35. Las flechas sefalan una
de las zonas medidas. Barra 20 um.
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a) b) c)

Figura 4.6. Nucleos en canal de hemolinfa de garrapatas adultas R. microplus tenidos
con hematoxilina — eosina. x400. Tratamientos: a) Testigo, b) Coumafos c) EC-35.

DISCUSION

En este trabajo se observé que la cepa patégena EC-35 de S. marcescens
adelgaza el exoesqueleto de larvas y causa perdida de la histoarquitectura al tejido
de R. microplus. Las bacterias del género Serratia han mostrado ser patégenos de
varios artrépodos de las familias Coledptera, Himendptera, Lepidoptera y Diptera
en donde su patogenicidad ha sido asociada con la secrecidon de proteasas,
quitinasas, hemolisinas, lipopolisacaridos y formacion de fimbrias; siendo altamente
téxica para los hemocitos y células epiteliales del intestino de insectos (Grimont y
Grimont, 1978; Mahlen, 2011; Patil et al., 2012, Petersen y Tisa, 2013; Pineda-
Castellanos et al., 2015; Raymann et al., 2018; Soenesn et al., 2020). Al analizar el
perimetro y el area de las larvas de garrapatas R. microplus afectadas después de
su exposicion tanto al ixodicida quimico Coumafos como con la cepa EC-35, se
aprecia una reduccion en ambos grupos; sin embargo, este no resultdé ser
estadisticamente significativo con respecto al grupo testigo. El integumento o
exoesqueleto de las garrapatas tiene en su parte mas externa a la cuticula, se
asume que en larvas funciona como la encargada del intercambio gaseoso y vapor
de agua; el movimiento de agua a través de la cuticula es regulado por células
epidérmicas secretoras en un proceso activo (Hackman 1982). El ligero
encogimiento de las larvas afectadas por los ixodicidas, podria deberse a la perdida
de agua ocasionada por la ausencia de actividad celular después de producirse la
muerte.

Los tratamientos con Coumafos y EC-35 usados a las concentraciones de 0.02% y

10 ug/mL respectivamente, tuvieron efecto sobre el exoesqueleto de las larvas de
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garrapatas R. microplus, segun lo observado en los cortes histol6gicos visualizados
a x400, en donde se aprecia un adelgazamiento del exoesqueleto en ambos
tratamientos al ser comparados con el grupo testigo. EI Coumafos es un
organofosforado; su toxicidad se atribuye a la capacidad para inhibir
acetilcolinesterasa (AChE, colina hidrolasa, EC 3.1.1.7) una enzima que cataliza la
hidrolisis del neurotransmisor acetilcolina (ACh); el cual regula la funcién del
sistema nerviosos central, esta inhibicion provoca la acumulacion del
neurotransmisor en una sinapsis nerviosa o union neuromuscular generando fallas
en la respiracion, paralisis y muerte (Fukuto 1990). El efecto mostrado en el
exoesqueleto pudiera ser causado por el vehiculo empleado en la formulacion
comercial para hacer que la sal ixodicida sea soluble en agua. El exoesqueleto de
las garrapatas esta formado por la cuticula, epidermis y glandulas dérmicas; a su
vez la cuticula se conforma por a-quitina, proteina y una capa de lipidos (Hackman
1982). El adelgazamiento del exoesqueleto de larvas de garrapatas R. microplus
producido por la cepa EC-35 podria deberse a que S. marcescens es una bacteria
productora de quitinasas las cuales han reportado ser de gran importancia en
bacterias con potencial para uso en biocontrol, particularmente las quitinasas
pertenecientes a la familia 18 (Veliz et al., 2017); la expresién de las quitinasas
recombinates ChiA, ChiB y ChiC de S. marcescens cepa GEI fueron patbégenas
para el acaro Varroa destructor mostrando sinergismo al ser mezcladas entre si en
concentraciones de 34.8 y 27.5 U/mL, alcanzando mortalidades mayores al 90% en
condiciones in vitro (Tu et al., 2010). En el caso de las hembras adultas, también
mostraron un ligero adelgazamiento sin que este fuera estadisticamente
significativo con respecto al testigo. En el caso del exoesqueleto de las garrapatas
adultas expuestas a EC-35 el no haber mostrado un adelgazamiento tan evidente
como fue con las larvas, podria deberse a que las garrapatas ya estaban
alimentadas y la bacteria utiliz6 como sustrato la sangre ingerida por la garrapata
la cual es una fuente rica en proteina, en lugar de usar el carbohidrato del

exoesqueleto que es el principal componente, como sucedi6 con las larvas.

Los dafnos causados a las larvas de R. microplus por EC-35 de S. marcescens
provocé que no se observaran islas de células nucleadas, como si ocurrid en
aquellas afectadas por el Coumafos y en el testigo; observandose una perdida
drastica de la histoarquitectura. Serratia marcescens es una bacteria secretora de
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las hemolisinas Sh1A y Sh1B y citolisinas, las cuales son toxinas formadoras de
poros en la membrana plasmatica de células eucariontes, estas toxinas son
consideradas como uno de los principales factores de patogenicidad ademas de
fimbrias, proteasas, lipasas y nucleasas (Hertle 2005). La membrana peritréfica del
intestino de larvas de Spodoptera lituraincubadas con cepas de diferente virulencia
de S. marcescens mostro dafnos en los sitios de densa colonizacién con la cepa
mas virulenta, sefalando a estos dafios como la posible via de entrada hacia la
hemolinfa (Aggarwal et al., 2017). Otro factor de virulencia de S. marcescens
sefalado por su toxicidad hacia artropodos es la metaloproteasa serralisina
(Pineda-Castellanos et al., 2015), la cual se cree actua sobre su sistema inmune
disminuyendo la adhesividad de hemocitos e inhibiendo la cicatrizacion de heridas
generando pérdida de hemolinfa (Ishii et al., 2014 a, b). Estos factores de virulencia,
podrian ser los responsables de la patogenicidad de esta cepa de S. marcescens
hacia las larvas de garrapata. En el caso de las hembras adultas repletas, se
observé ausencia de nucleos en los canales de hemolinfa de las garrapatas
tratadas con el Coumafos y EC-35 los cuales claramente se aprecian en el grupo
testigo. EI Coumafos como se menciond anteriormente afecta a nivel de sistema
nervioso central y Serratia a nivel de sistema inmune, sin embargo, el observar el
mismo dano tisular en ambos grupos, podria deberse a que el rango de tiempo post
desafio fue mayor al empleado en larvas y el tejido fue fijado una vez que las
garrapatas mostraron una coloracién negra como signo de muerte, donde existe la
posibilidad que diferentes enzimas proteoliticas hubieran actuado, se procedi6 de
esta forma debido a la complejidad para determinar el momento exacto en el cual
se produce la muerte de la garrapata en este estadio de su ciclo de vida.

El uso de herramientas histotecnol6gicas para abundar en el andlisis sobre el efecto
de los diferentes factores de virulencia que pudieran afectan a la garrapata,
representa una alternativa a seguir para identificar mecanismos de accién directos
de la bacteria Serratia marcescens sobre R. microplus. Mas estudios son
requeridos para establecer la ruta que sigue esta bacteria y causar la infeccion, asi
como también analizar el dafio causado por las diferentes proteinas secretadas de
forma individual.
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CONCLUSION

La cepa de bacterias EC-35 de S. marcescens patdégena a garrapatas reduce el
grosor de la cuticula en larvas y causa pérdida de histoarquitectura tanto en larvas
como en hembras adultas de R. microplus.
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Capitulo 5

Identificacion de quitinasas en la bacteria patégena a la garrapata
Rhipicephalus microplus.

RESUMEN

Las quitinasas (E.C.3.2.1.14) son una familia de enzimas que hidrolizan el polimero
lineal de quitina B-1,4 ligado a N-acetil-D-glucosamina, las familias GH18 y GH19
son producidas por bacterias. Reportes indican que Serratia marcescens secreta
quitinasas. El objetivo de este estudio fue identificar la presencia de quitinasas en
la cepa EC-35 de S. marcescens patégena a la garrapata R. microplus. La cepa
EC-35 de S. marcescens fue utilizada en la extraccion de DNA. Se disefaron
oligonucledtidos sentido y reverso para ser usados en las reacciones de PCR con
base en las secuencias de genes que codifican para las quitinasas A, By C. Los
productos de amplificacién fueron purificados, secuenciados y comparados con
aquellas secuencias previamente reportadas. Se detectd la presencia de 3
amplicones con un tamario aproximado de 1.7 Kb, 1.6 Kby 1.5 Kb en la cepa EC-
35, para los genes ChiA, ChiB y ChiC. El resultado de las secuencias indicé
productos de 1592, 1332 y 1170 nucleotidos respectivamente. La secuencia del
gen de ChiA tuvo identidad del 98.87% con la cepa S68; la secuencia del gen de
ChiB y ChiC tuvieron identidad del 98.47% con la cepa BJL200, ambas
pertenecientes a la bacteria S. marcescens. Las quitinasas son enzimas secretadas
por bacterias, se cree las usan para procesar y digerir macromoléculas que
contienen N-acetil glucosa amina (GIcNAc) como fuente de carbono y nitrégeno en
la obtencidon de energia. La cepa EC-35 de S. marcescens patbégena a garrapatas

posee genes que codifican para las quitinasas A, By C.
INTRODUCCION

Las quitinasas (E.C.3.2.1.14) también llamadas glicosil hidrolasas (GH) son una
familia de enzimas que hidrolizan el polimero lineal de quitina B-1,4 ligado a N-
acetil-D-glucosamina, la familia GH18 es producida en todos los reinos incluidas las
bacterias, mientras que la familia GH19 hay reportes de ser producidas por
bacterias, virus, nematodo y garrapatas (Arakane y Muthukrishnan, 2010;
Merzendorfer, 2013). ElI exoesqueleto de las garrapatas estd formado
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principalmente por la cuticula la cual es una capa compuesta por a-quitina, proteina

y una capa lipidica (Hackman, 1982).

La busqueda de alternativas para el control de artrépodos ha guiado a la expresion
de quitinasas recombinantes Juarez-Hernandez et al. (2015), expresaron un gen
de la quitinasa A (ChiA) la cual duplico su toxicidad con respecto a su parental;
otros autores han evaluado quitinasas contra el acaro Varroa destructor alcanzando
una mortalidad superior al 90% (Tu et al., 2010). La bacteria S. marcescens secreta,
diferentes moléculas bioactivas entre las que se encuentran las quitinasas
(Watanabe et al., 1997; Méndez-Santiago et al., 2021). De acuerdo con los dafios
histol6gicos previamente documentados, la identificacion de quitinasas en la cepa
EC-35 con vista a ser empleada como alternativa para el control de garrapatas lleva
a plantear el siguiente objetivo: identificar la presencia de quitinasas en la bacteria
S. marcescens cepa EC-35 patdgena a la garrapata R. microplus.

MATERIALES Y METODOS
Cepa de bacteria y extraccion de DNA

Bacterias de la cepa EC-35 de S. marcescens fueron utilizadas para la extraccion
de DNA. La cepa EC-35 se cultivd en 10 mL de medio Luria-Bertani (LB) liquido. La
extraccion de DNA total se realiz6 a partir de 1 ml del cultivo de bacterias EC-35
con 12 h de crecimiento, siguiendo la metodologia descrita por Bravo et al. (1998).

Para las reacciones de PCR se utilizaron 100 ng de DNA.
Diseno de oligonucleodtidos

Se descargaron y alinearon genes previamente reportados (Cuadro 6.1), de
diferentes cepas de S. marcescens que codifican para las quitinasas A, By C, las
cuales estaban depositadas en el GenBank del NCBI; la alineacién se realizd
utilizando el programa Clustal O. Secuencias consenso de entre 20 — 21 nucle6tidos
de cada gen de los extremos 5’ y 3’ fueron sintetizados para ser usados como

oligonucleétidos (Cuadro 5.2).
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Cuadro 5.1. Numeros de acceso de genes reportados que codifican para quitinasa

Gen No. acceso
GQ855217.1; AY855211.1; KP065496.1; DQ165083.1;
iti A (ChiA
Quitinasa A (ChiA) KE823630.1

JX847796.1; DQ868535.1; KJ562867.1; GQ855218.1;
Quitinasa B (ChiB) KE823631.1
JX847797.1; GU724603.1; MH646662.1; KJ155833.1;

Quitinasa C (ChiC) KMO044040 1

Cuadro 5.2. Diseno de oligonucleétidos

Nombre Secuencia
5-3
ChiA-F1 ATG CGC AAATTT AAT AAA CCG
2 ChiA-R1 TTATTG AAC GCC GGC GCT ATT

ChiB-F2 ATG TCC GCA CGC AAAGCG GTT
2 ChiB-R1 TTA CGC CAC ACG GCC CAC CTT

ChiC-F2 ATG AGC ACA AAT AAC ATT AT
2 ChiC-R1 TTA GGC GAT GAG CTG CCA CAG

1.- Sentido, 2.- Reverso

Reaccioén en cadena de la polimerasa (PCR)

Las condiciones de amplificacién consistieron de una desnaturalizacion inicial a 95
oC durante 5 minutos; seguido de 30 ciclos de desnaturalizacién (95 °C, 45 s),
alineamiento (58 °C, 58 s) y extension (72 °C, 60 s); con una extension final de 72
°C por 5 minutos. Los productos de amplificaciéon fueron visualizados en geles de
agarosa al 1% tenidos con bromuro de etidio, empleando un marcador molecular
de 100 pb como referencia (1 Kb DNA Ladder, Invitrogen®). Una vez visualizados

se purificaron usando el kit comercial (Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up system,
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Promega, USA) siguiendo las indicaciones del fabricante. Tres muestras de cada
producto purificado fueron secuenciadas en ambos sentidos de manera comercial,
en el Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México.
Las secuencias obtenidas fueron comparadas con aquellas previamente reportadas

usando el programa BLAST.
RESULTADOS

Se detecto la presencia de 3 amplicones con un peso aproximado de 1.7 Kb, 1.6
Kby 1.5 Kb en la cepa EC-35, para los genes ChiA, ChiB y ChiC.

ChiA ChiB

M EC-35 M EC-35

2.0Kb —=)) < 17Kb | | 20KbE—
15k — 1. 1.5Kb

ll i

Figura 5.1. Imagen de los productos de amplificacién por PCR de los genes ChiA,
ChiB y ChiC de la cepa de bacterias EC-35. M = Marcador de tamano molecular de

acidos nucleicos.

Los productos de amplificacion del DNA por PCR mostraron amplicones entre las
bandas de 1000 y 1650 pb (figura 5.1). Al secuenciar los genes ChiA, ChiB y ChiC;
se obtuvieron las secuencias de 1592, 1332 y 1170 nucleétidos respectivamente.
La secuencia del gen de ChiA al ser comparada con las secuencias disponibles en
el GenBank, tuvo identidad del 98.87% con la cepa S68 numero de acceso
KP065496.1; la secuencia del gen de ChiB, tuvo identidad del 98.47% con la cepa
BJL200 numero de acceso Z36295.1. y la secuencia del gen ChiC, tuvo identidad
del 98.47% con la cepa BJL200 numero de acceso Z36295.1 todas ellas
pertenecientes a la bacteria S. marcescens.
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DISCUSION

En este trabajo se demostrd que la cepa EC-35 de S. marcescens, posee genes

que codifican quitinasas.

Las quitinasas son consideradas como las enzimas de la muda de artropodos, las
cuales degradan la quitina a moléculas de bajo peso solubles y a oligosacarido
insoluble; se cree que las bacterias las usan para procesar y digerir
macromoléculas que contienen N-acetil glucosa amina (GlcNAc) como fuente de
alimento; la quitina es un polisacarido estructural del exoesqueleto y revestimientos
intestinales (membrana peritrofica) de artropodos (Kramer y Muthukrishnan, 1997).
La quitina es usada por bacterias como fuente de carbono y nitrégeno en la
obtencidn de energia, secretando un coctel de quitinasas durante la patogénesis o
durante la hidrolisis de la quitina de desecho del hospedero; S. marcescens produce
tres quitinasas de la familia 18 de glicosil hidrolasas (GH), ChiA, ChiB y ChiC
(Suzuki et al., 2002; Merzendorfer, 2013; Oyeleye y Normi, 2018), es la bacteria
mas estudiada respecto a su capacidad para degradar quitina, ChiA y ChiB son
exoquitinasas que degradan la cadena de quitina en sentidos opuestos; ChiC es
una endoquitinasa; también producen una proteina de enlace a quitina CBP21 la
cual es un polisacarido litico monooxigenasa tipo CBM-33 y una quitobiasa la cual
es otra hidrolasa (Vaaje-Kolstad et al., 2013)

La produccion de las quitinasas recombinantes ChiA, ChiB y ChiC; una quitobiasa
(Chb) y una proteina de enlace a quitina (CBP) a partir de genes de S. marcescens
mostraron actividad quitinolitica usando como sustrato quitina coloidal, encontrando
mayor formacién de dimeros y trimeros al combinarlas que al usarlas de forma

individual (Gutiérrez-Roman et al., 2013).

La expresién de factores de virulencia de bacterias como lo son las quitinasas; al
transformar una cepa de B. thuringiensis con un gen de la quitinasa A (ChiA) se
genero una proteina recombinante con una toxicidad dos veces mayor a la parental
contra larvas de Aedes aegyptireportando una CLso de 8.02 ng/mL (transformante)
y 19.8 ng/mL (parental) (Juarez-Hernandez et al., 2015). Las quitinasas expresadas
en E. coli a partir de una cepa de S. marcescens llamada GEI mostré actividad

acaricida en contra de V. destructor cuando se combinaron a razon de 34.8y 27.5
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U/mL de ChiA — ChiB y ChiA — ChiB — ChiC alcanzaron una mortalidad mayor del
90% (Tu et al., 2010).

De acuerdo con lo observado en este trabajo, en donde se detecté la presencia de
genes que codifican para quitinasas en la cepa EC-35 de S. marcescens; la cual
previamente habia demostrado reducir de forma drastica el grosor del exoesqueleto
en larvas de garrapatas afectadas, y con base en los antecedentes bibliograficos
para el uso potencial de quitinasas en el control de artropodos, se podia proponer
el uso de las quitinasas producidas por S. marcescens como método de control
alternativo contra garrapatas R. microplus, esto podria representar una estrategia
a seqguir para evitar el uso directo de S. marcescensy asi reducir el efecto patégeno
que pudiera causar el uso directo de bacterias en el tratamiento de bovinos
infestados con garrapatas debido al amplio rango de hospederos que tiene S.

marcescens.
CONCLUSION

La cepa EC-35 de S. marcescens patbgena a garrapatas posee genes que

codifican quitinasas A, By C.
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Capitulo 6

Evaluacién in vitro de la toxicidad de la cepa EC-35 hacia el nematodo de vida
libre Panagrellus redivivus

RESUMEN

Las bacterias del género Serratia pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, son
Gram-negativas con forma de bacilo. A la fecha, han sido reportadas 23 diferentes
especies de Serratia. Se les encuentra en diversos habitats los cuales incluyen
plantas, insectos, humanos, aire, agua y suelo. Estas bacterias producen diferentes
metabolitos secundarios con efectos antimicrobianos; por lo que han sido
propuestas para el control de nematodos en fase de vida libre y hongos
fitopatdégenos. Los insecticidas sintéticos de uso agricola para el control de plagas
provocan dafos a los ecosistemas microbianos, afectando la fertilidad del suelo. El
principio activo de algunos garrapaticidas es el mismo al de algunos insecticidas
por lo que su uso en el tratamiento de bovinos infestados pudiera provocar un efecto
ambiental similar al de los insecticidas. El nematodo de vida libre Panagrellus
redivivus se emplea como organismo de prueba para la deteccidén de toxicidad de
muestras ambientales como aguas residuales, suelos, sedimentos y lodos
contaminados. El objetivo de este trabajo fue: evaluar in vitro la toxicidad de S.
marcescens hacia el nematodo de vida libre P. redivivus. Los nematodos P.
redivivus se cultivaron en avena fermentada. Larvas juveniles L2 fueron colectadas
mediante flotacion usando MgSQOa4y tamizaje. Para el bioensayo 100 larvas totales
fueron desafiadas durante 24 h con diferentes concentraciones de proteina total de
la cepa EC-35 (1.25, 2.5, 5, 10, 20 y 40 ug/mL) como control se usé el buffer M9 y
se incluyd el ixodicida coumafos (0.02%). Los valores del efecto post desafio se
analizaron mediante anadlisis de varianza (ANOVA), posteriormente una
comparacién multiple de medias usando la prueba de Tukey, a un nivel de
significancia del 0.05. Los nematodos expuestos a diferentes concentraciones de
proteina total de la cepa EC-35 no mostraron diferencias en la tasa de mortalidad
(9.40, 10.21, 8.00, 6.60, 10.12 y 8.72% respectivamente) con respecto al grupo
testigo (p>0.05). En este trabajo se demostr6 que la cepa EC-35 de S. marcescens,
no es patégena al nematodo de vida libre P. redivivus. Las bacterias del género
Serratia han sido sefialadas como fuertes candidatos a ser usados como agentes
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de biocontrol. Se concluye la cepa EC-35 de S. marcescens patégena a garrapatas
R. microplus, no es patdgena al nematodo de vida libre P. redivivus en condiciones

in vitro.
INTRODUCCION

El género Serratia pertenece a la familia Enterobacteriaceae, las especies son
Gram-negativas con forma de bacilo, comunmente se les considera como
patdgenos oportunistas, algunas de ellas producen un pigmento rosa o rojo que las
caracteriza llamado prodigiosina (Mahlen, 2011). A la fecha, han sido reportadas
23 diferentes especies de Serratia (Parte et al. 2020). Los hébitats en donde se les
encuentra son muy diversos los cuales incluyen plantas, insectos, humanos, aire,
agua y suelo (Grimont y Grimont, 1978). Estas bacterias producen diferentes
metabolitos secundarios con efectos antimicrobianos principalmente como
antiprotozoarios, antibacterianos, antimicéticos y nematicidas (Soenens e Imperial,
2020; Méndez-Santiago et al., 2021). Debido a los factores de virulencia que
producen han sido propuestas para el control de nematodos en fase de vida libre y
hongos fitopatégenos (Méndez-Santiago et al., 2021).

Los nematicidas sintéticos de uso agricola para el control de nematodos plaga
provocan dafos a los ecosistemas microbianos, afectando la fertilidad del suelo;
los consorcios microbianos estdn compuestos por asociaciones entre virus,
bacterias, protozoarios, microalgas, levaduras, hongos y nematodos; (Aguilar-
Marcelino et al., 2020a, 2020p; Al-ani et al., 2020). En el caso de los garrapaticidas
el principio activo es el mismo al de algunos nematicidas por lo que su uso en el
tratamiento de bovinos infestados con garrapatas y los desechos de aguas
empleadas en la preparacion de bafos garrapaticidas pudiera provocar un efecto

ambiental similar al de los nematicidas.

La ecotoxicologia estudia y analiza los efectos de agentes quimicos y fisicos sobre
organismos vivos; el nematodo de vida libre Panagrellus redivivus se emplea como
organismo de prueba aplicable al biomonitoreo; para la deteccion de toxicidad de
muestras ambientales como aguas residuales, suelos, sedimentos y lodos
contaminados (Pica et al., 2008). Los ixodicidas propuestos como métodos alternos
para el control de garrapatas, deben ser amigables con el medio ambiente, evitando
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el efecto nocivo contra organismos no blanco que causan los productos quimicos.
Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue: evaluar in vitro la toxicidad de S.

marcescens hacia el nematodo de vida libre P. redivivus.
MATERIALES Y METODOS
Cultivo de nematodos

En un recipiente de plastico con capacidad para 1L se colocaron 100 g de semillas
de avena y 200 mL de agua para consumo humano; la mezcla se colocé en un
horno de microondas durante 2 minutos permitiendo el cocimiento de la avena y
posteriormente se dejé enfriar a temperatura ambiente permaneciendo cubierto con
manta de cielo. La inoculacion del nematodo P. redivivus se realiz6 a partir de 20
mL de un cultivo madre, el cultivo nuevo se incubo a temperatura ambiente (20 —
30 °C) y cada 4 dias se oxigend y rehidrato. Cinco dias después se empled en el

bioensayo.
Cultivo de bacterias

La cepa EC-35 previamente almacenadas a -20 °C y crio preservada en medio LB
liquido y 25% de glicerol se descongelo colocandose en hielo durante 15 minutos y
se usé como inbéculos en cultivos de 25 ml de medio LB. El medio LB se
complementé agregando otros reactivos de la siguiente forma (en gramos por litro):
NH4ClI, 1.07; KCI, 1.5; Tris, 18.91; MgSO4+7H20, 0.19; glucosa, 5. Los cultivos se
incubaron con agitacién constante a 200 rpm y 30 °C durante 4 dias, posteriormente
se concentrd por centrifugacion a 4500-x g, desechando el sobrenadante, el
concentrado se solubilizé en 3 mL de agua destilada estéril y se cuantifico la
proteina total de bacterias EC-35 mediante el método de Bradford (Bradford 1976).

Colecta de nematodos

El cultivo de P. redivivus se diluyé 1:1 en buffer M9 (NazHPO4+7H20, 225 mM,;
KH2PO4, 220 mM; NaCl, 100mM; MgSQO4,10 mM); posteriormente se filtr6 en
tamices de diferente numero (80, 100, 200, 325). El concentrado final del tamiz de
325 se recuperd en tubos de 15 mL y fue centrifugado a 3500 rpm durante 5
minutos, se desechd el sobrenadante y la pastilla con harina y nematodos fue
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resuspendida en un volumen igual de MgSO4 (200 g/L), nuevamente se centrifugo
y el sobrenadante se recuperd; los nematodos flotantes en el sobrenadante se
vertieron en un tamiz numero 400 donde se lavo con buffer M9 para eliminar el
MgSOs4; de aqui se recuperaron los nematodos para ser empleados en el

bioensayo.
Bioensayo

En tubos de 1.5 mL se colocaron 100 larvas juveniles L2 las cuales fueron
desafiadas con diferentes concentraciones de proteina total de la cepa EC-35 (1.25,
2.5,5,10, 20 y 40 pyg/mL) como control se usé el buffer M9 y se incluyé el ixodicida
coumafos (0.02%) el volumen final en cada tubo fue 100 pL. Se realizaron tres
repeticiones. Posteriormente se incubaron durante 24 horas a temperatura

ambiente (25 - 30 °C) y se realiz6 el conteo de mortalidad.
Analisis estadistico

Los porcentajes de mortalidad de larvas L2 fueron transformados al arco seno
porcentaje para obtener una distribucién normal. Los valores del efecto post
desafio a diferentes concentraciones de proteina de la cepa EC-35 y los grupos
control se analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA), posteriormente una
comparacién multiple de medias usando la prueba de Tukey, a un nivel de
significancia del 0.05. Se usdé el programa estadistico SAS version 6.0.

RESULTADOS

Los nematodos expuestos a diferentes concentraciones de proteina total de la cepa
EC-35 (1.25, 2.5, 5, 10, 20, 40 pg/mL) no mostraron diferencias en la tasa de
mortalidad (9.40, 10.21, 8.00, 6.60, 10.12 y 8.72% respectivamente) con respecto
al grupo testigo (p>0.05) pero si con respecto al grupo expuesto al coumafos en
donde la mortalidad fue del 100% a las 24 h post exposiciéon (Figura 6.1).
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Figura 6.1. Mortalidad del nematodo P. redivivus expuesto a diferentes concentraciones
de proteina total de la cepa de bacterias EC-35. Las barras indican el porcentaje de
mortalidad promedio + error estandar, diferente literal indica diferencias significativas,
Tukey (p<0.05).

DISCUSION

En este trabajo se demostrd que la cepa EC-35 de S. marcescens, no es patégena
al nematodo de vida libre P. redivivus.

Las bacterias del género Serratia han sido senaladas como fuertes candidatos a
ser usados como agentes de biocontrol, esto debido a que tienen la capacidad de
producir diferentes metabolitos secundarios como: prodigiosina, carbapenem,
sodorifen, oocidin A, serrawetin, rubiwetin y altiomicin; los cuales tienen efectos
antimicrobianos principalmente como antiprotozoarios, antibacterianos y
antimicoticos (Soenens e Imperial, 2020). Células de bacterias de la cepa llamada
NOD15 de Serratia sp. en pruebas in vitro causo mortalidad a los nematodos
Nacobbus aberrans, Haemonchus contortus 'y P. redivivus del 88%, 100% y 100%
alas 120 h, 12 h y 12h post exposicion respectivamente (Méndez-Santiago et al.,
2021). Estos datos difieren con el comportamiento observado a la exposicion de la
cepa EC-35 hacia el nematodo P. redivivus, en donde la tasa de mortalidad mas

alta fue del 10.21% sin que esto representara una diferencia con respecto al grupo
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testigo. Las diferencias observadas en el efecto de ambas cepas de Serratia hacia
P. redivivus podria deberse a la produccion de diferentes metabolitos en ambas
cepas debido a la adaptacion de las bacterias al habitat en donde se localizaron
antes de ser aisladas, NOD15 se aisl6 de la raiz de Mimosa pudica lo cual hace
suponer una competencia por el nicho ecoldgico entre bacterias y nematodos,
mientras que EC-35 se aislé de una garrapata R. microplus muerta; otra diferencia
fue que la cepa NOD15 es cultivada en presencia de quitina coloidal, lo cual
estimuld la produccion de quitinasas. El uso del nematodo de vida libre P. redivivus
ha mostrado ser un agente de prueba con el que se puede evaluar el efecto dosis
— respuesta hacia algun compuesto téxico, sin embargo, otros ensayos
toxicolégicos deberian ser empleados para evaluar la toxicidad aguda usando
diferentes organismos de prueba como Allium sp., Daphnia magna, Hydra
attenuata, Lactuca sativa, Selenastrum capricornutum, los cuales tienen diferentes
hébitats (Diaz et al., 2004).

CONCLUSION

La cepa EC-35 de Serratia marcescens patdgena a R. microplus, no es patégena

al nematodo de vida libre P. redivivus en condiciones in vitro.
REFERENCIAS

Aguilar-Marcelino L, Mendoza-de-Gives P, Al-Ani LKT, Lopez-Arellano MA, Gomez-
Rodriguez O, Villar-Luna E, Reyes-Guerrero DE (2020) Chapter 26: Using
molecular techniques applied to beneficial microorganisms as biotechnological tools
for controlling agricultural plant pathogens and pest. En Sharma V, Salwan R, Al-
Ani LKT (Eds) Molecular aspects of plant beneficial microbes in agricultura.
Academic press 336-349.

Aguilar-Marcelino L, Al-Ani LKT, Castafieda-Ramirez GS, Garcia-Rubio V, Ojeda-
Carrasco JJ (2020) Chapter 3: Microbial technologies to enhance crop production
for future needs. En Rastegari AA, Yadav AN, Yadav N (Eds) New and future
developments in microbial biotechnology and bioengineering. Trends of microbial
biotechnology for sustainable agriculture and biomedicine systems: diversity and
functional perspectives. Elsevier. 29-47.

81



Al-ani LKT, Aguilar-Marcelino L, Fiorotti J, Sharma V, Sharif SM, Furtado EL,
Wijayawardene NN, Herrera-Estrella A (2020) Chapter 2: Biological control agents
and their importance for plant health. En Singh JS, Vimal SR (Eds) Microbial
services in restoration ecology. Elsevier. 13-36.

Bradford MM (1976) A rapid and sensitive method for the quantitation of micrograms
quantities of protein utilizing the principle of protein —dye binding. Anal. Biochem.
72:248-254.

Diaz BMC, Ronco A, Pica GY (2004) Capitulo 4: Protocolos de ensayo. En Castillo
G (Ed) Ensayos toxicolégicos y métodos de evaluacion de calidad de aguas;
estandarizacion, intercalibracion, resultados y aplicaciones. Instituto Mexicano de
Tecnologia del Agua, México 47-98.

Grimont PA, Grimont F (1978) The genus Serratia. Annu Rev Microbiol. 32(4):221-
248.

Mahlen SD (2011) Serratia infections: from military experiments to current practice.
Clin Microbiol Rev. 24(4):755-791.

Méndez-Santiago EW, Goémez-Rodriguez O, Sanchez-Cruz R, Folch-Mallol JL,
Hernandez-Veldzquez VM, Villar-Luna E, Aguilar-Marcelino L, Wong-Villarreal A
(2021) Serratia sp., an endophyte of Mimosa pudica nodules with nematicidal,
antifungal activity and growth-promoting characteristics. Arch microbial. 203(2):
549-559.

Parte AC, Sarda Carbase J, Meier-Kolthoff JP, Reimer LC, Géker M (2020) List of
prokaryotic names with standing in nomenclature (LPSN) moves to the DSMZ. Int J
Syst Evol Microbiol. 70:5607-5612.

Pica GY (2008) Ensayo de toxicidad con el nematodo Panagrellus redivivus. En:
Ensayos toxicol6gicos para la evaluacion de sustancias quimicas en agua y suelo.
INE 139-155.

Soenens A, Imperial J (2020) Biocontrol capabilities of the genus Serratia.
Phytochem Rev 19:577-587.

82



DISCUSION GENERAL Y CONCLUSION

El analisis de garrapatas enfermas y muertas permitié el aislamiento de bacterias a
partir de lo cual se logré aislar e identificar una bacteria de la especie S. marcescens
con efecto ixodicida a R. microplus. A la fecha, solamente habian sido
documentadas bacterias de la especie Bacillus thuringiensis como patdgenas a
garrapatas adultas R. microplus (Fernandez-Ruvalcaba et al, 2010; Romo-
Martinez et al., 2013; Lormendez et al., 2019). Esto indica que aun falta mucho por
investigar con respecto a bacterias causantes de enfermedades en R. microplus las
cuales pudieran ser empleadas como un mecanismo de control biolégico. La
caracterizacion de la virulencia de S. marcescens mediante la exposicion de
garrapatas a diferentes dosis de proteina, logr6 demostrar la existencia de una
correlacién entre mortalidad de larvas y cantidad de proteina usada en el desafio;
lo cual, hasta ahora, se habia reportado solamente con larvas de coledptero y
lepidoptero (Nufiez-Valdez et al., 2008; Jeong et al., 2010; Bidari et al., 2017). Con
lo cual se podria deducir que S. marcescens afecta principalmente artrépodos en
estadio de larva o bien que los artrépodos son mas susceptibles a esta bacteria en
este estadio de su ciclo de vida. Con el desafio de garrapatas adultas en bafos de
inmersién, no se observd una correlacion dosis — respuesta, esto probablemente
causado por el numero de bacterias que logan penetrar al interior del cuerpo de la
garrapata, sin embargo, la bacteria resulto altamente patégena por ingestidén oral e
inoculacién directa lo cual concuerda con lo reportado para coledpteros,
lepidépteros y dipteros (Nufez-Valdez et al., 2008; Raymann et al., 2018). El
analisis de danos histomorfolégicos en las garrapatas afectadas mostré un
adelgazamiento del exoesqueleto y perdida de la histoarquitectura, se ha
documentado que S. marcescens produce enzimas como proteasas, quitinasas,
hemolisinas, lipopolisacaridos, etcétera (Mahlen, 2011; Patil et al., 2012, Petersen
y Tisa, 2013; Pineda-Castellanos et al., 2015; Raymann et al., 2018; Soenesn et
al., 2020); por lo que estos dafnos posiblemente pudieron ser causados por las
diferentes enzimas. El andlisis molecular de la cepa EC-35, detecté genes que
codifican para quitinasas ChiA, ChiB y ChiC las cuales han sido asociadas con el
control de artropodos tales como Varroa destructory Aedes aegypti (Tu et al., 2010;
Juarez-Hernandez et al., 2015). La presencia de quitinasas abren una posibilidad
de poder utilizar estas enzimas para ser evaluadas directamente contra garrapatas.
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La evaluacién toxicol6gica contra un organismo no blanco, revel6 que la cepa EC-
35, no es patdgena hacia otra especie de organismos, algo que difirié con lo
reportado por (Méndez-Santiago et al., 2021), quien reportd una cepa de S.
marcescens patdgena a nematodos, esta diferencia podria deberse a los diferentes

factores de virulencia secretados por cada una de las cepas de bacteria.

El uso de la bacteria S. marcescens o sus metabolitos como alternativa de control
contra la garrapata R. microplus, representa una alternativa a seguir la cual pueda
remplazar el uso de ixodicidas quimicos, sin embargo, se necesitan mas

investigaciones por desarrollar.

Se concluye que se logré aislar, identificar y caracterizar una cepa de bacterias de
la especie S. marcescens patdgena a la garrapata R. microplus con presencia de

quitinasas y no toxica hacia una agente de prueba.
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Abstract

Cattle ticks are considered the most important ectoparasite in the livestock industry. Rhi-
picephalus microplus causes economic losses both through direct feeding on livestock and
through disease transmission. Reports of the failure of chemical ixodicides to control this
tick have led to a search for control alternatives, such as bacteria with ixodicide activity.
The objective of this work was to select a bacterial strain with ixodicide activity against
R. microplus. In total, 83 bacterial strains were isolated from soil and dead R. microplus
specimens, and all strains were evaluated against larvae in a screening test. Bacteria with
ixodicide activity were evaluated in larvae and engorged adult female ticks. The larvae
were challenged using the larval immersion test (LIT) with 20 ug/mL total protein. The
median lethal concentration (LCs) for larvae was obtained by using nine total protein con-
centrations. Engorged adult female ticks were challenged using the adult immersion test
(AIT) with six protein concentrations. We evaluated adult mortality on day 10, oviposi-
tion rate on day 14 and hatching rate on day 40 after challenge. Only one bacterial strain
(EC-35) showed ixodicide activity against larvae and adult R. microplus. The highest larval
mortality, 52.3%, occurred with a total protein concentration of 40 pg/mL, and the LCs,
was 13.9 pg/mL of protein. In adults, a total protein concentration of 10 pug/mL had the
highest mortality (55%), oviposition inhibition (50.9%) and reproductive potential inhibi-
tion (52.5%). However, there was no significant effect on hatching. The 16S rRNA gene
sequence showed 99% identity of EC-35 with Serratia sp.
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Introduction

Rhipicephalus microplus is an ectoparasite affecting cattle and other domestic animals with
a worldwide distribution throughout the tropics. This species is important for the livestock
industry due to economic losses generated by the transmission of hemoparasites, such
as Babesia bovis, Babesia bigemina and Anaplasma marginale (Jongejan and Uilenberg
2004). The main control measure for R. microplus is synthetic ixodicides, but their effec-
tiveness is limited due to the appearance of resistant tick populations in the field caused by
the frequency of treatments (George et al. 2004). Furthermore, in worldwide tick popula-
tions that are simultaneously resistant to organophosphates, pyrethroids, amitraz, macrocy-
clic lactones (ivermectin), phenylpyrazoles and fluazuron have been reported in such coun-
tries as Australia, USA, Mexico, Colombia, Uruguay, Brazil, Argentina and South Africa
(Rodriguez-Vivas et al. 2018).

An alternative to control the R. microplus population could be the use of microorgan-
isms, such as bacteria. Entomopathogenic bacteria have the ability to secrete toxic proteins
and secondary metabolites into the extracellular environment, contributing to the virulence
of the bacteria. Genera described to have entomopathogenic effects include Bacillus, Pho-
torhabdus, Xenorhabdus, Pseudomonas, Serratia and Yersinia (McQuade and Stock 2018).
However, the only species to have been commercialized for pest control are Bacillus thur-
ingiensis, Lysinibacillus sphaericus and Serratia entomophila for use against lepidopteran,
coleopteran and dipteran insects, respectively (Lacey et al. 2015). No bacteria-based prod-
uct is used to control R. microplus in the field, and there are only a few reports of trials
in vitro (Fernandez-Ruvalcaba et al. 2010; Lormendez et al. 2019) with strains of B. thur-
ingiensis. Thus, the goals of this work were to isolate bacterial strains from dead R. micro-
plus and soil, evaluate them against R. microplus larvae and adults, select bacterial strains
with ixodicide activity against this tick, and identify the bacteria at the genus level.

Materials and methods
Study site

This work was performed in the Plant Parasitology Laboratory at the Biological Center
Research of the Universidad Auténoma del Estado de Morelos, Mexico (CIB-UAEM) and
in the Tick Laboratory of the National Center of Disciplinary Research in Animal Health
and Safety of the National Institute for Forestry, Agricultural and Livestock Research
(CENID-SAV/INIFAP) in Jiutepec, Morelos, Mexico.

Isolation, selection and culture of bacteria

From February to November 2018, in total 160 dead R. microplus adult females were col-
lected from 16 cattle-producing ranches located near the coasts of the Gulf of Mexico
and Pacific Ocean (from 17° 59’ 20.3” N, 90° 56’ 14.1" W up to 23° 19’ 38.6" N, 97°
58’ 24.8” W and from 19° 51’ 25.5" N, 103° 46’ 24.7" W up to 21° 49’ 23.6" N, 105° 11’
2.7" W). The ticks were disinfected with 2% sodium hypochlorite for 10 s and washed
twice with sterile distilled water. Subsequently, a tick was placed in a sterile 1.5-mL micro-
centrifuge tube, where it was fragmented using a sterile dissection needle; then, 1 mL
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of Luria—Bertani (LB) culture medium was added, and the tube was incubated for 24 h
at 30 °C. Next, to obtain single colonies, a loop of the culture was streaked on solid LB
medium in Petri dishes and incubated at 30 °C for 24 h. Subsequently, each single colony
was grown individually in a petri dish on solid LB for 72 h. Finally, the culture was mixed
with liquid LB and 25% glycerol, and the mixture was placed in a tube in a final volume of
1 mL for cryopreservation at—20 °C until use.

Prior to bioassays with ticks, the tube containing the cryopreserved bacteria was thawed
on ice for 15 min and used as the inoculum for 25 mL of LB medium in triplicate. The
LB was supplemented with the following additional reagents (in g/L): NH,Cl, 1.07; KCI,
1.5; Tris, 18.91; MgSO,-7H,0, 0.19; glucose, 5. The culture was incubated at 30 °C with
constant shaking at 200 rpm for 4 days. Then, the culture was concentrated by centrifuging
at 4500 g, discarding the supernatant, and resuspending the concentrate in 3 mL of sterile
distilled water. Total protein was quantified using the Bradford technique (Bradford 1976).

Ticks

The bioassays were performed using the Media Joya strain of R. microplus originally iso-
lated in Tapalpa, Jalisco, Mexico, which is susceptible to ixodicides and is maintained by
artificial infestations on calves within the CENID-SAI/INIFAP facility. In brief, a 120 kg
Holstein—Friesian calf was infested with 0.5 g of tick larvae. Twenty-one days later,
engorged female ticks were collected directly from the bovine skin and placed in a Petri
dish to oviposit.

Bioassays with tick larvae

The ixodicide activity bioassay was performed for each bacterial strain using three rep-
licates of the larval immersion test (LIT), as described by Klafke et al. (2006). Modifi-
cations of the technique consisted of replacing the ixodicide and Triton X-100 with total
protein from each bacterial strain and Tween-20, respectively, and that the tick larvae were
30-40 days old. Briefly, in a 1.5-mL microcentrifuge tube, we added 20 pg of total bacte-
rial protein, 1% Tween-20 and sterile distilled water in a final volume of 1 mL. The con-
trol group received sterile distilled water and Tween-20 at the same concentration. Sub-
sequently, 200 larvae were immersed for 10 min, and then the larvae were placed in filter
paper packages and incubated at 27+2 °C with 80% relative humidity (RH). With the
ixodicide activity strain, the mortality rate was evaluated at 1, 2, 4 and 8 days after immer-
sion. Larvae that moved were considered alive, and those that did not show any movement
were considered dead.

To determine the median lethal concentration (LCs,) of the ixodicide activity strain for
larvae, nine concentrations of total protein were used (0.16, 0.31, 0.63, 1.25, 2.5, 5, 10, 20
and 40 pg/mL), and the mortality rate was quantified 4 days after exposure.

Bioassays with engorged adult ticks

The effect of total protein was evaluated on engorged adult ticks using the adult immersion
test (AIT) (Drummond et al. 1973), where the mortality, oviposition and egg hatching (fer-
tility) rates were calculated. Six concentrations of total protein were evaluated (1.25, 2.5, 5,
10, 20 and 40 pg/mL) in sterile distilled water and Tween-20 at a final concentration of 1%.
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A total of 45 ticks were used for each protein concentration and were divided into three
subgroups of 15 ticks each, and the average weight of each group was similar. The ticks
were immersed individually for 10 min in a 1 mL aliquot of the corresponding total protein
concentration treatment. The control group was immersed in sterile distilled water with
Tween-20. After challenge with total bacterial protein, the ticks were placed individually
in 24-well polyethylene plates (Cell Wells; Corning Glass Works, Corning, NY, USA) and
incubated at 27 °C and 80% RH for 14 days. Mortality was evaluated 10 days after chal-
lenge, and ticks were considered to be dead when they showed darkening of the cuticle
and no movement of the Malpighian tubules or legs. The oviposition rate was evaluated
14 days after challenge by weighing the egg mass. The eggs were collected and placed in
glass vials with a cotton plug and incubated under the same conditions as adult ticks for
25 days. Next, the hatching rate was evaluated to determine the inhibition of reproductive
potential.

Statistical analysis

The mortality rate of larvae and engorged females, as well as the egg hatching rate, were
In transformed to obtain a normal distribution. The difference in mortality rate between
the control and each bacterial treatment in the bioassay with larvae was analyzed using a
Student’s t-test. The effects of postexposure time and protein concentration on mortality of
both larvae and engorged females and on reproductive variables were analyzed by ANOVA
followed by a multiple comparison of means using Tukey’s test (a=0.05), using the SAS
v.6.0 (SAS Institute, Cary, NC, USA). The LC, was calculated by Probit analysis using the
Polo Plus 2003 statistical program.

Identification of bacterial genus

One mL of the sample of bacteria with ixodicide activity after 12 h of growth in LB
medium was used for total DNA extraction according to Bravo et al. (1998). Next, 100 ng
of DNA was used as a template in each PCR. The identification of bacterial genera was
performed by means of PCR amplification and 16S rRNA gene sequencing techniques
using the universal oligonucleotide primers, forward 5'-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’
and reverse 5'-GTTACCTTGTTACGACTT-3' (Soufiane and Cote 2009). The PCR condi-
tions consisted of an initial denaturation step at 96 °C for 10 min, followed by 35 cycles
of denaturation (96 °C, 50 s), annealing (50 °C, 45 s) and extension (72 °C, 60 min) and a
final extension step at 72 °C for 10 min. The PCR product was purified using a commercial
kit (Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up system, Promega, Madison, WI, USA) following
the manufacturer’s instructions. The purified product was sequenced at the Instituto de Bio-
tecnologia of the Universidad Nacional Auténoma de México. The sequence obtained from
the 16S rRNA gene was compared with those previously reported in the GenBank database
(NCBI) using the Blast program.

Ethics approval

Animal welfare statement. The production of ticks on cattle was approved by the Ani-
mal Experimentation and Ethics Committee of the Nacional Center of Disciplinary
Research in Animal Health and Safety of the National Institute for Forestry, Agricultural
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and Livestock Research (CENID-SAI/INIFAP). This research took ethical and methodo-
logical aspects into consideration in accordance with the Mexican regulations on the
use, housing and transportation of experimental animals (NOM-062-Z00-1999 and
NOM-051-Z00-1995).

Results
Bioassays with tick larvae

A total of 83 strains were isolated from the dead female tick and soil samples. The mor-
tality was not significantly different from that of the control in 82 of the strains. Only
one strain—named EC-35—showed ixodicide activity against larvae of R. microplus.
The mortality rate of the treated group was higher than that of the control group 1 day
after exposing R. microplus larvae to 20 pg/mL of total protein of the EC-35 strain, with
means of 26.0 + 1% and 3.1 +£0.7%, respectively; on days 2, 4 and 8, there were no sig-
nificant differences in mortality (Table 1).

The mortality rate of tick larvae exposed to various total protein concentrations dif-
fered from that of the control group (Fig. 1). The group exposed to 0.16 pug/mL protein
had the lowest mortality rate (17.4%), and the groups exposed to 2.5-40 pg/mL total pro-
tein had the highest mortality rates (ca. 50%). There were differences in mortality rate
among the four lowest protein concentrations tested (0.16, 0.31, 0.63, and 1.25 pg/mL)
increasing from 17.6 to 35.2%, respectively; but no significant differences in mortality
rate among the five highest protein concentrations (Fig. 1). Probit analysis estimated an
LCs, of 13.89 pg/mL of total protein (Table 2).

Bioassays with engorged adult ticks

The mean weight of the engorged female ticks (n=15) used for this study was
4.65+0.027 g and did not differ among the subsets assigned to each treatment (Table 3).
The effects of the various total protein concentrations of the EC-35 strain on the weight
of the egg mass and hatching percentage are shown in Table 3: all treated egg masses
were lighter than the untreated control, but egg mass weight did not differ (much)
among the treatments, and about half of the eggs hatched in all treatments as well as the
control. The treatments affected the mortality rate, reproductive efficiency index, inhibi-
tion of oviposition and inhibition of reproductive potential (Table 4).

Table 1 Mean (+ SE) mortality rate of Rhipicephalus microplus larvae at various intervals post challenge
after immersion in 20 pg/mL total protein concentration of the EC-35 strain

Treatment Day 1 Day 2 Day 4 Day 8
Control 0.00+0.00a 2.03+0.37ab 3.02+0.63b 9.63+1.09¢
EC-35 26.40+1.28a 34.30+£0.77a 39.63+3.38a 35.23+7.12a

Means within columns that are followed by a different letter are significantly different (ANOVA: p <0.05)
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Fig. 1 Mean (+SE) mortality (%) of Rhipicephalus microplus larvae challenged with a range of total pro-
tein concentrations of the EC-35 bacterial strain. Means that do not share a letter are significantly different
(Tukey’s test: p<0.05)

Table 2 Probit analysis values of Rhipicephalus microplus larvae challenged with a range of total protein
concentrations of the EC-35 strain

n Slope LCs, 95% CI

2758 0.437+0.034 13.89 8.88+£23.58

LC;ymedian lethal concentration, C/confidence interval

Table3 Mean (+SE; n=3) reproductive parameters of engorged adult female Rhipicephalus microplus
challenged with a range of total protein concentrations (TPC) of the EC-35 strain

TPC EC-35 (ug/mL) Female weight (g) Egg masses weight (g) Hatching (%)
Control 4.647+0.02a 1.992+0.01a 44.22+4.16a
1.25 4.659+0.02a 1.213+0.04bc 51.82+3.16a
2.5 4.655+0.02a 1.322+0.14bc 52.55+2.6la
5 4.657+0.01a 1.337+0.03bc 53.06+2.68a
10 4.652+0.02a 0.979+£0.09¢ 42.40+3.00a
20 4.636+0.01a 1.462+0.13b 52.85+2.70a
40 4.667+0.02a 1.158 +£0.09bc 50.76 +£2.40a

Coefficients of variation of 0.065, 11.49 and 2.84%, respectively, are shown. Means within a column that do
not share a letter are significant different (Tukey’s test: p <0.05)

Identification of the bacterial genus in the strain EC-35

The PCR product from the DNA amplification showed an amplicon between 1000 and
1650 bp long, as observed in agarose gel stained with ethidium bromide. The 1432 bp long
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Table 4 Evaluation of the effect of a range of total protein concentrations (TPC) of the EC-35 strain on
mean (+ SE; n=3) reproductive parameters per group of engorged adult female Rhipicephalus microplus

TPC EC-35 (ug/mL) Mortality (%) Oviposition inhibition (%) IRP (%)
Control Oa Oa Oa

1.25 42.22+4.45b 39.36+1.87bc 28.12+5.10b
2.5 44.44+9.70b 33.73+7.50bc 20.28 +10.95b
5 46.66+10.20b 33.06 +1.78bc 18.64 +6.30b
10 55.55+8.02b 50.93 +4.49¢ 52.53 +5.46b
20 33.33+£6.67b 26.44 +£6.38b 9.34+16.64b
40 42.22+5.89b 42.25+4.63bc 30.61+14.87b

IRP inhibition of reproductive potential

The coefficients of variation were 8.91, 18.34 and 32.28%, respectively. Means within a column that do not
share a letter are significantly different (Tukey’s test: p<0.05)

sequence of the 16S rRNA gene from the EC-35 strain, when compared with the sequences
available in the GenBank (NCBI) database, showed 99% identity with Serratia marcescens.
MegaBLAST analysis revealed that the EC-35 strain 16S ribosomal RNA gene partial
sequence has a 99.86% identity with Serratia marcescens strain SYJ1-9 ribosomal RNA
gene, partial sequence GenBank accession number KR262852.1. Nucleotide sequence data
were submitted to GenBank with accession number MT703954.1. Strains showing no sig-
nificant differences in mortality were not identified.

Discussion

In this study, we found that a strain similar to S. marcescens showed ixodicide activity
against R. microplus larvae and adult females. Nevertheless, sequencing of the genomes
of S. marcescens strains identified 6 or 7 rRNA operons (Li et al. 2015), making this gene
a less than ideal candidate for species-level identification. Future studies should be con-
ducted for species-level designation using concatenated amino acid sequences of proteins
GyrB and RpoD, which are conserved in bacteria. Serratia marcescens has been previously
identified in R. microplus eggs in a study of the tick bacteriome (Andreotti et al. 2011).
Similarly, 16S rRNA sequencing of a group of cultivable bacteria isolated from Ambly-
omma cajennense eggs found 17 species of bacteria, including S. marcescens (Machado-
Ferreira et al. 2015). Neither of those reports evaluated the lethal effects of this bacterium
on ticks.

Different secretions of proteins produced by Serratia species, such as pore forming
toxins (Hertle 2005), hydrolytic enzymes (Veliz et al. 2017) and biosurfactants (Clements
et al. 2019), could be used as biocontrol agents against ticks because they produce hemo-
lysins, chitinases and lipopeptides able to degrade lipids. These proteins could degrade the
cuticle of the tick that is composed mainly of chitin and a layer lipid (Hackman 1982).
A biocontrol method against R. microplus using secretions produced by Serratia species
could avoid side effects of Serratia on the treatment of bovines, including a possible patho-
genesis due to the wide host range of Serratia, which includes arthropods, humans and
(other) mammals.
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The in vitro ixodicide effect of Serratia sp. on R. microplus larvae was observed in the
initial bioassays using a 20 pg/mL total protein concentration. Larvae that had been sub-
jected to protein from Serratia sp. had a 26% mortality rate 1 day after the challenge, and
the highest mortality was found on day 4 at 39.6%, although there were no significant dif-
ferences in mortality among days 1, 2 and 8. Larvae of R. microplus cultivated under labo-
ratory conditions have an average life span of 60 days. Larvae used for the bioassays were
3040 days old. At an intermediate age, their immune system could cope with a probable
infection, and only the weakest larval ticks died in the early days after challenge. The iso-
lation of S. marcescens from the sea sponge Haliclona amboinensis and the sequence of
its genome indicate the presence of genes that code for amylases, lipases and proteases
(Cheng et al. 2018); these enzymes could be responsible for the degradation of macromol-
ecules present in the tick cuticle, which could allow the bacteria to penetrate the tick. When
the tick larvae were challenged with different total protein concentrations of the EC-35
strain, the highest mortality was 52% using a concentration of 40 pg/mL of total protein,
whereas the LCs, was 13.9 ug/mL, a relatively low dose when compared to that reported
for other mites and bacteria, such as Psoroptes cuniculi challenged with protein from B.
thuringiensis, where 1.3 mg/mL of total protein was necessary to kill 50% of mites (Dun-
stand-Guzman et al. 2015). In assays with R. microplus and P. cuniculi, the maximum mor-
tality rate only slightly exceeded 50% despite using protein concentrations higher than the
LCs,, whereas in bioassays with Phyllophaga larvae fed 10% cells of Serratia entomophila,
the mortality rate was 72% (Nuiiez-Valdez et al. 2008). Lepidopteran larvae fed cabbage
leaves sprayed with a liquid culture of S. marcescens showed 91.7% mortality (Jeong et al.
2010). The differences in the mortality rate caused by these bacteria could be observed
because the challenge to ticks in this study was by immersion bath, where the main contact
route is through the cuticle, whereas in tests with Coleoptera and Lepidoptera, the bacteria
are ingested, which is more likely to enable bacteria to penetrate through the gut.

The virulence of other S. marcescens strains has been associated with the hemolytic
activity of such proteases as serralysin, chitinases, gelatinases, DNases and siderophore
production (Pineda-Castellanos et al. 2015; Raymann et al. 2018; Méndez-Santiago et al.
2021). Hemolysins produced by S. marcescens are pore-forming toxins known as Sh1A
and Sh1B, which cause lysis of erythrocytes and eukaryotic cells (Hertle 2005). The serra-
lysin metalloprotease allows bacteria to suppress the cellular immunity of Bombyx mori by
reducing the adhesive properties of hemocytes in this insect (Ishii et al. 2014). Other Ser-
ratia species also produce metalloproteases, gelatinases, alkaline proteases and chitinases
(Matsumoto 2004; Pinna et al. 2009; Kwak et al. 2015). An S. grimesii metalloprotease
called grimelysin has proteolytic activity on actin (Bozhokina et al. 2011). Our bioassays
with engorged adult female ticks using total protein concentrations ranging from 1.25 to
40 pg/mL had a maximum mortality rate of 55.5%, and a protein concentration of 10 pg/mL
caused 50.9% inhibition of oviposition and 52.5% inhibition of reproductive potential. Nev-
ertheless, no significant differences were observed among the different total protein con-
centration treatments with the EC-35 strain. The peak mortality was at a dose of 10 pg/mL
(55%), with lower values on either side of this peak (this was also true of oviposition
inhibition and IRP). This phenomenon, called hormesis inverted U-shaped, describes the
biphasic dose-response relationship exhibiting low-dose stimulation and high-dose inhibi-
tion (Calabrese and Baldwin 2002).

Bacillus thuringiensis (Bt) is considered the most successful biopesticide; it produces
protoxins known as Cry and Cyt, which, when ingested by insect larvae, form pores in
intestinal cells (Bravo et al. 2011). Engorged female Argas persicus ticks were exposed
to B. thuringiensis kurstaki, resulting in 100% mortality 5 days after being exposed to a
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concentration of 1 mg/mL of total protein; B. thuringiensis israelensis caused 100% mor-
tality at 2.5 mg/mL, whereas B. thuringiensis thuringiensis, at a 5 mg/mL concentra-
tion, induced 93.3% mortality; on the other hand, with Hyalomma dromedarii, there was
93% mortality using doses as high as 10 mg/mL (Hassanain et al. 1997). Another report
indicated that B. thuringiensis kurstaki at a concentration of 10° spores/mL was toxic to
engorged Ixodes scapularis larvae, with an LCs, of 107 spores/mL (Zhioua et al. 1999).
Ornithodoros erraticus ticks artificially fed a mixture of B. thuringiensis spores and blood
had a 100% mortality rate (Samish and Rehacek 1999). Bacillus thuringiensis strains
reached up to 80% mortality in engorged female R. microplus ticks at a concentration of
1.25 mg/mL 15 days after challenge (Ferniandez-Ruvalcaba et al. 2010), whereas another
trial reported a strain that overexpresses an S-layer protein, which killed 75% of engorged
females at a concentration of 300 pug/mL and reached more than 90% inhibition of hatching
at 100 pg/mL (Lormendez et al. 2019). The differences in the lethal effect of B. thuring-
iensis strains compared to Serratia sp. on R. microplus could be because Serratia sp. is
considered to be an opportunistic pathogen (Mahlen 2011), meaning that it becomes patho-
genic when the immune system of the host is weakened. This species even manages to
evade the immune response by blocking the expression of genes that encode antimicrobial
peptides or enzymes, such as phenol oxidase (Raymann et al. 2018), that act as part of the
innate immune system to prevent the invasion of pathogens in invertebrates.

Despite the problem that R. microplus represents for the livestock industry, biological
control studies using bacteria are very limited. In this work, the effect of Serratia sp. on
larval ticks and engorged female ticks is described for the first time. Analysis of the metab-
olites produced by this bacterium is required to identify the possible mechanisms of action
on ticks. More studies on biocontrol agents against R. microplus ticks are needed, which
could be used in integrated control programs.

Conclusion

Serratia sp. isolated from a dead R. microplus tick showed an ixodicidal effect of up to
50% against larval ticks and engorged females under in vitro conditions. To the best of our
knowledge, this report is the first to describe a lethal effect of Serratia sp. on R. microplus.
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DR. FERNANDO IVAN PEREZ FLORES
Comité Evaluador

C.i.p. Archivo U A

Av, universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México 62209 EM
Tel (777)3297046, 3297000 Ext. 3304. fagropecuarias@uaem.mx
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27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es vélido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

FERNANDO IVAN FLORES PEREZ | Fecha:2022-09-23 12:18:44 | Firmante
cCTWOKRZ0/dgAdv7RQ/qesBHXk6ya+3RDxB3F/nMpsvQ61YOTxxbkafpEtn9WFA+qxdaUcBOhO7/AfSY 3Ib5QMVvtif9GHPUFyz1n+t7E14x5yDVR1sSnT6gpryGDA3WpSEqGEMRg
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FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
JEFATURA DE PROGRAMAS EDUCATIVOS DE POSGRADO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Cuernavaca, Morelos, 21 de septiembre de 2022.

FWUNTAD CE CENCIG
ACROPECIIAIG

Asunto: Voto Aprobacion de Tesis.

MTRO. JESUS EDUARDO LICEA RESENDIZ
DIRECTOR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS.

PRESENTE.

Por medio del presente informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis titulado:
“Aislamiento de bacterias en diferentes ranchos ganaderos de México y evaluacion
de su efecto sobre garrapatas Rhipicephalus microplus” que presenta el: M. en C.
EDGAR CASTRO SAINES, mismo que fue desarrollado bajo la direcciéon del DR.
GUADALUPE PENA CHORA, y que servird como requisito parcial para obtener el grado
de DOCTOR EN CIENCIAS AGROPECUARIAS Y DESARROLLO RURAL, lo encuentro
satisfactorio, por lo que emito mi VOTO DE APROBACION para que el alumno contintie

con los tradmites necesarios para presentar el examen de grado correspondiente.

Sin mas por el momento y agradeciendo de antemano su valiosa colaboracion, quedo de

usted.

Atentamente
Por una humanidad culta

DR. VIRGINIO AGUIRRE FLORES
Comité Evaluador

C.i.p. Archivo U A

Av, universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México 62209 EM
Tel (777)3297046, 3297000 Ext. 3304. fagropecuarias@uaem.mx
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El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es vélido de conformidad con los
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escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:
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FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
JEFATURA DE PROGRAMAS EDUCATIVOS DE POSGRADO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Cuernavaca, Morelos, 21 de septiembre de 2022.

FWUNTAD CE CENCIG
ACROPECIIAIG

Asunto: Voto Aprobacion de Tesis.

MTRO. JESUS EDUARDO LICEA RESENDIZ
DIRECTOR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS.

PRESENTE.

Por medio del presente informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis titulado:
“Aislamiento de bacterias en diferentes ranchos ganaderos de México y evaluacion
de su efecto sobre garrapatas Rhipicephalus microplus” que presenta el: M. en C.
EDGAR CASTRO SAINES, mismo que fue desarrollado bajo la direccién del DR.
GUADALUPE PENA CHORA, y que servird como requisito parcial para obtener el grado
de DOCTOR EN CIENCIAS AGROPECUARIAS Y DESARROLLO RURAL, lo encuentro
satisfactorio, por lo que emito mi VOTO DE APROBACION para que el alumno contintie

con los tradmites necesarios para presentar el examen de grado correspondiente.

Sin mas por el momento y agradeciendo de antemano su valiosa colaboracion, quedo de

usted.

Atentamente
Por una humanidad culta

DR. VICTOR MANUEL HERNANDEZ VELAZQUEZ
Comité Evaluador

C.i.p. Archivo U A

Av, universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México 62209 EM
Tel (777)3297046, 3297000 Ext. 3304. fagropecuarias@uaem.mx
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Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
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FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
JEFATURA DE PROGRAMAS EDUCATIVOS DE POSGRADO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Cuernavaca, Morelos, 21 de septiembre de 2022.

FWUNTAD CE CENCIG
ACROPECIIAIG

Asunto: Voto Aprobacion de Tesis.

MTRO. JESUS EDUARDO LICEA RESENDIZ
DIRECTOR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS.

PRESENTE.

Por medio del presente informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis titulado:
“Aislamiento de bacterias en diferentes ranchos ganaderos de México y evaluacion
de su efecto sobre garrapatas Rhipicephalus microplus” que presenta el: M. en C.
EDGAR CASTRO SAINES, mismo que fue desarrollado bajo la direccién del DR.
GUADALUPE PENA CHORA, y que servird como requisito parcial para obtener el grado
de DOCTOR EN CIENCIAS AGROPECUARIAS Y DESARROLLO RURAL, lo encuentro
satisfactorio, por lo que emito mi VOTO DE APROBACION para que el alumno contintie

con los tradmites necesarios para presentar el examen de grado correspondiente.

Sin mas por el momento y agradeciendo de antemano su valiosa colaboracion, quedo de

usted.

Atentamente
Por una humanidad culta

DRA. EVA VIANEY ALQUISIRA RAMIREZ
Comité Evaluador

C.i.p. Archivo U A

Av, universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México 62209 EM
Tel (777)3297046, 3297000 Ext. 3304. fagropecuarias@uaem.mx
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27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es vélido de conformidad con los
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Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
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FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
JEFATURA DE PROGRAMAS EDUCATIVOS DE POSGRADO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Cuernavaca, Morelos, 21 de septiembre de 2022.

FWUNTAD CE CENCIG
ACROPECIIAIG

Asunto: Voto Aprobacion de Tesis.

MTRO. JESUS EDUARDO LICEA RESENDIZ
DIRECTOR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS.

PRESENTE.

Por medio del presente informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis titulado:
“Aislamiento de bacterias en diferentes ranchos ganaderos de México y evaluacion
de su efecto sobre garrapatas Rhipicephalus microplus” que presenta el: M. en C.
EDGAR CASTRO SAINES, mismo que fue desarrollado bajo la direccién del DR.
GUADALUPE PENA CHORA, y que servird como requisito parcial para obtener el grado
de Doctor en Ciencias Agropecuarias y Desarrollo Rural, lo encuentro satisfactorio, por
lo que emito mi VOTO DE APROBACION para que el alumno contintie con los tramites
necesarios para presentar el examen de grado correspondiente.

Sin mas por el momento y agradeciendo de antemano su valiosa colaboracion, quedo de
usted.

Atentamente
Por una humanidad culta

DRA. LILIANA AGUILAR MARCELINO
Comité Evaluador

C.i.p. Archivo U A

Av, universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México 62209 EM
Tel (777)3297046, 3297000 Ext. 3304. fagropecuarias@uaem.mx
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Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

19gKzO8nX

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/dmv5MIi7bpiquMyeX7sRoo9gzNcM1zP4



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/dmv5MIi7bpiquMyeX7sRoo9gzNcM1zP4

