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RESUMEN

En la actualidad, existe una necesidad urgente de buscar nuevos medicamentos debido a la
aparicion de patdgenos resistentes y de enfermedades infecciosas nuevas. Por este motivo se
han realizado estudios sobre los mecanismos de defensa utilizados en la naturaleza, como es
el caso de los insectos sociales. Algunos insectos han sido poco estudiados como las avispas
sociales. El objetivo de este proyecto fue aislar e identificar actinobacterias asociadas a
adultos de avispas sociales y evaluar su accion antibidtica. Para aislar las actinobacterias se
colectaron adultos de diferentes especies de avispas. Los microorganismos fueron
identificados morfolégicamente y por secuenciacion del gen 16S. Para determinar la
actividad antibittica de las cepas se realizaron ensayos de inhibicion del crecimiento
antimicrobiano utilizando microorganismos que causan infecciones en insectos: B.
thuringensis, y en humanos: E. coli, S. aureus y P. aeruginosa. Los resultados muestran que
las avispas establecen relaciones con actinobacterias de las familias Pseudonocardiaceae,
Brevibacteriaceae, Tsukumurellaceae, Microbacteriaceae, Streptomycetaceae,
Micrococcaceae y Nocardiopsaceae. Ademas, un 67% de las cepas obtenidas inhibieron el
crecimiento de los patégenos, principalmente de B. thuringensis, E. coli y P. aeruginosa. Es
posible que las avispas utilicen actinobacterias para defenderse del ataque de patdgenos

debido a que inhibieron el crecimiento de microorganismos patdégenos presentada.

Palabras clave: nidos, avispas sociales, adultos, actinobacterias, antibidticos.



|.  INTRODUCCION

La comunidad cientifica ha expresado por medio de comunicados, informes y articulos
cientificos, su preocupacién en relacion con la crisis sanitaria que la poblacién humana esta
enfrentando debido a la resistencia generada por ciertos patdgenos (bacterias, virus, hongos,
parésitos), a las sustancias antimicrobianas que comunmente habian sido utilizadas para tratar
infecciones, en particular a los antibioticos. La resistencia de los microorganismos patdégenos
ademas de ser un problema de salud publica y ocasionar mayor cantidad de decesos, genera
pérdidas econdémicas para los paises al incrementar los costos de atencién a los pacientes,
debido a la mayor duracion de la enfermedad y su tratamiento. Estas complicaciones ponen

en riesgo la atencion que se brinda en los centros médicos.

Por este motivo, la innovacion en investigaciones sobre sustancias antimicrobianas, y
sobre los organismos que sintetizan estas sustancias, es de gran importancia para el
mantenimiento de la salud publica. La comunidad cientifica de diferentes partes del mundo
se ha dado a la tarea de estudiar los mecanismos de defensa que utilizan algunos organismos
en la naturaleza como plantas, mamiferos, microorganismos e invertebrados para evitar
infecciones. Se ha observado que algunos organismos desarrollan relaciones simbi6ticas con
microorganismos productores de sustancias antimicrobianas para protegerse contra los

patdgenos.

Dentro de este panorama las colonias de insectos sociales (hormigas, abejas, avispas y
termitas) tienen gran potencial como fuente de nuevos compuestos antibioticos debido a las
relaciones simbioticas que mantienen con una gran variedad de especies de microorganismos,
y a las caracteristicas de su vida colonial. Tomando en cuenta la premisa anterior, alrededor
del mundo se han desarrollado investigaciones para identificar las sustancias antibidticas
producidas por diferentes especies de insectos sociales, incluyendo la liderada por el
costarricense Adrian Pinto donde se estudiaron los nidos de la hormiga Apterostigma y se
logré aislar una nueva sustancia antibidtica (selvamicina) en el afio 2016. En este momento
el grupo de investigacion se encuentra desarrollando un medicamento porque la selvamicina
inhibe el crecimiento del hongo Candida albicans que causa infecciones en las ufias, piel y

boca. En Brasil, otro grupo de investigacion ha obtenido nuevos compuestos antibioticos a



partir de nidos de hormigas cortadoras de hojas (Attini), como la attinimicina y cifomicina,
que también han mostrado actividad contra Candida albicans. Estos estudios
latinoamericanos (Van Arnam et al. 2016; Fukuda et al. 2021), son ejemplos del potencial
que tienen los insectos sociales para la generacion de nuevos tratamientos (Matarrita-
Carranza et al. 2017).

A pesar de que se han realizado investigaciones en algunas especies de hormigas sobre
la microfauna asociada a los nidos, muy poco se ha investigado hasta el momento sobre los
microorganismos asociados a las avispas sociales neotropicales (Epiponini). Las avispas
presentan una organizacion social muy similar a la de las hormigas, por lo tanto, es muy
probable que al igual que estos insectos, hayan desarrollado algln tipo de asociacion con
microorganismos para proteger sus nidos del ataque de organismos infecciosos. Esta premisa
fue la que permitié desarrollar un proyecto de investigacion VIE en los afios 2017 y 2018
con el objetivo de hacer una exploracion inicial en las celdas e inmaduros de los nidos de las
avispas para determinar la presencia de actinobacterias. Las celdas de cria son los lugares del
nido con mayor vulnerabilidad para sufrir infecciones, debido a la acumulacion de desechos
fecales provenientes de las larvas. Como resultado de este proyecto se lograron aislar 25
cepas de actinobacterias, de las cuales un 75% inhibid el crecimiento de las cepas patdgenas
de B. thuringensis, E. coli, C. albicans y S. aureus. Este resultado mostr6 que las avispas si
establecen relaciones simbioticas con actinobacterias, y que las mismas inhiben el

crecimiento de patdgenos.

El proyecto de investigacion que se describe en este informe tiene como objetivo dar
continuidad al proyecto VIE “Evaluacion de microorganismos con actividad antimicrobiana
asociados a nidos de avispas sociales (Hymenoptera: Vespidae; Polistinae, Epiponini)”, al
estudiar las actinobacterias asociadas a los adultos de las avispas para entender si estas
asociaciones se establecen con los estadios inmaduros y celdas cria, o con los adultos.
También se evalud la accion antibidtica de las cepas aisladas de los adultos de avispas contra

patdgenos que causan infecciones en humanos y en insectos.



.  MARCO TEORICO

La Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo Econémico (OCDE) emitié un
comunicado en el afio 2018 donde advierte, que para el afio 2050 mas personas moriran de
infecciones que de céncer, debido a la resistencia a los compuestos antimicrobianos que
muchos organismos infecciosos han desarrollado. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) también ha advertido sobre esta situacion, en 2014 presentd un primer informe
revelando la grave amenaza que representa para la humanidad la resistencia de los
microorganismos infecciosos a los antibidticos. La resistencia a los antibioticos (AMR)
sucede cuando las bacterias no responden a la accion de un determinado agente antibiotico
al que anteriormente eran sensibles. Este fendmeno sucede a través de mutaciones genéticas,
mediante la transferencia horizontal y la expresion de genes de resistencia de otras cepas
(Bos & Austin, 2018; de Alcantara et al., 2020; Huddleston, 2014; Pérez et al., 2020).

Esta situacion es preocupante ya que infecciones comunes y lesiones menores que han
sido tratadas durante afios, podrian volver a ser mortales (World Health Organization, 2014).
Por ejemplo, en el afio 2013 hubo 480.000 casos de tuberculosis multiresistentes en el mundo,
ademas muchas bacterias responsables de infecciones tratables (urinarias, neumonias e
infecciones sanguineas) actualmente son capaces de resistir la accion de los antibidticos. Este
es el caso de la gonorrea cuyo tratamiento ya no es eficaz en por lo menos 10 paises (World
Health Organization, 2014). Solo en Estados Unidos, alrededor de 2 millones de personas se
infectan con bacterias como Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae y S. aureus
resistentes a la meticilina (MRSA), causando aproximadamente 23.000 muertes de personas
al afo (Christaki, Marcou & Tofarides, 2019). Ante esta situacion, la OMS ha sefialado la
importancia de buscar nuevos antibioticos, principalmente en fuentes que no han sido

exploradas hasta el momento.

Importancia de los Insectos Sociales como Fuente de Nuevos Antibidticos

Hay muchos organismos en la naturaleza que podrian ser utilizados para buscar
nuevos compuestos antibidticos. Hasta el momento se han realizado estudios en diferentes
grupos como plantas, mamiferos, microorganismos e invertebrados y se ha determinado que

algunos producen sus propias sustancias al desarrollar relaciones simbidticas con



microorganismos productores de compuestos antibioticos; un ejemplo de estos organismos
es el grupo de los insectos sociales (Currie et al., 1999; Santos et al., 2004; Kaltenpoth et al.,
2005 y 2006; Poulsen et al., 2006; Stow & Bettie, 2008; Kroiss et al., 2010; Graystock &
Hughes 2011; Madden et al., 2013; Tranter et al., 2014; Matarrita-Carranza et al. 2017;
Fukuda et al. 2021). El potencial de las sustancias antibioticas producidas en las colonias de
insectos sociales es grande, ya que los patdgenos que atacan sus nidos no han desarrollado
resistencia a los antibioticos que ellos producen durante miles de afios (Stow & Beattie,
2008); caso contrario a los patdgenos que atacan a los humanos que han desarrollado

resistencia a las sustancias producidas por la industria farmacéutica.

Los insectos sociales son organismos muy resistentes, han vivido en el planeta desde
hace miles de afios, y durante todo este tiempo, han logrado sobrevivir en sociedades donde
muchos individuos comparten un espacio comudn (nido) bajo condiciones que podrian
facilitar la propagacion de parésitos, como: la acumulacién de desechos, el mantenimiento
de una temperatura confortable y la retencion de humedad (Jeanne, 1991). Ademas, los
individuos estan altamente relacionados lo que significa una menor variabilidad genética, y
mayor probabilidad de transmision de enfermedades (Hamilton, 1964). A pesar de vivir bajo
estas condiciones, los insectos sociales son de los organismos mas exitosos del planeta; las
hormigas, por ejemplo, son los animales mas abundantes en términos de biomasa; y al igual

que las avispas, las abejas y las termitas, han logrado colonizar una gran cantidad de habitats.

Este éxito se debe en gran parte a las respuestas defensivas que han desarrollado para
mantener las colonias libres de parasitos como estrategias para mantener los nidos limpios,
comportamientos para controlar y eliminar los parasitos, asi como el establecimiento de
relaciones simbidticas con microorganismos que producen sustancias antimicrobianas
(Currie et al., 1999; Santos et al., 2004; Kaltenpoth et al., 2005 y 2006; Poulsen et al., 2006;
Stow & Bettie, 2008; Kroiss et al., 2010; Graystock & Hughes 2011; Madden et al., 2013;
Tranter et al.,, 2014; Matarrita-Carranza et al. 2017; Fukuda et al. 2021). Por ejemplo, las
hormigas cortadoras de hojas (Atta, Acromyrmex) mantienen una relacién simbiotica con
actinobacterias del género Pseudocardia que secretan sustancias antibidticas para prevenir la
infeccion de hongos como los del genero Escavopsis en los jardines fangicos que las
hormigas cultivan (Currie et al., 1999; Stow and Bettie, 2008).



Tambien se han obtenido actinobacterias de otros grupos de insectos diferente de las
hormigas como: abejas (Mohr et al., 2005, Promnuan et al., 2009, Anderson et al., 2013,
Corby-Harris et al., 2014), termitas (Hamilton et al. 2011, Rosengaus et al. 1998), y avispas
(Madden et al. 2013; Matarrita-Carranza et al. 2017; Fukuda et al. 2021); aunque la cantidad
de estudios en estos grupos ha sido limitada. Dentro del grupo de las avispas (Vespidae)
algunas especies producen sustancias antibidticas en las glandulas mandibulares y de veneno
(Cérovsky et al., 2008; Turillazzi et al., 2004), pero también establecen relaciones simbioticas
con microorganismos para proteger sus larvas (Kaltenpoth et al., 2005 y 2006; Kroiss et al.,
2010). De manera similar, las termitas secretan sustancias antimicrobianas que producen en
glandulas esternales y de la cabeza; y también se ha encontrado una gran diversidad
microbiana asociada a la cuticula de los adultos y a la materia fecal (Hamilton et al. 2011,

Rosengaus et al. 1998).

Por otro lado, los microorganismos asociados a las avispas sociales neotropicales
(Hymenoptera: Vespidae; Polistinae, Epiponini), han sido poco estudiados hasta el momento,
las investigaciones realizadas hasta ahora se han enfocado en la accion antimicrobiana de los
péptidos del veneno (Cérovsky et al., 2008; Rocha et al., 2007; Zhang et al. 2010; Mortari et
al., 2012) y las glandulas salivares (Turillazzi et al., 2004). Sin embargo, las avispas sociales
son ideales para realizar estudios exploratorios sobre la presencia de actinobacterias ya que
en las celdas de cria de los nidos se acumulan desechos fecales (meconia) producidos por las
larvas, lo que quiere decir que, al haber reutilizacion de celdas, los inmaduros (huevo, larvas
y pupas) se desarrollan por encima de estos desechos (Jeanne, 1991). Al ser el meconia un
sustrato ideal para el desarrollo de parasitos, deberia secretarse o producirse algun tipo de

sustancia antimicrobiana dentro del nido para evitar infecciones en los inmaduros y adultos.

A pesar de su potencial, hasta el momento no se conoce bien donde son producidas
las sustancias antimicrobianas en las colonias de avispas sociales, ya que podrian producirse
desde varias fuentes: los microorganismos podrian estar asociados a la cuticula de las larvas
0 adultos, a las heces de las larvas, o incluso a la estructura del nido. También podrian ser
producidos en las glandulas salivales o el intestino de los adultos. En el proyecto de
investigacion VIE “Evaluacion de microorganismos con actividad antimicrobiana asociados

a nidos de avispas sociales (Hymenoptera: Vespidae; Polistinae, Epiponini)”, se aislaron



microrganismos de las celdas de cria, demostrando que hay actinobacterias asociadas a la

estructura de los nidos de las avispas.

Sin embargo, es importante determinar si los microorganismos encontrados en los
nidos podrian estar asociados a los adultos; ya que existe la posibilidad de que las sustancias
antibioticas sean producidas por microorganismos asociados a las glandulas salivales o el
intestino de las hembras. Cuando un inmaduro completa su desarrollo y abandona la celda de
cria, las obreras y reinas son observadas introduciendo su cabeza dentro de la celda (Jeanne,
1991). Estas observaciones indican que posiblemente los adultos inspeccionan rigurosamente
las celdas para limpiar o esterilizar el interior de la camara, para impedir el desarrollo de
infecciones en la colonia. Las asociaciones entre adultos y microorganismos han sido
observadas en otros grupos de insectos; por ejemplo, algunas hormigas secretan sustancias
antibidticas desde glandulas que estan localizadas en las extremidades o en las mandibulas
(Brough, 1983, Veal et al., 1992) y en las glandulas salivales (Clardy, Fischbach & Currie,
2009), una especie de avispa solitaria tiene actinomicetos asociados a las antenas (Kaltenpoth
et al., 2005 y 2006; Kroiss et al., 2010); y como se menciond anteriormente en termitas y

hormigas los microorganismos estan asociados a la cuticula o glandulas salivares.

Las avispas sociales también podrian albergar microorganismos en las glandulas
salivales y toracicas, ya que, al utilizar sus partes bucales para desarrollar varias actividades
(alimentacidn, trofalaxis, limpieza, para excavar en el suelo, matar presas, etc), es probable
que desarrollaran algin mecanismo evitar infecciones. Segin Landolt & Akre (1979) las
avispas sociales tienen alrededor de ocho pares de glandulas en la cabeza asociadas con las
partes bucales que permiten brindar sefiales quimicas para la defensa contra microorganismos
u otros insectos, el apareamiento, la construccién y guia hacia los nidos, regulacién de la

puesta de huevos, y la comunicacion (Penagos, Billen & Sarmiento, 2015).

Entre estas glandulas, la salival es la mas grande debido que se compone de dos
secciones: (a) un par de lobulos protorécicos y (b) una seccién mesotorécica, la cual se
conecta con una bolsa conocida como salivarium. El tejido de la glandula esta compuesto por
células conocidas como acinos, los cuales tienen un diametro de 0.05 a 0.07 mm (Landolt &
Akre, 1979). Las glandulas mandibulares, son glandulas de tipo cefalicas que se encuentran
en la regién lateral de la cabeza. Ademas, se ha reportado que las avispas sociales tienen

7



compuestos antibidticos en saliva y en las glandulas del veneno (Stow et al., 2007), por lo
que es muy probable que alberguen microorganismos productores de sustancias antibioticas

en estas estructuras.

Muchas de las interacciones simbioticas entre avispas con microorganismos involucran
las actinobacterias, un filo que produce una diversidad de metabolitos secundarios
antimicrobianos y que se ha reportado en la cuticula de avispas sociales y en nidos de Polistes
dominulus (Kaltenpoth et al., 2005 y Kaltenpoth et al 2006; Kroiss et al., 2010; Hamilton et
al., 2011, Rosengaus et al. 1998).

Actinobacterias

Las actinobacterias son un grupo de gran interés debido a que muchas especies
producen sustancias antibidticas (Goodfellow & Williams, 1983; Kaltenpoth, 2009; Seipke
et al., 2011; Bérdy, 2012), son bacterias Gram-positivas con alto contenido de guanina y
citosina en su ADN que producen un micelio no septado y fino. Las colonias de
actinobacterias muestran una consistencia pulverulenta y se adhieren firmemente a la
superficie de agar, produciendo hifas, conidios y/o esporangios similares a la de los hongos
en medios de cultivo. Dicho filo representa una de las unidades taxondmicas mas grandes
dentro del dominio bacteria y son de naturaleza diversa, donde la mayoria de sus especies
son de vida libre, encontrdndose tanto en habitats terrestres como en acuaticos, ademas,
representan alrededor del 45% de todos los metabolitos microbianos bioactivos que hasta
ahora han sido descubiertos (Lawson, 2018; Park et al., 2014; Verma et al., 2018; Zhang et
al., 2019).

Los miembros del taxén son también de interés por su importancia en la agricultura
y la ecologia, donde estdn involucrados en el intercambio de la materia orgénica y
compuestos xenobidticos; se han reportado asociaciones de actinos como fijadores de
nitrégeno con plantas no leguminosas. Y como se menciond anteriormente también son de
interés al ser una fuente importante de metabolitos secundarios con actividad antibidtica,
aproximadamente 10,000 metabolitos bioactivos son producidos por las actinobacterias, lo
que representa el 45% de todos los metabolitos microbianos bioactivos descubiertos

(Anandan et al.,, 2016). Algunos ejemplos de estos metabolitos son: la kanamicina,



gentamicina, neomicina, estreptomicina, cloranfenicol, novobiocina, vancomicina,
teicoplanina, eritromicina, rifamicina, clortetraciclina, oxitetracy entre otros (Shah et al.,
2017; Stach et al., 2003; Ul-Hassan & Wellington, 2009).

La morfologia ha sido una caracteristica importante para identificar los aislamientos
de actinobacterias, se han utilizado diversas observaciones morfoldgicas para identificar que
incluyen la germinacion de esporas, la elongacion y la ramificacion del micelio vegetativo,
la formacion de micelio aéreo, el color del micelio aéreo y del sustrato y la produccion de
pigmentos. Ademas de la identificacion morfoldgica, también se puede realizar una
clasificacion basada en el genotipo por medio de la region del gen 16S ARNTr. Este es un gen
que se encuentra incluido en la subunidad pequefia 30S del ribosoma bacteriano y mide
aproximadamente 1.500 nucle6tidos, tamafio que proporciona suficientes polimorfismos
interespecificos para diferenciar y establecer relaciones filogenéticas y por ende, su correcta
clasificacion e identificacion, mostrando una posicién evolutiva cuando se hace una

comparacion entre los miembros en estudio (Bou, et al., 2011; Ludwig et al., 2012).

El gen 16S rRNA esta presente en todas las bacterias, es funcionalmente constante y
estd compuesto de regiones altamente conservadas y regiones mas variables. Algunos otros
métodos moleculares se han utilizado en la clasificacion de procariotas, como la tipificacion
de secuenciacion multilocus (MLST), y el analisis SDS-PAGE de proteinas solubles de
células completas, la estructura secundaria (Sullivan et al. 2005). Sin embargo, la era de la
gendmica indica que algunas caracteristicas gendmicas tienen un gran potencial en la
taxonomia de las bacterias y las arqueas, como sustituto del método tradicional de
determinacion del contenido G + C y la técnica de hibridacién de ADN-ADN, técnicas que

al final resultan ser muy laboriosas (Ramasamy et al. 2014).

Aspectos generales sobre la clasificacion de las avispas de la tribu Epiponi

Las avispas utilizadas en este estudio pertenecen a la subfamilia Polistinae dentro de
la familia Vespidae, que a su vez esta formada por dos tribus donde los individuos presentan
comportamiento sub social (Polistini y Mischocyttarini), y una donde se caracterizan por

tener una estructura eusocial (Epiponini). Dentro de Epiponini se distinguen cuatro clados:



1- Uno mas basal que comprende los géneros Agelaia y Apoica: estas avispas se
caracterizan compartir algunas caracteristicas con las avispas sub sociales de las
tribus Polistini y Mischocyttarini, como construccion de nido sin cubierta
(Wenzel, 1998), y diferencias de forma entre las castas (reinas y obreras) (Noll,
2005).

2- Otro que incluye a los géneros Parachartergus, Chartergellus, Nectarinella,
Leipomeles y Pseudopolybia: entre otras caracteristicas estas avispas construyen
nidos tipo estelocitaro caliptodomo con panales peciolados y la entrada hacia
abajo (Wenzel, 1998); no hay diferencias morfologicas entre las castas (Noll,
2005).

3- El tercero que incluye a Metapolybia, Synoeca, Asteloeca y Clypearia: que se
caracterizan por construir nidos tipo astelocitaros con el panal adherido a la
superficie y la entrada ubicada hacia arriba (Wenzel, 1998); sin diferencias
morfoldgicas entre las castas pero si fisioldgicas (Noll, 2005).

4- El grupo méas derivado comprende a Protopolybia, Polybia, Brachygastra,
Epipona, Charterginus, Chartergus y Protonectarina: con nidos tipo stelocitaro
caliptodomo o fragmocitaros, y diferenciacion de casta variable en algunas

especies de forma o tamafo (Noll, 2005).

Las colonias de avispas Epiponini ofrecen muchas posibilidades para la busqueda de
compuestos antibidticos, debido a la gran variabilidad que existe entre las especies para
adaptarse a diferentes condiciones, por este motivo se selecciond este grupo para desarrollar
el presente proyecto de investigacion. Es posible que existan diferentes tipos de asociaciones
con microorganismos dentro del grupo, las colonias de avispas ofrecen una gran variedad de
fuentes para la busqueda de antimicrobianos al utilizar diferentes materiales (barro, fibras,
secreciones bucales) y sustratos (hojas, troncos, construcciones) para la construccion de sus
nidos (Wenzel, 1998). También por estar distribuidas en diferentes habitats (ciudades,
agroecosistemas, bosques humedos y secos) y pisos altitudinales (desde el nivel del mar hasta
el Cerro de la Muerte); y finalmente porque presentan diferentes estrategias sociales y
tamafos de poblacion (desde una decena hasta millones de individuos) (West-Eberhard,
1982; Jeanne, 1991, Chavarria & West-Eberhard, 2010).
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. METODOLOGIA

i.  Aislamiento de actinobacterias de los nidos de avispas sociales

Como primer paso se obtuvieron los permisos del CONAGEBIO para realizar la
colecta de los nidos de avispas. Se solicitd permiso para realizar colecta en los siguientes
sitios: Instituto Tecnoldgico de Costa Rica campus tecnoldgico de Cartago, en el Refugio
Nacional de Fauna Silvestre Golfito, en la Organizacion para Estudios Tropicales en
Sarapiqui (resolucion R-CM-ITCR-001-2019-OT); y en la finca propiedad de Agropecuaria
Santa Barbara (resolucion R-CM-ITCR-002-2019-OT).

a. Recolecta de nidos de avispas

Se colectaron muestras de adultos de diferentes especies de avispas neotropicales
(Hymenoptera: Vespidae; Polistinae) pertenecientes a la tribu Epiponini (Fig. 1). Este grupo
de avispas esta formado por 19 géneros que se encuentran exclusivamente en el Neotrépico,
localizados desde el sur de Estados Unidos hasta Argentina. Dentro de la filogenia de
Epiponini se pueden distinguir cuatro clados principales (Fig. 2); para obtener muestras
representativas del grupo se colectaron muestras de adultos de una especie representante de
un género de tres clados como se describe a continuacién: clado 2 Parachartergus y
Chartergellus; clado 3 Metapolybia; clado 4 Polybia y Protopolybia (Fig. 2). Se colectaron
adultos de la especie Apoica del clado 1, sin embargo, estos ejemplares no pudieron ser

utilizados debido al cierre de la Institucion en marzo de 2020 por la pandemia de CoVid-19.
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Figura 1. Nidos de Polybia sp. (A y B), Metapolybia sp. (C), Chartergellus golfitensis (D),
y Protopolybia sp. (E) respectivamente, utilizados para tomar muestras.
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Clado 2 Clado 3 Clado 4

CONTROL OF REPRODUCTION IS EXERTED BY
: Egglayers

[ No evidence that egglayers exert
reproductive control

Figura 2. Hipdtesis filogenética sobre la evolucion de castas relacionada con el control
reproductivo (Noll & Wenzel 2008) optimizada del arbol propuesto por Wenzel & Carpenter
(1994). Los principales clados del grupo estan incluidos en los cuadros.

Como se menciond anteriormente, se colectaron muestras de adultos en cuatro
regiones de muestreo: Pacifico Norte (Santa Cruz, Guanacaste), Valle Central (Cartago),
Atlantico (La Selva en Sarapiqui), Pacifico Sur (Golfito, Puntarenas). Los detalles sobre la
cantidad de nidos y géneros colectados en cada sitio de muestreo se resumen en el cuadro 1.
Se colectdé una muestra de 15 adultos (obreras) de las especies utilizadas para no causar
impacto sobre toda la poblacion. Las muestras se tomaron con bolsas Ziploc estériles, para
almacenar a 4°C en una hielera, y posteriormente en la refrigeradora del Laboratorio de

Bacteriologia del Centro en Investigacion en Biotecnologia.
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diferentes especies utilizadas.

Cuadro 1. Cantidad de muestras colectadas en los sitios de colecta para los nidos de las

Nombre Cddigo Nido Sitio Colecta Fecha Colecta
Polybia sp1 PbSB-01 Santa Barbara, 20/04/2019
Santa Cruz
Metapolybia spl MSB-01 Santa Barbara, 08/06/2019
Santa Cruz
Parachartergus spl MPchC-01 Instituto 19/07/2019
Tecnoldgico de
Costa Rica,
Cartago (ITCR)
Protopolybia spl PrtSel-01 La Selva, 20/07/2019
Sarapiqui
(OET)
Polybia sp2 PbC-01 ITCR 31/07/2019
Polybia spl PbStC-02 Santa Barbara, 06/09/2019
Santa Cruz
Parachartergus sp2 MPchSB-02 Santa Barbara, 02/08/2019
Santa Cruz
Polybia sp3 PbSB-02 Santa Barbara, 28/09/2019
Santa Cruz
Metapolybia spl MSB-02 Santa Barbara, 28/09/2019
Santa Cruz
Polybia sp4 PbG-01 Refugio 30/01/2020
Nacional de
Vida Silvestre
Golfito (RFSG)
Polybia sp5 PbG-01 RFSG 30/01/2020
Protopolybia sp2 PrtG-01 RFSG 30/01/2020
Apoica spl ApG-01 RFSG 30/01/2020
Polybia sp6 PbG-03 RFSG 19/03/2021
Polybia sp7 PbG-04 RFSG 19/03/2021
Chartergellus ChG-01 RFSG 19/03/2021
golfitensis

b. Aislamiento de microorganismos productores de antibidticos de los adultos

Para aislar los microorganismos se inocularon las obreras de las colonias de avispas
de las especies mencionadas en el apartado anterior, en medios de cultivo. Para obtener los
microorganismos de los adultos se utiliz6 la metodologia propuestas por Madden et al. (2013)
y Hamilton et al. (2011). Los aislamientos de actinobacterias para el género Parachartergus
de Cartago y Santa Cruz fueron realizados como parte de dos trabajos finales de graduacion
de los estudiantes Mariela Gutiérrez Araya y Pablo Jiménez Carrillo. En el trabajo de la
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estudiante Gutiérrez Araya se aislaron microorganismos de las glandulas salivales, y en el

trabajo de Jiménez Carrillo se aislaron de diferentes partes de la cuticula.

Para realizar los rayados se utilizaron los siguientes medios de cultivo: a) Luria-
Bertani al 1% (15% bacto agar); b) Medio de Aislamiento para Actinobacterias (BD); c)
medio ISP1; d) medio ISP2. Para disminuir el crecimiento de microorganismos diferentes de
los actinobacterias se agregd a los medios de cultivo nistanina (0,1%) y acido nalidixico
(10ug/ml). Para obtener los microorganismos de la cuticula de los adultos, una obrera fue
inoculada por medio de cultivo. Cada obrera fue colocada directamente en el medio con
pinzas estériles y se fue rozando la superficie a través de toda la placa, de forma que todas
las partes del insecto tocaran toda la placa. Para obtener los microorganismos de las
glandulas, se procedio a disecar en un estereoscopio con pinzas entomologicas estériles, la
cabeza y torax de las obreras para obtener las glandulas salivales. Las glandulas obtenidas
fueron homogenizadas en vortex con 30 ul de 100 mM de acetato de sodio (pH 5) por 15
segundos. Luego se colocd 20 ul de la solucién homogenizada en el medio de cultivo para
hacer el rayado. También se utiliz6 una avispa por medio de cultivo. Una vez realizados los
rayados las placas fueron incubadas a temperatura ambiente (~22°C) por aproximadamente
un mes. Las colonias que presentaron morfologia que indicaba la presencia de

actinobacterias, fueron seleccionadas para purificacion adicional y preservacion.

ii.  Identificacion molecular de los microorganismos productores de antibioticos

El ADN gendémico se extrajo utilizando dos protocolos: a) el primer método fue
basado en CTAB de acuerdo a las modificaciones de Pérez et al. (2017); b) y el segundo
utilizando el protocolo propuesto por Chun y Goodfellow (1995). La extraccién debia ser
realizada en dos dias. Durante el primer dia se tom6 1 mg de esporas y micelio de la cepa de
actinobacteria y se colocé en un microvial de 1,5 mL, luego se lavo el material con agua
destilada estéril (1 mL) y se centrifuga a 14000 rpm (méaxima velocidad) por 7
min. Posteriormente se repitio el procedimiento anterior, pero ahora con solucién STE (100
mM NaCl + 25 mM Tris + 10 mM de EDTA). El sobrenadante se descarto y el pellet se
resuspendio en 400uL de STE, se agrego 20 pL de una solucion de lisozima (50 mg/mL) y

se incub6 durante toda la noche a 37°C.
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Durante el segundo dia luego de la incubacion, se agregaron 100 uL de SDS al 20%,
se agitd en vortex por un minuto y se incubaré a 55°C en bafio maria por una hora. A
continuacién, se adicionaron 100 pL de acetato de sodio 3M y 500 upL de
Fenol/Cloroformo/Alcohol isoamilico (25:24:1), se mezclo por inversion y se centrifugo a
14000 rpm (maxima velocidad) por 5 min. La fase acuosa superior se transfierio a otro vial
de 1,5 mL y se afiadié un volumen igual (aproximadamente 650 pL) de cloroformo/alcohol
isoamilico (24:1), se mezcl6 por inversion y se centrifugd por 10 min a 14000 rpm (méxima
velocidad). La fase superior se transfirié a un nuevo vial de 1,5 mL, se agreg6 un volumen
igual de isopropanol (aproximadamente 500 pL) previamente enfriado a -20°C. Finalmente
se centrifugd a 14000 rpm (méxima velocidad) por 7 min, se descart6 el sobrenadante y se
realiz6 un lavado con etanol 70% (1 mL) previamente enfriado a -20°C. El boton de ADN
se resuspendi6 en 50-100 uL de buffer TE autoclavado (10mM Tris-HCI + 1 mM EDTA)

con 1 pL de ARNasa (10 mg/ml) y se almacend a -20°C para su posterior uso.

Las muestras de ADN fueron enviadas a Psomagen para amplificacion y
secuenciacion. Las secuencias obtenidas se analizaron mediante los softwares BioEdit (Hall,
1999) y Snapgene Viewer®, para luego comparar contra la base de datos de secuencias
publicas GenBank, utilizando BLAST.

iii.  Determinacioén de la actividad antibacteriana de las cepas obtenidas de los
nidos de avispas

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los actinobacterias aisladas se
utilizé el método de difusion en disco. La actividad inhibitoria del crecimiento bacteriano y
fangico, se evalud sobre las cepas Escherichia coli ATCC 25992, el patégeno oportunista
Pseudomonas aeruginosa PAOL, y la bacteria Gram-positiva Staphylococcus aureus ATCC
25923; se seleccionaron estos microorganismos ya que producen infecciones comunes en
seres humanos. También se evaluaron las cepas de actinobacterias sobre el patégeno de
insectos Bacillus thuringensis. Para dicho método, se prepararon placas de agar nutritivo
vertiendo 20 mL de en placas Petri de 100 mm de didmetro. Cuando el medio se solidifico
se sembrd por extension sobre la placa 0,2 mL de un cultivo de 24 horas, de las bacterias a

evaluar. Finalmente, se colocaron sobre la placa un fragmento de medio, de 1 cm de diametro,
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de una placa donde el actinomiceto se dej6 crecer. Las zonas de inhibicion fueron medidas
después de 24 horas de incubacion a 37°C. Como control positivo para las bacterias se utilizo
Kanamicina (KM) 6mg/ml para los ensayos con P. aeruginosa, B. thuringensis y S. aureus;
y 5 mg/mL con E. coli. Como control negativo se utilizé agua destilada estéril. Los ensayos
se hicieron por triplicado, y la inhibicion del crecimiento del patdgeno se determiné en
relacion con el control positivo, si se formaba un anillo de inhibicion evidente se consideraba
positiva, y negativa si el anillo de inhibicion no era evidente. Los resultados obtenidos de las

réplicas fueron promediados.

iv.  Secuenciacion del ADN de cepas que inhibieron el crecimiento de patégenos

Adicionalmente, gracias la colaboracion del Dr. Javier Pizarro Cerda del Instituto Pasteur
de Paris, se secuencio el genoma de cinco de las cepas que inhibieron el crecimiento de tres
patdgenos (B. thuringensis, E.coli y P. aeroginosa): 6M, 6T, 6V, 7B y 8L; y una cepa que
inhibid el crecimiento de todos los patdgenos: 7G. El objetivo de secuenciar el genoma era
identificar la presencia de metabolitos secundarios productores de sustancias
antimicrobianas. Este anlisis fue realizado en la tesis de licenciatura de la estudiante Mariela
Gutiérrez Araya. El genoma de las cepas se secuencidé con la plataforma de anélisis
“Mutualized Platform for Microbiology (P2M)” del Instituto Pasteur (Paris, Francia); y se
realizd una anotacion funcional y estructural del genoma con herramientas bioinformaticas,
donde se identificaron grupos de genes biosintéticos putativos. Ademas, la estudiante realiz6
un analisis taxondémico de las cepas, para determinar la identidad de los nucledtidos basados
en el genoma completo (ANI). El estudio realizado por la estudiante permitio realizar un
analisis preliminar del potencial que tienen los metabolitos producidos por las cepas aisladas
de avispas, en el descubrimiento de moléculas de importancia clinica particularmente

antibioticos, que sera retomado en futuros proyectos de investigacion.
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V. RESULTADOS

i.  Aislamiento e identificacion de actinobacterias obtenidos

De las muestras de los adultos de las 16 colonias muestreadas se obtuvieron en total
63 morfotipos de cepas que tenian similitud con actinobacterias. La region de donde se
obtuvieron mayor cantidad cepas fue de Santa Cruz (N=37), de Golfito se obtuvieron 6, de
la Selva 2 y de Cartago 1 cepa (fig. 3). La cantidad de colonias muestreadas en cada sitio se
especifica en el cuadro 1. De los individuos de donde se obtuvo una mayor cantidad de cepas
fue de las colonias del género Polybia (N=23), seguido de Parachartergus (N=20), y luego
Metapolybia (N=17). En el caso de Protopolybia (N=3) solo se pudo obtener muestras de un
nido en La Selva y en Golfito debido a los atrasos en las colectas del proyecto por la pandemia

de CoVid-19, lo que pudo afectar la cantidad de cepas encontradas (cuadro 1, fig. 3).

De las 63 cepas identificadas morfoldgicamente, un 78% (N=49) efectivamente eran
actinobacterias cuando fueron comprobadas molecularmente. Las restantes 14 cepas, 12
fueron identificadas molecularmente como proteobacterias, y dos como Firmicutes; ademas
fueron encontradas cepas de otra Proteobacteria, Methylobacterium, en todas las muestras,
sin embargo su cantidad no fue cuantificada (ver seccion “Aislamiento e identificacion de
otros microorganismos de los adultos de las avispas sociales”). La busqueda en BLAST
reveld que las cepas de actinobacterias obtenidas tenian una alta similitud (entre 95 y 97%)
con 8 géneros (cuadro 2), la mayor parte de las cepas pertenecia al género Saccharopolyspora
(N=24) (fig. 4), Streptomyces (N=7) (fig. 5) y Amycolaptosis (N=6). Las cepas de
Amycolaptosis, Nocardiopsis (fig. 6) y Brevibacterium (fig. 7) fueron obtenidas solo de las
obreras de las colonias de Santa Cruz. Las cepas de Tsukamurella (fig. 8) fueron obtenidas
solo de Golfito. Por otro lado, Saccharopolyspora se aisld de las obreras de todas las regiones
con excepcién de Cartago, Streptomyces no se obtuvo de las obreras de Santa Cruz; y
Microbacterium (fig. 9) y Kocuria (fig. 10) no fueron aislados de las obreras de La Selva ni
de Golfito, (cuadro 2).
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Figura 3. Cantidad de cepas de actinobacterias obtenidas de las celdas de cria de las cuatro

regiones estudiadas segun los géneros de avispas Epiponini utilizados.

Cuadro 2. Géneros de actinobacterias aislados de las obreras de las colonias de avispas de

las cuatro regiones muestreadas.

Género Guanacaste Cartago La Selva Golfito Total
Saccharopolyspora 22 0 1 1 24
Streptomyces 0 4 1 2 7
Amycolaptosis 6 0 0 0 6
Microbacterium 2 2 0 0 4
Nocardiopsis 3 0 0 0 3
Kocuria 1 1 0 0 2
Tsukamurella 0 0 0 2 2
Brevibacterium 1 0 0 0 1
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Figura 4. Algunas cepas (A-6A, B-6K, C-6T, D-7Z) de Saccharopolyspora sp. aisladas de

las obreras de las diferentes especies de avispas.
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Figura 5. Algunas cepas (7G y 8L respectivamente) de Streptomyces aisladas de las obreras

de las diferentes especies de avispas.

Figura 6. Cepa de Nocardiopsis (7B) aisladas de las obreras de Metapolybia sp. en Santa

Cruz, Guanacaste.

Figura 7. Cepa de Brevibacterium (6P) aisladas de las obreras de Metapolybia sp. de Santa
Cruz, Guanacaste.
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Figura 8. Cepa de Tsukamurella (8J) aislada de las obreras de Polybia sp. en Golfito,

Puntarenas.

Figura 9. Cepa de Microbacterium (8G) aisladas de las obreras de Parachartergus sp. en
Santa Cruz, Guanacaste.
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Figura 10. Cepa de Kocuria (6L) aislada de las obreras de Polybia sp. de Santa Cruz

Guanacaste.

En relacion a la estructura del individuo de la cual fue obtenida la cepa, la mayor fue
aislada de la cuticula (N=47), y 16 fueron obtenidas a partir de las glandulas salivales. Las
cepas de Microbacterium fueron obtenidas Unicamente de las glandulas salivales, Kocuria,
Saccharopolyspora y Streptomyces también fueron obtenidas de las glandulas pero también
se encontraron en la cuticula de las obreras. Por otro lado, Amycolaptosis, Brevibacterium,
Nocardiopsis y Tsukamurella fueron obtenidas solo a partir de la cuticula de las obreras. Sin
embargo, de las obreras colectadas de la region de Golfito, no se pudo extraer las glandulas
salivales debido al cierre institucional en 2020 por la pandemia, y en el afio 2021 debido al

poco tiempo de ampliacion dado para terminar el proyecto.
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Figura 11. Cantidad de cepas de los diferentes géneros de actinobacterias obtenidas de la

cuticula o glandulas salivales de las obreras de las colonias de avispas Epiponini estudiadas.

ii.  Inhibicion del crecimiento de microorganismo patogenos

De las 49 cepas obtenidas de actinobacterias, 33 inhibieron el crecimiento de
microorganismos patogenos, es decir, un 67% del total. En cuatro de las cepas de
actinobacterias (8%) no se pudo obtener suficiente biomasa para realizar las pruebas de
inhibicidn, y 12 de las cepas (24,5%) no inhibieron el crecimiento de ninglin microorganismo

patdgeno.

Todas las cepas que inhibieron el crecimiento de patdgenos, presentaron actividad
contra B. thuringensis; las cepas que presentaron un mayor halo de inhibicién (2,1 cm) fueron
Saccharopolyspora (6A), Microbacterium (8G) y Streptomyces (8L) (cuadro 3). Dos cepas
de Saccharopolyspora (6N y 6Z) presentaron un halo de inhibicién de 2,05 cm (cuadro 3)

(fig. 10). La mayor parte de las cepas con actividad antibiotica se obtuvo de Guanacaste
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(N=22) (fig. 11), estas cepas fueron aislada de los adultos de Metapolybia (N=10),
Parachartergus (N=6) y Polybia (N=6) (cuadro 3).

De forma similar, la mayor parte de las cepas (88%) inhibieron el crecimiento del
patégeno E. coli (N=29), las cepas que presentaron mayor halo de inhibicion fueron de los
géneros Brevibacterium-6P (2,05 cm), Saccharopolyspora-6M y Streptomyces-8L (1,25 cm)
(cuadro 3) (fig. 12). La mayor parte de las cepas que inhibieron a E. coli se obtuvo de
Guanacaste (N=22) (fig. 13), que corresponden con las cepas que también presentaron

inhibicidn contra B. thuringensis (cuadro 3).

En el caso del patdgeno P. aeroginosa, 67% de las cepas (N=22) inhibieron su
crecimiento, las cepas que presentaron un mayor halo de inhibicion fueron de
Saccharopolyspora-6W (2,05 cm) y 6M (1,95 cm), y Brevibacterium-6P (1,85 cm) (cuadro
3) (fig. 14). La mayor parte de las cepas con inhibicion se obtuvieron de Guanacaste (N=13)

(fig. 15), mayormente de los adultos de Metapolybia (N=7) y Parachartergus (N=5).

Por otro lado, en general las cepas obtenidas de los adultos de avispas presentaron
menor grado de inhibicion contra el crecimiento del patdégeno S. aureus. Solo un 30% de
todas las cepas (N=10) formé un halo de inhibicion, que fueron evidentemente menores a los
presentados contra los otros patdgenos (fig. 16). Por ejemplo, una cepa de Streptomyces-7G
presentd un halo de inhibicién de 0,15 cm, una cepa de Microbacterium-8G de 0,1 cm y una
cepa de Saccharopolyspora-8S de 0,53 cm (cuadro 3) (fig. 16). La mitad de las cepas que
inhibieron a S. aureus fueron aisladas de adultos de Guanacaste (fig. 17), todas de

Parachartergus.

Ocho de las cepas aisladas presentaron halo de inhibicion contra todos los patdégenos:
tres eran Streptomyces (7G, MA, MP), tres de Amycolaptosis (P1P, P1S, P2B), una de
Saccharopolyspora (8S), y una de Nocardiopsis (P1A) (cuadro 3). Trece cepas formaron halo
de inhibicion contra tres patogenos: siete eran del género Saccharopolyspora (61, 6M, 6T,
6U, 6V, 6W, P1U), dos de Microbacterium (8G y MO), una de Nocardiopsis (7B), y una de
Tsukamurella (8J) (cuadro 3).
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Cuadro 3. Inhibicién del crecimiento de cuatro cepas patdgenas por parte de las cepas de

actinobacterias aisladas de los adultos de los diferentes géneros de avispas sociales.

Género Avispa Actinobacteria Cepa Halo de inhibicion

B. thuringensis E.coli S.aureus P.aeroginosa
Polybia Saccharopolyspora 6A 2,10 1,15 0 0
Polybia Saccharopolyspora 6B 0,90 0,55 0 0
Polybia Saccharopolyspora  6G 1,80 0,35 0 0
Polybia Saccharopolyspora 6l 1,46 1,18 0 0,78
Polybia Saccharopolyspora  6J 1,30 0,55 0 0
Polybia Saccharopolyspora 6K 1,50 1,05 0 0
Metapolybia Saccharopolyspora  6M 1,65 1,25 0 1,95
Metapolybia Saccharopolyspora 6N 2,05 0,90 0 0
Metapolybia Saccharopolyspora 60 1,15 0,50 0 0
Metapolybia Brevibacterium 6P 1,80 2,05 0 1,85
Metapolybia Saccharopolyspora 6T 0,98 1,40 0 1,15
Metapolybia Saccharopolyspora  6U 1,20 0,25 0 1,25
Metapolybia Saccharopolyspora 6V 1,15 1,40 0 1,25
Metapolybia Saccharopolyspora  6W 1,90 1 0 2,05
Metapolybia Saccharopolyspora 6Z 2,05 1,05 0 0
Metapolybia Nocardiopsis 7B 1,80 1 0 1
Protopolybia Saccharopolyspora  7F 1,15 0 0 0
Protopolybia Streptomyces 7G 1,40 1,40 0,15 0,2
Parachartergus Microbacterium 8G 2,10 0,65 0,1 0
Polybia Tsukamurella 8F 1,90 0,85 0 0
Polybia Tsukamurella 8J 0,63 1 0 1,3
Protopolybia Streptomyces 8L 2,10 1,25 0 2
Polybia Saccharopolyspora  8S 1,52 0,83 0,53 0,63
Parachartergus  Streptomyces MA S S S S
Parachartergus  Kocuria MB 0 0 S
Parachartergus  Microbacterium MN S 0 0 S
Parachartergus  Microbacterium MO S 0 S S
Parachartergus  Streptomyces MP S S S S
Parachartergus  Nocardiopsis P1A S S S S
Parachartergus  Amycolaptosis P1P S S S S
Parachartergus ~ Amycolaptosis P1S S S S S

S= cepas de estudiantes de TFG que presentaron halo de inhibicion.
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Control

Figura 10. Inhibicion del crecimiento de B. thuringensis por algunas de las cepas de
actinobacterias (especificadas en la figura) aisladas de los adultos de avispas. El control
positivo fue realizado con kanamicina 7701U.
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Figura 11. Cantidad de cepas de actinobacterias que inhibieron el crecimiento de B.

thuringensis segdn el género y el lugar de donde fueron colectadas.
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Figura 12. Inhibicion del crecimiento de E. coli por algunas de las cepas de actinobacterias
(especificadas en la figura) aisladas de los adultos de avispas. El control positivo fue
realizado con kanamicina 7701U.
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Figura 13. Cantidad de cepas que inhibieron el crecimiento de E. coli segln el género de
avispa y lugar de donde fueron aisladas.
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Figura 14. Inhibicién del crecimiento de P. aeroginosa por algunas de las cepas de
actinobacterias (especificadas en la figura) aisladas de los adultos de avispas. El control

positivo fue realizado con kanamicina 7701U.

31



7 B Cartago OGolfito O Guanacaste ELa Selva B

6
(%]
©
o5
o
S
< 4
©
pe
€3
©
o

2

0

g 2 X 2> 5 2
,@"\ {\06‘ O\;\\ X \\}6‘ . OQL,\ s < *ge @\
R x@ © X2 S \*‘9 < O
& & & R S S S
< NS NS 9 K Q ¥
& & ° ® & < <
v 3 JY B o
5@
Género

Figura 15. Cantidad de cepas que inhibieron el crecimiento de P. aeroginosa segun el género

de avispa y lugar de donde fueron aisladas.
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Figura 16. Actividad antibidtica contra S. aureus de algunas de las cepas (especificadas en
la figura) aisladas de los adultos de avispas.
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Figura 17. Cantidad de cepas que inhibieron el crecimiento de S. aureus segun el género de

avispa y lugar de donde fueron aisladas.

iii.  Aislamiento e identificacion de otros microorganismos de los adultos de las
avispas

Catorce de las cepas aisladas presentaron similitud morfoldgica con actinobacterias, sin
embargo, al realizar la busqueda en BLAST tuvieron alta similitud (97% y 99%) con los
siguientes géneros del filo Proteobacteria: Achromobacter, Stenotrophomonas, Yy
Brevundimonas; ademés dos cepas del filo Firmicutes: una del género Lactobacillus y otra
de Brevibacillus. En el proyecto VIE de 2017, se comprobé la inhibicién en el crecimiento
de los patdgenos B. thuringensis y E. coli, por parte de las cepas de la proteobacteria
Methylobacterium; por este motivo en este proyecto no se repitieron estas pruebas con las

cepas encontradas y solo se documentd su presencia en los adultos muestreados.
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La mitad de las cepas de proteobacterias (N=7) inhibieron el crecimiento el B.
thuringensis, E. coli y P. aeroginosa (cuadro 4), de las cuales formaron un mayor halo de
inhibicion contra B. thuringensis dos cepas de Stenotrophomonas (7U y 7N) y la 8l de
Brevundimonas (cuadro 4). Contra E. coli tres cepas de Stenotrophomonas (8B, 7Uy 7V) y
la cepa de 81 de Brevundimonas (81) y 8M de Brevibacillus, formaron un halo de inhibicion
mayor (cuadro 4). Contra P. aeroginosa la cepa 8l de Brevundimonas y la 8B de
Stenotrophomonas formaron le mayor halo de inhibicion (cuadro 4). Por otro lado, solo una
cepa de Brevibacillus (8M) inhibio levemente el crecimiento de S. aureus (cuadro 4). La otra
mitad de las cepas de proteobacterias junto con una de Firmicutes, no inhibieron el

crecimiento de ninguna de las cepas patogenas.

Solo una de las cepas (8M) que presentd inhibicion fue aislada de adultos de avispas
de Golfito, las otras cepas fueron obtenidas de avispas de Guanacaste (fig. 18). Ademas, la

mayor parte de estas cepas se obtuvo de adultos de Polybia (cuadro 4).

Cuadro 4. Inhibicidén del crecimiento de cuatro cepas patdgenas por parte de las cepas de los

filos Proteobacteria y Firmicutes aisladas de los adultos de los diferentes géneros de avispas

sociales.
Género Avispa Actinobacteria Cepa Halo de inhibicion
B. thuringensis E.coli S.aureus P.aeroginosa

Polybia Achromobacter 6C 1,18 0,6 0 0,58
Metapolybia Achromobacter 71 0 0 0 0
Polybia Stenotrophomonas 7N 2 0,75 0 0,20
Parachartergus  Stenotrophomonas 70 0 0 0 0
Metapolybia Brevundimonas 7P 0 0 0 0
Polybia Achromobacter 7R 0 0 0 0
Polybia Brevundimonas 7S 0 0 0 0
Parachartergus  Stenotrophomonas 7T 0 0 0 0
Metapolybia Stenotrophomonas  7U 2,15 1,30 0 0,25
Polybia Stenotrophomonas 7V 0,95 1,15 0 0
Polybia Lactobacillus 7X 0 0 0 0
Metapolybia Stenotrophomonas 8B 1,70 2,08 0 2,03
Polybia Brevundimonas 8l 2,10 1,15 0 2,15
Polybia Brevibacillus 8M 1,74 1,15 0,50 0,63
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Figura 18. Cantidad de cepas de proteobacterias que inhibieron el crecimiento de algin

patogeno segun el lugar de donde fueron aisladas.

iv.  Secuenciacion del ADN de cepas que inhibieron el crecimiento de patégenos

Como parte de la tesis de licenciatura de la estudiante Mariela Gutiérrez se identificaron
grupos de genes biosintéticos putativos con similitud a moléculas bioactivas que se han
descrito en otros insectos sociales, como: Piericidina Al, Selvamicina, Nystatina, SGRs,
entre otros. Este resultado muestra que las cepas de actinobacterias asociadas a avispas,
ademas de inhibir el crecimiento de patégenos, producen compuestos antibi6ticos que
podrian ser utilizados para tratar infecciones.

Al realizar el estudio taxonomico mediante el analisis de la identidad de los nucledtidos
basados en el genoma completo (ANI), se encontrd una similitud mayor a un 99,2% entre las
cepas de Saccharopolyspora sp. resultado que se complementd con un arbol filogenético
auto-MSLT, donde se observo un agrupamiento de las cepas en clados separados de las
demas especies de referencia. Este resultado sugiere que las cepas aisladas de los adultos de
avispas podrian tratarse de especies nuevas del género de Saccharopolyspora. Los analisis
del auto-MSLT y el ANI para el género Streptomyces sugirieron que pareciera haber

mutaciones entre las cepas en estudio, debido a que se encontraron en clados diferentes y
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distantes entre ellas, indicando que también se trata especies distintas. Estos resultados
preliminares obtenidos por la estudiante, demuestran el potencial de las cepas asociadas a
avispas sociales en la obtencién de nuevos compuestos antibidticos, enfatizando la

importancia de continuar con esta investigacion.

V. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados presentados en este trabajo corresponden al primer estudio en el que
se aislan actinobacterias de la cuticula y glandulas salivales de los adultos avispas de cinco
géneros de Epiponini y de cuatro regiones geograficas diferentes en Costa Rica. Ademas, las
cepas aisladas fueron analizadas por pruebas de inhibicidon antibi6tica no solo contra
microorganismos patdgenos de insectos, también de humanos. Hasta el momento en el pais,
solo se habia realizado un trabajo donde se aislaron actinobacterias de los géneros Agelaia,
Polybia y Metapolybia, pero todos fueron obtenidos de un solo lugar de muestreo (Matarrita-
Carranza et al., 2017) y la inhibicion antibidtica fue medida solo contra patdgenos de

insectos.

Actinobacterias asociadas a los adultos de avispas

En el proyecto de investigacion VIE “Evaluacion de microorganismos con actividad
antimicrobiana asociados a nidos de avispas sociales (Hymenoptera: Vespidae; Polistinae,
Epiponini)”, se demostro la presencia de actinobacterias en los nidos de avispas eusociales,
de forma similar a lo encontrado por Matarrita-Carranza et al. (2017). En el actual proyecto
se esta demostrando que las actinobacterias no solo estan asociadas a la estructura del nido,
si no a los adultos, tanto en su cuticula como en las glandulas salivales. Este resultado apoya
la hipotesis que se planted al formular este proyecto, de que la fuente de algunas de las

actinobacterias encontradas en las celdas de cria, eran los adultos.

Las cepas de Saccharopolyspora encontradas en las celdas de cria probablemente son
aportadas por los adultos, principalmente en el caso de los géneros Metapolybia sp. y Polybia
sp., donde fueron encontradas con mayor frecuencia (cuadro 3). Algunas cepas de

Amycolaptosis encontradas en las celdas de cria de Parachartergus sp. también podrian ser
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aportadas por los adultos, ya que fueron encontradas solo en este género de avispa en ambos
estudios (cuadro 3). Este tipo de asociacion es comun en la naturaleza ya que segun
Kaltenpoth (2009) y Seipke et al. (2011) las actinobacterias estan presentes en
aproximadamente la mitad de las interacciones que mantienen diferentes grupos de insectos
para defenderse de patdgenos. Por ejemplo, las hormigas cortadoras de hojas (Atta y
Acromyrmex) establecen relaciones con actinobacterias de los géneros Pseudonocardia y
Amycolaptosis (Pseudonocardiaceae) para prevenir infecciones en los jardines fangicos que
cultivan (Currie et al., 1999; Santos et al., 2004; Poulsen et al., 2006). La proteccion que
ofrece las cepas de Pseudonocardiaceae contra el patdgeno Escovopsis es tan efectiva
(Poulsen et al. 2011), que la anatomia de los insectos fue modificada para desarrollar
glandulas exocrinas especializadas para albergar estos microorganismos (Poulsen et al.,
2003; Currie et al., 2006).

De forma similar a las hormigas cortadoras de hojas, en los adultos de las avispas
Epiponini también se encontraron actinobacterias de la familia Pseudonocardiaceae, en este
caso Amycolaptosis y Saccharopolyspora. Es posible que las avispas utilicen estos
microorganismos para proteccién contra patdgenos, ya que la mayor parte de las cepas
aisladas de estos géneros (66%) inhibieron el crecimiento de B. thuringensis (cuadro 3). En
general, un 100% de las cepas que inhibieron el crecimiento de algin patdgeno, presentaron
actividad contra B. thuringensis. Estos resultados indican que la presencia de estas cepas en
los adultos no es casual y que es probable que estén asociados a las avispas para defenderse
de entomopat6genos mediante la produccion de compuestos antimicrobianos. Por otro lado,
el género Pseudonocardia solo fue aislado en las celdas de cria, por lo que posiblemente no

estd asociado a los adultos.

Otras cepas de actinobacterias podrian estar asociadas exclusivamente a los adultos,
ya que no fueron encontradas en las celdas de cria, como: Brevibacterium, Microbacterium
y Tsukamurella. Brevibacterium es un género que tiene especies asociadas a la piel e intestino
de humanos y otros mamiferos, productos lacteos, y suelo principalmente (Collins 2006). En
insectos los reportes de Brevibacterium hasta el momento han sido pocos, una especie es
entomopatogena de escarabajos (Selvakumar et al., 2011), y otra fue obtenida de la cuticula

de orugas de Thaumetopoea pityocampa (Kati et al., 2010). La cepa de Brevibacterium
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aislada de la cuticula de adultos, seria el primer reporte para avispas sociales; que ademas
inhibi6 el crecimiento de tres microorganismos patdgenos incluyendo B. thuringensis. De
forma similar hay pocos reportes de Tsukamurella en insectos (Steinhaus, 1941), se ha
encontrado con mayor frecuencia en muestras de suelo, material clinico, y algunas especies
son causantes de infecciones cutaneas, meningitis y enfermedades pulmonares en humanos
(Goodfellow & Maldonado, 2006). Al igual que con Brevibacterium, las cepas encontradas
en este estudio serian el primer reporte para avispas sociales, y es posible que también
cumplan una funcion protectora contra organismos patdgenos en la cuticula, ya que
inhibieron el crecimiento de B. thuringensis, E. coli y P. aeroginosa. Por otro lado,
Microbacterium es un género que ha sido encontrado en diferentes habitats: suelo, plantas,
insectos, productos lacteos, alimentos, entre otros (Evtushenko & Takeuchi, 2006). En
insectos ha sido obtenida principalmente del intestino (Vilanova et al., 2012; Shil et al., 2014;
Manfredi et al., 2015; Grigorescu et al. 2018) donde producen una gran variedad de enzimas.
Todas las cepas encontradas en este estudio, fueron obtenidas de las glandulas salivales de
los adultos, y tres de las cuatro cepas inhibieron el crecimiento de patégenos, donde todas las
cepas inhibieron a B. thuringensis. Los resultados obtenidos sugieren que las cepas de
Brevibacterium, Microbacterium y Tsukamurella, estan asociadas con los adultos de avispas
sociales donde posiblemente cumplen una funcion defensiva al inhibir todas las cepas el
crecimiento del patégeno B. thuringensis.

En el caso de otras cepas que fueron encontradas como Streptomyces, Kocuria y
Nocardiopsis; es mas dificil determinar si estan asociadas a los adultos, ya que fueron
encontradas en ambos estudios, en el caso de Streptomyces y Kocuria se aislaron en mayor
cantidad de las celdas de cria, y en el caso de Nocardiopsis fue poco frecuente en ambos
estudios. El género Streptomyces engloba un grupo de microorganismos de gran interés
médico, ya que se estima que pueden producir hasta 100.000 compuestos antibioticos
diferentes (Watve, 2001; Seipke et al., 2011). Muchos de los Streptomyces que son utilizados
en la industria farmacéutica son obtenidos de muestras de suelo, sin embargo, estudios
recientes han determinado que estos microorganismos también pueden vivir en simbiosis con
invertebrados, donde al igual que Pseudonocardia, son utilizados para proteccion contra
patogenos (Seipke et al., 2011). Cepas de Streptomyces se han aislado de invertebrados

marinos como las esponjas (Taylor et al. 2007, Kamke et al. 2010), y de invertebrados
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terrestres como los insectos (Kaltenpoth et al., 2006, Scott et al., 2008, Haeder et al., 2009;
Barke et al., 2010; Seipke et al., 2011). A pesar de su gran potencial, en este estudio
solamente se aislaron siete cepas de Streptomyces de los adultos, donde cuatro cepas
inhibieron el crecimiento de B. thuringensis. Este resultado es similar al encontrado en las
celdas de cria, donde solo tres cepas de las siete aislada inhibieron el crecimiento de
patdgenos. Es posible que el bajo porcentaje de inhibicion presentado por Streptomyces en
relacion con otras actinobacterias mencionadas anteriormente, se deba a que algunas de las
cepas en realidad fueron obtenidas por las avispas del ambiente, y no estaban asociadas a los
adultos. Las avispas utilizan plantas como materia prima para la construccién de las celdas
de cria (Wenzel, 1998), al encontrarse Streptomyces en una gran variedad de habitats que
incluyen las plantas (Seipke et al., 2011), es posible que estas bacterias fueran obtenidas
durante el forrajeo y trasladas por lo adultos accidentalmente. También es posible que estos
microrganismos no sean tan buenos competidores en relacion con otras cepas encontradas en
los adultos, por lo tanto podrian ser desfavorecidas, y que por este motivo no fueran

encontradas con tanta frecuencia en la microbiota.

En el caso de las cepas del género Kocuria, su presencia ha sido reportada en la polilla
Kunugia latipennis, donde su presencia aparentemente esta relacionada con la degradacion
de compuestos fendlicos del material vegetal, ya que las larvas que se alimenta de hojas de
pino (Paul, Kupar, Bhattacharjee, 2012). La cepa que inhibid el crecimiento de patdgenos fue
aislada de las glandulas salivales, por lo que similar a K. latipennis podria estar presente en
las avispas para degradar compuestos alimenticios, pero también para proteccion contra los
patdgenos que podrian adquirir de los alimentos, al inhibir el crecimiento de B. Thuringiensis
y P. aeruginosa. En el caso de Nocardiopsis se considera que su habitat natural es el suelo,
ya que es donde se ha encontrado con mayor frecuencia, pero también ha sido aislado de
glaciares, sedimentos marinos, plantas y en el intestino de animales (Kroppenstedt &
Evtushenko, 2006). En el caso de los insectos no ha sido reportado con frecuencia, sin
embargo se ha logrado aislar cepas de una especie de escarabajo (Santamaria et al., 2020) y
de colonias de Apis (Pronuam et al., 2009, Patil et al., 2010). Dos de las tres cepas de
Nocardiopsis encontradas en este estudio inhibieron el crecimiento de patogenos, este
resultado coincide con el obtenido por Santamaria et al. (2020) donde cepas de Nocardiopsis

aisladas del intestino y heces del escarabajo Cerambyx welensii, produjeron compuestos
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antimicrobianos contra Micrococcus luteus como: picromicina, valinomicina e
hihydropicromicina. Al inhibir el crecimiento de varias cepas patégenas (tres patégenos en
el caso de la cepa 7G, y cuatro en el caso de la cepa P1A), podriamos suponer que también
podrian estar cumpliendo un rol defensivo pero en la superficie externa de los adultos, ya que

todas las cepas fueron obtenidas de la cuticula.

Por otro lado, es posible que la presencia de las cepas de Streptomyces, Kocuria y
Nocardiopsis, que no presentaron inhibicidn en el crecimiento de patdgenos, no se deba a
una relacion de simbiosis con las avispas para la produccion de compuestos antibidticos, y
que su presencia en los adultos sea casual, o que cumpla otro rol. Aunque algunos de las
actinobacterias aisladas posiblemente no mantenian una asociacion con las avispas, para los
insectos en general es ventajoso establecer relaciones con estos microorganismos, ya que
segun Kaltenpoth (2009) requieren de pocos recursos al ser de crecimiento lento, y al utilizar
una gran variedad de sustratos presentan una alta versatilidad metabolica. Estas
caracteristicas de los microorganismos podrian ser ventajosas, al brindar a los insectos la

oportunidad de vivir en una gran variedad de habitats.

En relacién con el sitio de colecta, parece que algunas de las cepas obtenidas podrian
ser especificas de los adultos de una region. Por ejemplo, las cepas de Brevibacterium,
Nocardiopsis y Amycolaptosis, podrian ser favorecidas por el ambiente que se genera en los
ecosistemas de Guanacaste ya que solo fueron obtenidas de adultos de esta region (cuadro
2). La mayor parte de las cepas de Saccharopolyspora también fueron obtenidas de avispas
de Guanacaste, aunque también fueron encontradas dos cepas en La Selva y Golfito (cuadro
2). De forma similar, las cepas de Tsukamurella solo fueron aisladas de avispas de Golfito.
Otros géneros como Streptomyces, Microbacterium y Kocuria son mas generalistas (cuadro
2). La presencia de actinobacterias en cada region depende de varios factores como las
especies de plantas, la composicion del suelo y la diversidad de microorganismos
(Govindasamy et al., 2014; Singh & Dubey, 2018). La composicion de plantas en cada region
muestreada y por ende la composicién del suelo y la comunidad microbiana, es diferente en
las cuatro zonas de estudio debido a que las regiones seleccionadas se encuentran en
diferentes zonas de vida. En Guanacaste la comunidad vegetal esta adaptada a resistir altas

temperaturas y poca humedad, por otro lado, en La Selva y Golfito hay mucha humedad y

41



altas temperaturas, mientras que en Cartago hay una menor temperatura y alta humedad
(IMN, 2019). En el caso de este estudio, parece que las condiciones de los ecosistemas de
Guanacaste favorecen el establecimiento de una mayor riqueza de géneros de actinobacterias
en los adultos de las avispas sociales, aunque se deben realizar mas estudios, los resultados
indican que las condiciones de los ecosistemas muestreados pueden favorecer o no la

presencia de una mayor o menor cantidad de especies de actinobacterias.

En sintesis, aunque en el caso de algunos géneros de actinobacterias es mas
complicado determinar si los microorganismos estan asociados a los adultos o a las celdas,
los resultados obtenidos muestran que las actinobacterias pueden asociarse a la cuticula y
glandulas salivales de los adultos. Las avispas de Epiponini, al igual que otros insectos
sociales, establecen relaciones con actinobacterias y otros microorganismos (Proteobacteria,
Firmicutes), para la produccién de compuestos antibidticos para defenderse contra el ataque
de patdgenos. Ademas, el establecimiento de las relaciones entre avispas y actinobacterias
podria estar determinado por el ambiente y la biologia de los organismos (Kaltenpoth, 2009).
Los nidos de las avispas sociales son vulnerables al ataque de parasitos, por la acumulacion
del meconia en las celdas de cria (Jeanne, 1991). Dentro de este contexto, las actinobacterias
podrian ser esenciales en la supervivencia de la colonia, al brindar proteccién a los estadios
juveniles y adultos. Esta estrategia ha sido utilizada por otras especies de avispas solitarias
para proteger sus larvas, como es el caso de Philanthus triangulum que alberga
actinobacterias en glandulas especializadas de las antenas, y que aplica en la celda antes de
la oviposicion del huevo (Kaltenpoth et al., 2005 y 2006; Kroiss et al., 2010). Es posible que
los adultos de las avispas de Epiponini de forma similar a P. triangulum, esterilicen la celda
por medio de secreciones de las glandulas salivales aplicadas directamente en la celda, o al
rozar su cuticula contra la misma; se ha observado que cuando un individuo completamente
desarrollado abandona la celda, las obreras inmediatamente llegan a la misma y permanecen
aproximadamente una hora insertando y sacando la cabeza (Nascimiento et al., 2004;
Chavarria & West-Eberhard, 2010). Ademas, los adultos por medio de los comportamientos
de antenacién y la trofalaxis (Nascimiento et al., 2004; Chavarria & West-Eberhard, 2010),
también podrian pasar los microrganismos entre ellos, aumentando la proteccion en la

colonia.
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Actividad antimicrobiana contra patégenos humanos

Como fue explicado anteriormente, muchos de los antibidticos que han sido utilizados
para tratar infecciones en los seres humanos, han desarrollado resistencia, principalmente
contra aquellos creados de forma sintética (Bode, 2011). Una posible solucion contra este
problema es utilizar antibiéticos de origen natural porque tienen mayor probabilidad de ser
efectivos en comparacion con los sintéticos (Bode, 2011). Los insectos al vivir en 1os mismos
ambientes que el ser humano, estan expuestos al ataque de los mismos patdgenos, por este
motivo podrian ser una importante fuente de compuestos antibidticos. EI argumento anterior
es confirmado con los resultados presentados en este estudio, ya que un alto porcentaje de
las cepas de actinobacterias que inhibieron patégenos present6 actividad antibidtica contra
E. coli (88%) y P. aeroginosa (67%) patdgenos que produce infecciones en humanos.
Madden et al. (2013) obtuvieron resultados similares al probar las cepas aisladas de los nidos
de P. dominula contra E. coli, sin embargo, solo un 20% de las cepas inhibio el crecimiento.
A pesar de que la inhibicion fue baja contra S. aureus, los resultados obtenidos muestran que
los microorganismos asociados a los adultos de avispas, tienen potencial para la obtencion
de nuevos compuestos antibidticos. Varios compuestos han sido aislados de los
microorganismos asociados a insectos, principalmente de hormigas como: nistatina P1,
dentigeromisina, esciloprolactan, candidicina D, y selvamicina (Haeder et al., 2009; Barke et
al., 2010; Poulsen et al., 2011; Van Arnam et al., 2016); de escarabajos como la micagimicina
(Oh et al., 2009), y de avispas solitarias como la estreptoclorina y derivados de piericidina
(Kroiss et al. 2010). Es posible que algunos de estos compuestos también sean producidos
por las cepas aisladas de las avispas Epiponini, ya que como se menciond en la seccion de
resultados, en el analisis del genoma realizado en la tesis de Licenciatura de la estudiante
Mariela Gutiérrez, se encontraron genes similares a los de moléculas antibioticas que se han
obtenido de otros insectos sociales como: piericidina, nistatina y selvamicina. Por lo que el
potencial para identificar y purificar nuevos compuestos con actividad antibiotica de las
cepas obtenidas de avispas sociales en este estudio es muy grande, y sera el siguiente paso

de esta investigacion.
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VI.  RECOMENDACIONES

Como se menciono en la discusion, este proyecto fue el segundo paso para determinar
la presencia de actinobacterias en los nidos de avispas Neotropicales, y determinar su
actividad antimicrobiana. Debido a los resultados positivos que se obtuvieron en este
proyecto es importante continuar la investigacion, por este motivo, se pretende caracterizar
los metabolitos antibidticos de las cepas que presentaron inhibicion contra patogenos, donde
se ha conformado un grupo de trabajo interdisciplinario que incluye colaboracion de la
investigadora PhD. Kattia Nufiez del CIB, PhD. Javier Pizarro del Instituto Pasteur, asi como
del PhD. Robert J. Capon y PhD. Zeinab Khalil Instituto de Biociencia Molecular,
Universidad de Queensland, Australia; para aislar e identificar los compuestos antibidticos y
evaluar su uso en la industria farmacéutica. Ademas, seria importante hacer pruebas de
inhibicidén también contra patdgenos de cultivos, ya que también podrian tener potencial para

inhibir su crecimiento de estos microorganismos que atacan cultivos.
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ABSTRACT

Strains of the genus of Saccharopolyspora and Streptomyces were isolated from Polybia sp. a
Metapolybia sp. social wasps in Costa Rica. Draft genome sequences from six isolated were obtained

ranging from 6.4Mb to 9.1Mb in length and 71-73% GC content.

ANNOUNCEMENT

The under-explored sources of natural products have revitalized the interest of scientists, and those
include new bacterial strains from social insects as promising source of novel molecules [1]. The
interest in these microbes is due to their ability to adapt and compete with a broad spectrum of
insect pathogens, which has allowed their evolutionary success over the time [2], and might provide
them with an untapped diversity of metabolites. Under this premise, Saccharoplyspora sp., and
Streptomyces sp. symbiotic strains associated with social wasps Metapolybia sp. and Protopolybia

sp. were isolated.

Cuticle and salivary glands of the social wasps were collected from the Biological Base La Selva; and
Santa Cruz, Guanacaste in Costa Rica; and directly placed on ISP-1 and ISP-2 agar plates
supplemented with nystatin (0,1%) and nalidixic acid (10ug/ml) for Actinobacteria isolation.
Genomic DNA from the pure isolates of six strains was obtained using the phenol/chloroform
extraction described for Chun & Goodfellow [3]. Genomic libraries were prepared with Nextera XT
DNA Library Preparation kit (lllumina) and sequenced using a paired-end strategy of 2x150
nucleotides on the lllumina NextSeq500 platform (lllumina, San Diego, United States). Total reads
were filtered with Fastp v.0.20.1 [4] using default parameters and the quality of the sequences was
verified with FastQC v.0.11.9 [5]. De novo assemblies were obtained from trimmed reads with CLC

Genomics Workbench 9 (Qiagen, https://www.giagenbioinformatics.com/products/clc-genomics-
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workbench) and the quality of assembled genomes was carried out with CheckM v1.1.3 [6].
Taxonomic comparison was made with JSpeciesWS [8] by calculation of the Average Nucleotide

Identity (ANI) against available genomes of the closest genus (Tablel).

Six draft genomes were obtained with over 98x coverage, showing lengths from 6.4Mb to 9.1Mb in
up to 1081 contigs, N50 from 15698 to 50652, and completeness above 98% (Table 1). The GC
content ranged from 71% to 73%, while the taxonomic affiliation through ANI showed four
Saccharopolyspora sp. sharing >99% genome identity among them and two different Streptomyces
sp. isolates, however none of the comparisons showed results above species threshold (>95%) with

available genomes of the genera, suggesting that these isolates might be a new species.

Table 1. Sequencing general results for six Actinobacteria isolates associated with social wasp.

Strain . Total Genome o . Completeness ~ Contamination
code Source Closest taxon reads size (bp) % GC  Contigs N50 (%) (%) Coverage (x)
icl haropol
6M Cuticle Saccharopolyspora 5 (o716 6438697 73 360 29651 99,65 1,48 100
Metapolybia sp. sp.
icl, haropol
6T Cuticle Saccharopolyspora 530137 6587366 72 355 38839 99,47 1,45 98
Metapolybia sp. sp.
icl, haropol
6V Cuticle Saccharopolyspora g 4og 985 6571055 72 242 50652 99,47 1,12 112
Metapolybia sp. sp.
Cuticl Saccharopol
7B uticie ACCHATOPOISPOIE € 180123 6480769 73 291 40461 99,82 1,45 107
Metapolybia sp. sp.
Salivary Gland
7G Awvary MG reptomycessp. 3972042 7848592 71 1081 12009 99,33 1,99 99
Protopolybia sp.
Cuticle
8L , Streptomyces sp. 5797969 9078753 71 991 15698 98,19 2,17 103
Protopolybia sp.

*Based on ANI comparison with available species of the closest genus.

Data availability. This project has been deposited at DDBJ/ENA/GenBank under the. Bioproject

accession PRINA764377.
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