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Resumen

Los virus forman interacciones con diversos organismos, entre ellos, los insectos. Estas
interacciones pueden ser beneficiosas para la supervivencia de la progenie del insecto, como en el
caso de las avispas parasitoides de la familia Braconidae, parasitoides endo- y ectoparasitoides de
larvas de otros insectos. Braconidae presenta asociaciones con virus enddgenos como los
elementos virales enddgenos (Bracovirus y particulas similares a virus) encontrados Unicamente
en especies endoparasitoides, y con virus exdgenos como los entomopoxvirus. Los Bracovirus se
han encontrado en el complejo microgastroide, mientras que las particulas similares a virus y los
entomopoxvirus se han encontrado en la subfamilia Opiinae. En este trabajo se buscé en miembros
de Braconidae la presencia de elementos virales endégenos y virus exdgenos utilizando datos a
escala gendmica obtenidos mediante la técnica shotgun. Se examinaron 24 especies de braconidos
tanto endo- como ectoparasitoides pertenecientes a 11 subfamilias. Una primera aproximacion para
la busqueda de secuencias virales se realizo a través de la implementacion de una busqueda general
de microrganismos asociados a braconidos, para lo cual se utiliz6 el algoritmo megablast con la
base de datos blast nr. Para la identificacion de genes virales, se utilizaron marcos abiertos de
lectura (ORF por sus siglas en inglés) obtenidos a partir de la traduccion de los contigs obtenidos
de los ensambles de cada muestra, los cuales se compararon con ORFs de genes centrales antiguos
pertenecientes a diferentes familias de virus grandes que infectan artropodos. Las comparaciones
se realizaron con dos programas de busqueda de genes homélogos (HMMER y PSI-BLAST) para
después determinar su afinidad filogenética. Las comunidades microbianas predominantes en
braconidos fueron Proteobacterias y Actinobacterias, asi como, polidnavirus en nueve especies de
bracdnidos. En cinco ORFs de una especie de bracdnido de la subfamilia Doryctinae, Rinamba sp.,
se encontro tanto similitud genética como afinidad filogenética con un entomopoxvirus
relacionado con Amsacta moorei entomopoxvirus y Melanoplus sanguinipes entomopoxvirus. Esto
sugiere de manera robusta que esta especie de bracdnido podria ser infectada por un
entomopoxvirus, aunque se desconoce su origen. Por otro lado, 10 ORFs de Archibracon servillei,
perteneciente a la subfamilia Braconinae, se relacionaron tanto con la familia Nudiviridae como
con un entompoxvirus; sin embargo, los datos gendmicos resultaron insuficientes para confirmar
su presencia. Estos resultados representan el primer reporte de virus mutualista en una subfamilia

de avispas braconidas ectoparasitoides (Doryctinae).



1. Introduccién

Los insectos presentan una gran diversidad de microorganismos asociados a diferentes partes del
cuerpo, por ejemplo, el exoesqueleto, cuticula, intestino, tejidos y células, por lo tanto, cada una
de estas partes se convierten en microhabitats que permiten el establecimiento de microorganismos
especificos (Gurung et al., 2019). Estos microorganismos pueden ser bacterias, hongos, arqueas,
protistas y virus (Engel y Moran, 2013; Gurung et al., 2019). Entre las interacciones mas estudiadas
estan aquellas formadas con bacterias ya que compone gran parte del microbioma en animales y
por lo tanto se sabe que estd compuesto principalmente por Proteobacterias, Actinobacterias,
Firmicutes, Gammaproteobacteria, Bacteroidetes y Acidobacterias (Engel y Moran, 2013;
Nedoluzhko et al., 2017; de Lourdes Ramirez-Ahuja et al., 2019). Por otro lado, las interacciones
conocidas con hongos pueden ser patdgenos, como en el caso de los géneros Beauveria
y Metarhizium, que incluso han sido utilizados como control biolégico contra insectos plaga
(Boucias et al., 2018). De igual manera, se conoce una gran diversidad de virus mutualistas son de
gran importancia para los insectos que son parasitoides de otros insectos como en los casos de las

avispas parasitoides de diferentes familias (Engel y Moran, 2013).

La importancia de la diversidad de microorganismos que interaccionan con los insectos
radica en que intervienen en diferentes procesos bioldgicos del insecto siendo patégenos, o bien
pueden ser simbiontes y proporcionarles beneficios dependiendo de su ciclo de vida y
requerimientos ecolégicos (de Lourdes Ramirez-Ahuja et al., 2019). Entre los beneficios que los
microorganismos proporcionan al hospedero estdn aquellos de aspectos fisioldgicos que
intervienen en la tolerancia a perturbaciones ambientales, defensa contra depredadores, resistencia
a insecticidas, defensa contra otros microorganismos patdégenos y en el parasitismo en algunos
casos. Las comunidades microbianas también pueden estar involucradas en el desarrollo del
insecto, e incluso contribuir a la longevidad de éste (Lewis y Lize, 2015; de Lourdes Ramirez-
Ahuja et al., 2019).

1.1. Importancia de los microorganismos asociados a insectos

En ocasiones cuando la relacion insecto microorganismos es de naturaleza simbionte, la

contribucion de los microorganismos a su insecto hospedero depende de su localizacion en el



cuerpo del insecto (Figura 1) (Douglas, 2015; Lewis y Lize, 2015; Gurung, 2019). Las
comunidades presentes en la cuticula (en particular la epicuticula) son denominados como
ectosimbiontes y se encuentran en menor cantidad y diversidad debido a las caracteristicas
hidrofdbicas, la escasez en nutrientes esenciales, las alteraciones fisicas del organismo (i.e. ecdisis)

y la secrecion de sustancias antimicrobianas (Douglas, 2015; Boucias, 2018).
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Figura 1. Comunidades microbianas asociadas a insectos y su influencia en el ciclo de vida del hospedero.
Estos microorganismos, ya sean, virus, hongos, bacterias, protozoos y arqueas intervienes en la defensa
contra patdgenos, en la nutricién, desarrollo, reproduccién e incluso comportamiento de los insectos.
Tomado de Gurung et al. (2019).

A diferencia de las comunidades de la cuticula, en el intestino es posible encontrar en mayor
cantidad y diversidad de comunidades que forman asociaciones simbiéticas Ilamadas
endosimbiontes. Dichas asociaciones son importantes para el mantenimiento de la homeostasis
intestinal, la respuesta inmunitaria, la facilitacién de la digestion y la obtencidén de nutrientes
esenciales que hacen a estos microorganismos importantes durante todo el ciclo de vida pues
algunas llegan a ser propias del estadio de larva o adulto (Fredensborg et al, 2020; Gupta y Nair,

2020; Mufioz-Benavent et al., 2020). La division del intestino en anterior, medio y posterior
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recubiertos internamente por una fina capa de cuticula permite que los microorganismos se
establezcan a lo largo de estas regiones y sean especificos en cada una de ellas (Engel y Moran,
2013; Boucias et al., 2018).

Las bacterias simbiontes posiblemente sean clave para la adaptacion exitosa de los insectos
a diferentes ambientes, o como un mecanismo de defensa contra parasitoides (Douglas, 2015). Por
ejemplo, se ha reportado que las especies de &fidos Acryrthosiphon pisum y Aphis fabae forman
una asociacion simbidtica con la gamma-proteobacteria Hamiltonella defensa, la cual proporciona
proteccidn contra avispas parasitoides mediante la produccion de toxinas que matan a la larva del

parasitoide (Kaltenpoth y Engl, 2014).

Caso contrario a las relaciones mutualistas, y por tanto beneficiosas, en las avispas
parasitoides de la familia Braconidae se ha observado la presencia de la bacteria patdgena
Wolbachia, una alfa-proteobacteria endosimbionte que infecta los tejidos reproductivos de
aproximadamente el 40% de todos los insectos causando incompatibilidad citoplasmatica entre
hembras no infectadas y machos infectados, ademas de alterar la proporcion de sexos y causar
partenogénesis (Smith et al., 2012; Simhadri, 2017). La bacteria es transferida por via transovarica
y la asociacion de estas bacterias estan presentes en ovarios y dvulos. También se ha encontrado
que Rickettsia esta presente en los ovocitos de avispas y las células del foliculo, y esta bacteria

también causa efectos en las proporciones de sexos y partenogénesis (Mohammed et al., 2015).

Las comunidades virales que se encuentran en animales pueden ser no Unicamente
patégenas, como normalmente se pensaria, sino que también existen interacciones entre virus
mutualistas que son de gran importancia para otros insectos, ya que intervienen en la defensa contra
depredadores, parasitoides o incluso pueden ser importantes para los propios parasitoides
(Rossinck, 2019). Estas interacciones se han documentado como parte de la historia evolutiva del
insecto, como en el caso de avispas parasitoides y virus enddgenos que se han integrado al genoma

de la avispa y han sido domesticados (Santos et al., 2021).

1.2. Diversidad viral

En la naturaleza, los virus contribuyen al mantenimiento del equilibrio ecoldgico al controlar los

niveles poblacionales de otros organismos, asi como servir como intermediarios para el
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intercambio genético entre especies que han sido infectadas (Santos Lopez et al., 2004). Los virus
se definen como parasitos intracelulares con acido nucleico, sin estructura celular y que necesitan
de una célula hospedera para llevar a cabo la replicacion, transcripcion y otros procesos
moleculares (Hurst, 2021). EI material genético de los virus estd constituido principalmente por
acido desoxirribonucleico o acido ribonucleico, bicatenario (dSDNA o dsRNA) o monocatenario
(ssDNA o ssRNA), lineal o circular (Hurst, 2021; Lefkowitz, 2015). El genoma viral puede estar
distribuido en varios segmentos y varia en tamafo, lo cual es importante para los diferentes
mecanismos de replicacion e interaccion celular con el hospedero (Hurst, 2021; Simmonds y
Aiewsakun, 2018).

Los virus forman viriones o particulas virales rodeados por una nucleocépside que ayuda
con el proceso de infeccion. Algunos virus pueden presentar una nucleocapside con envoltura 'y en
algunos casos, como en los viriones, presentar proteinas asociadas a la envoltura de la
nucleocépside que sirven como receptores de unidn celular e infeccion (Zhang et al., 2019). Los
viriones presentan una enorme variabilidad en la morfologia y tamafio, pudiendo tener formas

icosaédricas, helicoidales o filamentosas, entre muchas otras (Simmonds et al., 2018).

La diversidad de los virus es muy amplia. Actualmente el Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV, por sus siglas en inglés) reconoce 17 phyla, 40 clases, 72 6rdenes,
264 familias, 11273 especies (Simmonds y Aiewsakun, 2018; ICTV, 2022). La gran diversidad se
debe a su alta tasa de replicacién y mutacion que promueve una amplia variabilidad morfolégica,
genética y ecoldgica (Reyes et al., 2017). El origen de los virus sigue siendo incierto; sin embargo,
diversos estudios han revelado el origen comin de diversos grupos de virus debido a que comparten
homologia con genes centrales antiguos (loci conservados que comparten varios grupos de virus).
Por ejemplo, los virus dsSDNA con genomas grandes comparten genes y proteinas cercanamente
relacionadas a su hospedero celular; por lo tanto, se piensa que han evolucionado con ayuda de la
captura de genes del hospedero (lyer et al., 2001). Se conoce que una gran diversidad de virus
infecta muchos grupos de animales, por lo tanto, juegan un papel ecoldgico y evolutivo relevante

como en el caso de los invertebrados.
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1.2.1. Virus de DNA de doble cadena que infectan invertebrados

Los invertebrados son infectados por una basta cantidad de virus, entre ellos los virus de DNA
gigantes. De manera general estos virus se pueden dividir en tres grandes grupos que comparten
caracteristicas entre si. EI primer grupo son los virus nucleocitoplasmaticos de DNA de gran
tamario, ahora clasificados como Nucleocytoviricota, que contienen los viriones y genomas méas
grandes conocidos hasta ahora (Monttinen et al., 2021). Se caracterizan por tener un genoma lineal
o circular de doble cadena, completan toda o parte de la replicacion y el ensamblaje en el
citoplasma del hospedero (Colson et al., 2013). Dentro de este grupo se clasifican virus de la
familia Poxviridae (Chordopoxvirina y Entomopoxvirinae), Iridoviridae, Ascoviridae y
Mimiviridae (lyer et al., 2001; Williams et al., 2017).

El segundo grupo de virus esta conformado por virus de dsDNA lineal con capsides
icosaédricas rodeadas por una envoltura que incluyen a los virus de la familia Malacoherpesviridae
y el orden Herpesvirales (Williams et al., 2017). Por ultimo, en el tercer grupo se clasifican los
virus con nucleocapside en forma de bastoncillo y genoma dsDNA circular. Se caracterizan por
replicarse y ensamblarse en el ndcleo de las células del hospedero. En este grupo se encuentran las
familias Bacuoloviridae, Nudiviridae, Hytrosaviridae y Nimiviridae. Dentro del grupo se
consideran también los virus filamentosos que se encuentran en especies de insectos del género

Leptopilina y Apis mellifera (Hymenoptera) (Williams et al., 2017).

Del altimo grupo viral se sabe que, la familia Nudiviridae dio origen a los elementos virales
enddgenos asociados a avispas endoparasitoides, como la familia Polydnaviridae y las particulas
similares a virus. La endogenizacion de Nudiviridae se estima que pudo haber ocurrido varias veces
en distintos linajes de insectos (Wang et al., 2007; Cheng et al., 2020). Por ejemplo, se estima que
el género Bracovirus (Polydnaviridae) se integraron a partir de un nudivirus ancestral en las
avispas parasitoides de la familia Braconidae hace 103 millones de afios (Bézier et al., 2015). Algo
similar ocurrié en la avispa parasitoide Venturia canescens (Ichneumonidae), que presenta
particulas similares a virus provenientes de la endogenizacién de un Alphanudivirus (Drezen et al.,
2017; 2021).
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1.3. Virus simbiontes en insectos

Recientemente y a pesar de que los virus siempre se han visto como agentes patégenos que pueden
llegar a ser mortales, se han encontrado virus que forman simbiosis con plantas, hongos, mamiferos
e insectos (Roossinck, 2011). La simbiosis mutualista, segun Roossinck (2011), se refiere a la
relacion entre dos organismos que se benefician entre si. La interaccion entre virus-hospedero ha
traido ventajas porque provocan cambios en el hospedero mejorando su adaptacion, ciclo de vida,
reproduccion, desarrollo y supervivencia que a la larga podria desencadenar en coevolucion
(Jagdale y Joshi, 2018).

La simbiosis entre virus-insectos afectan principalmente el comportamiento y la fisiologia
de los insectos parasitados para que los hospederos tengan resistencia contra factores bioticos
desfavorables. Estos virus también proporcionan proteccion contra infecciones por bacterias,
parasitismo por otros insectos, o como en el caso de las avispas parasitoides, ayudan la
supervivencia de la progenie (Jagdale y Joshi, 2019). En el caso de insectos, por ejemplo, los
elementos virales endogenos y los entomopoxvirus encontrados en Diachasmimorpha
longicaudata (Jagdale y Joshi, 2018) estan relacionados con la supresion de la respuesta
inmunoldgica y el desarrollo de los hospederos de las avispas parasitoides de la superfamilia
Ichneumonoidea (Hymenoptera).

1.3.1. Virus simbiontes de origen exdgeno con énfasis en insectos

En la literatura se han reportado casos de virus de adquisicion exdgena que forman simbiosis con
insectos. Dichos virus aseguran el éxito ecologico del insecto mediante diversas estrategias dentro
de su historia de vida. Por ejemplo, el Desnovirus-2 (HaDv-2), presente en la polilla Helicoverpa
armigera es un virus que pertenece a la familia Parvoviridae que se transmite verticalmente a
través del huevo y se ha observado que los hospederos que lo presentan aumentan los niveles de
fecundidad y longevidad (Burand et al., 2012; Jagdale y Joshi, 2018). Por otra parte, la avispa
Diadromus pulchellus (Ichneumonidae) presenta una asociacion con el ascovirus Diadromus
pulchellus toursvirus (DpTV), el cual se mantiene en el ndcleo de las células de la avispa en forma
de episoma sin integrarse al genoma del hospedero (Jagdale y Joshi, 2018, Coffman y Burke,
2020). Una vez que los viriones infectan a D. pulchellus y a su vez ésta parasita a una larva de

lepidoptero, los viriones inhiben la mielinizacién de la larva de lepiddpteros durante la
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parasitacion, de tal forma que el huevo de la avispa es protegido (Bigot et al., 2009; Coffman y
Burke, 2020).

Otro caso de virus simbiontes de origen exdgeno que se presenta en avispas parasitoides
ocurre en Dinocampus coccinellae (Braconidae), parasitoide de mariquitas. Esta avispa presenta
un virus de +ssRNA de origen exdgeno conocido como virus de la pardlisis o Dinocampus
coccinellae paralysis virus (DcPV) que se ubica en el revestimiento celular del oviducto de las
avispas hembra (Jagdale y Joshi, 2018; Dheilly et al. 2015). DcPV se replica dentro del tejido
neuronal de la mariquita durante el parasitismo, lo que conlleva a la manipulacion del
comportamiento del hospedero para que proteja al huevo de la avispa (Dheilly et al. 2015; Coffman
y Burke, 2020).

1.3.2. Entomopoxvirus: virus mutualista de origen exdgeno presente en avispas

parasitoides

La familia Poxviridae se encuentra representada por virus grandes nucleocitoplasmaticos de
dsDNA que infectan a una gran cantidad de animales, los cuales, se clasifican principalmente en
dos grandes subfamilias: Chordopoxvirinae, que infectan vertebrados; y Entomopoxvirinae, que
infectan insectos y se caracterizan por replicarse en el citoplasma del hospedero (Moss, 2013;
Thézé et al., 2013).

Los entomopoxvirus (EPV) infectan, hasta donde se sabe, a coledpteros, lepiddpteros,
ortépteros y dipteros (Thézé et al., 2013). La clasificacion interna de los EPV aln no esta bien
definida debido a la falta de datos gendémicos, ya que solo dos genomas se encuentran secuenciados
completamente (Melanoplus sanguinipes entomopoxvirus, Amsacta moorei entomopoxvirus), lo
que demuestra la falta de investigacion sobre la biodiversidad del grupo (Thézé et al., 2013,;
Coffmany Burke, 2020). Por ejemplo, el entomopoxvirus de Melanoplus sanguinipes (Orthoptera)
y el entomopoxvirus presente en las avispas parasitoides de Diachasmimorpha longicaudata
(Braconidae: Opiinae) y sus hospederos, permanecen sin clasificar (Lawrance, 2005; Harrison y
Hoover, 2012; Thézé et al., 2013).

Los EPV se distinguen por la sintesis de una estructura esférica conocida como cuerpo de
oclusion que contiene a los viriones (Arif et al., 2021). Los EPV llevan a cabo su ciclo de

replicacion dentro del citoplasma del hospedero y permanecen ahi hasta que ocurre la lisis celular,
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de tal manera que se puedan propagar de insecto a insecto (Moss, 2013; Arif et al., 2021).
Recientemente, Coffman et al. (2020) reportaron al entomopoxvirus Diachasmimorpha
longicaudata entomopoxvirus (DIEPV) mutualista de Diachasmimorpha longicaudata, una
especie de avispa de la subfamilia Opiinae (Braconidae) parasitoide de la mosca de la fruta del
Caribe. Este Entomopoxvirus difiere de todos los demas virus de su tipo por no expresar cuerpos
de oclusion, y unicamente expresar viriones dentro de los hemocitos (células del sistema inmune
en invertebrados) de las moscas después del parasitoidismo (Lawrance, 2002). DIEPV provoca
cambios en la morfologia de los hemocitos y, por lo tanto, inhibe el proceso de mielinizacion en
las moscas al causar dafio en dichas células, desencadenando problemas en la respuesta
inmunoldgica en las moscas (Lawrence, 2005; Coffman et al., 2020). Sin embargo, en las avispas
no ocasiona ningun dafo y al contrario facilita el parasitismo al debilitar el sistema inmunolégico
del hospedero. Esto evidencia una posible adquisicién mutualista entre virus-hospedero de origen
exogeno, y al contrario de los elementos virales endégenos que necesitan a la avispa para replicarse
ya que han sido domesticados, DIEPV puede replicarse sin necesidad de la avispa (Coffman et al.,
2020).

Posiblemente, DIEPV se transmite de la avispa hembra a su progenie por transferencia
vertical y unicamente se replica en el oviducto lateral de las avispas hembra (similar a los elementos
virales enddgenos) (Coffman et al., 2020). Por lo tanto, se asume una evolucion convergente de
este virus sin necesidad de que hubiera domesticacion viral, ya que DIEPV mantiene caracteristicas

de un patdgeno viral y un simbionte viral beneficioso (Coffman y Burke, 2020).

1.4. Elementos virales endégenos con énfasis en avispas parasitoides

Los elementos virales endogenos (EVES) son fragmentos de DNA derivados de un genoma viral
que se integro6 en la linea germinal de un hospedero no viral y se transmitié de manera vertical
(Drezen et al., 2021; Katzourakis y Gifford, 2010). En animales, la mayoria de los EVEs que se
han identificado permanecen inactivos o consisten en pocos genes (Drezen et al., 2017). Los
miembros de la familia Polydnaviridae y los virus similares a particulas son mas complejos
comparados con otros EVES, ya que conservan parte de la maquinaria para empaquetar y expresar
viriones, por lo tanto, se dice que estos han sido domesticados (Drezen et al., 2021).
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1.4.1. Polidnavirus y particulas similares a virus

Los polidnavirus (PDV) se encuentran presentes en las células sométicas y la linea germinal
(region del caliz) de las avispas endoparasitoides, pero la replicacion solo ocurre en el nucleo de
las células del céliz, ubicadas en la parte distal del oviducto lateral de las hembras (Drezen et al.,
2021) (Burker y Strand, 2014; Legai et al., 2020; Muller et al., 2021). Los polidnavirus se
distinguen por presentar un genoma proviral dividido en dos unidades funcionales. La primera
unidad conformada por los segmentos provirales involucrados en la replicacion y que tienen la
funcion de producir viriones en las células del céliz; la segunda unidad conformada por los
multiples dominios de DNA de origen nudiviral que amplifican y empaquetan los viriones y
expresan los genes de virulencia en el hospedero (Strand y Burke, 2013; 2014). Los PDVs solo se
transmiten verticalmente a través de la linea germinal de las avispas endoparasitoides como
provirus y la actividad transcripcional es especifica del hospedero debido a la ausencia de los genes

necesarios para la replicacion y formacion de virones (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de replicativo de un polidnavirus (Bracovirus) en la avispa endoparasitoide Cotesia
congregata, en donde se observan las unidades gendmicas que conforman los Bracovirus. (a) El ciclo de
vida comienza en las células del céliz situadas en el oviducto lateral de las hembras adultas, en la cual ocurre
la replicacion de genes virales, lo que deriva en la formacidn del virion. (b) La avispa oviposita dentro del
hospedero, en donde las particulas infectivas del virion son liberadas. (¢) Los huevos de las avispas
eclosionan en larvas y permanecen dentro del hospedero hasta que (d) salen del hospedero y pupan. Tomado
de Strand y Burke (2014).

Los PDVs se clasifican en dos géneros, Bracovirus e Ichnovirus. EI género Bracovirus se
encuentra asociado Unicamente a las avispas endoparasitoides de la subfamilia Braconidae
(complejo microgastroide) (Figura 3) (Sharanowski et al., 2011). Los Bracovirus pueden
encontrarse dispersos en todo el genoma de las avispas y es posible identificarlos mediante cortes
histologicos de la region del caliz (Drezen et al., 2021; Burke et al., 2021; Santos et al., 2021). Los
genes de Bracovirus relacionados a la formacion de viriones comparten homologia con los de
nudivirus, pero los dSDNA empaquetados en los viriones tienen poca similitud de secuencia con
los genomas de los nudivirus (Burke, 2019).
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Figura 3. Filogenia resumida de Braconidae donde se sefialan las subfamilias que presentan virus
mutualistas y elementos virales enddgenos. El recuadro verde punteado encierra el complejo

microgastroide, donde se han encontrado polidnavirus (Bracovirus) y que estd conformado por avispas
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endoparasitoides. Opiinae estd sefialado por poseer VLPs y un virus mutualista no endogeno
(Entomopoxvirinae). Modificado de Santos et al. (2021).

Los Ichnovirus se encuentran asociados a la familia Ichneumonidae (Campopleginae y
Bachinae) igualmente subfamilias endoparasitoides. Los genomas provirales consisten en dos tipos
de segmentos virales: los anidados y los Unicos, los genes que comprenden ambos segmentos
virales se encuentran en un dominio denominado regiones codificantes de proteinas estructurales
(Drezen et al., 2022). Se cree que el género Ichnovirus se origind a partir de ancestros de virus
estrechamente relacionados de origen desconocido; sin embargo, en un estudio reciente, se cree
que posiblemente podrian corresponder a virus de ADN nucleocitoplasmatico grande (Muller et
al., 2021).

Las particulas similares a virus (VLPs) son estructuras formadas Unicamente por proteinas,
no contienen DNA y tienen la capacidad de infectar o producir factores de virulencia debido a su
origen viral (Zeltins, 2013). Se ha sugerido que la avispa de la familia Ichneumonidae, Venturia
canescens, perdio el Ichnovirus asociado a ella y posteriormente se asocié con un nudivirus
enddgeno que produce particulas similares a virus. Los genes virales adquiridos en esta avispa
permanecen dispersos en el genoma de la avispa sin genoma proviral (Burke et al., 2018). Por otro
lado, en la familia Braconidae, Unicamente en subfamilia Opiinae en el género Fopius, es la Gnica
subfamilia donde se han reportado VLPs en donde los analisis filogenéticos sugieren una segunda
integracion proveniente de la absorcién de un Alphanudivirus patégeno (Figura 3) (Roossinck,
2011, Strand y Burke, 2013; Santos et al., 2021).

1.5. Genes centrales antiguos para la busqueda de elementos virales

Santos et al. (2018) define a los genes centrales antiguos como loci que codifican componentes de
replicacion conservados y que son comunes en la mayoria de las familias de virus de DNA de
doble cadena que infectan a artropodos. Los genes centrales antiguos codifican principalmente
proteinas de replicacion y transcripcion de DNA implicado en funciones estructurales y de
infectividad viral (Garavaglia et al., 2012). En avispas parasitoides, Burke et al. (2021)
identificaron de manera exitosa elementos virales enddgenos buscando genes centrales antiguos de

diferentes familias de virus grandes de DNA que infectan artrépodos (NALDV) y virus
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nucleocitoplasmaticos de DNA de gran tamafio (NCLDV) que codifican para proteinas
estructurales implicadas en gran parte de la maquinaria molecular del virus: DNApol, helicasa, lef-
5, lef-8, lef-9 y p33. La blsqueda de genes centrales antiguos empleada por Burke et al. (2021)
demostro ser un nuevo método para la identificacion de elementos virales endégenos presentes en

avispas endoparasitoides.

En general, algunos de los genes involucrados en la replicacion, transcripcion,
empaquetamiento, ensamble, morfogénesis e infectividad de los viriones parecen estar
conservados en Baculoviridae, Nudiviridae, Bracovirus y en particulas similares a virus (figura 4)
(Drezen et al., 2021; Burke et al., 2018; Bézier et al., 2013).
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Figura 4. Algunos de los genes centrales antiguos que son compartidos entre bacuolovirus, nudivirus, el
género Bracovirus, nudivirus endégenos y particulas similares a virus. Todos los genes centrales antiguos
estan involucrados en la transcripcion, infectividad, empaquetamiento, ensamblaje, morfogénesis y la
replicacion del DNA. Los circulos con color indican los genes que son compartidos entre estas familias.
Los circulos en blanco, con una tache en el centro, o con doble circulo representas genes ausentes,

pseudogenes, o falta de informacion, respectivamente (modificado de Burke, 2019).
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1.6. Clase Insecta

Los insectos son el grupo de organismos mas diverso y abundante en el planeta, con una amplia
distribucion en ecosistemas terrestres, semiacuaticos y acuaticos. Morfolégicamente su cuerpo se
encuentra dividido en cabeza, térax y abdomen; poseen tres pares de patas unidas al térax, un par
de antenas y piezas bucales mandibuladas (Capinera, 2011). Andlisis filogenéticos recientes
basados en datos moleculares y de registro fosil sugieren que los primeros insectos no alados
(Apterygota) aparecieron en el Sildrico temprano, hace ~441 millones de afios, mientras que los
insectos alados (Pterygota) probablemente surgieron entre el Devonico temprano y el Carbonifero,
hace ~324 millones de afios (Gillott, 2005; Misof et al., 2014).

Caracteristicas como la presencia de alas y el vuelo, el desarrollo de nuevos mecanismos
de defensa, los cambios en la fisiologia y las conductas relacionadas con el cortejo permitieron que
los insectos se dispersaran a gran escala y colonizaran nuevos habitats (Gillott, 2005; Engel, 2015).
Complementario al vuelo, el ciclo de vida holometabolo implico la aparicion de diferentes etapas
de desarrollo que comprenden huevo, larva, pupa y adulto, cada una con caracteristicas
morfoldgicas y fisiolégicas distintas. Las diferentes etapas de desarrollo posibilitaron la
disminucion de la competencia intraespecifica ya que las dietas y el comportamiento varian
dependiendo del habitat y de las necesidades especificas requeridas en cada etapa del ciclo de vida
(Suzuki et al., 2008; Engel, 2015). Igualmente, debido al ciclo de vida relativamente corto y el
gran nimero de individuos que pueden nacer por generacion es posible una mayor variabilidad
genética, por lo tanto, adaptaciones rapidas frente a cambios ambientales dréasticos (Gillott, 2005;
Jarzembowski, 2021).

Desde una perspectiva ecolégica, los insectos terrestres participan en la polinizacién de
plantas con flores, en los ciclos biogeoquimicos y en la degradacion de la materia organica del
suelo, contribuyendo de esta manera a su formacion (Miller, 1993; Wagner, 2018). Los insectos
depredadores y parésitos actuan como reguladores de poblaciones de insectos plaga, ademas
muchos grupos de insectos forman parte de la dieta de vertebrados como anfibios, reptiles, aves,
murciélagos y mamiferos pequefios (You et al., 2005; Wagner, 2018), teniendo papeles

importantes en la cadena alimenticia de muchos otros grupos de animales.

21



1.6.1 Orden Hymenoptera

El orden Hymenoptera incluye a las comunmente conocidas abejas, hormigas y avispas, pero
también abarca una gran diversidad de organismos poco conocidos, como las avispas de la madera,
las moscas sierra, y las avispas parasitoides. Hymenoptera es considerado junto con Diptera,
Lepidoptera y Coleoptera uno de los 6rdenes més diversos dentro de la clase Insecta, dado que
presentan organismos con gran variedad de formas, tamafos y estrategias de vida (Huber, 2017).
A la fecha, se han descrito cerca de 150,000 especies para Hymenoptera, aunque se estima que la
diversidad de este grupo es mucho mayor (Zhang, 2013; Huber, 2017). Entre las familias méas
grandes dentro de Hymenoptera se encuentran Ichneumonidae, con cerca de 23,000 especies
descritas, Braconidae con alrededor de 21,000 especies descritas, y Formicidae con méas de 16,000
especies descritas (Johnson, 2013; Yu, 2021; Antweb, 2021).

Los himenopteros parasitoides son un grupo de gran importancia dentro del orden
Hymenoptera por varios atributos. Pueden ser bioindicadores de la diversidad de los grupos a los
gue atacan, al ser en su mayoria especificos de una especie 0 un grupo en particular, por lo tanto,
son controladores bioldgicos naturales de poblaciones de insectos plaga en ecosistemas agricolas
y forestales (Hubert, 2017; Reed y Landolt, 2018). Esto ha permitido que sean utilizados en
programas de biocontrol contra especies de insectos que causan pérdidas significativas en
sembradios, permitiendo el aumento en la productividad de cultivos para consumo humano (Wang
et al., 2019). Por ejemplo, las especies de la familia Agaonidae son polinizadores exclusivos de
Ficus, pues completan su ciclo de vida dentro del circonio de los higos (Resh y Cardé, 2009).

Los himendpteros son insectos holometabolos, es decir, que llevan a cabo una
metamorfosis completa, poseen dos pares de alas membranosas donde el par de alas posteriores es
mas pequefio que las anteriores, presentan piezas bucales mandibuladas y la determinacion del
sexo es haplo-diploide, es decir, de huevos fertilizados diploides nacen hembras y de huevos
haploides no fertilizados nacen machos (Nieves-Aldrey, 2006; Johnson, 2013). Es considerado un
grupo monofilético, forma parte del clado de los Endopterygota (holometabolos) y se encuentra
dividido en dos subordenes: Symphyta y Apocrita (Figura 5) (Sharky, 2007; Peters et al., 2017).
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Orden Hymenoptera

Suborden SYmphyta - Suboren Apocrita

TR .

Figura 5. Algunos miembros representativos dentro del orden Hymenoptera: a) Apis mellifera (Apidae), b)
Polistes dorsalis (Vespidae) y ¢) Camponotus rufoglaucus (Formicidae). Suborden Symphyta: d) Cephus
pygmeus (Cephidae) y g) Allantus basalis (Tenthredinidae). Suborden Apocrita, miembros de Aculeata: )
Ephutomorpha paradisiaca (Mutilidae) y h) Pepsis mildei (Pompilidae) y miembros de Parasitica: f)
Cotesia icipe (Braconidae) y j) Megarhyssa greenei (Ichneumonidae). Iméagenes tomadas de Naturalista,
2023; Escudero, 2023; Clarke, 2019; Uys, 2019; Riegel, 2019; Humala, 2019; Hoenle, 2022; Rodriguez,
2011; Sevgan, 2022 y Desmeules, 2021.

Symphyta es considerado un grupo parafilético (Peters et al.,, 2017). Entre sus
caracteristicas distintivas esta la venacion completa en las alas, el térax y un abdomen bien
diferenciado, el ovopositor estd modificado en forma de sierra y generalmente sus larvas son
fitéfagas (se alimentan de tejido vegetal) (Gayubo y Pujade, 2015). Dentro de este suborden se
encuentran las moscas sierra, las avispas de la madera y los orusidos quienes son los Gnicos
parasitoides dentro Symphyta y generalmente sus hospederos son coledpteros (Zharky, 2007;

Gayubo y Pujade, 2015; Peters et al., 2017). Por otro lado, Apocrita se ha recuperado como un
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grupo monofilético y se caracteriza por tener el primer segmento abdominal fusionado con el torax,
formando el propodeo, mientras que el segundo segmento abdominal forma una estrecha
constriccion entre el torax y la parte restante del abdomen formando el peciolo (cintura de avispa)
(Reed y Landolt, 2018). A su vez, Apocrita se divide en dos grupos sin rango: Aculeata, cuyos
miembros tienen el ovopositor modificado en un aguijén, y Parasitica, cuyos miembros poseen un
ovopositor modificado en una especie de taladro. Parasitica incluye principalmente avispas

parasitoides de artropodos, asi como algunos integrantes fitéfagos (Sharky, 2007; Johnson, 2013).

1.6.2. Superfamilia Ichneumonoidea

Los ichneumonoideos son el grupo de avispas mas rico en especies dentro del orden Hymenoptera,
con cerca de 47,000 especies descritas (Yu et al., 2016). Esta superfamilia se divide en dos
familias: Ichneumonidae y Braconidae (Jasso-Martinez et al., 2022). Los miembros de esta
superfamilia se caracterizan por ser en su mayoria parasitoides de etapas larvales de otros insectos
holometabolos, aunque hay algunos que parasitan ninfas de insectos hemimetabolos, mientras que

también hay algunas especies fitofagas formadoras de agallas (Whitfield, 2004).

Entre las caracteristicas morfoldgicas y diagnosticas de las especies de la superfamilia
Ichneumonoidea se encuentran la presencia de patas posteriores con trocanter bien diferenciado,
alas anteriores con estigma y al menos una celda cerrada, venas C y Sc + R + Rs fusionadas en la
parte proximal que da lugar a una obstruccién de la celda costal (Figura 6). Ademas, algunas
especies de esta superfamilia presentan alas reducidas generalmente no funcionales (Capinera,
2001).

24



Figura 6. Venacion y celdas de alas anteriores y posteriores presentes en los miembros de la superfamilia
Ichneumonoidea. La figura a) representa el nombre de cada una de las venas, mientras que la figura b)
representa el nombre de las celdas que se forman por la presencia de las venas. La venacion de las alas
como las celdas son caracteres taxonémicos importantes para determinacion de especies. Tomado de
Bennett et al. (2019).

Los ichneumonoideos son de gran importancia economica dado que son usados como
control bioldgico de plagas de insectos herbivoros. Se estima que los miembros de este grupo
proporcionan aproximadamente 17,000 millones de doélares anuales en servicios ecosistémicos
(Sharanowski et al., 2021). Algunos de los diferentes miembros de esta superfamilia son usados
para el estudio de la fisiologia de los parasitoides, la respuesta inmunolégica de los hospederos,
los procesos evolutivos de la adquisicién y la arquitectura de virus enddgenos tales como
polidnavirus que impulsé la evolucion de las estrategias de parasitoidismo (Legeai et al., 2020;
Sharanowski et al., 2021).

1.6.2.1. Estrategias de parasitoidismo en Ichneumonoidea

Los miembros de la superfamilia Ichneumonoidea son generalmente parasitoides, completan su
desarrollo larvario en un hospedero alimentandose de la hemolinfa, y como resultado el hospedero
muere al término del desarrollo larvario del parasitoide (Jonhson, 2013; Quicke, 2015). Existen
diversas estrategias de parasitoidismo dentro de la superfamilia Ichneumonoidea (Gauthier et al.,

2021). Estas estrategias de parasitoidismo se dividen en dos grupos principales: ectoparasitoides,
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es decir, aquellas avispas que depositan sus huevos sobre el hospedero, y endoparasitoides, que
son avispas que depositan sus huevos dentro del hospedero (Godfray, 1994; Quicke, 2015). Junto
a estas condiciones de ecto- o endoparasitoidismo se presentan las estrategias de koinobiosis e
idiobiosis (también conocidos como cenobiosis). En la primera, los parasitoides paralizan
temporalmente a su hospedero y permiten su desarrollo posterior a la parasitacion, mientras que
en la segunda los parasitoides paralizan permanentemente a su hospedero (Askew y Shaw, 1986;
Quicke, 2015).

Los koinobiontes son generalmente especialistas y atacan hospederos diurnos o nocturnos
a menudo expuestos, y usualmente son endoparasitoides (Quicke, 1997; Quicke, 2015). En el caso
de los idiobiontes, la mayoria son generalistas y los hospederos a los que atacan regularmente
tienen habitos diurnos y se encuentran ocultos entre la hierba, ademas, la mayoria son
ectoparasitoides (Quicke, 1997; Quicke, 2015). Aunque casi siempre los koinobiontes son
endoparasitoides y los idiobiontes ectoparasitoides, existen algunos casos de koinobiontes
ectoparasitoides, como los miembros de la subfamilia Rhysipolinae (Johnson, 2013; Quicke, 2015)
0 bien, idiobiontes endoparasitoides como los miembros de la subtribu Aspidobraconina
(subfamilia Braconinae) (Quicke, 1989; 1997).

Los miembros de Ichneumonoidea presentan otras estrategias relacionadas con la
interaccion directa o indirecta con otros parasitoides. Por ejemplo, cuando mas de una larva se
desarrolla en un mismo hospedero se les consideran gregarios, siendo esta condicién comun en los
endoparasitoides. También estan los superparasitoides, que depositan sus huevos dentro o fuera de
un hospedero que fue previamente parasitado por un miembro de la misma especie, y los
hiperparasitoides, que son parasitoides que parasitan larvas de otras avispas parasitoides (Quicke,
2015).

Sharanowski y colaboradores (2021) recientemente realizaron un estudio filogenético de la
superfamilia Ichneumonoidea utilizando datos a escala genomica. En este estudio propusieron que
el ancestro comun para la superfamilia Ichneumonoidea fue un idiobionte/ectoparasitoide, por lo
que el endoparasitismo pudo ser una condicion derivada del ectoparasitoidismo, tal como habia
sido previamente sugerido por Quicke y colaboradores (2000). Especificamente para la familia

Braconidae, la condicion ancestral de la estrategia de parasitoidismo no se recuperd de forma
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robusta, variando, dependiendo de los datos y de los taxones que se incluian en el analisis
(Sharanowski et al., 2021). Sin embargo, al interior de la familia se llegaron a algunas
conclusiones, recuperandose para los no cicléstomos una condiciobn ancestral
idiobionte/ectoparasitoide 'y para los cicléstomos sensu latum. la  condicion
koinobionte/endoparasitoide (Figura 7). Esto sugiere que pudo haber varias transiciones evolutivas
entre idiobiontes y ectoparasitoides dentro de Braconidae (Sharanowski et al., 2021).
Recientemente Jasso-Martinez et al. (2022), realizd un estudio filogenético de la familia
Braconidae con base de datos gendmicos, en donde se recuperé como el estado ancestral de dicha
familia la estrategia endoparasitoide - koinobionte, con varias transiciones subsecuentes entre el

ecto-endoparasitoidismo, asi como de la koino-idiobiosis.
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Figura 7. Filogenia de la superfamilia Ichnomonoidea. Los circulos en los nodos representan la condicién
endo- ectoparasitoide, e idio- koinobiosis. Los circulos representan las transiciones entre diferentes
estrategias de parasitoidismo a lo largo de la historia evolutiva de Ichneumonidae. (tomado de Sharanowski,
et al. 2021).

1.6.3. Familia Braconidae

Braconidae es la segunda familia mas rica en especies dentro del orden Hymenoptera con méas de
21,000 especies descritas distribuidas en 41 subfamilias (Yu et al., 2016; Jasso-Martinez et al.,
2022). Sus miembros son principalmente parasitoides de larvas de insectos holometabolos, pero
también existen algunos miembros considerados fitofagos (que forman agallas en las hojas de
plantas) dentro de las subfamilias Doryctinae, Braconinae y Mesostoinae (Wharton y Hanson,
2005; Coronado-Blanco y Zaldivar-Riveron, 2014; Samacé-Séenz et al., 2020). Su diversidad
radica en los nichos que habitan y las estrategias de parasitoidismo que presentan, siendo
endoparasitoides o ectoparasitoides, koinobiontes o idiobiontes, solitarios o gregarios, ademas de

habitar en casi todos los ecosistemas terrestres, principalmente en los trépicos (Campos, 2001).

La familia Braconidae se divide en dos grupos principales dependiendo de la morfologia
de las partes bucales: los cicléstomos, que presentan un clipeo deprimido y un labro céncavo, y los
no cicldstomos, que tienen un clipeo plano o convexo y un labro setoso (Figura 8). Generalmente,
los braconidos son méas pequefios y diversos que los miembros de su grupo hermano, la familia
Ichneumonidae. Los braconidos llegan a medir entre 1 y 30 mm, no presentan vena costal, la vena
2m-cu se encuentra ausente (Figura 9), y los terguitos abdominales 2 y 3 se encuentran fusionados
(Campos, 2001).
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Rostro Rostro

Clipeo Clipeo

Mandibula Labro

Mandibula

Figura 8. Vista frontal de la cabeza. a) Condicidn no ciclostoma, el clipeo cubre completamente el labro y
por lo tanto no se observa una cavidad ovoide. b) Condicién ciclostoma, el labro se encuentra
completamente expuesto, margen inferior del clipeo y la parte superior de las mandibulas forman una
cavidad ovoide. Modificado de Quicke (2015).

Figura 9. Diferencias entre la venacion de alas anteriores y posteriores de las familias de Ichneumonoidea.
a) Familia Braconidae, donde la vena 2m-cu se encuentra ausente, ademas, la vena 1-SR+M se encuentra
presente o parcialmente presente en los braconidos. b) Familia Ichneumonidae, donde la vena 2m-cu se

encuentra presente y la vena 1-SR+M no esta presenta. Modificada de Quicke (2015).

La mayoria de los no ciclostomos son koinobiontes endoparasitoides, mientras que los miembros
del grupo de los cicléstomos presentan gran variedad de estrategias de parasitoidismo, habiendo
koinobiontes endoparasitoides, idiobiontes ectoparasitoides, y en algunos pocos casos
koinobiontes ectoparasitoides. Los braconidos generalmente atacan a miembros de los érdenes
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Lepidoptera, Diptera, Coleoptera y Hemiptera, y especies fitéfagas (Zaldivar-Riverdn et al. 2006;
Sharanowski et al. 2011). Algunos braconidos son utilizados para estudiar diferentes areas como
interacciones entre hospedero-parasitoide, de fisiologia y también de control bioldgico, estudios
sobre biodiversidad y conservacion, adaptaciones morfoldgicas y evolucion convergente
(Matthews, 1974; Sharanowski et al. 2011).

1.7. Secuenciacién de nueva generacion

En 1977 Sanger y colaboradores propusieron un método para obtener secuencias de DNA,
denominada técnica de secuenciacion Sanger, permitiendo secuenciar genes y posteriormente
genomas completos de bacterias y organismos con genomas relativamente pequefios (Schuster,
2008). Sin embargo, con la llegada del proyecto del genoma humano fue necesario desarrollar
nuevas tecnologias que fueran mas eficientes, rapidas y econdmicas en cuanto a la cantidad de
secuencias que podian generar en comparacion con la técnica Sanger. En 2005 aparecié una nueva
tecnologia conocida como pirosecuenciacion y, posteriormente, en los afios siguientes salieron al
mercado varias plataformas de secuenciacion. En 2007 aparecié Solexa/llumina basada en
secuenciacion por sintesis (Margulies et al., 2005; Van Dijk et al., 2014). Ese mismo afio salio al
mercado SOLID, una plataforma centrada en la secuenciacion por ligacion (Valouev et al., 2008),
y en el afio 2011 lon Torrent, basada en la deteccion de pH (Rothberg et al., 2011). A todas estas
técnicas mencionadas anteriormente se les denominé secuenciacién de nueva generacion (NGS

por sus siglas en inglés) (Aguilar-Bultet & Falquet, 2015).

La secuenciacion de nueva generacion se caracteriza por secuenciar segmentos de DNA de
manera masiva y en paralelo, llegando a obtener millones de secuencias cortas o reads, mismos
que pueden ser ensamblados en secuencias de mayor longitud (contigs) con base en diferentes
métodos y algoritmos. Las técnicas de NGS, ademas de generar secuencias en menor tiempo y con
un costo relativamente bajo (Rubio et al., 2020), no necesitan un paso previo de clonacién debido
a que se van construyendo bibliotecas con el DNA que se va extrayendo (Mardis, 2013). Sin
embargo, la longitud de los reads generados por NGS son de menor longitud en comparacion con
Sanger, lo que podria generar limitaciones en diferentes tipos de estudios (Mardis, 2013; Aguilar-
Bultet & Falquet, 2015).
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Se han desarrollado diversas técnicas de secuenciacion que permiten la identificacion del
genoma parcial o completo de cualquier organismo como las técnicas de secuenciacion reducida
del genoma o la secuenciacion de genoma completo. Entre las técnicas de secuenciacion reducida
del genoma se encuentra la técnica de RADseq (Restriction-site Associated DNA sequencing), que
permite generar secuencias relativamente cortas a partir de una gran cantidad de loci mediante la
identificacion de sitios adyacentes a enzimas restriccion (Eaton et al., 2013; Wright et al., 2019).
Otra técnica de representacion reducida del genoma es la captura de secuencias basada en la
hibridacién de los fragmentos de DNA con sondas que son complementarias a miles de regiones
gendmicas de interés (Harvey et al., 2016). Para la captura de secuencias se han propuesto dos
métodos; elementos ultraconservados (UCEs por sus siglas en inglés) y Anchored Hybrid
Enrichment (AHE por sus siglas en inglés). UCEs utiliza menos sondas y se enfoca en la busqueda
loci mayores a 1000 pb que pueden incluir regiones entre intrones y exones mientras que, AHE se

enfoca en la basqueda de loci de entre 300-600 pb que sean exdnicas (Zhang et al., 2019).

La secuenciacion del genoma completo (whole genome seguencing en inglés) busca la
secuencia del genoma completo de un organismo sin la necesidad de utilizar técnicas de captura
que asilen regiones especificas (Haworth et al., 2016; Morgensztern et al., 2018). La técnica de
secuenciacion Shotgun consiste en fragmentar el DNA en fragmentos cortos para después
secuenciarlos de manera aleatoria, los cuales posteriormente serdn ensamblados (Raghavendra y
Pullajah, 2018; Young y Gillung, 2020). Actualmente, PacBio (Pacific Bioscience) es considerada
secuenciacion de tercera generacion y no necesita de un paso previo de amplificacion de DNA, al
secuenciarse en tiempo real y genera reads mas largos en comparacion con la secuenciacion de
segunda generacion (p. ej. lllumina), disminuyendo en gran medida errores al ensamblar el genoma
(Van Dijk et al., 2014).

1.8. Herramientas bioinformaéticas para la busqueda de homologias: Modelo oculto de
Markov (HMM) y PSI-BLAST para la busqueda

La identificacion de homologia entre secuencias de proteinas es utilizada para inferir relaciones
evolutivas; sin embargo, el grado de similitud entre proteinas varia dependiendo del grado de
divergencia entre la funcion y estructura de ésta (Madera y Gough, 2002). Dos proteinas son

homologas remotas si la identidad de secuencia entre ellas es menor al 25% debido a una
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divergencia evolutiva; sin embargo, pueden compartir estructuras y funciones comunes (Kaushik
et al., 2013). Para la identificacion de homologos remotos, existen varios métodos de blsqueda,
entre ellos los métodos basados en alineamientos de perfiles como HMM y PSI-BLAST (Chen et
al., 2018).

Los modelos ocultos de Markov (Hidden Markov Models, HMM) transforman un
alineamiento de secuencias multiples en un sistema de puntuacion especifico de posicion (Chen et
al., 2018; Eddy, 1998). Los métodos de alineacion HMM son herramientas Utiles para la deteccion
de homologia remota, ya que tienden a ser mas sensibles que los métodos de alineacion de
secuencias y alineacion de perfiles (Chen et al., 2018). Un perfil (modelos estadisticos) de HMM
contiene los estados de match, insercion y eliminacion de una alineacion de secuencias multiples,
y cada estado tiene la probabilidad de distribucion y la probabilidad de transicion (Figura 10)
(Eddy, 1998). Este modelo utiliza un sistema de puntuacion especifico por posicion con la finalidad
de obtener informacion sobre el grado de conservacion dentro de un alineamiento mdaltiple. El
puntaje resultante es la probabilidad de que la secuencia esté relacionada con el modelo dado y la

probabilidad es usada para encontrar un valor e-value (De Fonzo, 2007; Eddy, 1998).

Inicio f—fpl M gl M f——p M [P Fina

Figura 10. Estructura de los perfiles creados con HMM. M: match, I: insercidn, E: eliminacion. Modificado
de Chakrabarti et al. (2013).

HMMER (biosequence analysis using profile hidden Markov models) es un programa que
implementa métodos para crear y manipular perfiles de HMM para hacer busquedas mas sensibles
de homologia en bases de datos (Zhang y Wood, 2003; Eddy, 1998). El paquete de HMMER
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incluye cuatro programas de busqueda de base de datos para el analisis de secuencias de proteinas:

phmmer, hmmscan, hmmsearch y jackhammer (Finn et al., 2011).

PSI-BLAST (Protein Specific Iterated BLAST), por otra parte, construye un alineamiento
multiple a partir de una bdsqueda de similitud en la base de datos de blastp. Con los resultados de
la busqueda se construye un perfil o PSSM (Position Specific Scoring Matrix) que permite realizar
una nueva busqueda para encontrar nuevos homologos. Con esos nuevos homologos genera un
nuevo perfil, el cual contendra mayor cantidad de informacién y podréa realizar otra busqueda de
homologos remotos (Figura 11) (Schaffer et al., 2001; Altschul y Koonin, 1998).
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Figura 11. Esquema de las busquedas realizadas con PSI-BLAST. Modificado de Yousaf et al. (2021).

2. Justificacion

El presente trabajo tiene la finalidad de investigar la posible existencia de asociaciones con
elementos virales endogenos (polidnavirus y virus similares a particulas), virus mutualistas
exogenos y comunidades microbianas en avispas endoparasitoides y ectoparasitoides de la familia
Braconidae, con énfasis en miembros de las subfamilias ciclostomas. En los trabajos publicados
con anterioridad Unicamente han reportado la presencia de elementos virales endogenos en avispas
parasitoides del complejo microgastroide y la subfamilia Opiinae, ademas de un entomopoxvirus
mutualista en la avispa Diachasmimorpha longicaudata (Opiinae). Asimismo, los reportes sobre
la diversidad microbiana en avispas parasitoides son escasos. Con la deteccion de polidnavirus,

particulas similares a virus o virus mutualistas en avispas ectoparasitoides se pretende destacar la
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importancia que tienen dentro de la relacion ecologica parasito-hospedero, asi como las relaciones
evolutivas que podrian tener con otros miembros de Braconidae o con virus que infectan
artrépodos. Con el apoyo de datos a escala gendmica obtenidos por secuenciacion shotgun y las
herramientas bioinformaticas actuales es posible desarrollar nuevas metodologias de identificacion

que sean confiables y reproducibles para su posterior aplicacion.
3. Objetivos
3.1. Objetivo general

Investigar la presencia de virus mutualistas, elementos virales enddgenos y comunidades
microbianas en avispas parasitoides pertenecientes a subfamilias de Braconidae empleando datos

de secuenciacion masiva.

3.2. Objetivos particulares

e Identificar secuencias de virus mutualistas y elementos virales endégenos (EVES) presentes
en especies de subfamilias de Braconidae tanto endo- como ectoparasitoides mediante la

deteccion de genes centrales antiguos.

e Investigar la afinidad filogenética de las secuencias de virus mutualistas y EVEs

identificadas en las especies de bracdnidos examinados.

e FEvaluar el desempefio de programas bioinforméticos para identificar secuencias

homologas de genes centrales antiguas de virus mutualistas.

4. Materiales y Método
4.1. Muestreo de taxones

Para este estudio se estudiaron 24 especies de avispas braconidas pertenecientes a las siguientes
11 subfamilias tanto ecto- como endoparasitoides (Tabla 1): Aphidiinae (un género), Braconinae
(dos géneros), Doryctinae (cinco géneros), Hormiinae (cuatro generos), Opiinae (un genero),
Pambolinae (un género), Rhysipolinae (dos géneros), Exothecinae (un género), Mesostoinae (dos

géneros), Rhyssalinae (dos géneros), y Telengaiinae (dos géneros). Estas especies fueron obtenidas
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de los siguientes once paises: Argentina, Brasil, Japon, Kenia, Madagascar, México, Reino Unido,

Rusia, Sudafrica, Turkmenistan y Vietnam. La antigiedad de recolecta de los ejemplares fue

considerablemente variable, abarcando de los afios 1937 a 2014. Todos los ejemplares se

encontraban montados y depositados en la Coleccion Nacional de Insectos (CNIN) del Instituto de
Biologia de la UNAM (IBUNAM).

Las especies de bracdnidos examinados en este estudio fueron originalmente secuenciados para

llevar a cabo estudios filogenéticos de la familia Braconidae utilizando secuencias de mitogenomas

(Jasso-Martinez et al. 2022). Las secuencias obtenidas con la técnica de shotgun, a partir de las

cuales se realiz6 este estudio, estan disponibles en SRA para siete de las muestras utilizadas (Tabla

1) como parte del BioProject PRINA795146. Las secuencias de las muestras restantes estaran

disponibles en SRA una vez que se haya publicado el articulo con los resultados de este trabajo.

Tabla 1. Lista de taxones, subfamilia y localidad correspondiente.

Estrategia de Accession
Subfamilia regia CNIN* | Taxon Localidad number SRA
parasitoidismo
shotgun data
- Argentina: Neuquén Lago
Aphidiinae ig?ﬁgg{gz'éos'dey 4276 | Pseudephedrus sp. Currvé. -39.21296, -71.30387.
16-XI11-2010
. S Kenia: Nyanza, Ungoye. 0° 36'
4277 | Archibracon servillei .
. Ectoparasitoides/ N, 34°05'E. 1147 m.
Braconinae . -
Idiobionte 4281 | Inobracon s Madagascar: Toliara Prov.
P P- Ranobe. 23°02.783'S, 43°
939 Pseudodoryctes sp Desconocido
Ect toides/ 1464 | Notiospathius sp. México
. ctoparasitoides - —
Doryctinae Idiotfiontels ! 1656 | Spathius aff moscus Tailandia
3333 Monarea frida México: Jalisco, BS Chamela
4360 | Rinamba sp. Madagascar
Exothecinae | ldiobiontes 4296 | Xenarcha lustrator Rusia. 1973 SAMN24689965
Turkmenistan: 28 km NNW of
4180 | Pseudohormius turkmenus | Serakhs (= Sarahs), floodplain,
steppe. 27.04.1990
Hormiinae Ectoparasitoides/ Vietnam: Prov. Bac Thai Phu
Idiobiontes 4190 | Parahormius nitidus Luong, Quang Chu (20km N SAMN24689957
Thai Nguyen). 16-23.04.1986
il H 0 1
4192 Allobracon scorteus Brasil: Nova Teutonia. 27° 11

B, 52°23' L. 20.08.1937
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Sudafrica: Natal 75 km WSW

4196 | Afrotitermus natalicus Estcourt Cathedral PksFor Sta.
20.12.1979
. L 4290 Mesostoa kerri Desconocido
Mesostoinae | Endoparasitoides - - -
4316 | Methaspathius kuscheli Desconocido

Opiinae

Endoparasitoides/
Koinobiontes

4297

Orientopius belokobilskii

Rusia: Primorskiy Territory
(kray), 50 km N of Ol'ga.
44°04'34.2"N, 135°09'11.3"E.
1979

SAMN24689966

Pambolinae

Ectoparasitoides

4301

Dimerus mira

Desconocido

Rhysipolinae

Ectoparasitoides

4169

Pseudavga flavicoxa

Reino Unido: Jealotts Hill,
Berks. 3.10.2014

4313

Rhysipolis bicarinator

Rusia: Primorskiy Territory
(kray), 20 km NE of Spassk-
Dalniy, forest. 44°23'38.7"N,
32°53'46.5"E. 1998

Rhyssalinae

Ectoparasitoides/
Idiobiontes

4285

Oncophanes minutus

Reino Unido: Highgrove,
Doughton. 27.6.2014

4289

Proacrisis orientalis

Rusia: Primorskiy Territory
(kray), Brovnichi.
43°18'06.8"N, 133°03'29.7"E.
1984

SAMN24689962

Telengaiinae

Ectoparasitoides

4315

Tamdaona sp.

Japon: Ryukyus, Iriomote Is.
24°20'04.2"N, 123°49'53.7"E.
1996

SAMN24689974

4308

Telegaia ventralis

Turkmenistan: Repetek.
38°33'54.6"N, 63°10'45.1"E.
1987

SAMN24689970

incertae
sedis

4188

Avga dorsomaculata

Turkmenistan: 5 km NW of
Kara-Kala, Parkhay. 16.05.1993

SAMN24689956

*CNIN: Coleccion Nacional de Insectos, IB UNAM

4.2. Construccion de librerias gendmicas y secuenciacion

El DNA gendmico de cada ejemplar fue extraido mediante una técnica no destructiva (Ceccarelli

et al., 2012). Brevemente, en esta técnica el ejemplar completo se deja en una solucién buffer con

proteinasa K para luego ser incubado a 56°C toda la noche. Posteriormente, el ejemplar es

removido y lavado para su montaje en seco, y el sobrenadante es pasado por el kit de columna

genomica de DNA EZ-10 Spin Kitminipreps (BIOBasic, Toronto, Ontario, Canada) siguiendo el

protocolo del fabricante. La fragmentacion del DNA se realiz6 con el sonicador Qsonica Q800R
(Qsonica 457 LLC, Newton, CT, U.S.A.). El nimero de ciclos empleados (1 ciclo = 15s en

movimiento, 90s sin movimiento) dependio del tipo de preservacion y del tiempo de colecta de la

muestra; se empleo un ciclo para muestras montadas y antiguas (40 afios de antigiiedad o mas) y
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dos o tres ciclos para muestras mas recientes y preservada en etanol. La cuantificacion del DNA

se realizé con un fluorémetro Qubit 2.0 (Invitrogen, Life Technologies, CA, U.S.A.). Se usaron de

2 a 100 ng del DNA inicial en 100uL de agua ultrapura para la preparacion de las librerias

genomicas (Tabla 2).

La preparacion de las librerias gendmicas se llevé a cabo con secuenciacion tipo shotgun

siguiendo el protocolo descrito por Branstetter et al. (2017), usando el kit Kapa Hyper Prep (Kapa
Biosystems Inc., Wilmington, MA, U.S.A) y los adaptadores TruSeq (Glenn et al., 2016). La

secuenciacion de las librerias gendmicas se realizé con un instrumento llumina Hiseq X Ten en el

Departamento de Ciencias de la Salud Ambiental, Universidad de Georgia, Athens, GA, U.S.A.

Tabla 2. Cantidad de ADN inicial y combinacién de primers utilizados para cada muestra
- DNA Primer |Primer

CNIN * Taxon Subfamilia Inicial |. .

(ng/ul) itrus itru7
4276 Pseudephedrus sp. Aphidiinae 38 4B 10-9
4277 Archibracon servillei Braconinae 26 4C 10-10
4281 Ipobracon sp. Braconinae 100 4B 12-9
1464 Notiospathius sp. Doryctinae 65 3B 11-5
1656 Spathius aff moscus Doryctinae 100 3D 11-7
3333 Monarea frida Doryctinae 100 4B 12-3
4360 Rinamba sp. Doryctinae 100 4C 12-4
4296 Xenarcha lustrator Exothecinae 26 5B 13-2
4180 Pseudohormius turkmenus | Hormiinae 100 3C 13-7
4190 Parahormius nitidus Hormiinae 23 6B 13-7
4192 Allobracon scorteus Hormiinae 50 2A 12-12
4196 Afrotitermus natalicus Hormiinae 11 4H 13-5
4290 Mesostoa kerri Mesostoinae 1.8 5E 13-11
4316 Methaspathius kuscheli Mesostoinae 7 3F 11-1
4297 Orientopius belokobilskii | Opiinae 14 6B 13-4
4301 Dimerus mira Pambolinae 20 6F 13-2
4169 Pseudavga flavicoxa Rhysipolinae 60 3G 13-4
4313 Rhysipolis bicarinator Rhysipolinae 100 3C 11-3
4285 Oncophanes minutus Rhyssalinae 80 5D 13-9
4289 Proacrisis orientalis Rhyssalinae 22 5D 13-10
4308 Telegaia ventralis Telengaiinae 31 6F 13-5
4315 Tamdaona sp. Telengaiinae 28 3E 11-5
4188 Avga dorsomaculata incertae sedis 80 2G 12-1
*CNIN: Coleccion Nacional de Insectos, IBUNAM.
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4.3. Trabajo bioinformatico

4.3.1. Filtrado, control de calidad y ensamble del genoma

El control de calidad de las secuencias crudas se llevo a cabo con el programa FastQC (Andrews,
2010), una herramienta disefiada para verificar la calidad de secuencias sin procesar. EI programa

FastQC que se uso se puede encontrar en la plataforma web Galaxy (https://usegalaxy.org/root),

aqui se utilizaron los conjuntos de datos de cada ejemplar (R1y R2). Posteriormente, las secuencias
fueron filtradas con el programa Trimmomatic v. 0.38.0 que también se encuentra en la plataforma
web Galaxy (Bolger et al., 2014). Esta herramienta es utilizada para remover los nucle6tidos que
después de la secuenciacion se consideran de mala calidad y para remover secuencias de
adaptadores afiadidos durante la secuenciacion, Unicamente el conjunto de datos paired-end
producidos por llumina fueron limpiados. En Trimmomatic se modificaron los siguientes
pardmetros: SLIDINGWINDOW con un valor de 20 y MINLEN con un valor de 30. Una vez
filtradas las secuencias con Trimmomatic se hizo un segundo control de calidad con las secuencias

post-filtrado con FastQC.

Se realiz6 un ensamble de novo usando las secuencias previamente filtradas en el programa
rnaSPAdes (Bankevich et al., 2012) implementado en la plataforma Galaxy, originalmente
disefiado para realizar ensambles de novo de transcriptomas. Se utilizaron secuencias pair-end (en
sentido forward — reverse) y un valor de k-mer de 55. Todos los contigs menores a 200 pb fueron

descartados manualmente.

4.3.2. Blsqueda de microorganismos asociados a braconidos utilizando blastn y asignacion

taxonémica

Los contigs de las secuencias ensambladas se utilizaron para las busquedas de similitud dentro de
la base de datos de GenBank utilizando el algoritmo de BLAST (Basic Local Alingnement Search
Tool) (Altschul et al. 1990). BLAST permite comparar secuencias de nucleétidos y proteinas
contra la base de datos del Genbank del NCBI con el fin de encontrar secuencias homologas con
el mayor porcentaje de similitud posible y el E-value mas bajo (Altschul et al. 1990). Para ello, se
utilizo el programa NCBI-BLAST v. 2.10 y se emple6 la opcion Megablast.
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Para ejecutar el programa se utilizé un script en donde se especificé el tipo de BLAST a
utilizar (blastn -megablast), asi como el numero de secuencias alineadas a guardar que tuvieran
mayor porcentaje de similitud por cada contig, esto con la finalidad de que el archivo de salida
incluyera una lista con los 10 mejores hits de cada contig que tuvieran los porcentajes de similitud
mas altos, cada uno de los hits contenian el nUmero de acceso del NCBI, el Reino al que pertenecia
la secuencia y su porcentaje de similitud. BLAST se corri6 en la supercomputadora Mitzli de la
UNAM.

La asignacion taxonomica de los contigs se realizo con el programa R v. 2021.09.1+372
empleando el script modificado de Holmes y Rabosky (2018), que requiere de los paquetes taxize
(Chamberlain y Szdcs, 2013) y seqinr (Charif y Lobry, 2007) para poder realizar la busqueda
taxonomica dentro de la base de datos del NCBI. Se realizé un filtrado con valor de threshold:
90%. Cada una de las secuencias fue recuperada hasta la categoria taxondémica de género, sin
embargo, Unicamente se utilizé la categoria taxonémica de phyla y familia como datos

informativos.

4.3.3. Generacién de marcos de lectura abierta (ORF)

Con las secuencias de nucle6tidos ensambladas anteriormente se realizé la generacion de los
marcos abiertos de lecturas (ORFs por sus siglas en inglés) por contig usando el programa Emboss
getorfv. 5.0.0.1 (Rice et al., 2000) el cual encuentra y genera las secuencias de marcos abiertos de
lectura en una 0 mas secuencias de nucleétidos y se generan secuencias de aminoacidos. Los
parametros utilizados se dejaron por defecto y unicamente se reportaron los ORFs traducidos entre
las regiones de codones de paro para las 24 muestras. El archivo de salida se gener6 en un archivo
de texto. Emboss getorf v. 5.0.0.1 se corri6 en la plataforma web Galaxy.

4.3.4. Busquedas dirigidas a genes centrales antiguos empleando HMMER vy PSI-BLAST

Una primera aproximacion para la busqueda de genes centrales antiguos fue utilizando el programa
HMMER (biosequence analysis using profile hidden Markov models) y la paqueteria hmmsearch
v.3.3.2 (Eddy, 2011), la cual implementa métodos de busqueda de homologia usando modelos
probabilisticos denominados perfiles de modelos ocultos de Méarkov. Para realizar la busqueda fue

necesario utilizar bases de datos de modelos ocultos de Méarkov construidas y proporcionadas por
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Burke et al. (2021) de seis genes centrales antiguos: dnapol, helicasa, lef-5, lef-8, lef-9 y p33. Cada
base de datos contenia secuencias de proteinas ecuperados de 24 especies de virus grandes de
dsDNA que infectan artrépodos y de virus nucleocitoplasméaticos de DNA de gran tamafio:
ACMNPV, CpGV, NeseNPV, CuniNPV, ToNV, OrNV, HzNV-2, PmNV, DiNV, GbNV,
GpSGHV, MdSGHV, LbFV, WSSV, CoBV, AMEV, MSEV, VACV, IIV-6, LDV1, HVAV-3e,
PbCV1, ApMV, y HHV-3. Cada archivo de ORFs obtenidos anteriormente de cada una de las
muestras fue alineado contra las bases de datos de los seis genes centrales antiguos. El archivo de
salida generado contenia el nombre del nodo contra el cual tuvo match, los valores estadisticos,

incluyendo E-value y la secuencia alineada.

Una segunda aproximacién para la busqueda de genes centrales antiguos se realizd
utilizando el programa PSI-BLAST (Altschul et al., 1997), el cual es utilizado para alineamientos
locales entre secuencias de proteinas dentro de base de datos del NCBI. Nuevamente se utilizé la
base de datos construida por Burke et al. (2021) para contrastar cada uno de los ORFs. Esta base
de datos contiene los alineamientos de las 24 especies virales mencionadas anteriormente para cada
gen central antiguo. Se utilizaron los siguientes parametros para los alineamientos: -evalue 0.005
-outfmt "6 std glen slen qcovs ppos”. El archivo de salida contenia el nimero de acceso del virus
con el que tuvo mejor match, el nombre del contig con el que tuvo match y los valores estadisticos
del alineamiento. Los contigs que tuvieron match con algunos de los genes centrales antiguos
fueron separados en un archivo tipo fasta para cada una de las muestras. Los contigs se utilizaron
para realizar un blastp en BLAST v. 2.13.0. con la finalidad de encontrar similitud con nudivirus
enddgenos, virus mutualistas, familias previamente identificadas con polidnavirus y particulas
similares a virus. Para blastp se usaron los parametros por defecto y Gnicamente se recuperaron los
primeros 15 hits. ElI programa se corri6 en BLAST en linea del NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

4.3.5. Alineamiento de secuencias y reconstruccion de arboles filogenéticos

La reconstruccion de arboles filogenéticos se realizé utilizando secuencias de ORFs de NALDVs
y NCLDVs y virus de avispas parasitoides tanto endégenos como exdgenos publicados en la base
de datos NCBI nr. Todas las referencias de dichos ORF utilizadas fueron tomadas del estudio de

Burke et al (2021). Los alineamientos se hicieron con las secuencias anteriormente mencionadas
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junto con las secuencias de ORFs de braconidos que tuvieron hits virales. Los alineamientos se
realizaron con MAFFT v.7.450 usando el algoritmo FFT-NS-X2 implementado en el programa
Geneious v.10.2.3 y la reconstruccion de los arboles filogenéticos por genes, asi como un arbol
concatenado, se hizo con el programa IQ-TREE v. 2.1.3 (Minh et al., 2020), un Igoritmo
estocastico rapido y efectivo para inferir arboles filogenéticos por maxima verosimilitud. Se
utilizaron los siguientes parametros en 1Q-TREE v.2.1.3: bootstrap de 1000 réplicas y SH-aLRT
(aproximate likelihood ratio test) de 1000 réplicas y para la estimacion de arbol filogenético.

Se construy6 una matriz concatenada que incluyo los alineamientos de DNApol, helicasa,
lef-8, lef-9 y p33 en el programa Geneious v.10.2.3., posteriormente se realizaron los alineamientos
en MAFFT v.7.450 usando el algoritmo FFT-NS-X2. La construccion del &rbol concatenado se
realizé en 1Q-TREE v. 2.1.3., donde primero se realizé la busqueda del mejor modelo evolutivo
utilizando como primer parametro TESTMERGE, posteriormente se usaron los parametros

anteriormente mencionados.

5. Resultados

5.1. Filtrado, control de calidad y ensamble de novo

La secuenciacién por Illumina Hiseq gener6 entre 38,357 y 2,123,994 paired-end reads por
muestra, de las cuales se obtuvieron entre un minimo y un maximo de 35,718 a 1,910,476 reads
posterior al filtrado (Tabla 3). Los datos ensamblados arrojaron un nimero de contigs de entre 584

a 17861, mientras que la longitud de los contigs vario de 200pb a 92,629pb.

Tabla 3. NUmero de reads antes y después de la limpieza realizada en Trimmomatic y el nimero y longitud
de contings generados por ensamble sin contar los contigs menores a 200 bp

NUmero NUmero

NUmero de reads NUmero de reads NuUmero | Longitud
Subfamilia CNIN* | Taxén de reads de reads de de contigs
R1 RL (post- | o, R1 (post contigs | (pb)
trimm) trimm)
Aphidiinae | 4276 E:e”de'ohe‘““s 230400 | 224560 |239400 |224560 |35125  |13018
, ap77 | Archibracon 1141078 | 1063006 |1141078 |1063006 |59467 | 31876
Braconinae servillei
4281 Ipobracon sp. 114949 | 110750 114949 110750 |21582 3180
_ 939 Pseudodoryctes | 1549856 |1160801 | 1242856 |1160801 |70312 | 15279
Doryctinae sp

1464 Notiospathius sp. | 1080042 |952239 1080042 |952239 147264 | 12738
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1656 ;%itchu'gs aff 1146564 | 1056585 |1146564 |1056585 |150667 | 16501
3333  |Monareafrida |716861 |630626 |716861 |630626 |84180 |12774
4360 | Rinamba sp. 1316602 | 1173449 |1316602 | 1173449 |144216 | 92629
Exothecinae | 4296 ﬁes?f‘;t%hra 212749 |209503 |212749 209503 |12965 | 7977
q180 | Pseudohormius | agans o791 |3g357  |35718 14480 | 4919
turkmenus
4190 Eﬁ‘{;ﬁs"rm'us 144518 |130098 |144518 |130098 |19686  |9824
Hormiinae Allobracon
4192 634062 |604034 |634062 |604034 |584 908
scorteus
4196 | Afrotitermus 260802 | 256445 |260802 |256445 |5082 1270
natalicus
4290  |Mesostoakerri  |598685 |592425 |598685 |592425 |98746 | 61018
Mesostoinae i
4316 miihhaesl?ath'us 273422 | 254601 |273422 | 254601 |7535 1028
Opiinae a297 | Orientopius 1080685 |1023847 |1080685 |1023847 |21261  |15702
belokobilskii
Pambolinae | 4301 | Dimerus mira 1161769 |982930 |1161769 |982930 |10948  |5808
4169 | Pseudavga 154233 |134609 |154233 |134609 |125120 |15235
L. flavicoxa
Rhysipolinae Rhvsinoli
4313 TYSIPOIIS 2123294 1910476 |2123294 (1910476 |38450 | 7976
bicarinator
4285 | Oncophanes 437783 |418890 |437783 [418890 |174861 |12548
. minutus
Rhyssalinae Proacrisis
4289 oacris 892786 |845938 |892786 845938 |14902  |3000
orientalis
Telenaiinae 4308 Telegaia ventralis | 284573 | 270608 | 284573 | 270608 |76451 8132
1]
g 4315 |Tamdaonasp.  |489720 |445080 |489720 |445980 |89816 | 15341
. _|4188 |Avea 950380 [851180 |950380 851180 |10412  |17786
incertae sedis dorsomaculata

*CNIN: Coleccion Nacional de Insectos, IB UNAM

5.2. Busgueda de microoganismos asociados a braconidos

La bdsqueda rapida de microorganismos asociados a Braconidae realizadas con blastn arrojo
resultados sobre la composicion microbiana en avispas parasitoides ectoparasitoides vy
endoparasitoides. En total, se encontraron 562 familias distribuidas en 56 phyla. La composicion
fue mayormente bacteriana, predominando los phyla Proteobacteria y Actinobacteria con las
familias  Streptomycetacea, = Burkholderiaceae =~ Bradyrhizobiaceae,  Bradyrhizobiaceae,
Enterobacteriaceae y Rhizobiaceae, asi como la familia de protistas Plasmodiidae (Figura 12).
Tanto en las familias endoparasitoides como ectoparasitoides predominaron las bacterias. La

presencia de virus, hongos, arqueas, apicomplexos, nematodos y platelmintos fue menor tanto en
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ecto- y endoparasitoides en comparacion de las bacterias; sin embargo, la subfamilia
ectoparasitoide Rhyssalinae presenté mayor cantidad de virus en comparacion con las demas
subfamilias.

PHYLA PRESENTES EN ESPECIES DE BRACONIDOS, 90 DE SIMILITUD
Telengaiinae_4308 Actinobacteria L R | Proteabacteria |

Rhyssalinae_4289 Actinobacteria L I ER Proteobacteria |

- e L b B o e
T - - s | |
Y T N ]

Pambolinae_4301 Actinobacteria [ N | Proteabacteria ||

Opiinas_a297 Actinobacteria L NN | Proteobacteria ]
Mesostoinae_4316 | sammms I‘ [ Proteobacteria ‘
mesostcinze 4200 | ||| Protecbacteria |

S o ] | o ]
Hormiinae_4196 = l | Proteobacteria |
Hormiinae_4192 Acrinobacterial I | Proteobacteria |
Hormiinae_4190 | == I‘ ‘I Proteobacteria |
Homiinae_4150 pr— Al N p— I

Exothecinas_4296 Actinobacteria | [ ] Proteobacteria |
Doryctinae_939 Actinobacteria _ II II - Proteobacteria I .
Doryctinae_4360 ‘Actinobacteria . | [ [ 1] ] Proteobacteria | |
T T -
Doryctinae_1656 Actinobacteria B | | I

- " o |

I oo n

Acidobacteria OActinobacteria m Apicomplexa m Aquificae B Artverviricota m Ascomycota
Atribacterota Bacteroidetes Basidiomycota m Caldiserica m Calditrichaeota m candidate division NC10

Candidatus Absconditabacteria ' Candidatus Aenigmarchaeota Candidatus Beckwithbacteria ™ Candidatus Diapherotrites B Candidatus Gracilibacteria M Candidatus Kapabacteria

Candidatus Lokiarchaeota Candidatus Melainabacteria Candidatus Micrarchaeota m Candidatus Peregrinibacteria ™ Candidatus Saccharibacteria ™ Candidatus Thermoplasmatota
Candidatus Woesebacteria Chlamydiae Chlorobi Chloroflexi ® Chytridiomycota W Cossaviricota

M Crenarchaeota M Cressdnaviricota M Cyanobacteria Deferribacteres Deinococcus-Thermus Dictyoglomi

m Duplornaviricota m Elusimicrobia m Euglenozoa Euryarchaeota Fibrobacteres Firmicutes

M Fusobacteria m Gemmatimonadetes m Hofneiviricota Ignavibacteriae Kitrinoviricota Lenarviricota

® Mucoromycota m Nanoarchaeota ® Negarnaviricota Nematoda Nitrospirae no phylum
Nucleocytoviricota m OQomycota m Peploviricota m Pisuviricota ® Planctomycetes m Platyhelminthes
Preplasmiviricota OProteobacteria Spirochaetes W Synergistetes M Tenericutes M Thaumarchaeota
Thermodesulfobacteria Thermotogae Uroviricota W Verrucomicrobia

Figura 12. Distribucion de phyla encontrados en cada especie de avispa con un 90% de similitud. El eje X
representa la abundancia de phyla presentes en cada especie. Los phyla estan representados por un gradiente
de color. El eje Y representa la especie de bracénidos por la subfamiliay CNIN (tabla 1). Las bacterias con
mayor abundancia se encuentran encerradas con un rectangulo negro y con la etiqueta del nombre.
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En nueve de las 24 especies analizadas se encontraron hits virales con las familias Polydnaviridae
y Nudidiviridae. En la tabla 4 se encuentran las especies en las cuales se encontraron polidnavirus
en al menos un conting. La especie de bracénido Oncophanes minutus (Rhyssalinae) tuvo un mayor
namero de hits con Polidnavirus, mientras que en Rinamba sp. (Doryctinae) se encontraron hits
virales con polidnavirus y nudivirus. Los resultados de la tabla 4 representan la primera evidencia

que indica la presencia de virus mutualistas en las especies de braconidos utilizadas en este trabajo.

Tabla 4. Especies de braconidos que tuvieron hits con Polidnavirus y Nudivirus s. EI numero en
paréntesis representa el nimero de contigs que coincidieron con polidnavirus y nudivirus.

Subfamilia CNIN Taxén Polidnavirus Nudivirus
1464 Notiospathius sp. PDV (1)
1656 Spathius aff moscus PDV (5)
Doryctinae 4360 Rinamba sp. PDV (1) NV (1)
Pambolinae 4301 Dimerus mira PDV (1)
4169 Pseudavga flavicoxa PDV (1)
Rhysipolinae 4313 Rhysipolis bicarinator PDV (3)
Rhyssalinae 4285 Oncophanes minutus PDV (14)
Telengaiinae 4315 Tamdaona sp. PDV (1)
incertae sedis 4188 Avga dorsomaculata PDV (3)

5.3. Deteccion de elementos virales y virus mutualistas

Las busquedas de genes centrales antiguos utilizando HMMER y PSI-BLAST arrojaron resultados
positivos. En 22 de las 24 muestras de bracdnidos se encontraron hits virales con al menos un gen
central antiguo. Las busquedas realizadas con HHMER recuperaron un mayor nimero de ORFs
con similitud viral. Hubo varios hits virales que coincidieron tanto en la busqueda de HMMER
como de PSI-BLAST. Los genes lef-8 y DNApol tuvieron un mayor nimero de coincidencias con
al menos un ORF en 18 de las 24 secuencias de braconidos, mientras que los genes helicasa y p33
coincidieron con al menos un ORF en 12 de las 24 secuencias de braconidos. Las secuencias de
bracdénidos que tuvieron un mayor nimero de coincidencias virales fueron aquellas que tenian un

mayor nimero de ORFs.

Dado que las busquedas con HMMER y PSI-BLAST no confirmaban la presencia de
elementos virales por completo, se realizd una nueva busqueda en blastp con los ORFs que
tuvieron coincidencia con genes centrales antiguos para ver si coincidian con virus relacionados
con EVEs o virus exdgenos. Las busquedas realizadas en blastp arrojaron que sélo dos de las 22
secuencias de braconidos que habian tenido coincidencias con genes centrales antiguos en las

busquedas anteriores tuvieron coincidencias con genes virales.
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Archibracon servillei, un ectoparasitoide de la subfamilia Braconinae, tuvo hits virales con
HMMER y PSI-BLAST en 11 contigs de longitud entre 214 pb y 782 pb resultando en 134 ORFs
que oscila entre 52 a 300 aminoacidos. Después de las busquedas en blastp se encontraron
coincidencias en solo nueve ORFs de entre 79 a 300 aminoacidos. Los ORFs que tuvieron hits
virales en blastp coincidieron con cuatro genes centrales antiguos (DNApol, helicasa, lef-5 y lef-

8) de la familia Nudiviridae.

Rinamba sp., un ectoparasitoide de la subfamilia Doryctinae, tuvo hits en las busquedas
con HMMER y PSI-BLAST en dos contigs de longitudes entre 27018bp y 92629bp resultando en
613 ORFs de 50 a 1335 aminoacidos. Después de la blsqueda con blastp, se encontraron
coincidencias en cinco ORFs de entre 127 a 1335 aminodacidos. Los cinco mejores hits coincidieron
con cinco genes centrales antiguos (DNApol, helicasa, lef-8, lef-9 y p33) de la familia

Entomopoxvirinae.

Tabla 5. Hits virales en genes centrales antiguos obtenidos después del filtrado en blastp. NV: nudivirus, EPV:

entomopoxvirus

CNIN | Subfamilia Taxon DNApol | helicasa lef-5 lef-8 lef-9 p33
4277 Braconinae | Archibracon NV NV NV NV-EPV

servillei
4360 Doryctinae | Rinamba sp. EPV EPV EPV EPV EPV

5.4. Confirmacidn de presencia de entomopoxvirus y elementos virales end6genos

Las reconstrucciones filogenéticas de cada gen central antiguo demostraron la relacion de los ORFs
de Rinamba sp. con entomopoxvirus. En el arbol filogenético de DNApol helicasa, lef-8 y p33,
Rinamba se posicion6 como grupo hermano del virus Vaccinia, Melanoplus sanguinipes
entomopoxvirus y Amsacta moorei entomopoxvirus siendo los valores de soporte de estas
relaciones generalmente altos (bootstrap = 81-100). En el arbol de lef-9, Rinamba fue grupo
hermano de Melanoplus sanguinipes entomopoxvirus y Amsacta moorei entomopoxvirus,
(bootstrap=98.9) (Figura 12).

En el caso de A. servillei, las secuencias de esta especie de braconino se agruparon tanto
con miembros de la familia Nudiviridae como de Entomopoxvirinae (Figura 13). En el arbol de
DNApol dos secuencias se agruparon con Alphanudivirus (nodos 32449 y 547) y una secuencia de
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esta especie (nodo 677) se posicion6 como grupo hermano de la familia Nudiviridae, sin embargo,
el soporte de las ramas para esta secuencia fue muy bajo (bootstrap= 0-30). Los valores de
bootstrap que apoyaron estas relaciones con Alphanudivirus fueron generalmente altos (bootstrap=
86.3-100). En el arbol de helicasa y lef-8, A. servillei se agrup6 con Alphanudivirus (bootstrap=
92). Finalmente, en el arbol de lef-9 una secuencia de esta especie se anido dentro del grupo de los
Alphanudivirus (bootstrap= 98), mientras que una tercera se anidé dentro del clado de

entomopoxvirus como grupo hermano de Rinamba (bootstrap= 100) (Figura 13).

46



NP_078724.1_LDV-1
NP_149500.1_IIv-5
YP_001110854.1_HVAV-3e
NP_048532 2_PbCV-1
1158 YP_003986825 1_ApMV
—| YP_001687027.1_GpSGHY
YP_001883329.1_MdSGHY
NP_D40151.1_HVV-3
NP_048107.1_MSEV
NP_D64832 1_AMEV
NODE_3_Rinamba @

DNApol

98.8/100 L

— 60.3/64

100/100

100/100
20.477 YP_232847.1_VACV

28.0/70

Mo GAVEBITT1_CoBv
L YP_009220849 1_WSSV

NP_054085.1_ACMNPY
NP_148805.1_CpGV
YP_025135.1_NeseNPY
NP_203396.1_CuniNPY
YP_002321312.1_0mV
YP_009553129.1_DiNV
NODE_32449_Archibracon_servillei
YP_001111279.1_GbNV
NODE_547_Archibracon_servillel @
YP_DO4956766 1_HzNV-2
YP_D09116659.1_ToNV
YP_009051843.1_PmNV

o7.0/100
89.7/100

NODE_677_Archibracon_servilleigh
JUFYD1013854.1_LcEFV
RICBO1005317 1_LhEFV
PQAT01002501.1_LbEFY
YP_009345662.1_LbFV
10ono0 MBTO0716620.1_Dolichomitus_sp
JZSAD1000885.1_CvEFY
YP_009165825.1_AmFV

a1.2/87

99.6/100

08.5/84

CAR31572 1_CcBV
"ef_8 JZSAD1001239.1_CvBY
MDEMTmpGB000102-PA_MdBY
CAR40189.1_CiBV
NODE_5595_Phanerotoma
YP_009116735.1_ToNV
YP_004956799.1_HzNV-2
¥P_009051861.1_PmNV
.T4FARITmpGBODﬂ01 1-PA_FaENV
NODE_2980_Archibracon_servillei@h
YP_002321375.1_0OrNV
YP_009553096.1_DiNV
AJZT3108.1_VcENV
YP_001111316.1_GbNV
oo NODE_9920_Archibracon_servilleigp
MNODE_3551_Archibracon_servillei @@
= gHﬁm 032851.1_LcEFV
1007 DDR\CBO1DDSEQ3,1_U1EF\"
PQATD1003612.1_LbEFY
¥P_009345700.1_LbFV
| 03708 MBTO716641.1_Dolichomitus_sp
1001100 JZSAD1000885.1_CVEFV

s Lo

99.8/88

100/100

99.9/100
77.4/90

NP_054079.1_AcMNPY
NP_148915.1_CpGV
YP_025188.1_NeseMNFV
NP_203330.1_CuniNPV
NP_048226.1_MSEV
NP_064848.1_AMEY
NODE_3_Rinamba @

100/M100

g0.0/100

100/100

100/100

YP_233026.1_VACY
NP_149891 1_IIV-6
YP_001110916.1_HvAV-3e
NP_078633 1_L DV-1
YP_D03986740 1_ApMY

100/100

YP_002321345.1_OMNV
helicasa YP_009553076.1_DiNV
61.5/83
AJZTI107 A_VCENV
84 5/90

ID-FARITMpGBO000018-PA_FaENV
NODE_8974_Archibracon_servillei @
YP_001111356.1_GbNY
NODE_3151_Archibracon_servillei @
ID-MDEMTmpGBO00031-FA_MdBY
JZSAD1001903.1_6_CvBV
NODE_229_PhBv
YP_009051932.1_PmNV
YP_004956786.1_HzNV-2
YP_009116765.1_ToNV
JUFY01033219.1_3_LcEFV
§7.6/100
5o RICBO1006818.1_9_LNEFV
PQATO1000159.1_42_LbEFV

88.7/83

88.7/87

100/100

1007100

99.8/98 YP_009345696_1_LbFV

YP_001686993 1_GpSGHV

NP_054125.1_AcMNPV
NP_148874.1_CpGV

YP_025168.1_NeseMNPV

NP_203394 1_CuniNPV

NODE_3_Rinamba @

YP_233020.1_VACV

NP_048219.1_MSEV

NP_064841 1_AMEV

67.5/100

00.9/100

29.6/100

84 388

YP_001110973.1_HvAV-3e
7o.9/88
NP_048501.1_PbCWV-1

YP_001883398.1_MdSGHY
70.5/86

YP_003986900.1_ApMY
100/100
NP_148624.1_lIV-6

PP — MBTO716666_1_Dolichomitus_sp
100/100
= YP_D09345671.1_LbFV

o
71 FUFY01035931.1_2 LeEFY
= PQAT01011174.1_LbEFV
lef-9
97.8/38 RICBO1008720.1_7_LhEFV
99.5/100 YP_009345682.1_LbFV
g At
98.7/99 MBT0716657.1_Dolichomitus_sp
[ YP_001686981.1 GpSGHY
00/100
b YP_001883402.1_MdSGHV
86.7/50
NP_054092.1_AcMNPV
99.8/100
98.9/100 NP_148901.1_CpGV
99.9/99 YP_025147.1_NeseNPV
NP_203363.1_CuniNPV
YP_002321407.1_OrNV
YP_009553121.1_DiNV
62.6/69
72.1/54 T AJZT3131.1_VEENV
89.7/9 — FARITmpGB000032-PA_FaENV
oo NODE_4858_Archibracon_servillei @
YP_001111281.1_GbNV
MDEMTmpGB000097-PA_MdBY
40.6/67 -
100/100 JZSA01003411.1_7_CvBV
NODE_14358_PhBV
92.9/90

YP_009116778.1_ToNV
YP_009051896.1_PmNV
YP_004956811.1_HzNV-2

— JUFY01032851.1_21_LCEFV
100/100

L—" RICB01003593 1_21_LhEFV
NODE_1_Rinamba @

NODE_49612_Archibracon_servillei @

100/100

98.9/98
NP_048113 1_MSEV

NP_065003.1_AMEV
NP_065003 1_VACV

1001100

99.6/100

1007100 NP_149639.1_IIV-6

YP_001110864.1_HvAV-3e
NP_078624.1_LDV1
YP_003987013.1_ApMV



MDEMTmpGB000163-PA_MdBY
p33 QBB01944.1_CcBV
NODE_14147_Phanerotoma
YP_009051846.1_PmNV

YP_009116746.1_ToNV
YP_002321424.1_OINV
YP_009553161 1_DINV
FARITmpGBO000034-PA_FaENV

49.3/61

AJZT73122.1_Venturia_canescens_endogenous_nudivirus

84.7/75 YP_001111274.1_GbNV

YP_001687020.1_GpSGHV

9.6/68
78.5/7E YP_009345701.1_LbFV
20.2/50 YP_001883430.1_MdSGHV
93.3/30 MBTO0716635.1_Dolichomitus_sp

| CDS23_CvEFV

YP_003986873.1_ApMV
YP_003987112.1_ApMV
NP_048821.1_PbCV1
V-6
YP_001110926.1_HVAV-3e
NP_078699.1_LDV1
45.7/38 NP_048164.1_MSEV
88.6/96
NP_064896.1_AMEV
YP_232948.1_VACV
| sa7r100
847175 NODE_1_Rinamba @

NP_054122 1_AcMNPV

977199
2 s NP_148877.1_CpGV
NP_2033171_CuniNPV

99.7/99
YP_025131.1_NeseNPV

325/82

Betanudivirus Virus de Rinamba
Alphanudivirus @ Virus de Archibracon servillei
Entomopoxvirus

Nimavirus

LbFV-similares a virus
Hytrosavirus

Baculovirus

Otro virus que infectan insectos
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de los virus usados para las filogenias se encuentran en el anexo 1.
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5.5. Afinidad filogenética de los virus detectados

En la Figura 14 se observan las relaciones filogenéticas de virus mutualistas tanto endogenos

(Bracovirus y LbFV) como exdgenos (Entomopoxvirinae) con otros virus que infectan artrépodos.

En la reconstruccion filogenética se observa que los Bracovirus se agrupan en el clado de

Betanudiviridae, lo que confirma el origen a partir de un nudivirus. Las secuencias virales

encontrada en Rinamba se posiciond en el grupo de los entomopoxvirus, teniendo como grupo

hermano al virus Vaccinia y a Melanoplus sanguinipes entomopoxvirus + Amsacta moorei

entomopoxvirus (Figura 14).
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6. Discusion
6.1. Microorganismos presentes en avispas parasitoides de la familia Braconidae

La presencia de diferentes microorganismos entre las avispas parasitoides varia entre especies
endoparasitoides y ectoparasitoides, ya que diferentes grupos de hospederos pueden afectar las
comunidades microbianas (Duan et al., 2020). Ademas, otros factores como la dieta, el ambiente,
la genética, la historia evolutiva, el tipo de hospedero, la etapa de desarrollo, la distribucién
geografica e incluso el pH repercuten en la diversidad microbiana de los insectos (Kaczmarczyk-
Ziemba et al. 2020; Engel y Moran, 2013),

En un estudio previo sobre el microbioma de la avispa Telenomus tridentatus, Ramirez-
Ahuja et al. (2019) encontraron una composicion bacteriana representada mayormente por
Proteobacterias, Actinobacterias y Firmicutes, composicién que coincide con otros reportes de
dipteros, himendpteros y lepiddpteros, asi como hongos de los phyla Ascomycota y Basidiomycota
encontrados en otros estudios (Nedoluzhko et al., 2017; Gloder et al., 2021). De igual manera,
Yun et al. (2014) y Kaczmarczyk-Ziemba et al. (2020) encontraron una composicion similar,
donde siempre predominaban las Proteobacterias, siguiendo siempre en menor o mayor diversidad
las Actinobacterias y Firmicutes. Badrulisham et al. (2022), analizaron la composicion microbiana
de la avispa parasitoide Dolichogenidea metesae (Braconidae: Microgastrinae) donde
predominaron las Proteobacteria y Bacteroidetes, lo que coincidia con lo encontrado en la avispa

parasita Megaphragma amalphitanum (Trichogrammatidae) (Nedoluzhko et al. 2017).

La abundancia de bacterias encontradas en las especies de braconidos examinados en este
estudio fue similar a lo reportado en trabajos previos (Yun et al., 2014; Nedoluzhko et al., 2017;
Ramirez-Ahuja et al, 2019; Kaczmarczyk-Ziemba et al., 2020; Badrulisham et al. 2022), ya que
tanto Proteobacterias como Actinobacterias fueron las predominantes en todas las secuencias
analizadas. Las Proteobacterias se han reportado como una parte esencial en la nutricion de los
insectos directamente relacionadas con el metabolismo, mientras que las Actinobacterias estan
relacionadas con la produccién de antibidticos en su hospedero (Kikuchi et al., 2007; Kaltenpoth
et al., 2009). Cabe mencionar que no se encontraron bacterias patdgenas como Wolbachia y
Rickettsia, dos bacterias patdgenas importantes porque se han encontrado en diferentes grupos de

himenopteros (Cavichiolli de Oliveira'y Consoli, 2020; Badrulisham et al. 2022).
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A pesar de que la composicion microbiana encontrada en las diversas especies de
braconidos coincidieron con lo reportada en la literatura anteriormente no se descarta la posibilidad
de contaminacion en los ejemplares de braconidos. Dado que las secuencias gendmicas de las
avispas provenian de ejemplares antiguos de museo, pudieron ser expuestas a diversos tipos de
contaminacion desde la recoleccion del ejemplar. En este trabajo no se siguié un protocolo
especifico para determinar las comunidades microbianas asociadas a braconidos debido a que el
principal fin de esta busqueda fue observar coincidencia con elementos virales endégenos o virus
mutualistas. Los resultados de estas busquedas determinaron la posible existencia de EVES o virus
mutualista presentes en al menos seis especies, ya que en los resultados (tabla 4) se encontraron
coincidencias con polidnavirus y nudivirus. Esta primera aproximacion sirvid para enfatizar en la
presencia de virus mutualistas insertos en los genomas de las avispas y por lo tanto llevar a cabo

busqueda dirijas a EVESs y virus mutualistas implementado los genes centrales antiguos.

Es importante mencionar que en esta primera aproximacion se utilizaron nucleétidos, por
lo que es posible que hubiera regiones en los contigs que no fueran codificantes. Por lo tanto, en
las subsecuentes busquedas dirigidas se utilizaron marcos abiertos de lectura que si codifican para
proteinas y que pueden encontrar la presencia de algun gen central antiguo pertenecientes a virus
que infectan artrpodos. Otro punto para considerar es que en las busquedas con marcos abiertos
de lectura no se tomaron en cuenta los hits virales con Bracovirus porque pueden ser confundidos

con genes de la avispa debido a que comparten genes eucariontes al ser endégenos.

6.2. Eficiencia de las herramientas bioinforméticas para la deteccion de los elementos

virales y virus mutualistas

Las herramientas bioinformaticas actualmente representan un recurso robusto para las
investigaciones con enfoques evolutivos. En este trabajo se implementaron tres métodos de
busqueda de homologia entre secuencias de proteinas para la deteccion de genes centrales antiguos
en genomas de avispas de la familia Braconidae. Las busquedas de homologia con proteinas son
mas sensibles que las busquedas con nucle6tidos, ya que las secuencias de nucle6tidos pueden
cambiar sin que se refleje un cambio significativo en las proteinas como las sustituciones
sindnimas, es decir, cuando comienza la traduccién puede haber un cambio en la tercera base de

un aminoacido y no afectaria el marco de lectura (Eddy, 2011).
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PSI-BLAST y HMMER se implementaron como primera aproximacion en la deteccion de
genes centrales antiguos. Ambos programas detectaron una gran cantidad de ORFs que tuvieron
hits con al menos uno de los genes centrales antiguos. La mayoria de los ORFs que tuvieron hits
con genes centrales con PSI-BLAST y HMMER, no tuvieron hits virales con blastp. Esto indica
que los primeros hits detectados con PSI-BLAST y HMMER posiblemente eran falsos positivos,
es decir, que ambos programas detectaron ORFs con similitud a genes centrales, aunque en
realidad se trataban de genes de la avispa o de genes de origen retroviral que pueden ser

transferidos entre el genoma de eucariotas (Burke et al., 2021).

Anteriormente, Reid et al. (2007), Chen et al. (2016) e Islam et al. (2018), demostraron
que ambos programas pueden utilizarse de manera complementaria para mejorar el rendimiento
de las busquedas y evitar en menor medida falsos positivos. HMMER toma en cuenta las
probabilidades de insercién y eliminacidn en cada posicion de aminoacidos, por lo tanto, es mas
sensible, ya que detecta regiones sumamente conservadas de familias de proteinas y a un menor
costo computacional (Pearson, 2013; Chen et al., 2016). En cambio, PSI-BLAST, al realizar
muchas busquedas iterativas puede ocasionar que se incorporan proteinas no homélogas en los
perfiles de las iteraciones posteriores, lo que conduce a resultados erréneos, ademas, el costo

computacional es mayor que el HMMER, pero es mas rapido (Islam et al., 2018).

El uso PSI-BLAST y HMMER de manera combinada, permitié identificar regiones
homologas con genes centrales antiguos en Archibracon servillei y Rinamba sp. que, como se
menciond anteriormente, se verificaron usando blastp. En el caso de Archibracon servillei, se
identificaron nueve ORFs homdlogos a virus, de los cuales ocho fueron Gnicamente resultados de
las busquedas con HMMER y solo un ORF coincidio en la busqueda con HMMER y PSI-BLAST.
En el caso de Rinamba, cinco ORFs tuvieron hits con genes centrales antiguos, de los cuales cuatro

se encontraron con ambos métodos y uno solo con PSI-BLAST.

Los datos de genomas completos son necesarios para la busqueda de elementos virales. En
este trabajo se utilizaron secuencias gendmicas de braconidos no publicados y algunos
previamente publicados en GenBank. Los datos de secuenciacion que se generaron en este trabajo
fueron de genomas parciales. Al ensamblar el genoma se obtuvieron pocos contigs entre las
diferentes muestras, siendo Rinamba sp. el taxén con el mayor nimero de contigs y de mayor

longitud, curiosamente, Rinamba sp. también fue uno de los taxones que tuvo hits virales. A pesar
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de que la secuenciacion fue muy somera, ayudd a la identificacion de secuencias virales y

proporcionar un panorama general de las comunidades microbianas presentes en los bracénidos.

6.3. Presencia de Entomopoxvirus en la familia Braconidae y deteccion de secuencias genéticas

de nudivirus en Archibracon servillei

La busqueda de elementos virales y virus mutualistas utilizando genes centrales antiguos puede
confirmar la presencia de dichos virus debido a que son genes conservados y que forman parte de
la maquinaria molecular que forma los viriones. En este trabajo se confirmé la posible presencia
de un entomopoxvirus en Rinamba, un ectoparasitoide idiobionte de la subfamilia Doryctinae, que

tiene como posibles hospederos larvas de coledpteros xil6fagos y perforadores de madera.

En estudios previos se habia confirmado la presencia de un entomopoxvirus mutualista en
la avispa parasitoide Diachasmimorpha longicaudata, un endoparasitoide koinobionte de la
subfamilia Opiinae (Braconidae) que parasita moscas de la fruta (Ovruski et al., 2000). Coffman
et al. (2020), sugieren que DIEPV tiene un origen exdgeno debido a la falta de genes flanqueantes
entre los genes de la avispa y los genes virales de DIEPV. Ademas, a diferencia de los EVEs el
virus se puede replicar tanto en la avispa parasitoide como en la mosca sin causar infeccion en la
avispa. Sin embargo, de manera similar a los EVES, conservan genes centrales antiguos que son
transferidos de la madre al hijo llevando a cabo la replicacion en el oviducto lateral de las hembras.
Asimismo, El origen de DIEPV proviene, posiblemente, de un poxvirus patégeno de moscas, ya
que los analisis filogenéticos muestran la estrecha relacion con el virus Yalta, un virus que
comparte genes similares a los entomopoxvirus. Coffman y Burke (2020) confirmaron en su
investigacion que DIEPV se transmite verticalmente e impulsa considerablemente la supervivencia
de la progenie de la avispa durante el parasitismo. Ambos trabajos sugieren la coevolucion entre
virus-hospedero ya que los virus mutualistas derivan de patdgenos de los insectos hospederos de
las avispas parasitoides.

En este trabajo, Rinamba sp. tuvo secuencias virales que se relacionaron en los analisis
filogenéticos con Amsacta moorei entomopoxvirus y Melanoplus sanguinipes entomopoxvirus dos
entomopoxvirus que tienen como hospederos a lepidopteros y ortopteros respectivamente.
Tomando en cuenta los descubrimientos de Coffman y Burke (2020), se esperaria que Rinamba se
relacionara con un entomopoxvirus que tuviera como hospedero un coledptero xil6fago (e.g.

Melolontha melolontha entomopoxvirus) ya que son hospederos de Rinamba; sin embargo, hasta
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la fecha no hay datos gendmicos completos de mas entomopoxvirus que infecten coledpteros.
Ademas, contrario a D. longicaudam, Rinamba es un ectoparasitoide idiobionte, es decir, que
ovoposita sobre el hospedero y no permite que su hospedero siga desarrollandose. Por lo tanto,
una explicacion bioldgica sobre la presencia de un entomopoxvirus en Rinamba tendria que

investigarse a profundidad.

En estudios previos, se dio a conocer que DIEPV causa cambios fisiologicos y
morfoldgicos en los hospederos afectando el desarrollo mediante la alteracion de la hormona
juvenil (JH), y de esta forma se ralentiza el crecimiento del hospedero (Coffman et al. 2020;
Balgopal et al. 1996). En Rinamba podria ocurrir algo similar a pesar de que sea un ectoparasitoide
idiobinte, y la principal funcion del entomopoxvirus asociado sea ralentizar la muda del hospedero
y debilitar el sistema inmunoldgico al infectar los hemocitos (células inmunitarias). Ambos
factores, asi como el veneno y la secrecion de las propias larvas de las avispas asegurarian el éxito
de la parasitacion. Las relaciones encontradas en este trabajo para las secuencias obtenidas de
Rinamba sp. sugieren la presencia de un entomopoxvirus, aunque futuros estudios con un mayor
esfuerzo de secuenciacion permitiran confirmar la presencia de este virus mutualista o si se trata

de una infeccion viral de la avispa.

En el caso de la secuencia viral asociada a Archibracon servillei, se encontrd que existe
relacion con nudivirus y con entomopoxvirus; sin embargo, las secuencias virales de A. servillei
que se relacionaron con ambas familias virales en los arboles filogenéticos de construidos por gen,
no se consideraron para el arbol filogenético concatenado debido a que las secuencias virales de
A. servillei eran muy pequefias (entre 100 a 150 aa), lo que dificultaba el alineamiento con las
secuencias de los virus utilizados para la reconstruccién filogenética ya que tenia una longitud
mayor a 2000 aa. Por ende, para futuros estudios se propone realizar una secuenciacion con mas
reads y un mejor ensamble del genoma que permita confirmar la presencia de un nudivirus, ya que
representaria el primer reporte de un virus endoégeno en la subfamilia Braconinae y en un

ectoparasitoide.
6.4. Perspectiva para estudios futuros de la presencia de elementos virales
Es necesaria la secuenciacion de genomas completos de braconidos endo y ectoparasitoides, asi

como la basqueda de pardametros mas adecuados que permitan ensamblar de mejor manera estos
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genomas con el fin de encontrar, con mayor certidumbre, elementos virales enddgenos o virus
mutualistas (e.g. entomopoxvirus) que fueron adquiridos durante la historia evolutiva de las
especies de Braconidae. El hallazgo de entomopoxvirus en especies ectoparasitoides es evidencia
de la adquisicién de virus en bracénidos que no necesariamente fueron domesticados por un
ancestro de nudivirus. Este nuevo hallazgo abre las puertas a la exploracion de virus exdgenos que,
de manera similar a los EVEs, tienen implicaciones importantes en las estrategias de
parasitoidismo de las especies endoparasitoides, aunque a la fecha se desconoce el papel bioldgico
que estos virus puedan tener en las especies ectoparasitoides. Es necesario también seguir
explorando y desarrollando “pipelines” que ayuden a la identificacion de genes centrales antiguos,
al igual que desarrollar una manera de confirmar si las secuencias viricas son de origen endogeno,

exdgeno o si se trata de una infeccion por algun otro tipo de virus que infecte invertebrados.

7. Conclusiones

e Se realizd una busqueda de microorganismos, elementos virales enddgenos y virus
exdgenos en especies de avispas parasitoides de la familia Braconidae pertenecientes a 11
subfamilias a partir de datos de secuenciacion masiva.

e Se realizo la secuenciacion parcial del genoma de 24 especies de braconidos con la técnica
shotgun. Se examinaron cuatro especies endoparasitoides y 20 ectoparasitoides
provenientes de 11 paises, las cuales se recolectaron entre los afios 1937 y 2014.

e Para la busqueda de microorganismos asociados a braconidos, se hizo una busqueda en
BLAST nr con los contigs de nucle6tidos. Para la identificacion de virus, se usaron marcos
abiertos de lectura obtenidos a partir de la traduccidn de contigs y genes centrales antiguos
de diferentes familias de virus grandes que infectan artrépodos y que comparten un origen
coman.

e Endos especies de ectoparasitoides, Rinamba sp. y Archibracon servillei, se encontrd tanto
similitud genética como afinidad filogenética con dos virus simbiontes. Un total de cinco
marcos abiertos de lectura provenientes de Rinamba sp. (Doryctinae) se relacionaron con
los homologos correspondientes de entomopoxvirus, lo que indica la posibilidad de que
exista un entomopoxvirus que forme algln tipo de interaccion con esta especie de avispa
ectoparasitoide. Por otra parte, 10 marcos abiertos de lectura de Archibracon servillei
(Braconidae) se relacionaron tanto con la familia Nudiviridae como con un entompoxvirus,

aunque no fue posible confirmar su relacion debido a la naturaleza de los datos obtenidos.
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Los resultados obtenidos para Rinamba sp. representan el primer registro de un virus
mutualista de origen exdgeno en una especie ectoparasitoide.

Este trabajo de tesis apoya ampliamente la implementacion de herramientas
bioinformaticas para la busqueda de homologias, asi como el uso de genes centrales
antiguos para la identificacion de virus simbiontes en insectos. Este trabajo demuestra que
el uso de busquedas dirigidas a elementos centrales antiguos puede servir como un méetodo
eficaz para identificar virus mutualistas en familias de insectos, y podria implementarse en

un futuro no solo a insectos sino también a otros grupos de animales.
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Anexo 1. Lista de los nombres de los virus utilizados para la reconstruccion filogenética

Nombre virus

Abreviatura

Cotesia chilonis bracovirus CcBV
Chelonus inanitus bracovirus CiBV
Cotesia congregata bracovirus CcBV
Cotesia vestalis bracovirus CvBV
Microplitis demolitor bracovirus MpBV
Phanerotoma sp. Bracovirus PhBV
Tipula oleracea nudivirus ToNV
Oryctes rhinoceros nudivirus OrNV
Helicoverpa zea nudivirus HzNV
Gryllus bimaculatus nudivirus GbNV
Drosophila innubila nudivirus DiNV
Penaeus monodon nudivirus PnNV
Venturia canescens endogenous nudivirus VCENV
Fopius arisanus endogenous nudivirus FaENV
Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus AcMNPV
Cydia pomonella granulovirus CpGV
Neodiprion sertifer nucleopolyhedrovirus NeseNPV
Culex nigripalpus nucleopolyhedrovirus CuniNPV
Apis mellifera filamentous virus AmFV
Leptopilina boulardi filamentous virus LbFV
Leptopilina heterotoma endogenous filamentous virus LhEFV
Leptopilina clavipes endogenous filamentous virus LcEFV
Leptopilina boulardi endogenous filamentous virus LbEFV
Cotesia vestalis endogenous filamentous virus CvERV
Glossina pallidipes salivary gland hypertrophy virus GpSGHV
Musca domestica salivary gland hypertrophy virus MdSGHV
Human alphaherpesvirus-3 HHV-3
Heliothis virescens ascovirus HvVAV-3e
Lymphocystis disease virus LDV1
Paramecium bursaria Chlorella virus PbCV1
Invertebrate iridescent virus 11V-6
Acanthamoeba polyphaga mimivirus ApMV
Vaccinia virus VACV
Amsacta moorei entomopoxvirus AMEV
Melanoplus sanguinipes entomopoxvirus MSEV
White spot syndrome virus WSSV
Chionoecetes opilio bacilliform virus CoBV

Dolichomitus sp
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