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Abstract

Orius laevigatus ability to survive under prey-scarce conditions is a key for its long-term
settlement in the crop. However, other Orius species show a greater tolerance when they
are fed on pollen, such as 0. majusculus and O. pallidicornis. Considering an insect
microbiome as a crucial aspect of its ecology, some culturable bacteria from various O.
laevigatus Mediterranean populations and other Orius species were isolated on a nutrient-
rich medium and sequenced. Two different types of colony were isolated in almost every
0. laevigatus sample: a small pale colony, identified in silico as a Microbacteriaceae; and a
large one, white-coloured, related to Serratia. Instead, the isolates for other Orius species
were totally different. A high presence of carbohydrate metabolism-related bacteria in O.
pallidicornis, as is the case of Acinetobacter or Corynebacterium, should also be noted. This
study will serve to optimize O. laevigatus capability to settle in the agrosystem and so
improving its efficiency as a biological control agent.
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Resumen

La capacidad de Orius laevigatus para sobrevivir en situaciones de escasez de presas es
clave para su establecimiento en el cultivo. Sin embargo, existen especies con una
tolerancia mas alta a la alimentaciéon a base de polen, como 0. majusculus y sobre todo O.
pallidicornis. Ademas, al constituir la microbiota de un insecto un aspecto fundamental de
su ecologia, se decidi6 aislar en medio rico las bacterias cultivables del microbioma de diez
poblaciones mediterraneas de 0. laevigatus, asi como las de estas otras especies de Orius,
secuenciando a continuacion su genoma. Practicamente en todas las poblaciones de O.
laevigatus se observaron dos tipos de colonias: unas de pequeiio tamaiio, identificadas in
silico como una Microbacteriaceae; y otras mas grandes, préximas a Serratia. En cambio,
las bacterias aisladas para las otras dos especies de Orius fueron muy diferentes. Cabe
destacar la presencia en 0. pallidicornis de dos colonias identificadas como dos bacterias
implicadas en el metabolismo de carbohidratos: Acinetobacter y Corynebacterium. Este
estudio servira de base para optimizar la capacidad de O. laevigatus para establecerse en
el cultivo a largo plazo, incrementando su eficacia como agente de control biolégico.
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1. INTRODUCCION

Normalmente, los agricultores manejan sus cultivos con la intenciéon de conseguir una
produccién eficiente, sin prestar mucha atencion a las necesidades de los insectos que atacan a las
plagas. Sin embargo, es muy frecuente que los cultivos constituyan ambientes desfavorables para
algunos enemigos naturales, como es el caso de Orius laevigatus (Fieber) (Hemiptera:
Anthocoridae). Este depredador, muy comun en la cuenca Mediterranea y el norte de Europa [1],
presenta una gran eficacia en el control de Frankliniella occidentalis (Pergande) (Thysanoptera:
Thripidae) [2], pero su fecundidad se reduce drasticamente cuando se realiza una liberaciéon
temprana en el invernadero, a pesar de su capacidad para sobrevivir alimentandose del polen de
las flores del cultivo [3]. Por lo tanto, mejorar la fecundidad del insecto en estas condiciones
permitiria su liberacion en el cultivo en una fase en la que la plaga atin no se haya extendido.

Para ello, este articulo ahonda en el hecho de que hay otras especies de Orius con mayor
tolerancia al polen, como 0. majusculus (Reuter) y sobre todo O. pallidicornis (Reuter), que basa
su dieta en el polen de Echallium elaterium (L.) (Richard) (Cucurbitales: Cucurbitaceae) [4-5].
Ademas, al existir una clara relacion entre la dieta de un insecto y la flora que alberga su sistema
digestivo [6-7], el objeto de este estudio consisti6 en caracterizar simbiogenéticamente una serie
de poblaciones mediterraneas de O. laevigatus, O. pallidicornis y O. majusculus mediante el
aislamiento y la secuenciacién de las bacterias cultivables, con el fin de hallar algin patrén que
nos permita dilucidar las implicaciones del microbioma en el éxito de la tolerancia al polen.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Recoleccioén de las poblaciones de Orius.

El material bioldgico para este estudio se obtuvo de la cria artificial de insectos a partir de
poblaciones silvestres recolectadas en distintas areas de clima mediterraneo. El mantenimiento y
la multiplicacién, a 26 °C y con fotoperiodo 16:8 (L:0), se realizaron en la Finca Experimental
Tomas Ferro de La Palma (Cartagena, Murcia). Para O. laevigatus, se estudiaron las poblaciones
Samaria (Grecia), Cazorla (Jaén), Hellin (Albacete), Policoro y Acate (ambas en Italia), Portonovo
(Pontevedra), Cabrils (Barcelona), Cabo de Gata (Almeria), Carmona (Sevilla) y Ruidera (Ciudad
Real); la poblacion de O. pallidicornis se recolect6 en Cartagena, y la de 0. majusculus fue cedida
por el Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries (IRTA) de Cabrils (Barcelona).

2.2 Aislamiento, secuenciacidn e identificacidn in silico de las bacterias cultivables.

Cinco adultos de cada poblacién se congelaron a -20 °C y se enviaron al Institute of Life
Science de la Swansea University (Reino Unido), donde se esterilizaron externamente mediante
un protocolo ya publicado [8], se trituraron y homogeneizaron en tampo6n 1xTE, se realizaron
diluciones seriadas y se sembraron en agar nutritivo, incubando a 30 °C durante toda la noche.
Los distintos tipos de colonias se aislaron segiin su morfologia en caldo nutritivo, extrayendo a
continuacion el ADN bacteriano mediante el QIAmp Mini Kit (Qiagen®) para su secuenciacion
mediante la tecnologia Illumina®. Las secuencias obtenidas se procesaron para eliminar los
fragmentos de baja calidad (http://hannonlab.cshl.edu/fastx toolkit/) y se ensamblaron, usando
Velvet [9], en borradores genémicos. Finalmente, éstos fueron anotados en la plataforma online
RAST [10] y comparados con la base de datos de secuencias de referencia de AmphoraVisu [11] y
del propio RAST (SEED), las cuales devuelven el filotipo mas probable para cada secuencia.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Como puede observarse en la Tabla 1, en nueve de las diez poblaciones ensayadas de Orius
laevigatus se consigui6 aislar una colonia grande y blanquecina que se identificé en AmphoraVisu
como una bacteria préoxima al género Serratia, segin ambas bases de datos. Esta bacteria aparece
también en O. majusculus y O. pallidicornis. Se trata de una enterobacteria tan comun en los
insectos que su especie mas representativa es S. entomophila, que en 1978 [12] se consiguid aislar
en mas de 30 especies. Por otro lado, en siete de las diez poblaciones de O. laevigatus se aisl6é con
éxito una colonia mas pequefia y de un color palido, identificada como una microbacteriacea
cercana a Microbacterium testaceum o Clavibacter michiganensis, y que no se observé en ninguna
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muestra de las demas especies de Orius. Es importante resaltar también que en la poblaciéon de
Portonovo se aislé Erwinia, una bacteria representativa de F. occidentalis [8].

De entre las colonias aisladas en las muestras de 0. majusculus y O. pallidicornis, destacan
en esta Ultima dos bacterias implicadas en distintas etapas de la degradacién de carbohidratos,
principales componentes del polen del que se alimenta este insecto de forma exclusiva. Una de
ellas, identificada como Acinetobacter y que da lugar a colonias verdosas de forma irregular y de
consistencia cremosa, fue la principal bacteria aislada en el néctar y el polen de numerosas plantas
silvestres del sur de la Peninsula Ibérica [13]; la otra, Corynebacterium, forma colonias mas
pequeias, grisaceas y de aspecto granuloso, y es capaz de sintetizar aminoacidos a partir de
glucosa, fructosa y sacarosa [14]. Ninguna de ellas se observo en 0. majusculus ni O. laevigatus.

4. CONCLUSIONES

Alaluz de los resultados obtenidos en este estudio, y sin dejar de resaltar la intencién de
seguir profundizando en el estudio de las comunidades que componen la flora de estos insectos
(no so6lo las bacterias cultivables), se confirma una vez mas la estrecha relacién interespecifica
existente entre microbioma y hospedador. Asimismo, nuevos estudios encaminados a dilucidar
los mecanismos que permiten la transferencia vertical y horizontal de simbiontes sentarian las
bases para su aplicacién en la mejora de la tolerancia de Orius laevigatus a la alimentacion a base
de polen, incrementando la eficacia de este enemigo natural en situaciones de escasez de presas.
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Tabla 1. Colonias aisladas para las distintas muestras de Orius y resultado de su identificacién in
silico en AmphoraVisu y en RAST (el porcentaje y el score mostrados indican, respectivamente, la
probabilidad del filotipo asignado y la semejanza con la secuencia de referencia mas proxima).

Poblacion

Morfologia de la
colonia

AmphoraVisu

RAST (secuencia de referencia)

0. majusculus

grande y palida

Género Pseudomonas (96,8%)

Pseudomonas fluorescens A506
(Score: 537)

grande y blanca

Familia Enterobacteriaceae (58,1%)

Serratia marcescens Db11 (Score: 544)

0. pallidicornis

grande y verdosa

Género Acinetobacter (68,8%)

Acinetobacter sp. SH024 (Score: 523)

grande y palida

Familia Enterobacteriaceae (58,1%)

Serratia marcescens Db11 (Score: 544)

pequenay
grisicea

Corynebacterium variabile (74,2%)

Corynebacterium variabile DSM 44702
(Score: 507)

grande y
amarillenta

Género Staphylococcus (35%)

Macrococcus caseolyticus JCSC5402
(Score: 516)

0. laevigatus
Samaria

grande y blanca

Género Serratia (32,3%)

Serratia marcescens Db11 (Score: 544)

pequefia y palida

Microbacterium testaceum (33,9%)

Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis NCPPB 382 (Score: 543)

0. laevigatus
Cazorla

grande y blanca

Familia Enterobacteriaceae (61,3%)

Serratia marcescens Db11 (Score: 538)

0. laevigatus
Hellin

grande y blanca

Familia Enterobacteriaceae (61,3%)

Serratia marcescens Db11 (Score: 538)

pequefia y palida

Familia Microbacteriaceae (58,1%)

Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis NCPPB 382 (Score: 538)

0. laevigatus
Policoro

grande y blanca

Género Serratia (37,1%)

Serratia marcescens Db11 (Score: 538)

pequefia y palida

Microbacterium testaceum (36,2%)

Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis NCPPB 382 (Score: 543)

0. laevigatus
Acate

grande y blanca

Enterobacteriaceae Family (61,3%)

Serratia marcescens Db11 (Score: 538)

pequefia y palida

Microbacteriaceae Family (54,8%)

Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis NCPPB 382 (Score: 543)

0. laevigatus
Portonovo

grande y blanca

Serratia Genus (37,1%)

Serratia marcescens Db11 (Score: 538)

pequefia y blanca

Enterobacteriaceae Family (74,2%)

Erwinia tasmaniensis Et1/99
(Score: 518)

0. laevigatus
Cabrils

pequefia y palida

Familia Microbacteriaceae (35,4%)

Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis NCPPB 382 (Score: 394)

0. laevigatus
Carmona

grande y blanca

Enterobacteriaceae Family (61,3%)

Serratia marcescens Db11 (Score: 538)

0. laevigatus
Cabo de Gata

grande y blanca

Enterobacteriaceae Family (61,3%)

Serratia marcescens Db11 (Score: 538)

pequefia y palida

Familia Microbacteriaceae (56,3%)

Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis NCPPB 382 (Score: 543)

0. laevigatus
Ruidera

grande y blanca

Enterobacteriaceae Family (61,3%)

Serratia marcescens Db11 (Score: 538)

pequefia y palida

Familia Microbacteriaceae (58,1%)

Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis NCPPB 382 (Score: 543)
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