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“We must bring all the cases where two different species live on or in one another
under a comprehensive concept which does not consider the role which the two
individuals play but is based on the mere coexistence and for which the term

Symbiosis [Symbiotismus] is to be recommended” (Frank, 1877)
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RESUMEN

La simbiosis, interaccidon ecoldgica y fuente de cambio evolutivo fue durante mucho tiempo
ignorada. Esto cambid cuando se determind que la célula eucarionte surgié como resultado de una
asociacion simbidtica. A partir de este momento, el estudio de la simbiosis empezd a tomar gran
importancia e interés para los cientificos.

Actualmente se propone que todas las plantas y animales mantienen asociaciones simbidticas
con microorganismos. Esto nos ha llevado a dejar de considerar a las especies como unidades
independientes, en cambio se tiene una visién en donde la unidad de seleccién estd compuesta por
el hospedero mas la totalidad de sus microorganismos y/o sus genomas asociados. El estudio de las
interacciones entre diferentes organismos es importante para entender entre otras cosas la
diversidad bioldgica y funcional que existe en el planeta.

En el presente trabajo, mediante un enfoque dependiente de cultivo, se identificaron las
bacterias asociadas a los diferentes estadios de la mosca mexicana de la fruta Anastrepha ludens.
Estos microorganismos pertenecen a las clases Alfa Proteobacteria, Beta Proteobacteria Gama
Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria.

De especial interés resulté la familia Enterobacteriaceae ya que se encontré asociada con dos
poblaciones de moscas silvestres y una de laboratorio, en esta ultima se mantuvo desde la etapa
de huevo hasta adulto.

Por otra parte algunas de los aislados identificados mostraron capacidad de fijacién de nitrégeno,
degradacion de pectina y acido Urico. La asociacidon de los insectos con estas bacterias podria
contribuir en la nutricién de su hospedero.

Por ultimo, se evalud si la alimentacion de los machos con un coctel de antibidticos tiene un efecto
en la eleccién femenina. Este tratamiento no produjo ningln cambio en la preferencia de la

hembra, pero si modificé la identidad de las bacterias asociadas con los adultos.



INTRODUCCION

Durante miles de millones de afios las bacterias fueron las unicas formas de vida sobre el
planeta. Durante este tiempo ellas se diversificaron y ocuparon diferentes habitats. Sin embargo,
esto cambid hace aproximadamente dos mil millones de afios cuando diferentes microorganismos
de vida libre se asociaron para dar origen a los primeras células eucariontes, surgiendo asi el

primer y mas antiguo evento de una asociacion simbidtica del que se tenga conocimiento (1,2).
Simbiosis

El término simbiosis fue propuesto de manera independiente por los investigadores Albert
Frank y Anton de Bary entre los afios 1877 y 1878 para nombrar la asociacidn entre organismos de
diferentes especies (3). Se han propuesto distintas definiciones de simbiosis, una de ellas y la que
parece ser las mas completa es la de Zook; él define la simbiosis como la adquisicion vy
mantenimiento de uno o mas organismos por otros que puede resultar en la formacion de nuevas
estructuras o capacidades metabdlicas. En la naturaleza se pueden encontrar diferentes relaciones
simbidticas como son el parasitismo, comensalismo y mutualismo entre otras (4).

La investigacion sobre las interacciones entre bacterias y otros organismos se ha enfocado
principalmente al estudio de los patégenos. La razon de ello es el impacto que tienen estos
microorganismos en la salud de plantas y animales incluyendo el humano. Sin embargo, estas
interacciones representan una pequefia parte de la biodiversidad total de asociaciones bacteria-

hospedero (1).

En contraste a los patégenos, existen otros microorganismos que proporcionan a su hospedero
efectos benéficos ya que le permiten entre otras cosas explotar nuevos ambientes mediante la
adquisicidon de nuevas capacidades metabdlicas. Este tipo de interacciones son las responsables de
la transicion mas importante de la vida en la tierra, ya que llevé al surgimiento de la célula
eucarionte. Actualmente se propone que todos los organismos que habitan la tierra mantienen

algun tipo de interaccién ecoldgica con los microorganismos (1).



Simbiosis en insectos

Los insectos representan el clado mas abundante y diverso en nimero de especies de entre
todos los animales, habitan en casi todos los ambientes y explotan una gran variedad de recursos
alimenticios. Se han planteado diferentes hipdtesis para explicar el éxito de estos animales
respecto a otros, ellas toman en cuenta el tiempo evolutivo de este grupo, sus tasas de especiacién
y extincidn y sus adaptaciones morfoldgicas y fisioldgicas (5). Recientemente se ha propuesto que
las interacciones que han establecido los insectos con microorganismos benéficos (bacterias) han

contribuido al éxito de este grupo (6).

Las primeras observaciones de bacterias asociadas a insectos se realizaron en el afio 1880.
Durante esta época no se aceptaba completamente la idea de que las bacterias pudiesen estar
asociadas con insectos a pesar de que ya se habia reconocido la simbiosis de algas con otros
animales. Se proponia en cambio que estas formas tipo bacteria en realidad eran productos
metabdlicos de reserva o incluso un nuevo organelo con funcién desconocida. Siete afios después
(1887) Blochmann reportd la primera descripcion de lo que denomind células peculiares
distribuidas de manera regular presentes en el cuerpo graso, sobre la superficie del huevo y
durante el desarrollo del embrién de cucarachas. Debido a su parecido Blochmann expresd que
estas células deberian ser bacterias y que al parecer no tenian un efecto perjudicial para su
hospedero (7).A partir de este afio y hasta nuestros dias, se han identificado diferentes bacterias

en asociacion con los insectos.

Los insectos representan un buen modelo para el estudio de las interacciones simbidticas ya
gue en comparacioén con los vertebrados se pueden mantener mas facilmente y de una forma mas
econdmica en el laboratorio. Ademas los insectos tienen ciclos de vida relativamente cortos y
mantienen una microbiota reducida lo que ha permitido entender la contribucién de estos
simbiontes a la fisiologia de su hospedero (8). Adicionalmente, también se pueden encontrar
hongos asociados a los insectos aunque en comparaciéon con las bacterias, esta interaccién es

menos estudiada (9).



Actualmente se sabe que las bacterias simbiontes de insectos participan en aspectos
relacionados con la reproduccidn, el desarrollo del sistema inmune y la produccidn de nutrientes,
ademas de que confieren proteccion contra patdégenos y en ocasiones modifican el
comportamiento de sus hospederos. También se ha propuesto que las bacterias intervienen en

mecanismos evolutivos como la especiacion (10,11 y 12).

Clasificacién de los simbiontes

Las bacterias simbiontes de insectos se pueden agrupar en diferentes categorias, una de ellas
incluye a los simbiontes obligados o primarios. Ellos habitan dentro de células especializadas
denominadas bacteriocitos y su presencia es indispensable para la supervivencia de su hospedero
ademas de que su asociacion puede ser tan antigua como en el caso de la bacteria Sulcia muelleri
simbionte de diferentes especies de hemipteros del suborden Auchenorrincha (chicharras, insectos
espina) cuya asociacion data de aproximadamente 260 millones de afios (13). Otra caracteristica
importante de este tipo de simbiontes es la reduccidn de su genoma, pues han perdido genes que
ya no les son necesarios en su nuevo habitat. Ejemplo de ello es la bacteria Nasuia
deltocephalinicola (Bacteroidetes), simbionte del saltamontes Macrosteles quadrilineatus cuyo

genoma de 112 Kb es considerado el mds pequefio hasta este momento (14).

Los simbiontes primarios se pueden encontrar asociados con insectos que se alimentan de
dietas deficientes en aminoacidos o vitaminas, como lo son el floema de las plantas o la sangre de
los vertebrados. En estos insectos, las bacterias les proporcionan los nutrientes que ellos no
pueden sintetizar u obtener a partir de su alimentacidn. Tal es el caso de Buchnera aphidicola una
Gamma Proteobacteria simbionte Acyrthosiphon pisum. Ella le provee a su hospedero de
aminodcidos esenciales que le son necesarios para su crecimiento y reproduccién. A cambio el
afido le proporciona a las bacterias un habitat y los sustratos para la sintesis de estas moléculas

(10).



Por otro lado, la bacteria Wigglesworthia glossinidia que encuentra en la mosca Tse-Tse, le
proporciona vitaminas que la mosca no puede obtener a partir de su dieta, basada en la sangre de
vertebrados. En el genoma de esta bacteria es de 0.7 Mb y en él se encuentra el gen thiC que esta
relacionado con la sintesis de tiamina. La expresion de este gen depende del suministro de
vitamina del que disponga el insecto, ya que la presencia de tiamina monofosfato a la dieta de las
moscas ocasiona una reduccion en la expresién de thiC asi como en el numero de las bacterias

presentes (15)

La presencia de W. glossinidia en su hospedero también favorece el desarrollo del sistema
inmune. Las moscas que carecen de esta bacteria desde estadios inmaduros tienen una menor
respuesta inmune celular y humoral (12). Otros insectos en los que se encuentran simbiontes

primarios son cucarachas, chinches, gorgojos, hormigas, cochinillas y psilidos entre otros (13).

En la segunda categoria se encuentran los simbiontes secundarios. Ellos pueden no estar
presentes en todos los individuos de la poblaciéon y su ausencia no compromete la vida de sus
hospederos, pero su presencia en ocasiones les confiere nuevas cualidades. Este es el caso de la
resistencia contra el ataque de avispas parasitoides conferida por las bacterias Hamiltonella
defensa, Serratia symbiotica y Regiella insecticola a un afido (Acyrthosiphon pisum) (8). Los
simbiontes secundarios se pueden encontrar asociados a diferentes érganos del insecto como el

intestino, los érganos reproductivos, el ciego gastrico, el cuerpo graso y la hemolinfa (13).



Microbiota intestinal

El tracto digestivo de los insectos se divide generalmente en tres partes principales. El intestino
anterior, medio y posterior (Figura 1). En la regidon anterior y dependiendo de la especie de insecto
se pueden encontrar invaginaciones intestinales denominadas criptas o una estructura en donde
se almacenan los alimentos (buche). En el intestino medio es donde se lleva a cabo la mayor parte
de la digestidn y la absorcidn de los nutrientes mientras que en la parte distal ocurre la reabsorcién
de agua, sales y la formacidn de las heces. Adicionalmente en esta region también se encuentran

los tubulos de Malpighi que conforman un sistema excretor y osmoregulador (6).

Buche Tubulos de Malpighi

Faringe

Intestino anterior

Intestino posterior

Intestino medio lleum

Figura 1 El tracto digestivo de un insecto se divide en tres regiones principales que son el intestino anterior,
medio y distal cada una de ellas cumple con funciones especificas. Tomado y modificado de Moran y Engel
2013 (6).

Asociadas al intestino de los insectos se han identificado bacterias de las clases Gamma
Proteobacteria, Alfa Proteobacteria, Beta Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes vy
Actinobacteria entre otras.

La microbiota intestinal de los insectos puede variar en composicion, localizacion y funcién. En una
abeja adulta por ejemplo se encuentran 10° bacterias mientras que en un saltamontes adulto 10°

y en la mosca Drosophila melanogaster se han reportado alrededor de 10° células bacterianas (6).



Las bacterias intestinales se adquieren generalmente mediante su ingesta a través de los
alimentos. En Drosophila spp, la dieta es el factor que mds influye en la composicion bacteriana
(16). Sin embargo también se propone que Drosophila spp y otros insectos pueden seleccionar sus
bacterias intestinales. Las condiciones fisicoquimicas dentro del hospedero como lo son el pH,

potenciales redox, asi como la respuesta inmune pueden ser los responsables de esta seleccién.
(6).

En un estudio realizado en mosquitos se observé que independientemente del lugar de colecta,
en la mayoria de los individuos dominaban determinadas especies bacterianas. Esto indica que si

puede haber una seleccién de microorganismos por parte del hospedero (6).

Cabe mencionar que no todas las bacterias intestinales son adquiridas mediante la dieta, una
excepcion a ello es el mecanismo de transmision de la bacteria Ishikawaella capsulata simbionte
de una chinche (Megacopta punctatissima). En este insecto cuando las hembras ponen los
huevecillos al mismo tiempo depositan capsulas que albergan a las bacterias. Las ninfas al emerger
se alimentan de estas capsulas adquiriendo asi los microorganismos, de esta se logra la transmision

de la bacteria a su insecto hospedero (17).



Contribucién de la microbiota intestinal a su hospedero

El aporte mds estudiado de las bacterias intestinales hacia sus hospederos esta relacionado con
la nutricion, y puede ir simplemente del uso per se de las bacterias que al ser digeridas en el
intestino proveeran de nutrientes adicionales a su hospedero hasta interacciones mas complejas
en donde las bacterias participan en la degradacion enzimatica de polimeros como la celulosa o la

pectina, lo que favorece en el insecto, un mejor aprovechamiento de estas moléculas (18).

En las abejas de la especie Apis mellifera por ejemplo, se identificaron mediante un enfoque
metagendmico genes bacterianos codificantes para enzimas relacionadas con la degradacidn de
pectina y el transporte de carbohidratos. Los experimentos posteriores mostraron que estas
enzimas son funcionales. La importancia de esta asociacién radica en que en la naturaleza las
abejas consumen el polen de las flores, que es un alimento rico en pectina dificil de degradar, por
lo que se propuso que las bacterias intestinales con capacidad pectinolitica permiten un mejor

aprovechamiento de este nutriente (19).

Las bacterias intestinales también participan en el reciclaje de compuestos nitrogenados de
desecho como es el 4cido urico. Esto se demostrd en la chinche Parastrachia japonensis, donde su
simbionte que es una bacteria parecida a Erwinia residente del ciego gastrico contribuye
enzimaticamente con la degradacion del acido Urico. Para determinar la importancia de esta
interaccion, se alimenté con antibidtico a un grupo de chinches y posteriormente se midieron las
concentraciones de aminodcidos presentes en la hemolinfa. Los resultados mostraron que los
insectos alimentados con antibidtico tenian una menor concentracién en 10 aminoacidos
especialmente en glutamina y prolina en comparacién con insectos no alimentados. Esto sugiere
una interrupcion del ciclo de reciclaje del acido Urico como consecuencia del tratamiento con

antibidtico (20).



Otra cualidad que confieren las bacterias intestinales a sus hospederos es la resistencia a
insecticidas. Esto se observo en la chinche Riptortus pedestris, que es una plaga de leguminosas. En
este insecto, se pueden encontrar bacterias del género Burkholderia, asociadas a las criptas
intestinales. Estas bacterias pueden degradar el insecticida fenitrotion, y conferir resistencia del

hospedero a este insecticida (21).

Relacién de las bacterias con el comportamiento

El comportamiento es una respuesta voluntaria o involuntaria de un organismo en relacién con
su ambiente. El dogma de la etologia sefiala que el comportamiento animal esta determinado por
una compleja interaccion entre la genética y el ambiente. Sin embargo, se ha propuesto que la
microbiota es un tercer factor que puede modular esta respuesta.

En ratones se tiene evidencia de que existe una interaccidon entre la microbiota intestinal y el
sistema nervioso central. En estos animales se ha observado que la ausencia de bacterias se
relaciona con mayores niveles de ansiedad en comparacién con ratones con una microbiota
normal. Adicionalmente se ha visto que la alimentacion de ratones con bacterias, en especial con
Lactobacillus rhamnosus induce una reduccion en comportamientos relacionados con la depresion

y la ansiedad (22).

Otro aspecto en el que se relacionan las bacterias con el comportamiento de sus hospederos es
mediante la produccion de semioquimicos, que son moléculas que actian como mensajeros y son
un medio de comunicacidn entre los animales. En el zorro rojo (Vulpes vulpes) por ejemplo, las
bacterias asociadas con las glandulas odoriferas producen acidos grasos de cadenas cortas que son
volatiles y actian como semioquimicos (23). En las hienas, un estudio revelo que las bacterias
presentes en las glandulas odoriferas asi como el perfil de acidos grasos difiere entre especies de

hienas, asi como entre sexo y estado reproductivo (24).



La importancia de las sefiales quimicas y su papel en la comunicacién radica en que éstas
pueden dar informacién clave sobre las relaciones sociales y de parentesco entre los animales. Lo

que puede influir en el comportamiento del hospedero (23).
Importancia de las bacterias en la seleccién sexual

Se han realizado pocos estudios sobre la importancia de las bacterias en la seleccién sexual,
pero existe evidencia de que estos microorganismos estdn involucrados en la produccién o
modificacion de algunos caracteres sexuales secundarios de sus hospederos (23). La seleccién
sexual se refiere a las ventajas que tienen ciertos individuos sobre otros en relacién exclusiva con
la reproduccién e implica una lucha Unicamente por la posesién de individuos del sexo opuesto. La
seleccion sexual tiene dos variantes que son la competencia directa entre machos por el acceso a

las hembras y la eleccidon femenina (25).

El efecto de las bacterias sobre la eleccion femenina se ha reportado en aves. En estos animales
se han identificado bacterias keratinoliticas asociadas al plumaje que pueden degradar plumas. En
los pinzones macho (Carpodacus mexicanus) se observé que la coloraciéon del plumaje se ve
alterada por la presencia de este tipo de bacterias, ya que en los pinzones con un plumaje opaco se
encontrd un mayor nimero de estas bacterias comparado con machos de plumajes brillantes. Sin
embargo este hecho parece depender de la especie de ave sobre la que se encuentren las
bacterias ya que en otro estudio se determind que la presencia de bacterias degradadoras de

plumas se relaciona con una mayor coloracién (23).

A pesar de que no se entienden completamente los resultados anteriores, ellos representan un
ejemplo de que en aves la presencia de cierto tipo bacterias puede comprometer el éxito
reproductivo de los machos, ya que generalmente los que presentan plumajes brillantes son los

elegidos por las hembras para copular (23).
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En la mosca D. melanogaster se observd que la preferencia de la cépula depende de la
presencia de Lactobacillus plantarum ya que las moscas con una proporcion igual de esta bacteria
prefieren copular entre ellas comparado con las moscas que tienen una proporcion menor. Lo
interesante de este trabajo es que la variacién de L. plantarum se originé como consecuencia de un
cambio en la dieta de las moscas y se presentd desde la primera generacion.

Estudios posteriores demostraron que hay una diferencia en la proporcion de hidrocarburos
cuticulares entre los dos grupos de moscas y se ha visto que estos compuestos participan en la

atraccion de pareja (26).
Importancia de las bacterias en la adecuacion

El término adecuacion, “fitness” (en inglés), aptitud o eficiencia biolégica es un concepto de la
teoria evolutiva y se refiere estrictamente a la proporcién relativa de descendientes con los que
contribuye un individuo a la siguiente generacidon. Aunque algunos otros paradmetros como son la
supervivencia de los individuos a la edad reproductiva o el nimero de copulas obtenidas también

son utilizados para medir la adecuacion (25).

Sobre la contribucién de las bacterias en la adecuacion de sus hospederos se tienen pocos
reportes, uno de ellos proviene de la mosquita blanca. En este insecto la presencia de una
Rickettsia sp. indujo una mayor supervivencia de los padres y una mayor descendencia (27). En
otro trabajo realizado en el afido del chicharo Acyrthosiphon pisum, se observé que los insectos
gue se asocian con la bacteria Rickettsiella sp, presentan una coloracién verde a diferencia de la
coloracién normal que es roja. Resultados preliminares mostraron que el cambio de coloracion se
debe a una mayor produccién de determinados pigmentos, pero que también depende del

genotipo del insecto.

La importancia ecoldgica del cambio de coloracién se relaciona con un menor riesgo de
depredacion ya que se ha visto que los afidos rojos sobre vegetacion verde tienden a ser mas
depredados. Al ser Unicamente los sobrevivientes los que pueden dejar descendencia, la presencia

de Rickettsiella sp. estaria contribuyendo en la adecuacién de su hospedero (28).
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ANTECEDENTES

Mosca mexicana de la fruta

El modelo de estudio en este proyecto es la mosca Anastrepha ludens cominmente conocida
como mosca mexicana de la fruta. Este insecto pertenece a la familia Tephritidae y es considerado
una plaga agricola debido a los dafios que ocasiona a las frutas.

Los adultos de A. ludens morfolégicamente son de color café-amarillo, presentan una franja
delgada clara en el térax que se va ensanchando hacia la parte posterior y dos franjas mas a los
lados, las alas presentan bandas de color café amarillento palido y las hembras tienen un aparato

ovipositor (29).

Ciclo de vida

En A. ludens, las hembras ponen grupos de cinco o seis huevos mediante su aparato ovipositor
dentro de una fruta hospedera que puede ser naranja, toronja, mandarina, mango, zapote,
guayaba entre otras (Figura 2). Tres dias después, las larvas emergen del huevo y se alimentan de
la pulpa de la fruta hasta haber completado su desarrollo que coincide con la caida del fruto al
suelo. En este sustrato las larvas se entierran unos centimetros para continuar con el estadio de
pupa de donde finalmente emerge el adulto, que puede vivir de 15 dias hasta 11 meses,

dependiendo de las condiciones ambientales y nutricionales a las que se enfrente.

Figura 2. Hembra de A. ludens (izquierda), se sefala el aparato ovipositor. Macho de A. ludens (derecha), se
aprecian las bandas amarillo claro sobre el torax (44).
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En las diferentes etapas de su ciclo de vida las moscas se enfrenta contra depredadores, siendo
para las larvas las hormigas y las avispas parasitoides, mientras que para los adultos son las aves y

las aranas (29,30).

Comportamiento sexual de A. ludens

El comportamiento sexual de A. ludens es de tipo “lek” que consiste en la agrupacidn de varios
machos en un lugar especifico. En esta drea, cada uno de los machos segun su capacidad defiende
un pequefio territorio de sus competidores, ademas de que se exhibe a las hembras que son
finalmente las que deciden con qué macho copular (25).En los animales que tienen este sistema de
apareamiento el macho no aporta ningun tipo de cuidado parental, por lo que el Unico recurso que

obtienen las hembras son los gametos.

Dentro de un “lek” hay una jerarquia que se ha determinado a partir de las observaciones
realizadas en otras especies de insectos y vertebrados. En ella los machos mas aptos se sitdan en la
parte central, mientras que el resto se va alejando a los extremos que es donde se encuentran los

machos menos exitosos (25).

En algunas especies de moscas de la fruta se ha observado que la capacidad de los machos por
obtener cépulas se ve afectada ademas del lugar que ocupan dentro del “lek” por algunos
caracteres morfométricos (31). En A. fraterculus, la longitud del ojo resulté tener relacidn con el
éxito de los machos en comparacién con otros caracteres como longitud del térax, de la tibia y del
fémur.En la mosca del Mediterrdneo C. capitata la longitud del ojo también es un cardcter que

influye en la eleccidon femenina asi como el ancho de la cabeza, la longitud del térax y del ala (32).
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Relaciones simbio6ticas en Tefritidos

El primer reporte publicado de la asociacion de una bacteria con un tefritido fue en 1909
cuando Petri, mediante observaciones microscdpicas describié la presencia de Pseudomona
savastanoi en la mosca del olivo Dacus oleae. A partir de entonces diferentes especies de bacterias
asociadas a moscas fueron reportadas esporddicamente. En esta época, los estudios
microbioldgicos se basaban en identificacidon taxondmica fenotipica, por lo que algunas bacterias
no fueron identificadas correctamente. Tal fue el caso de P. savastanoi que posteriormente se
identific6 como Erwinia dacicola. En otras investigaciones se reporté la presencia de Enterobacter
spp. y Klebsiella spp. en sitios de ovoposicidon y en moscas de diferentes especies y localidades, por
lo que se propuso que ellas podrian tener un papel importante durante el ciclo de vida de sus

hospederos (33).
Papel de las bacterias asociadas a moscas de la fruta

A principios de 1970, junto con las primeras identificaciones de las bacterias asociadas a los
tefritidos también se propusieron posibles funciones que pudieran desempefiar estos
microorganismos en sus hospederos. Inicialmente se pensé que las bacterias Unicamente
contribuian como fuentes adicionales de nutrientes en especial de nitrégeno, ya que sus
biomoléculas podrian ser reutilizadas al ser digeridas en el intestino (33). Posteriormente, en la
mosca del Mediterraneo C. capitata que también pertenece a la familia Tephritidae se
identificaron bacterias con la capacidad de fijar nitrégeno in vivo, lo que Unicamente se habia

reportado en termitas (34) y también se aislaron bacterias con capacidad pectinolitica (35).

En C. capitata se ha investigado la importancia de las bacterias en el comportamiento sexual de
su hospedero. En un experimento, se administré antibidtico a los machos y posteriormente se
evalud su capacidad para obtener cdpulas. Los resultados obtenidos mostraron que los machos

alimentados con antibidtico tardaban mds iniciar la copula (36).

Actualmente, la investigacidn sobre la influencia de las bacterias en la seleccion sexual y en
otros aspectos del comportamiento representa una nueva area de estudio dentro de la ecologia

microbiana que puede ofrecer resultados interesantes.
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Transmision de las bacterias asociadas a moscas de la fruta

El mecanismo general para explicar la transmision de las bacterias en las moscas de la fruta se
basa en las observaciones realizadas por el entomdlogo Edward A. Steinhaus en 1949 en la mosca
Bactrocera oleae (Figura 3). En este insecto, los huevos se cubren superficialmente por bacterias
cuando pasan a través del ovipositor de la hembra (el-a). Posteriormente estos microorganismos
entran al huevo a través de un orificio denominado micrépilo e “infectan” el embrién (b,b1).
Conforme ocurre el desarrollo de la larva y durante su alimentacién dentro de la fruta hospedera,
las bacterias se localizan en los ciegos intestinales (c). Finalmente cuando el adulto emerge de la
pupa las bacterias se localizan dentro del bulbo faringeo (d) que es una estructura localizada en la

cabeza, a partir de aqui las bacterias migran al resto del intestino (37).

Figura 3. Mecanismo de transmisién de las bacterias asociadas a la mosca del olivo B. oleae. En la parte
derecha se observan la imagen de una mosca ovipositando dentro de una fruta hospedera y de la
localizacién del bulbo esofdgico, que alberga bacterias en los adultos. En la parte izquierda esta
representado el ciclo de transmision de las bacterias en B. oleae (37,38).
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Bacterias asociadas con A. ludens

En la mosca mexicana de la fruta mediante el uso de metodologias dependientes e

independientes de cultivo e identificacion de bacterias con técnicas bioquimicas y moleculares, se

ha reportado la presencia de diferentes bacterias (39-41). Estos resultados se resumen a

continuacion.

Tabla 1. Bacterias identificadas en diferentes érganos de A. ludens

Origen Bacteria Identificacion Referencia
Klebsiella oxytoca
Intestino + Citrobacter freundii Bioquimica Martinez et al.,
buche Proteus vulgaris 1994.
Enterobacter sp.
Buche Pseudomonas sp. Bioquimica Martinez et al.,
P. aeruginosa 1994.
Intestino K. pneumoniae Bioquimica Martinez et al.,
1994.
Fruta C. freundii Bioquimica Martinez et al.,
1994.
E. cloacae
Providencia spp.
E. sakazakii
Intestino K. pneumoniae
P. aeruginosa
C. koseri
Bacillus cereus Bioquimica Kuzina
Aeromonas hydrophila et al., 2001.
Enterococcus fecalis
Staphylococcus aureus
S. carnosus
S. xylosus
Ovario Klebsiella sp. Molecular Martinez et al.,

Kluyvera ascorbata

2012.
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Funcion de las bacterias asociadas con A. ludens

Hasta la fecha no se tiene algin reporte sobre las posibles funciones que pudieran tener las
bacterias asociadas a la mosca mexicana de la fruta, sin embargo algunos experimentos realizados
en los 90°s mostraron que los sobrenadantes provenientes del cultivo de bacterias aisladas de A.
ludens tienen un efecto de atraccion hacia las moscas. Algunas bacterias cuyos sobrenadantes
fueron atractivos son K. pneumonie, C. freundii, Pseudomonas sp. y Acinetobacter calcoaceticus
(41). Posteriormente algunos de estos compuestos atractivos se identificaron como trimetilamina,

2-metilbutanamida, ciclohexilamina y amonio entre otros (42).
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HIPOTESIS

Las bacterias asociadas a la mosca mexicana de la fruta, A. ludens contribuyen a un mejor

aprovechamiento de los nutrientes y tienen un efecto positivo en la eleccion femenina.

OBJETIVO GENERAL

Identificar las bacterias asociadas a los diferentes estadios de A. ludens y determinar su

contribucidén en el aprovechamiento de los nutrientes y la eleccidon femenina.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Aislar e identificar las bacterias asociadas a huevo, larva pupa y adulto de A ./ludens por un

enfoque dependiente de cultivo.

2. Determinar la capacidad uricolitica, pectinolitica y de fijacién de nitrégeno de los diferentes

aislados bacterianos.

3. Evaluar la preferencia sexual de la hembra hacia machos alimentados con antibiético.

18



MATERIALES Y METODOS

La identificacidon de las bacterias asociadas con la mosca mexicana de la fruta (A. ludens) asi
como la caracterizaciéon de ellas se llevd a cabo en el laboratorio del Programa de Ecologia
Gendmica del Centro de Ciencias Gendmicas de la UNAM siguiendo principalmente una

metodologia dependiente de cultivo.

Insectos

Las moscas utilizadas en esta investigacion fueron proporcionadas como pupas en julio del 2012
por la Dra. Silvia Cristina Zepeda Cisneros investigadora de Moscafrut (Tapachula, Chiapas). A partir
de ellas se establecié una colonia en el laboratorio que se mantuvo en cajas de madera de 20 x 20 x
20 cm?, en condiciones de luz-oscuridad de 13 y 11 horas respectivamente, temperatura 26-27°Cy
humedad relativa del 60%.

Las moscas silvestres fueron obtenidas mediante una colecta de mangos y naranjas infestadas
en los municipios de Tlaltizapan (18° 40' 39.2" N 99° 06' 55." W) y Tetela del Volcan (18° 52' 04" N
98° 44' 58.4" W), ambos municipios pertenecientes al estado de Morelos.

Los frutos infestados con larvas se llevaron al laboratorio y se colocaron sobre vermiculita. Dias
después se buscaron las pupas y se esperé a que emergieran los adultos, que posteriormente se
colocaron en cajas de madera de 20 x 20 x 20 cm’.

El andlisis de las moscas silvestres se realizé entre el primer y segundo dia de emergencia. Debido a
gue estas moscas presentan un comportamiento de ovoposicion diferente al de las moscas de

Tapachula, no se pudo establecer una colonia a partir de ellas.
Alimentacion

El alimento para las larvas y moscas adultas lo proporciond la planta MOSCAFRUT. La dieta de
larvas esta compuesta de harina de olote 20%, azucar 9%, levadura 7%, harina de maiz 5.3%, acido
citrico 0.44%, benzoato de sodio 0.4%, p-hidroxibenzoato de metilo 0.2%, goma guar 0.1% y agua
57.56%. Mientas que la de los adultos es una mezcla de sacarosa y proteina en una relacién 3:1.

La bebida consistid en agua de garrafén estéril que se colocd en un recipiente de vidrio de 35 ml al
gue en la parte superior se le insertd una tira de papel filtro, esto para facilitarles a las moscas la
ingesta de agua. Tanto el agua como el alimento se proporcionaron ad libitum y se cambiaron

regularmente (tres a cuatro veces por semana) para evitar la proliferacion de bacterias.
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Desinfeccion del huevo, la larva, la pupa y los adultos

La desinfeccion de los diferentes estadios de las mosca se realizd mediante tres lavados de
aproximadamente un minuto con 1 ml de etanol al 70%, y un lavado final con 1 ml de solucién de

cloruro de sodio al 0.85% estéril.
Obtencidn de huevo silvestre

Para promover la ovoposicion de las hembras silvestres se elaboraron mangos y naranjas
artificiales a base de cera. Los frutos artificiales se colocaron dentro de las jaulas que contenian las
moscas silvestres y se revisaron tres veces al dia en busca de huevo. Cuando se observd la
presencia de huevecillos, ellos se tomaron con ayuda de un pincel y se colocaron sobre un papel

filtro humedo.
Diseccion de moscas

Los intestinos y otros 6rganos de interés se disecaron en solucién salina con ayuda de un
microscopio estereoscépico y pinzas de diseccidn, todo ello bajo una campana de flujo laminar

para evitar contaminaciones.
Obtencion de bacterias y medios de cultivo

Los estadios de huevo, larva 1, larva 3, pupa y adulto previamente desinfectados fueron
macerados con ayuda de un pistilo y sembrados en 50 ml de medio liquido de interés.
Como control se sembraron 100 pl de solucién salina proveniente del Ultimo paso de desinfeccidn.
Los medios utilizados para el cultivo de las bacterias fueron PYG (peptona 5 g/l, extracto de
levadura 3 g/I, glucosa 10 g/l), medio caldo nutritivo Difco™ (extracto de carne y peptona), extracto
de malta y agar dextrosa y papa. Estos medios de cultivo han sido utilizados en otros trabajos para
el aislamiento de microorganismos de moscas de la fruta.
Ademads de sembrar directamente en medios liquidos también se inocularon medios sdlidos, y en
dos ocasiones se mantuvieron condiciones de anaerobiosis y micro anaerobiosis para el

aislamiento de bacterias usando el sistema de bolsas BD GasPak™ EZ
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Aislamiento de colonias

Se realizaron diluciones seriadas partiendo de los medios liquidos, para ello se colocaron vy
extendieron con ayuda de perlas de vidrio 100 ul de cada dilucién sobre medio sélido. Las cajas
sembradas se incubaron a 28°C por cuatro a cinco dias. A las colonias resultantes se les asigné un

nombre de acuerdo a su origen, se preservaron en glicerol al 30% y guardaron a -70°C
Tincion de Gram

Antes de realizar la extraccién de ADN de las bacterias y con la finalidad de confirmar que se
partia de un aislado puro, se realizaron tinciones de Gram. Para llevar a cabo la tincién, se colocd
una muestra de cultivo en un porta objetos y se fijé con calor. Posteriormente el porta objeto se
cubrié con cristal violeta durante un minuto y se enjuagd con agua. En seguida se agregé lugol por
un minuto y se enjuagd. Después se realizd un lavado con alcohol-acetona y finalmente se agregé
safranina por un minuto y se lavé con agua. Las tinciones fueron observadas con un objetivo de

100 X en un microscopio 6ptico Leika DFC295.
Determinacion de las capacidades uricolitica y pectinolitica de los aislados

La capacidad uricolitica de las bacterias se determind al observar si producian un halo de
degradacion al ser sembradas en un medio compuesto de peptona 0.5%, extracto de levadura
0.3%, acido urico 0.7% y agar 2%.

Para determinar la actividad pectinolitica, las bacterias se sembraron en un medio compuesto de
pectina (8 g/l), NH4Cl (0.625 g/lI), KH,PO,4 (0.375 g/l), extracto de levadura (1 g/l), Na,COs (0.375
g/l), NaCl ( 0.250 g/lI), MgS0, (0.275 g/lI) y agar 2%. El pH se ajustd a 7 con hidréxido de sodio.

Para revelar la actividad enzimdtica se agregaron 2 ml de lugol sobre el cultivo. Las bacterias con
capacidad pectinolitica se distinguen por la produccién de un halo color claro respecto a un fondo

obscuro.
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Ensayo de reduccidn de acetileno

El ensayo de reduccion de acetileno nos permite evaluar la fijacion de nitrégeno, ya que la
enzima nitrogenasa que es la responsable de reducir el triple enlace del nitrégeno molecular (N,),
también es capaz de reducir el triple enlace del acetileno para producir etileno y este ultimo puede
ser detectado mediante un cromatégrafo de gases.

Para realizar este ensayo, se prepard un medio compuesto de Na,HPO,4.12H,0 (2.2 g/I), NaH,P0,
(0.425 g/l), MgS04.7H,0 (0.4375 g/1), sacarosa 20% (5 ml/l), trazas de Fahraeus (1 ml/l), que estd
compuesto de H3BO3 (2.8 g/l), MnS04.4H,0 (2.03 g/l), ZnS0O4.7H,0 (220 mg/I), CuSO,4.5H,0 (80
mg/l), H,MoO,4 H,0 (80 mg/l), finalmente se adiciono agar (2.2 g/lI) y 5 ml de este medio se
colocaron en viales de 10 ml y se esterilizaron.

Las bacterias de interés se inocularon en los viales con medio estéril, se sellaron con un tapoén de
hule y se dejaron crecer por al menos 12 horas. Posteriormente se retird 1 ml de aire de cada uno
de los viales con una jeringa de insulina y se reemplazé por 1 ml de etileno. Este gas fue producido
al disolver carburo de calcio en agua. Pasadas 12 horas de la inoculacion de etileno, las muestras se
analizaron en un cromatdégrafo de gases (Varian 3300) inyectado 400 ul de gas proveniente de cada
vial.

Extraccion de ADN

La mayoria de las extracciones se realizaron con el kit “DNA Isolation kit for Cells and Tissues” de
Roche. Sin embargo para todas las levaduras y algunas bacterias Gram positivas, la extraccién se
hizo con la técnica modificada de Hoffman de fenol caliente (43). EIl ADN bacteriano obtenido se

separd en un gel de agarosa al 1% a 90 Volts por 40 minutos y se tifid con bromuro de etidio.
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Huella molecular de los aislados bacterianos

Para diferenciar entre los diferentes aislados obtenidos de la mosca mexicana de la fruta y con
la intencion de no trabajar con aislados iguales, se amplificaron las secuencias polimdrficas
utilizando los oligonucleétidos BOX.

Esta técnica consiste en utilizar iniciadores que se unen a secuencias repetidas de ADN presentes
en la mayoria de los genomas bacterianos. La amplificacién de estas regiones nos proporciona un
patrén de bandas (huella molecular) caracteristico para cada bacteria, lo que nos permite
diferenciar los aislados.

El iniciador utilizado para esta PCR fue el BOX-AIR (CTACGGCAAGGCGACGCTGACG). Las condiciones
de esta PCR se muestran en la Tabla 2. Los amplicones resultantes fueron separados en un gel de

agarosa al 1.5% durante 2.5 horas a 60 Volts. El gel fue tefiido con bromuro de etidio.

Tabla 2. Condiciones del BOX-PCR

Reactivos Volumen Condiciones Temperatura Tiempo Ciclos
Agua 5.97ul Desnaturalizacion inicial 95°C 3 minutos 1
Desnaturalizacion 93°C 45 segundos | 30
DNA 1 . . B :

Alineamiento 50 °C 1 minuto 30

Amortiguador 10x 1.5 pl Extension 65°C 1 minuto 30

Primer box-air (10 pM) 0.66 pl Extension final 65°C 16 minutos 1
DNTPs ( 10 mM) 1.88 pl
MgCl, ( 50 mM) 2.25 ul
DMSO 1.5 ul
Taq Polimerasa (5 U/pul) 0.24 pl
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Amplificacion del gen 16S rARN

Para amplificar este gen se utilizaron dos diferentes pares de iniciadores universales para

eubacterias. El primer par fue el F8 (GCGGATCCGCGGCCGCTGCAGAGTTTGATCCTGGCTCAG) y R1492

(GGCTCGAGCGGCCGCCCGGGTTACCTTGTTACGACTT). El segundo fue el FD1 (AGA GTT TGA TCC TGG CTC

AG) Yy RD1 (AAG GAG GTG ATC CAG CC). De los dos pares de iniciadores utilizados, con el Gltimo se

obtuvieron mejores resultados. Los amplicones obtenidos de ambas reacciones fueron de

aproximadamente 1.5 Kb, estos se visualizaron en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de

etidio y se purificaron con el kit “High Pure PCR Product Purification” de Qiagen. Finalmente las

muestras se enviaron a la empresa MACROGEN (Seul, Corea) para su secuenciacion.

Las condiciones de la PCR se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones para la amplificacion del gen 16S rARN

Reactivos Volumen

Agua 15.3 pl
Amortiguador 10x 2.5 ul
Primer F (10 pM) 1 ul
Primer R (10pM) 1 pl
DNTPs ( 10 mM) 1 ul
MgCl, ( 50 mM) 1 ul
DNA 3 ul

Taq Polimerasa (5 U/pul) 0.2 ul

Condiciones Temperatura | Tiempo | Ciclos
(min)
Desnaturalizacidn inicial 94°C 5 1
Desnaturalizacion 94°C 1 35
Alineamiento 57°C 1 35
Extensidn 72°C 2 35
Extension final 72°C 7 1
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Identificacion de las moscas silvestres

La identidad de las moscas silvestres colectadas en los municipios de Tlaltizapan y Tetela del
Volcan se determiné mediante el uso de una guia taxondmica para la identificacién de moscas de
la fruta publicada por el Servicio de Sanidad Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (44). Sin embargo
para estar completamente seguros de esta identificacion, también se amplificd una regiéon del gen
que codifica para la proteina citocromo oxidasa (COIl), con los oligonucleétidos F
(TGATTTTTCGGACACCCAGAAGT) y R (GTTGGGTATCGTCGAGGTATTCC).

Los reactivos utilizados para esta PCR son los mencionados en la Tabla 3 y el programa de reaccidn
utilizado es el que se muestra en la Tabla 4. El amplicdn resultante fue de aproximadamente 600
pb y fue visualizado en un gel agarosa al 1% teiiido con bromuro de etidio. Las condiciones de

electroforesis fueron 90 Volts por 40 minutos

Tabla 4. Condiciones para la amplificaciéon de una region que codifica para la proteina citocromo
oxidasa (COl)

Condiciones Temperatura | Tiempo (min) | Ciclos
Desnaturalizacidn inicial | 94°C 5 1
Desnaturalizacion 94°C 1 35
Alineamiento 45 °C 1 35
Extensidn 72°C 1.5 35
Extensidn final 72°C 7 1
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Analisis de las secuencias

Se utilizaron los programas Bioedit (45) y Seaview (46) para la visualizacién y correccion de las
secuencias, mientras que el alineamiento se llevé acabo en el programa Clustal X 2.1 (47). Para la
obtencién del mejor modelo de sustitucidon nucleotidica se utilizé el programa Jmodel test (48).
Los andlisis de maxima verosimilitud se realizaron utilizando el software PhyML (49).

Para la determinacién de las unidades taxonédmicas operativas y el porcentaje de similitud entre las
secuencias obtenidas respecto a las de referencias depositadas en la base de datos NCBI, se
utilizaron las herramientas que incluye el programa Mothur (50). El punto de corte en la

determinacion de los OTU’s fue de 98%.
Analisis filogenético.

Una filogenia representa la historia evolutiva de un grupo de organismos y generalmente se
representa en forma de un darbol filogenético. Para iniciar una reconstruccién filogenética se
necesita de caracteres, estos puede ser morfolégicos o moleculares (nucledtidos o aminoacidos)
posteriormente, estos datos deben ser analizados. Para ello se han desarrollado diferentes
métodos. De manera general, estos métodos varian en el tiempo de cémputo requerido asi como

el rigor del analisis.

La verosimilitud es un método de andlisis y se basa en la probabilidad de que los datos se ajusten a
una topologia en base a un modelo de sustitucidn. Estos modelos miden dos parametros que son la
frecuencia de cada nucledtido y el tipo de sustituciones (transiciones y transversiones). En base a
combinaciones de estos parametros se han descrito 203 modelos de sustitucion. El modelo GTR
(General Time-Reversible) es uno de ellos, este asume seis tipos de sustituciones y diferente

frecuencia de bases (51)
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Antibiogramas

Los antibidticos evaluados fueron kanamicina, estreptomicina, carbenicilina, tetraciclina
rifampicina y piperaciclina a concentraciones de 50, 75, 100 y 150 pg/ml cada uno. Estos
antibioticos se probaron de manera independiente y en combinaciones.

El efecto de los antibidticos se evalud sobre algunos aislados provenientes de machos de A. ludens.
Para ello se sembré un tapete de bacterias sobre medio sélido y posteriormente se colocaron
circulos de papel filtro empapados con cada uno de los antibiéticos a evaluar; pasadas 24 horas se
observé el halo de inhibicidn producido por cada antibidtico.

Los antibidticos que produjeron un mayor halo de inhibicion fueron seleccionados para las pruebas

posteriores.
Ensayos de inhibicidn bacteriana

Con ayuda de un hisopo estéril se extendié un volumen de bacterias proveniente de un cultivo
liquido sobre un medio sdlido, con el objetivo de formar un tapete bacteriano. Posteriormente
sobre este tapete se inocularon las bacterias que se sospechaba pudieran inhibir el crecimiento de
la especie formadora del tapete. Las cajas de cultivo se incubaron a 28°C por 24-48 horas. Pasado
este tiempo se observo si alguna de las bacterias evaluadas inhibia el crecimiento del tapete

bacteriano.
Determinacion de acido urico en los insectos

Se realizd6 mediante el kit de Invitrogen “Amplex Red”. Este ensayo permite la deteccién de
acido urico mediante una reaccién en la que interviene la enzima uricasa, ella convierte el acido
Urico en alantoina, didéxido de carbono y perdxido de hidrogeno, este ultimo reacciona con una
peroxidasa de rdbano y un reactivo del kit, lo que genera un compuesto fluorescente (resurfirina)

gue puede ser cuantificado mediante un espectrofotémetro.
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Alimentacion de los machos con antibidtico

A partir del primer dia de emergencia las moscas adultas fueron separadas por sexo y colocadas
en cajas independientes. En total se manejaron tres grupos: 1) hembras, 2) machos control y 3)
machos alimentados con antibidtico. A este Ultimo grupo se le administraron los antibidticos, estos
fueron adicionados al agua y se reemplazaron cada 24 horas para prevenir la contaminacién por
microorganismos. El tratamiento con antibidticos tuvo una duracién de 12-14 dias. A los machos

control no se les administro antibidtico
Eficacia del tratamiento con antibidtico

La eficacia de la alimentacidon con antibidtico se evalué contando el nimero de unidades
formadoras de colonia (UFC) presentes en los machos alimentados o no con antibiético. El conteo
se llevd a cabo a los 12 dias post tratamiento y para ello se tomaron 24 machos de cada condicién
y se homogenizaron grupos de cuatro en solucién salina de manera mecdnica con ayuda de un
pistilo. A partir del homogenizado se hicieron diluciones seriadas que se sembraron en caldo
nutritivo sélido. Las cajas se incubaron a 28°C y después de 24-48 horas se conté el nimero de UFC

presentes en ambos grupos.
Pruebas de eleccion femenina

Para evaluar si la alimentaciéon de los machos con antibiético tiene un efecto en la eleccién
femenina se realizé el siguiente experimento: en una caja de plexiglds de 30 x 30 x 30 cm, se
introdujeron seis machos alimentados con antibidtico, seis machos control y seis hembras
virgenes, todos ellos de entre 12 a 14 dias de edad (Figura 4).

Para diferenciar a los machos se colocé una mancha de pintura Vinci (amarilla o azul) en el térax de
los insectos. El color de esta mancha fue intercambiado entre los dos tratamientos para evitar un
efecto de preferencia debido al color. Adicionalmente en cada caja se colocaron hojas frescas de
mango para simular un ambiente externo ademas de promover el apareamiento.

Los primeros insectos en ser liberados dentro de la caja fueron los machos y 30 minutos después
las hembras, esto para permitir que ellos establecieran sus territorios.

Cuando la totalidad de los insectos se introdujeron dentro de la caja, se empezd a reportar cudl de

los machos era elegido por la hembra para copular.
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antibidtico
H,O0
Macho control
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Machos

H,0 H,0 H,0 H,0 H,0 H,0

Figura 4. Disefio experimental para evaluar la preferencia de las hembras de A. ludens hacia
machos alimentados o no con antibidtico. En cada caja se introdujeron seis hembras (H), seis
machos alimentados con antibiético (AB) y seis machos control (H,0).

Hibridacion Fluorescente in situ (FISH)

Esta técnica se utilizdé para localizar las bacterias en los tejidos de la mosca. La técnica de FISH
consiste basicamente en la hibridacién de una sonda de ADN marcada con un fluoréforo y una
secuencia blanco de acido nucleico.

La sonda utilizada fue la EUB338 (GCTGCCTCCCGTAGGAGT) que estd marcada con el fluoréforo CY3,
su secuencia hibrida con una regién complementaria del gen 16S rARN. Esta técnica fue realizada
de acuerdo a como la describe Koga et al. (52).

Los tejidos utilizados para FISH, primeramente fueron deshidratados mediante pasos seriados en
etanol de 30-100%. La fijacion se hizo con Carnoy (60% etanol, 30% cloroformo y 10% acido
acético) durante 24 horas, posteriormente se lavd con etanol al 100%.

Para reducir la autoflorescencia los tejidos se dejaron en peréxido de hidrogeno (6% en etanol) por

dos semanas.
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Inclusidn en parafina y cortes

Los tejidos previamente fijados se embebieron en parafina. Para esto primeramente se
introdujeron en xileno seguido de xileno-parafina y finalmente solo en parafina. Los cortes de los
tejidos (de 10 um), se realizaron con ayuda de un micrétomo y se montaron sobre cubreobjetos
recubiertos con poli L-lisina. La desparafinacién de los cortes se realizd mediante lavados con

xileno-etanol.
Hibridacion y observacion en microscopio

Los cortes obtenidos se hibridizaron con la sonda EUB338 (concentracion final de 100 nM) en
amortiguador de hibridacién (20 mM Tris-HCI [pH 8.0], 0.9M NacCl, 0.01% SDS y 30% formamida).
Los cortes se dejaron hibridar toda la noche en una cdmara himeda para evitar la desecacién. Al
dia siguiente se realizaron lavados con PBS y se agregd DAPI (2 pug/ml). Las muestras se observaron
en un microscopio confocal Olympus FV 1000 con un objetivo de 40X, utilizando una N/A de 0.75.
Las imagenes fueron adquiridas en tres diferentes canales, utilizaron tres canales, en el primero los
valores de excitacion y emisién fueron 405 y 425 + 5nm respectivamente, en el segundo canal de
459 y 570+ 55nm y en el tercero de 635 y 655-755 nm. El tamafio de las imagenes obtenidas fue de

800 X 800 pixeles, ellas se analizaron con el software ImageJ 1.4 (53).
Analisis estadistico

La totalidad de las pruebas estadisticas se realizd utilizando el programa GraphPad Prism

Version 5.01 para Windows (GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Seccidn I: Identificacion de bacterias asociadas con A. ludens

En la primera seccién de este trabajo se presentaran los resultados correspondientes a la
identificacion de las bacterias asociadas a los estadios de huevo, larva, pupa y adulto de la mosca
mexicana de la fruta. Esto se realizé6 mediante un enfoque dependiente de cultivo e identificacidon
molecular.

Inicialmente solo se pretendia trabajar con la poblacidn de moscas proveniente de la planta
Moscafrut (Tapachula), sin embargo, debido a que estos insectos han permanecido durante
muchos afios en cautiverio y por lo tanto ya no estan expuestos a las condiciones naturales del
medio, se decidié incluir individuos silvestres, esto nos permitié hacer una comparaciéon entre
ambos grupos. Las moscas silvestres se colectaron en Tlaltizapdn y Tetela del Volcan y de aqui en

adelante se hara referencia a ellas de acuerdo a su lugar de origen.

Identificacion de las moscas silvestres

En el estado de Morelos se ha reportado la presencia de al menos cuatro especies de moscas de
la fruta (44), por ello, antes de iniciar con el aislamiento de las bacterias se determind la especie de
las moscas silvestres. Esto se llevd a cabo con el uso de una clave taxondmica para la identificacidon
de moscas de la fruta. Los caracteres morfolégicos que se tomaron en cuenta para la identificaciéon
de las moscas fueron las bandas presentes en las alas asi como la coloracion. Para A. ludens, y a
diferencia de otras especies como A. striata que también se encuentra en el estado de Morelos, las
bandas del ala no se unen completamente. Por otra parte, la coloracién café amarillenta y una

mancha presentes en el térax también fueron informativos(Figura 5).
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Figura 5. A) Ala de A. ludens, las bandas (1 y 2) no se unen completamente, mientras que en el ala de A.
striata si se unen (B). A. ludens tiene una mancha presente en el torax (C). A. striata presenta franjas negras
(D). Imagenes tomadas de la guia de campo para la identificacion de moscas de la fruta de la SAGARPA (44).

Para confirmar la identificacion morfoldogica también se amplificé una regién del gen que
codifica para la proteina citocromo oxidasa | (COI). En base a las secuencias obtenidas se construyé
un arbol filogenético (Figura 6), que nos indica que las moscas colectadas en Tlaltizapan y Tetela
del Volcédn, estan filogenéticamente relacionadas con A. ludens. Sabiendo esto se empezd con la

identificacidn de las bacterias asociadas a esta especie de mosca de la fruta.

Macho de Tapachula
Anastrepha ludens AY945009

100 Larva colectada en Tlaltizapan

Anastrepha ludens AY945005

Macho colectado en Tetela
100 |Anastrepha sororcula AF420623
Anastrepha obliqua AF420621

Anastrepha fraterculus AF420630

93 Anastrepha suspensa AY944948

A
0.005

Figura 6. Arbol de méaxima verosimilitud de las secuencias parciales del gen que codifica para la proteina
citocromo oxidasa I. La longitud de las secuencias es de 518 pb y el modelo de sustitucién utilizado es GTR
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Bacterias presentes en A. ludens

Se aislaron e identificaron bacterias de tres poblaciones de moscas, asi como de sus diferentes
estadios. De la poblacion de Tapachula, se obtuvo un mayor nimero de aislados, sin embargo esto
no significa que estas moscas tienen mds microorganismos asociados, sino que es el resultado del
facil acceso a estas moscas y por lo tanto al analisis de esa poblacién. Esto no fue igual para las
moscas de Tetela y Tlaltizapan, ya que al ser silvestres sélo se encuentran en ciertas temporadas

del afio (Tabla 5).

Tabla 5. Numero de aislados bacterianos de acuerdo a su origen y localidad obtenidos de moscas de
laboratorio y silvestres.

Poblacién

Estadio Tapachula Tlaltizapan Tétela del Volcan
Huevo 10 6 N.C

Larva 1 11 3 NC

Larva 3 10 6 13

Pupa 19 6 N.C
Hembra (Adulto) 19 11 10
Macho (Adulto) 44 7 9

Total 113 39 32

Con la finalidad de no secuenciar el 16S rARN de todos los aislados obtenidos, primero se
obtuvo su huella molecular. Al analizar estos patrones asi como algunas secuencias repetidas el
numero total de aislados obtenidos de las tres poblacidn se redujo de 184 a 80, lo que representa
el 43.5% de la totalidad inicial.

En base a las secuencias obtenidas, se realizaron los siguientes arboles filogenéticos representados

por estadio.
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Filogenia de bacterias aisladas de huevo de A. ludens

Chryseobacterium scophthalmum KC178594

Bacillus safensis HOB25386

1000 Firmicutes

| HWT1-2 (Tlaltizapan)

Bacillus pumilus KC113516

987 HA2 (Tapachula)

Acinetobacter fohnsonii DQ257422

HA2-2 (Tapachula)

Acinetobacter junii 1X307680

Acinetobacter guillouioe KC904086
gg4 |Acinetobacter guillouioe 10446439

72| 932 HRP3 (Tapachula)
o0 HA1.1 (Tapachula)

Pseudomonas mosselii  1%144952

Pseudomonas putida KC246039

Pseudomonas guezennei AJBT6736

%8t | HA1 (Tapachula)

Pseudomonas geruginosa JNS96498

Pseudomonas otitidis ABG638739
799
84T Pseudomonas alcaligenes JF911364

SHWT1 (Tlaltizapan) Gamma Proteobacteria
93,:,[Entembacrer hormaechi JX661718
HWT2 (Tlaltizapan)

597 Enterobacter cloocoe HQ179578

HRP2 (Tapachula)

753 ‘LEntembacrer asburige JF772078
Pantoea agglomerans AJ506754

-]

1000
971

RP1 (Tapachula)

740 Fiei}sfeﬂa oxytoca HEBS0B38
Klebsiella oxytoca AJ871855

Enterobacter asburioe 10682630

HRP5 (Tapachula)

Enterobacter hormaechei JFG90889

Pseudomonas geniculota  KF254496

HRP6 (Tapachula)

Pseudomonas hibiscicola KC172017

1000

Stenotrophomonas maltophilia A1293470

0.1
Figura 7. Arbol filogenético de méaxima verosimilitud (-InL 6545.85516) de bacterias asociadas al estadio de

huevo de A.ludens. La barra de escala indica el 10% de divergencia bajo el modelo GTR+I+G. Secuencias de
1320 pb, la secuencia del 16S rARN de Chryseobacterium scophthalmun se utilizé como grupo externo.
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Asociadas al estadio de huevo se identificaron bacterias de la clase Gamma Proteobacteria y
Firmicutes. La primera estuvo representada por las familias Enterobacteriaceae vy
Pseudomonadaceae, mientras que la segunda por Bacillus sp que se aislé de huevecillos de
Tlaltizapan (Figura 7).

La poblacidon de Tetela del Volcdn no estd presente en el arbol filogenético debido a que no se
logré inducir la ovoposicion de las hembras utilizando naranjas artificiales, en cambio esta
metodologia si funciond para las hembras de Tlaltizapan.

La similitud de las secuencias obtenidas, respecto a las presentes en el arbol filogenético se

muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Porcentajes de similitud de la secuencia del gen 16S rARN de los aislados bacterianos provenientes
de huevo de A. ludens, respecto a microorganismos previamente identificados.

Aislado Relacion filogenética % similitud 16S rARN

HWT1-2 Bacillus sp. 100%
HA2 y HA2-2 Acinetobacter sp. 99%
HRP3 Acinetobacter guillouiae 99%
HA1-1,HA1 y HWT1 Pseudomonas sp. 99%
HWT2 y HRP5 Enterobacter sp. 99%

HRP2 Pantea agglomerans o Enterobacter sp. 99.9%, 99%

HRP1 K.oxytoca o E.cloacae 100%, 99%

HRP6 S.maltophilia o P.hibiscola 100%, 99%

Una coincidencia se presenté con los géneros Pseudomonas y Enterobacter, ya que ambos se
aislaron a partir de huevo puesto hembras de Tlaltizapan y Tapachula.
Para A. ludens no hay un reporte con el que podamos comparar nuestros resultados, pero para C.
capitata si existe. En esta mosca, asociadas a huevo se identificaron bacterias de la familia
Enterobacteriaceae como son K. oxytoca, C. freundii, Pectobacterium cypripedii y Pantoea spp.
(35). En nuestro caso, algunas de las bacterias asociadas al huevo de las moscas de Tapachula

también se relacionaron con esta familia.
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El hecho de haber identificado bacterias en el estadio de huevo nos hace pensar que estas
bacterias son transmitidas verticalmente, y que el mecanismo de transmision pudiera ser similar al
de la mosca del olivo (37). En este insecto, cuando los huevos pasan por el ovipositor de la hembra
se impregnan de bacterias, estos microorganismos posteriormente colonizan el embrién y se
mantienen presentes durante el ciclo de vida de la mosca.

Para verificar la presencia y localizacion de las bacterias identificadas en el estadio de huevo, se
puede implementar la técnica de hibridacion fluorescente in situ (FISH), ya que con una sonda

dirigida al gen 16S rARN se podria observar la localizacién de los microorganismos.
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Filogenia de las bacterias asociadas al estadio de larva

Chryseobacterium scophthalmum KC178594
1000 L1A12 (Tapachula)
Stenotrophomonas maltophilia HM755550
Acinetobacter junii KC422701
L1A2 (Tapachula)
L1WT1 (Tlaltizapan)
558 Pseudomonas plecoglossicida DQ095907
L311 (Tapachula)
Pseudomonas monteilii IN656162
Pseudomonas putida JN982334
L1A3 (Tapachula)
5221s35|  993- pseudomonas aeruginosa KC417304
Aeromonas caviae AB626132
1000l E1A13 (Tapachula) Gamma Proteobacteria
Aeromonas hydrophila AB472973
L1A1 (Tapachula)
Aeromonas punctata GQ259885
Ao L1WT2 (Tlaltizapan)
Enterobacter aerogenes AM184247
1000| Enterobacter asburiae EU221358
1op| L1A17 (Tapachula)
4 L315 (Tapachula)
" Enterobacter hormaechei KF054945
g ‘[_ec/ercia adecarboxylata KC934775

544

s31[| Pantoea rodasii 1X113243
Enterobacter ludwigii KC355281
_— L3T7 (Tétela)
Klebsiella oxytoca AB749211
9631{ L1WT3 (Tlaltizapan)
931 Klebsiella oxytoca KC462193
Comamonas thiooxydans AB734814 .
45J L1A15 (Tapachula) Beta Proteobacteria
84 Comamonas testosteroni KC189902
901| Bacillus cereus JF947356
L3A6 (Tapachula)
Bacillus thuringiensis IN120862
3A1 (Tapachula)
Bacillus pumilus HQ844969
3A2 (Tapachula)
9%\ Bacillus pumilus KC434963
Bacillus aryabhattai KC113515
3A3 (Tapachula)
Lactobacillus plantarum KF149066
Lactobacillus pentosus KC921993
L3A7 (Tapachula)
Lactobacillus pentosus 1Q288726
L3TP3 (Tétela)
843 1000 Leuconostoc pseudomesenteroides EU177643
L3WT3 (Tlaltizapan)
8% leuconostoc mesenteroides JF757230
Weissella cibaria KJ095644
L3WT4 (Tlaltizapan)
13 Weissella confusa KF149666

978

Firmicutes

1000

o
0.05

Figura 8. Arbol filogenético de maxima verosimilitud (-InL 8896.55518) de bacterias asociadas a larvas de A.

ludens, la barra de escala indica el 5% de divergencia bajo el modelo GTR+I+G. Secuencias de 1322 pb, la

secuencia del 16S [rARN de C.  scophthalmun se utilizd como grupo externo.
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El aislamiento de las bacterias asociadas a larvas se realizé cuando estas Ultimas se encontraban
en el primer y tercer estadio (L1 y L3), siendo las primeras las que eclosionan del huevo y por lo
tanto aun no se han alimentado mientras que las de tercer estadio si lo han hecho.

En el arbol filogenético (Figura 8), se observa que las bacterias aisladas de larvas pertenecen a las
clases, Gama Proteobacteria, Beta Proteobacteria y Firmicutes. La similitud de la secuencias del
gen 16S rARN de estas bacterias respecto a las utilizadas de referencia para construir el arbol

filogenético se reportan en la Tabla 7.

Tabla 7. Similitud de las bacterias aisladas de los estadios de larva 1 (L1) y larva 3 (L3) de A ./udens respecto
a microorganismos previamente identificados

Aislado Relacion filogenética % de similitud 16S rARN
L1A12 S.maltophilia 100%
L1A2 y LIWT1 Acinetobacter junii 99%
L311y L1A3 Pseudomonas sp. 99%
L1A13y L1A1 Aeromonas sp. 100%
LIWT2 y L1A17 Enterobacter sp. 99%
L315 Enterobacter sp, K. oxytoca 99%
L3T7 E.ludwigii. P. rodasii 98%
L1WT3 Klebsiella oxytoca 100%
L1A15 Comamonas sp. 99%
L3A6, L3A1, L3A2y Bacillus sp. 99%
L3A3
L3A7 Lactobacillus sp. 99%
L3WT3 Leuconostoc sp. 99%
L3WT4 Weissella sp. 99%

Como se puede observar, algunas bacterias que se aislaron de huevos de moscas deTapachula

(Tabla 6), continlan presentes en larvas de primer estadio de esta misma poblacidn. Estas son

Pseudomonas sp, Acinetobacter sp, Stenotrophomonas sp y Klebsiella sp entre otras.
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Por otra parte, cuatro de los siete aislados provenientes de las larvas de Tapachula de tercer
estadio se relacionaron con Bacillus sp. mientras que en larvas silvestres de la misma etapa se aisld
Lactobacillus sp y Weisella sp. Estas bacterias son conocidas por ser productoras de acido lactico.
Para el estadio de larva de A. ludens no hay un reporte sobre las bacterias asociadas, pero en larvas
de la mosca de Mediterraneo se identificaron los géneros Klebsiella y Enterobacter (35). Esto
coincide con nuestros resultados, sin embargo ellos no aislaron Firmicutes ni Beta Proteobacterias
Adicionalmente y para tener una idea de la cantidad de bacterias presentes en esta etapa de la
mosca, se determind el nimero de UFC de larvas de moscas Tapachula de tercer estadio. Este valor

fue de 1.6 x 10°, este valor fue similar al reportado en larvas de la mosca del Mediterraneo (54).
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Filogenia de las bacterias asociadas a pupas de A. ludens

Chryseobacterium scophthalmum KC178554

PA5 (Tapachula)

Barcillus amyloliquefaciens KF306355 Firmicutes

Bacillus subtifis KFI57735
1000

Bacillus methylotrophicus KC352737
Bacillus tequilensis KC967050

PA2 (Tapachula)
525 Bacillus subtifis KC757129

999 Neoasaio chiangmaiensis AB681381
- P11 (Tapachula)

884 L Ameyamaea chiangmaiensis AB303367

- Ochrobactrum pseudogrignonense KF312297 Alfa Proteobacteria

PA16 (Tapachula)
Cchrobactrum anthropil¥455164

o4 o970

28

Agrobacterium tumefaciens JF700418
PA14 (Tapachula)
PWTAT (Tlaltizapan)

891
Pseudomonas putida KC189961

Pseudomonas plecoglossicida KC859034
Enterobacter hormaechei KF224909

Ga7 ‘| Klebsiella oxytoca AJBTLES6

PA10 (Tapachula)
Enterobacter ludwigii KF769534

995

15
P43 (Tapachula) Gamma Proteobacteria

oe P41 (Tapachula)
1000 ||| Enterobacter gergoviae HQ242716

oed | Enterobacter cloacae AMTT3415

Pantoea agglomerans GUS29212

Leclercia adecarboxylata HQ407282
PA20 (Tapachula)

=
DI
[}

Figura 9. Arbol filogenético de maxima verosimilitud (-InL 4865.04338) de bacterias asociadas a pupas de A.
ludens, la barra de escala indica el 5% de divergencia bajo el modelo GTR+I+G. Secuencias de 1044 pb, la
secuencia del 16S rARN de C. scophthalmun se utilizé6 como grupo externo.
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Asociadas a las pupas de moscas Tapachula se identificaron bacterias de las clases Gamma
Proteobacteria (Enterobacteriaceae), Alfa Proteobacteria (Ochrobactrum sp.y Agrobacterium sp.) y
Firmicutes (Bacillus sp.), mientras que en las de Tlaltizapdn Unicamente se aislaron Gamma
Proteobacterias (Pseudomonas sp.) Figura 9. La poblacién de Tetela del Volcdn no aparece en el
arbol filogenético debido a que no se conté con pupas para el aislamiento de bacterias.

La similitud de las secuencias obtenidas respecto a otras especies bacterianas se muestra en la

Tabla 8.

Tabla 8. Porcentajes de similitud de la secuencia del gen 16S rARN de los aislados bacterianos provenientes
de pupas de A. ludens de Tapachula y Tlaltizapan respecto a microorganismos previamente identificados.

Aislado Relacién Filogenética % de similitud
16S rARN

PAS5 Y PA2 Bacillus sp. 99%
P1-1 Neoasaia chiangmaiensis , Ameyamaea chiangmaiensis 99%
PA16 Ochrobactrum sp. 99%
PA14 Agrobacterium tumefaciens 99%
PWTA7 Pseudomonas sp. 99%
PA10 Klebsiella oxytoca, Enterobacter sp. 99%
P43y P41 Enterobacter sp., P. agglomerans 99%
PA20 Enterobacter sp. 99%

Al comparar las bacterias aisladas de pupas de Tapachula con las obtenidas de huevo y larva de
esta misma localidad (Tabla6-7), podemos notar que asociadas a estos tres estadios se encuentran
bacterias de la familia Enterobacteriaceae (Klebsiella sp y Enterobacter sp), curiosamente estos
géneros también se han aislado en pupas de la mosca del Mediterrdneo (35).

La familia Alfa Proteobacteria que se identificd en las pupas de Tapachula, no habia sido aislada en

estadios anteriores y tampoco se ha reportado en C. capitata.
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Algo importante que se ha observado en los insectos que pasan por diferentes estadios de
desarrollo antes de llegar a adultos es que durante esta transicion ocurren importantes cambios a
nivel intestinal. En algunas especies de mosquitos estos cambios pueden resultar en una pérdida
total o parcial de las bacterias intestinales (6), por lo tanto solamente los microorganismos que
puedan tolerar estos cambios, asi como la falta de nutrientes estaran presentes en los adultos
recién emergidos.

Por otra parte, en pupas de Tapachula al igual que en las larvas también se determind el nimero

de UFC presentes, y que en este caso fue de 1.9 x 10° por individuo.
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Bacterias asociadas a las hembras adultas de A. ludens

656

1000

Chryseobacterium scophthalmum KC178594
r Kocuria polaris IF798387
Kocuria turfanensis 1X966461

AOVA1 (Tapachula)
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HWS (Tlaltizapan)
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Figura 10. Arbol filogenético de maxima verosimilitud (-InL 7008.97256) de las bacterias asociadas a
hembras de A. ludens. Modelo GTR+I+G. Secuencias de 1334 pb, la secuencia del 16S rARN de C.
scophthalmun se utilizé como grupo externo.
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Asociadas a las hembras adultas de las tres poblaciones de moscas se identificaron bacterias de
la familia Enterobacteriaceae (Figura 10, Tabla 9), esto es interesante y nos sugiere que puede
existir una relacién estrecha entre esta familia de bacterias y A. ludens. La evidencia que apoyan
esta idea es las identificacion de K. oxytoca y Enterobacter sp desde el estadio de huevo hasta

adulto, esto se ha observado en la poblacién de Tapachula (Tabla 6-8).

A partir de hembras de Tlaltizapan también se aislaron Alfa Proteobacterias (Ochrobactrum sp) y
Firmicutes (Bacillus sp.), mientras que solamente en la poblacién de Tapachula se identificé un

representante de las Actinobacterias.

Tabla 9. Porcentaje de similitud de las secuencias del gen 16S rARN de aislados obtenidos de hembras de
Tapachula, Tlaltizapdn y Tetela del Volcan respecto a bacterias previamente identificadas.

Aislado Taxon relacionado % de similitud 16S rARN
AOVA1l Kocuria sp. 99%
HW5 y HW10 Bacillus sp. 99%
HC6, CROP1,HWTT1 y HWM1 K. oxytoca o Enterobacter sp. 99%
CROP2,HC4,AH2 HW8 y HW9 Enterobacteriaceae 99%
HW1y HW2 Ochrobactrum sp. 99%

Se ha reportado que las Actinobacterias confieren a sus insectos hospederos proteccién contra
bacterias u hongos patégenos (55). Para Kocuria sp. que fue la bacteria que se aislé de las hembras
de Tapachula no se ha descrito esta funcién. Sin embargo, este mismo género se ha identificado en
el escarabajo descortezador (Dendroctonus rizophagus) y en el mosquito Anopheles stephensi

(56,57).
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El género Pseudomonas que solo se identificd en las moscas de Tapachula, se ha reportado
previamente en A. ludens asi como en otras moscas de la fruta (39-41).
Un efecto negativo de Pseudomonas sp. se observo en la mosca del Mediterraneo. En este insecto
se determind que la alimentacién con P. ageruginosa en dosis elevadas (10° UFC), reduce
significativamente la longevidad de su hospedero.
De manera opuesta, la alimentacion de moscas con una mezcla de bacterias de la familia
Enterobacteriaceae como son C. freundii, K. oxytoca, Enterobacter spp., Pantoea spp. y P. cypripedi

aumenta la supervivencia de los adultos comparado con moscas no alimentadas (58).

Por otra parte, dos de los aislados identificados (HC6 y HC4) no se obtuvieron a partir de
homogenizados de moscas como todos los anteriores, sino que se aislaron al poner insectos a
caminar sobre un medio de cultivo sélido bajo la campana de flujo laminar. Lo anterior se realizd
con la finalidad de aislar bacterias que pudiesen estar en las heces, ya que al mismo tiempo que
caminan sobre el medio de cultivo las moscas depositan sus heces. Curiosamente estos dos
aislados se relacionaron filogenéticamente con otros que si se obtuvieron a partir de

homogenizados de mosca.

Adicionalmente, otros dos aislados se obtuvieron al disecar el buche de las hembras (Cropl y
Crop2). El buche es un érgano que forma parte del sistema digestivo de los insectos y entre sus
multiples funciones esta el almacenar alimento, aunque también se sabe que algunas especies de
moscas almacenan bacterias en este drgano y posteriormente las inoculan sobre sobre su planta
hospedera mediante regurgitacion (55).

Finalmente es importante resaltar que para aislar bacterias de los insectos silvestres se utilizaron
moscas recién emergidas, ademas de que a ellas no se les permitié alimentarse, esto para evitar

gue adquiriesen bacterias presentes en el alimento.
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Bacterias aisladas de machos adultos de A. ludens
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Figura 11. Arbol filogenético de maxima verosimilitud (-InL 6829.86932) de bacterias asociadas a machos de

A.ludens, la barra de escala indica el 10% de divergencia bajo el modelo GTR+I+G. Secuencias de 1276 pb, la
secuencia del 16S rARN de C. scophthalmun se utilizé como grupo externo
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Al igual que en las hembras, asociados a los machos de las tres poblaciones se identificaron
bacterias de la familia Enterobacteriaceae (Figura 11). Los géneros Pseudomonas, Comammonas
asi como Nocardioides se identificaron Unicamente en machos de Tapachula. Nocardioides es un
actinobacteria que también se ha reportado en el intestino de la hormiga Paratrechina longicornis
(60).

Por ultimo, Ochrobactrum sp. que se aislé de las hembras de Tlaltizapan (Figura 10), también
aisl6 de machos de esa misma localidad. Los valores de similitud entre los aislados obtenidos

respecto a las bacterias presentes en el arbol filogenético se muestra en la Tabla 10.

Tabla 10. Porcentajes de similitud de la secuencia del gen 16S rARN de las bacterias aisladas de machos A.
ludens de Tapachula, Tlaltizapdn y Tetela del Volcan respecto a microorganismos previamente identificados.

Aislado Relacidn filogenética % de similitud
16S rARN
MW6 Ochrobactrum sp. 99%
PE2 Comamonas sp. 99%
MM2 y PE5 C. freundii. o Proteus mirabilis. 99%
TEST1,TEST, MM1y MWTT2 Citrobacter sp.y Enterobacter sp. 98-99%
AM?2 Leclercia adecarboxylata o Enterobacter sp. 99%
PE4, MC2, MWM1,MWTT1y | K. oxytoca, Enterobacter sp. o Citrobacter sp. 99%
MW2
MU1y MU3 Pseudomonas sp. 99%
PE1y MU2 S. maltophilia 99%
MB3 Nocardioides sp. 99%
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Identificacion molecular por el gen 16S rARN

En bacterias, la definicién de especie es muy discutida. Sin embargo, tradicionalmente y para
términos de comparacion se acepta que las bacterias que poseen secuencias del gen 16S rARN con
un valor de identidad entre ellas del 97% pertenecen a la misma especie (61), aunque

recientemente este valor se ha modificado a 98.7% (62).

En los datos presentados anteriormente (Tablas 6-10), para determinar la especie de las
bacterias se tomd un valor de identidad entre secuencias del 98%. A pesar de esto, no se logrd
resolver completamente la identidad de algunas bacterias, ya que los valores obtenidos al hacer la
matriz de distancia fueron muy cercanos o iguales entre diferentes especies y géneros inclusive
usando un valor de 99%. Este fendmeno se observé principalmente en las bacterias relacionadas
con la familia Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae y con el género Bacillus. Especificamente
para estas categorias taxondmicas se ha reportado que el gen 16S rARN no ofrece gran resolucion

(63).

Para contrarrestar los problemas en la asignacién de especie, asi como para analizar la
diversidad bacteriana presente en una comunidad se ha propuesto el uso de las Unidades
Taxondmicas Operativas (OTU’s), o filotipos. En este contexto, un OTU representa un grupo de
secuencias del gen 16S rRNA con un porcentaje de identidad similar.

Por esta razén, y con base en las 80 secuencias del gen 16S rARN obtenidas, se realizdé un analisis
para identificar el nimero de OTU’s. Como resultado de este andlisis se obtuvieron 22 OTU's

(Tabla 11).
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Tabla 11. Nimero de OTU's en el que se agruparon las secuencias del gen 16S rARN delas bacterias aisladas
de moscas de Tapachula, Tlaltizapan y Tetela del Volcan.

Se muestra también el nimero de secuencias que conforman cada OTU y con qué grupo taxondmico se
relacionan. Las celdas coloreadas indican presencia mientras que las que estan en blanco ausencia. El valor
de identidad entre secuencias para determinar los OTU’s fue de 98%

OoTU Tapachula | Tlaltizapan | Tetela del #de
Volcan secuencias
agrupadas

Agrobacterium sp 1

Ameyamaea sp

Aeromonas sp

Weisella sp

Leuconostoc sp
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Acinetobacter sp

Acinetobacter sp

Pseudomonas sp

Enterobacteriaceae

Bacillus sp

Pseudomonas sp

Bacillus sp

Kokuria sp (Actinobacteria)

Comamonas sp

Stenotrophomonas sp

Ochrobactrum sp

N PPN PO WIRIRPIRIN]IR,]RN

Pseudomonas sp

w
H

Enterobacteriaceae

[ER

Nocardioides sp
(Actinobacteria)

OTU’s 7 4
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En la poblacion de Tapachula se identificaron 20 OTU’s, mientras que en la de Tlaltizapan siete y
en la de Tetela del Volcan cuatro (Tabla 11). Lo anterior no significa que la poblacién de Tapachula
es la mas diversa o que esos OTU’s estan ausentes de las otras poblaciones, ya que como se
menciond anteriormente a partir de la poblacidon de Tapachula y debido a la disponibilidad de
insectos se aisldé un mayor nimero de bacterias, lo que pudo influir en el nimero de OTU’s
identificados. A pesar de ello los datos obtenidos nos permiten hacer algunas comparaciones, por
ejemplo, la poblaciéon de Tlaltizapan comparte siete OTU’s con la de Tapachula mientras que con la
de Tetela del Volcan solo dos, sin embargo para confirmar que efectivamente estos grupos de
bacterias solo estdn presentes en determinada poblacion de moscas se debe de colectar y analizar

nuevos individuos silvestres.

Un punto interesante es que el OTU relacionado con la familia Enterobacteriaceae se encontré
presente en las tres poblaciones de moscas (Figura 12). Esta familia de bacterias se ha identificado
previamente en moscas adultas colectadas en otros afios y localidades (39,41), lo que sugiere que

existe una estrecha relacion entre este grupo de bacterias y A. ludens.

Tapachula
20 OTU’s

Figura 12. Diagramas de Venn representando el nimero de OTU’s identificados en cada poblacién de
moscas asi como los que fueron compartidos.
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Una hipodtesis para explicar la presencia de la Familia Enterobacteriaceae en las tres poblaciones
de moscas, es que estas bacterias estan ampliamente distribuidas en el ambiente y por lo tanto
pueden ser adquiridas por las moscas independientemente de su localidad. No obstante, estas
bacterias fueron aisladas desde el estadio de huevo, lo que sugiere una transmisién de la madre a

los hijos.

Una via para la adquisicion de bacterias es mediante su ingesta, por esta razén se aislaron
microorganismos de la dieta de los adultos de Tapachula. En este alimento se identificd S.
maltophilia, Enterobacter spp, Acinetobacter sp y Enteroccocus sp. De ellas, solo las tres primeras
se identificaron en moscas adultas pero también en los estadios anteriores (huevo y larva). Estos
estadios nunca estuvieron en contacto con este alimento, por lo que surge la pregunta de que si las
bacterias aisladas del alimento son las mismas que se identificaron en las moscas v si es asi cual es
mecanismo de transmisién o si simplemente la identificacién por el gen 16S rARN no permite
separar ambos grupos de bacterias. Una metodologia para responder esta pregunta puede ser el

seguimiento de un determinado grupo de bacterias a través de los diferentes estadios de la mosca.

Por otra parte, también se aislaron bacterias de la dieta de larva, ellas se relacionaron con
Acinetobacter sp y Enterobacter spp, estos dos géneros se identificaron en la etapa de huevo, lo
gue sugiere nuevamente que algunas de las bacterias presentes en A. ludesn pueden ser

transmitidas de la madre a los hijos.

Las investigaciones realizadas en la mosca del Mediterrdneo, mas los resultados obtenidos en el
presente trabajo apoyan la idea de que la hembra de la mosca mexicana de la fruta transmite a su
descendencia bacterias relacionadas con la familia Enterobacteriacea. Esto nos lleva a pensar que
otros microorganismos que han identificado en A. ludens pueden ser adquiridos mediante su
alimentacion, por lo que son transitorios. Por esta razén no se han identificado en comun en los

trabajos realizados en A. ludens (39-41).
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La informacion obtenida hasta este momento sobre la identidad de las bacterias asociadas a los

diferentes estadios de la mosca mexicana de la fruta se resume en la Tabla 12.

Tabla 12. Grupos bacterianos asociados a los diferentes estadios de A. ludens. Las casillas azules indican la
presencia de esas bacterias en la poblacidon de Tapachula, si sobre las casillas se encuentra escrito otra
poblacién, ello indica que también ahi se encontré presente ese grupo. Las casillas en blanco indican

ausencia.

Grupo

Huevo

Larva

Pupa

Macho
(Adulto)

Hembra
(Adulto)

Pseudomonas sp

Tlaltizapan

Tlaltizapan

Acinetobacter sp.

Tlaltizapan

Aeromonas sp.

Comamonas sp.

Bacillus sp.

Tlaltizapan

Tlaltizapan

Lactobacillales

Tetelay
Tlaltizapan

Ochrobactrum sp.

Tlaltizapan

Tlaltizapan

Agrobacterium sp.

Acetobacteraceae
(Alfa Proteobacteria)

Stenotrophomonas sp.

Actinobacteria

Enterobacteriaceae

Tlaltizapan

Tlaltizapan y
Tetela

Tetelay
Tlaltizapan

Tetelay
Tlaltizapan
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En esta primera secciéon de la tesis se presentaron los resultados correspondientes a la
identificacion de las bacterias asociadas con A. ludens. Esto se realizd6 mediante un enfoque
dependiente de cultivo, por lo tanto, la identificacion con una metodologia independiente de

cultivo puede ser una opcién para complementar estos resultados.

Es importante recordar que conocer la identidad de los microorganismos asociados con un
sistema bioldgico es una de las preguntas mas importantes dentro de la ecologia microbiana.
La segunda pregunta se relaciona con la funcién que pueden estar llevando a cabo estos
microorganismos. Para A. ludens esto ha sido un tema muy poco estudiado y se discutird en la

siguiente seccion de la tesis.
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Seccidn II: Contribucion nutricional de las bacterias asociadas con A.
ludens.

El aporte de las bacterias en la nutricion de sus hospederos es un aspecto que se ha reportado
en diferentes especies de insectos incluyendo moscas (18,35). Por esta razén, y para empezar a
determinar la posible funcidn de las bacterias aisladas de A. ludens, se decidio evaluar el papel de
estos microorganismos en la nutricion. Para ello se determiné la capacidad pectinolitica, uricolitica

y de fijacion de nitrégeno de estos microorganismos.

Capacidad pectinolitica de las bacterias aisladas de A. ludens

La pectina es un polisacdrido estructural presente en la pared de las células vegetales. Las frutas
en general tienen un alto contenido de este carbohidrato, sin embargo la mayoria de los animales
no puede aprovechar esta fuente de carbono (35).

La importancia de identificar bacterias pectinoliticas asociadas con A. ludens, radica en que al tener
esta capacidad metabdlica ellas podrian contribuir a que su hospedero aproveche mejor este
carbohidrato, en especial en las larvas silvestres que se alimentan de la pulpa de la fruta.

Las bacterias que presentaron actividad pectinolitica se diferenciaron de las que no tienen esta

capacidad por la produccion de un halo de degradacién alrededor de la colonia (Figura 13).

Figura 13. Aislados sembrados de manera circular sobre un medio de cultivo adicionado con pectina.
Cuando se revelar la placa con lugol, Unicamente las bacterias con la capacidad para degradar forman una
zona clara alrededor de la colonia (flechas azules).
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La identidad de las bacterias pectinoliticas, asi como la etapa de la mosca de la que fueron
aisladas se muestra en la Tabla 13. Como se puede observar, sélo en las moscas de Tapachula y
Tlaltizapdn se identificaron bacterias pectinoliticas, aunque ellas no estuvieron presentes durante
todo el ciclo de vida de la mosca. De la poblacidn de Tetela del Volcan y debido a la disponibilidad
de material bioldgico solo se aislaron bacterias de larva y adulto (machos y hembras), pero ninguna

mostro actividad pectinolitica.

Tabla 13. Bacterias con capacidad pectinolitica aisladas de A. ludens de Tapachula y Tlaltizapan. El simbolo
(+) indica presencia de actividad, mientras que el simbolo (-) ausencia.

Estadio Poblacion Actividad Bacterias responsables
Pectinolitica
Huevo Tapachula + Pseudomonas sp.
Tlaltizapan - -
Larva Tapachula + Aeromonas sp. y Bacillus sp.
Tlaltizapan - -

Tetela del Volcan - -

Pupa Tapachula + Bacillus sp.
Tlaltizapan + Pseudomonas sp.
Macho Tapachula + Enterobacteriaceae y Nocardioides sp.
(Adulto) Tlaltizapan + Enterobacteriaceae y Ochrobactrum sp.
Tetela del Volcan - -
Hembra Tapachula - -
(Adulto) Tlaltizapan + Ochrobactrum sp. y Bacillus sp.

Tétela del Volcan - -

Inicialmente se esperaba que las bacterias aisladas de larvas silvestres fueran pectinoliticas, ya
gue estas larvas se alimentan de la pulpa de la fruta que contiene pectina, por lo tanto la
asociacién con estas bacterias podria ser benéfica para el hospedero, sin embargo esto no fue asi
ya que ninguna de las bacterias identificadas mostré tener esta capacidad.

Para estar completamente seguros de la ausencia de bacterias pectinoliticas, se deberian de

evaluar nuevas bacterias obtenidas de larvas silvestres.
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En las larvas de Tapachula, las bacterias pectinoliticas identificadas fueron Aeromonas sp y
Bacillus sp. Estas especies se aislaron de larvas de primer y tercer estadio respectivamente. Estas
larvas, a diferencia de las silvestres se alimentan de una dieta artificial en lugar de fruta. Por esta
razoén no se esperaba identificar bacterias con esta actividad, sin embargo su alimento se compone
de harinas vegetales por lo que también contiene pectina. En este caso las bacterias pudieran estar

contribuyendo en la degradacién de este carbohidrato.

En la mosca del Mediterraneo se identificaron bacterias pectinoliticas y se encontraron en
mayor cantidad en el estadio de larva pero también estuvieron presentes en pupas y adultos. Estas
bacterias se relacionaron con K. oxytoca, Pectobacterium cypripedii y P. caretovorum (35). En
nuestro caso, la bacteria que se aislé de larvas y machos y que presenté esta actividad también

esta relacionada con K. oxytoca
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Capacidad uricolitica de las bacterias asociadas con A. [udens

El dcido urico es un compuesto nitrogenado que generalmente es desechado por lo animales.
Algunas especies de insectos mediante la participacidn de sus bacterias simbiontes reciclan el acido

urico, presumiblemente para la sintesis de aminoacidos (20).

En la naturaleza, las moscas al igual que otros animales se pueden enfrentar a una limitada
fuente de nutrientes, por ejemplo, el nitrégeno. El nitrégeno es un elemente importante ya que es
un constituyente de las proteinas, es por ello que el reciclaje del acido Urico con apoyo de las
bacterias representa una ventaja para el hospedero, especialmente ante condiciones alimenticias
poco favorables. Por esta razdn, nos parecid interesante conocer si las bacterias aisladas de A.

ludens pueden degradar este compuesto.

La capacidad uricolitica de las bacterias se evalué al sembrarlas sobre un medio sélido
adicionado con 4cido urico y posteriormente observar la aparicion de un halo de degradacion.
Mientras que algunas bacterias produjeron un halo otras formaron un precipitado que se
localizaba en el centro o en las orillas de la colonia (Figura 14). Este precipitado podria estar

compuesto de productos intermediarios de la degradacién de acido urico.

Figura 14. Halo de degradacidn de acido urico sefialado con una flecha (izquierda) y la acumulacién de algin
producto metabdlico (derecha).
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La identidad asi como el origen de las bacterias uricoliticas se muestra en la Tabla 14. Como se

puede observar, esta actividad se mantuvo presente a lo largo de todo el ciclo de vida de las

moscas de Tapachula. Sin embargo, esta actividad no siempre fue otorgada por el mismo género

de bacterias, aunque Pseudomonas sp contribuyé con su capacidad enzimatica en la mayoria de las

etapas de vida de la mosca.

De la poblacion de moscas de Tlaltizapdn también se aislaron bacterias uricoliticas pero

solamente de los estadios de huevo y adulto. A partir de la poblacién de Tetela del Volcan y debido

a la falta material biolégico solo se analizaron las etapas de larva y adultos (machos y hembras),

pero ninguna de las bacterias aisladas presenté esta actividad.

Tabla 14. Relacidon de las bacterias aisladas de A. ludens de Tapachula y Tlaltizapdn con capacidad uricolitica.

El simbolo (+) indica presencia de actividad, mientras que el simbolo (-) ausencia.

Estadio Poblacion Actividad Bacterias responsables
Pectinolitica
Tapachula + Pseudomonas sp.
Huevo ) )
Tlaltizapan + Pseudomonas sp.
Tapachula + Pseudomonas sp. Comamonas sp.
Larva . ;
Tlaltizapan - -
Tapachula + Ochrobactrum sp.
Pupa . 3
Tlaltizapdan - -
Tapachula + Pseudomonas sp., Comamonas sp y
Macho L.
Nocardioides sp
Tlaltizapdan + Ochrobactrum sp
Tapachula Pseudomonas sp.
Hembra -
Tlaltizapan Ochrobactrum sp.

Sabiendo que algunas bacterias presentes en A. ludens tienen actividad uricolitica se decidid

evaluar la presencia de acido Urico en los insectos. Esto se realizé con un ensayo que detecta el

acido Urico mediante una reaccidn enzimatica colorimétrica. Posteriormente las concentraciones

de este compuesto se obtienen al comparar los valores resultantes con una curva estandar.
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Cuando se analizaron los resultados correspondientes a la determinacion del acido urico en los
insectos se tuvieron problemas en su interpretacidén ya que se obtuvieron valores de concentracién
negativos. Esto a pesar de que se observd un cambio en la coloraciéon de la muestra, lo que
tedricamente indica la presencia de acido urico.

Debido a estos problemas solo se tomd en cuenta el cambio de color como presencia de acido
urico. Con base en esto se analizaron larvas, pupas y adultos de A. ludens de Tapachula y en todos

ellos se detectd cualitativamente la presencia de este compuesto.

Posiblemente algun compuesto liberado durante el macerado de los tejidos del insecto pudo
interferir en el resultado, por ejemplo, cuando se realizaron los extractos de pupa se observé que

ellos tomaron una coloracién obscura.

En un futuro, si se quisiera determinar la presencia del acido urico en los insectos asi como de
otros productos de su degradacion se recomendaria utilizar cromatografia de intercambio idnico.
Con esta metodologia se cuantificdé este compuesto en la chinche Parastrachia japonensis con

resultados satisfactorios (20).
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Fijacion de nitrogeno de las bacterias asociadas con A. ludens

La fijacion de nitrégeno por medio de bacterias se ha estudiado generalmente en plantas,
aunque menos conocido también ocurre en insectos como termitas (64) y la mosca del
Mediterraneo (34). Con base en estos antecedentes se decidié evaluar si las bacterias aisladas de

A. ludens también contaban con capacidad diazotroéfica.

La fijacion de nitrégeno se determind en cultivo mediante ensayos de reduccidon de acetileno.
Estas pruebas se hicieron Unicamente en los aislados que se sabe, por la literatura tienen esta
capacidad como Klebsiella sp o Citrobacter sp, (34) y experiencia del laboratorio, donde se ha

mostrado que las bacterias relacionadas con Klebsiella sp son fijadoras de nitrégeno.

En total se evaluaron cuatro bacterias y todas ellas fueron capaces de reducir el acetileno a

etileno, por lo que corroboramos tienen la capacidad para fijar nitrégeno (Figura 15)
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Figura 15 Ensayo de reduccion de acetileno realizado en bacterias aisladas de machos de Tapachula (PE4),
Tlaltizapan (MWM1), Tetela del Volcan (MWTT7) y de hembras de Tetela del Volcan (HWTT4). La cepa de K.
varicola se utilizd como control positivo. Se muestran las barras con la media * el error estandar, analisis de
Kruskal-Wallis P> 0.05. Cada bacteria se evalud por cuadruplicado.
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Desafortunadamente la identificacion mediante el gen 16S rARN no permitid resolver la
identidad de los cuatro aislados a nivel de especie, ya que los valores de similitud en esta secuencia
salieron iguales para los géneros Klebsiella sp, Enterobacter sp y Citrobacter sp. que fueron con los

gue se relacionaron los aislados.

Pensando en las hembras al ser las que invierten mas recursos en la reproduccion requeririan de
mayor energia en comparacion con los machos, se incluyé un aislado obtenido de hembras de
Tlaltizapan (MWM1). Esto para evaluar si la fijacién de nitrégeno de la bacteria variaba respecto
del sexo de la mosca. Sin embargo no se observé diferencia significativa en la reducciéon de

acetileno entre los aislados de machos y hembras, (comparar figura 15)

Mediante ensayos de reduccién de acetileno, Behar et al en el 2005, reportaron la actividad
diazotréfica de Pectobacterium cypripedii, P. caretovorum y C. freundii aislados de la mosca del

Mediterraneo (34).

Adicionalmente, estos autores determinaron que el gen nifH que codifica para una subunidad
de la nitrogenasa que es la enzima responsable de la fijacidn de nitrégeno, se transcribe
activamente en el intestino de la mosca. Esta expresién se determind por medio de ensayos de PCR
transcriptasa reversa utilizando oligonucledtidos para nifH de Klebsiella sp y generales para la

familia Enterobacteriaceae

Finalmente y lo mas interesante es que se detectd reduccidn de acetileno en las moscas vivas, lo
que indica que dentro de la mosca se esta llevando a cabo una fijacién de nitrégeno in vivo (34).
El reporte anterior nos hace pensar que las bacterias diazétrofas que se identificaron en A. ludens

también pudieran fijar nitrégeno in vivo.

En A.ludens, al igual que en la mosca del Mediterraneo, las bacterias diazétrofas se relacionaron
con la familia Enterobacteriaceae. De acuerdo a nuestros resultados, sabemos que esta familia est3
muy representada en A. ludens, ya que se aislé en casi todos los estadios de moscas de Tapachula 'y

silvestres (Tabla 11).
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Para comprobar que las bacterias diazotréfas asociadas con A. ludens fijan nitrogeno in vivo se
podrian realizar ensayos de reduccién de acetileno utilizando moscas vivas. Adicionalmente y para
determinar la contribucién directa de la fijacién de nitrogeno se pueden llevar a cabo otros
experimentos. Por ejemplo, para saber si el nitrégeno fijado por las bacterias termina formando
parte en las proteinas del insecto se pueden poner moscas dentro de cdmaras artificiales y
adicionarles una mezcla de aire con un isotopo de nitrégeno pesado (*> N,)* Posteriormente se

puede determinar si este elemento se encuentra en las proteinas del insecto.

El reciclaje del 4cido urico asi como la fijacion de nitrégeno con la participacion de las bacterias
representan un mecanismo que le podria permitir al hospedero contar con un aporte adicional de
nitrégeno. Para las moscas de la fruta, el nitrégeno es muy importante ya que limita, al igual que
otros elementos el éxito reproductivo. En las hembras por ejemplo, la alimentacién con una dieta
deficiente en nitrégeno se ve reflejada en una menor puesta de huevos en comparacién con

hembras alimentadas con una dieta rica en nitrégeno (36).

En las secciones anteriores se presentaron los resultados correspondientes a la identidad vy
posible funcién de las bacterias asociadas con la mosca mexicana de la fruta.
Hasta este momento sabemos que las bacterias estdn presentes desde la etapa de huevo hasta
adulto. Lo que nos hizo pensar que son transmitidas de la madre a los hijos. En otros insectos, se
ha reportado que las bacterias heredables tienen un impacto positivo en la adecuacién de su

hospedero.

En las moscas de la fruta y en base a las observaciones realizadas en C. capitata se ha
propuesto que las bacterias que se encuentran sobre el huevo son un “regalo” de la madre a sus
hijos ya que les permite a sus descendientes enfrentarse a condiciones nutricionales poco
favorables, debido a que estas bacterias tienen la capacidad para fijar nitrégeno y degradar la
pectina (35). Todo lo anterior se relaciona con nuestros resultados, pero adicionalmente también

identificamos bacterias con capacidad uricolitica.

La segunda parte de esta hipdtesis contempla que la fruta hospedera, que es el lugar donde
emergen y se desarrollan las larvas, es un medio que permite la multiplicacion de las bacterias que
fueron “obsequiadas” por la hembra. Por lo tanto la fruta, aseguraria ain mas la adquisicion de las

bacterias por parte del hospedero.
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La mayor parte de la investigaciéon sobre las interacciones entre insectos y bacterias se ha
enfocado al estudio de aspectos nutricionales, pero recientemente se ha propuesto que las
bacterias también pueden afectar el comportamiento de sus hospederos (22), este serd un tema

discutido en la tercer y Ultima seccion de esta tesis.
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Seccion III: Importancia de las bacterias asociadas con A. ludens en la
eleccion femenina

El efecto de las bacterias en el comportamiento de sus hospederos es un aspecto interesante,
ya que sugiere que hay una relacién entre los microorganismos y el sistema nervioso. Esto es algo
que durante muchos afios pasé desapercibid, sin embargo ya empieza a ser estudiado. (22).

En los insectos existen reportes de que las bacterias alteran el comportamiento sexual de sus
hospederos (26). Con base en esta evidencia nos propusimos evaluar si la alimentacion de los

machos con antibidtico se ve reflejada en un cambio en la elecciéon femenina.
Seleccion de antibioticos

Primeramente mediante antibiogramas se determind la susceptibilidad de las bacterias aisladas
de machos de Tapachula hacia los antibidticos kanamicina, estreptomicina, carbenicilina,
tetraciclina, rifampicina y piperaciclina. De todos ellos, los que resultaron ser mas eficientes en
base a producir un mayor halo de inhibicién bacteriana fueron la tetraciclina seguida de la
estreptomicina y la kanamicina, mientras que los menos eficientes fueron la rifampicina, la
carbenicilina y la piperaciclina. De las diferentes concentraciones de antibiético que se evaluaron

(50, 75, 100 y 150 pg/ml), la de 150 pg/ml produjo un mayor halo de inhibicién (Figura 16).

Figura 16. Antibiograma de dos aislados bacterianos de machos de A. ludens (derecha, izquierda). Los
antibidticos evaluados fueron kanamicina (K), tetraciclina (T), estreptomicina (E) y rifampicina (R).a una
concentracién de 150 pg/ml cada uno. Al centro se colocé una mezcla de los 4 antibiéticos (M). El halo de
inhibicidn se indica con una flecha. Algunos de los halos de inhibicidn estan sefialados por una flecha.
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Alimentacion con antibiotico

En base a los resultados anteriores y para tener una mayor actividad bactericida, se decidio
alimentar a las moscas no sélo con un antibidtico si no con una mezcla de ellos a una

concentracién de 150 pg/ml.

En total se realizaron tres tratamientos para los que se utilizaron individuos de diferentes
generaciones, ademas de que en una ocasion se modificé el coctel de antibiéticos. En el primer
tratamiento se administraron los antibidticos tetraciclina, kanamicina y estreptomicina a una

concentracién de 150 pug/ml cada uno durante 12 dias.

Al finalizar el tratamiento y para evaluar su eficacia, se determind el nimero de UFC de los
machos de ambos grupos. En el grupo control se contaron 4.7 x 10° UFC, mientras gue para el
grupo alimentado con antibidtico de 2.6 x 10° UFC. A pesar de que el coctel de antibiGticos
utilizado no eliminé completamente la presencia de las bacterias en los machos, esta reduccion fue

estadisticamente significativa (Figura 17)
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Figura 17. Numero de unidades formadoras de colonias de los machos alimentados o no con antibiético
durante 12 dias. Se muestran las barras con la media * el error estandar P< 0.0001 (Prueba de T). Se
realizaron seis réplicas para cada tratamiento.
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En el primer tratamiento, ademds de contar el nimero de UFC también se identificaron las
bacterias aisladas de ambos grupos de machos, esto se hizo mediante la secuencia del gen 16S
rARN. A partir de los machos control se obtuvieron dos aislados, uno de ellos y el mds abundante
(3.1 x 10° UFC) se relacioné filogenéticamente con Klebsiella sp., mientras que el segundo con

Proteus sp y Citrobacter sp.

A partir de los machos alimentados durante 12 dias con antibidtico también se aislaron dos
morfotipos. El mas abundante (2.3 x 10° UFC) se relaciond con S. maltophilia, mientras que el otro

que se encontré en menor proporcién (2.7 x 10 °) con Comamonas sp (Figura 18).
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Figura 18. Identificacién y nimero de UFC de los morfotipos aislados a partir de machos alimentados con
antibiético y machos control. Se muestran las barras con la media + el error estandar. Se realizaron seis
réplicas de cada tratamiento.
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La alimentacién con antibidtico no sold redujo el nimero de bacterias, sino que también
modificd su composicion (Figura 17 y 18). En los machos control por ejemplo, la bacteria mas
abundante fue Klebsiella sp. mientras que en los alimentados con antibiético lo fue S. maltophilia.
En humanos S. maltophilia. se caracteriza por ser un patégeno oportunista, ademas de que es
resistente a un gran numero de antibidticos (65). Por esta razén se decidié realizar un
antibiograma a esta bacteria usando los antibidticos kanamicina, tetraciclina y estreptomicina a
150 pg/ml, que fueron con los que se alimentd a las moscas. Los resultados obtenidos mostraron
que S. maltophilia es resistente a estos antibidticos (Figura 19), lo que puede explicar su presencia
en los machos que fueron alimentados con estos antibidticos.

Posteriormente también se determind que S. maltophilia es resistente a ceftriaxona, acido
nalidixico (100 pg/ml), eritromicina (100 y 200 pg/ml), gentamicina (100 y 200 pg/ml), higromicina
(100 pg/ml) y cloranfenicol (100 pg/ml).

Figura 19. Antibiograma de S. maltophilia, las concentraciones de antibidtico utilizadas fueron 150 pg/mi
de tretaciclina (T), estreptomicina (E), kanamicina (K) y rifampicina (R). En la parte central se colocé una
mezcla de los cuatro antibidticos (M). Ninguno de los antibiéticos evaluados produjo un halo de inhibicidn.
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El género Stenotrophomonas se habia aislado previamente de huevo y larva (Figura 6-9), lo que
sugiere que esta bacteria puede formar parte de la microbiota normal de la mosca. Esto nos llevo a
pensar que tal vez el crecimiento de S. maltophilia estd regulado por la presencia de otras
bacterias y que al eliminarlas como en el caso de los machos alimentados con antibidtico, su

presencia se favorece.

Para evaluar esta hipdtesis se realizaron ensayos de inhibicién contra S. maltophilia, utilizando
los dos aislados obtenidos de los machos control (PE4 Y PE5), mds otros previamente identificados.
En las cajas donde se realizaron estos ensayos no se observd ningun halo caracteristico de un
fendmeno de inhibicion ni cuando se evaluaron las bacterias en conjunto (Figura 20). Por lo tanto
la abundancia de esta bacteria en los machos alimentados con antibiético puede ser debida

Unicamente a su resistencia.

Figura 20. Sobre un tapete de bacterias de S. maltophilia se inocularon los aislados PE4, PE5, PE2 y MM1
(Enterobacteriaceae), MU3 (Pseudomonas sp) y PE2 (Comamonas sp.) En la ultima caja (derecha), se evalué
una mezcla de todos los aislados.
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En el segundo tratamiento (Figura 21) se administraron los antibidticos kanamicina, tetraciclina
y rifampicina a 150 pg/ml. Sin embargo en esta ocasion no se observd una diferencia significativa
en el nimero de UFC.
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Figura 21. Unidades formadoras de colonia obtenidas de machos alimentados durante 12 dias con
kanamicina, tetraciclina y rifampicina a 150 pg/ml. Se muestran las barras con la media * el error estandar
P>0.05 (Prueba de T). Se realizaron seis réplicas de cada condicidn.

En este segundo tratamiento se queria evaluar la posibilidad de que bacterias que no se
pudieron cultivar pero que fueran susceptibles a la rifampicina produjeran un desequilibrio en la
microbiota al ser eliminadas. La rifampicina en nuestras pruebas, no fue de los antibiéticos mas
eficientes, pero se ha administrado a varios insectos con resultados satisfactorios (20). Sin
embargo en nuestros experimentos no se observd diferencia significativa en las UFC formadas

entre ambos tratamientos (Control y coctel).
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En el tercer y ultimo tratamiento se administraron nuevamente los antibidticos kanamicina,
tetraciclina y estreptomicina a una concentracion de 150 pg/ml. Con este coctel al igual que en el

primer tratamiento el numero de bacterias se redujo significativamente (Figura 22).
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Figura 22. Unidades formadoras de colonia obtenidas de machos alimentados durante 12 dias con
kanamicina, tetraciclina y estreptomicina a 150 pug/ml. Se muestran las barras con la media + el error
estandar P<0.001 (Prueba de T). Se realizaron seis réplicas de cada condicion.

Los tres tratamientos anteriores se realizaron en fechas diferentes, por lo tanto se utilizaron
moscas de diferentes generaciones. Sobre el tiempo de tratamiento con antibiético se eligieron 12
dias ya que en este tiempo es cuando los machos y hembras alcanzan la madurez sexual. Al
finalizar el periodo de tratamiento y en los dos dias siguientes se llevaron a cabo las pruebas de

eleccidon femenina, que se realizaron siempre en el mismo lugar y a la misma hora.
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Pruebas de eleccion femenina

Después de los 12 dias de alimentacién con antibiético y sabiendo que hay una reduccién
significativa en el nimero de bacterias presentes en los machos del primer y tercer tratamiento, se

realizaron las pruebas de eleccidon femenina.
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Figura 23. Resultados de las pruebas de eleccidon femenina. En la gréfica de la izquierda se muestran los
datos de la primera alimentacion, en la que se realizaron 10 réplicas. En la grafica de la derecha se muestran
los datos correspondientes a 16 réplicas. Se muestran las barras con la media * el error estandar P> 0.05

(prueba de T)

A pesar de que el tratamiento con antibidtico redujo significativamente el nimero de bacterias
presentes en los machos esto no afecto eleccion femenina, lo que indica que las hembras no
tienen una preferencia hacia un macho alimentado o no con antibiético.

En un trabajo similar pero realizado en la mosca del Mediterraneo se alimentd a los machos con
ciprofloxacino (10 pg/ml) y piperacilina (200 pg/ml) y al igual que en nuestros experimentos este
tratamiento no elimind totalmente las bacterias presentes, pero si tuvo un efecto significativo en la
latencia a la copula. Esto significa que los machos alimentados con antibidtico tardaron mas

tiempo en iniciar la cépula en comparacidn con los machos control (36).
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Al ser la hembra la que elije con que macho copular, la medicion de la latencia también refleja
eleccién femenina. Nosotros decimos ir de lo general a lo particular y por lo tanto evaluar el efecto
final del cortejo del macho, es decir la eleccion femenina. Si en los resultados de eleccion se
hubiera visto alguna preferencia de la hembra, se podria iniciar a buscar la causa de ello. La

medicion de la latencia podria haber sido un buen pardmetro para iniciar.

En nuestros experimentos, los antibidticos se administraron a los machos adultos desde el
primer hasta el doceavo dia de edad, lo que significa que durante los estadios previos (huevo, larva
y pupa), estos individuos convivieron normalmente con sus bacterias. Esto ultimo representa un
punto importante ya que existe evidencia que indica que la ausencia de los microorganismos desde

etapas tempranas del desarrollo tiene efectos adversos en sus hospederos.

En la mosca Tse-Tse por ejemplo la ausencia de su simbionte Wigglesworthia glossinidia desde
el estadio de larva se ve reflejado en una menor respuesta inmune en comparaciéon con moscas
que mantienen a su simbionte (12), mientras que en la chinche Eurygaster integriceps, se observo
qgue la alimentacion de los padres con antibidtico tiene efectos negativos en su descendencia, ya
que ocasiona un desarrollo mas lento de los insectos. Resultados similares se observaron cuando

en lugar de administrar antibioticos los huevecillos se esterilizaron superficialmente (66).

Un tercer trabajo que relaciona la importancia de las bacterias con el desarrollo de su
hospedero es el realizado en C. capitata, en este mosca a la adicién de K. pneumonie, Enterobacter
spp y C. freundii a la dieta de larvas se vio reflejada un aumento en la longitud de la cabeza, térax y
abdomen de los machos. Adicionalmente ellos resultaron ser mas atractivos para las hembras (67).
Investigaciones previas han demostrado que el tamano de las estructuras corporales son un
cardacter sexual que toman en cuenta las hembras para la eleccién de pareja (68), por lo tanto esto

puede ser la explicacion de porqué esos machos fueron preferidos por las hembras.
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Otro aspecto por medio del que los microorganismos cambian la eleccién sexual de su
hospedero es mediante la produccion y/o modificacion de sustancias quimicas, esto se observé en
D. melanogaster donde la presencia Lactobacillus plantarum modificé la proporcion de

hidrocarburos cuticulares, que son compuestos conocidos por actuar como feromonas (26).

Los reportes anteriores nos llevan a proponer que si en A. ludens se eliminaran las bacterias
desde estadios tempranos, los resultados de eleccion femenina podrian ser diferentes a los
obtenidos en el presente trabajo.

Una estrategia alternativa al uso de antibidticos para eliminar a las bacterias es la desinfeccion
superficial del huevo. Esto se puede hacer con hipoclorito de sodio. Después de la desinfeccién
estos huevos se pueden transferir a viales bajo condiciones estériles hasta la emergencia del
adulto. La finalidad de esta metodologia es evitar que los insectos convivan con sus bacterias desde

estadios tempranos.

Una segunda alternativa para evaluar el efecto de las bacterias puede ser mediante su
adicion a la dieta de las larvas. Los microorganismos elegidos para realizar este experimento
pueden ser los pertenecientes a la familia Enterobacteriacea que sabemos son fijadores de
nitrégeno. Adicionalmente, se pueden incluir bacterias pectinoliticas y uricoliticas. La alimentacién
con estas bacterias podria contribuir a un buen desarrollo del insecto que es un parametro

importante que toman en cuenta las hembras para elegir a su pareja (66, 67).
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Otros microorganismos asociados con A. ludens

Asociados a los insectos no solamente se encuentran bacterias también pueden estar presentes
levaduras. En nuestro caso, cuando se inoculé en el medio de cultivo el homogenizado proveniente
de larvas silvestres (Tlaltizapan y Tetela del Volcdn), se observaron colonias que se asemejaban

morfolégicamente a levaduras y al realizar una tincién de Gram esta sospecha fue comprobada.

A pesar de que no forma parte de los objetivos de este proyecto se decidié identificar estas
levaduras. La identificacion se realizé mediante la amplificacion del gen ITS. De acuerdo a las
secuencias obtenidas, en las larvas de Tétela del Volcdn se identificaron levaduras de los géneros
Hanseniaspora y Pichia, mientras que en las de Tlaltizapan unicamente se identificé Hanseniaspora
sp (Figura 24). Ambos géneros de levaduras se han aislado de adultos de Drosophila suzukii. (69).
Adicionalmente también se sembrd el jugo proveniente de naranjas infestadas con larvas y en este

también se identificé Pichia sp

Cryptococcus terrestris KC109619
g77|Pichia kluyveri FMB864201
L3T9 (Larva Tetela)
L3T3 (Larva Tetela)
L3t13 (Aislado de naranja Tetela)
572'Pichic fermentans AY235810

B25

Pichia kudriavzevii 10726607
g15 |L3T14 (Aislado de naranja Tetela)
L3T2 ( Larva Tetela)

L3WT2 (Larva Tlaltizapan)
Hanseniospora uvarum KC544511

Hanseniaspora guilliermondii EF449521

9+ Hanseniagsporalochancei AJ512439
1000
L3T4 (Larva Tetela)

L3TP2 (Larva Tetela)
Hansenigspora opuntioe AJ512440

Figura 24. Arbol de maxima verosimilitud —Inl 1947.38031 del gen ITS1 de las levaduras asociadas a larvas
de A. ludens silvestres, el modelo utilizado fue HKY85. La secuencia de C. terrestris se utilizd como grupo
externo.
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En los insectos se ha propuesto que las levaduras contribuyen en la nutricion de sus
hospederos, mediante el aporte de vitaminas y lipidos, ademas, las enzimas de las levaduras
favorecen la degradaciéon de carbohidratos como lignina, celulosa y pectina lo que facilita el
aprovechamiento de estas moléculas por parte del insecto. A pesar de los aportes benéficos de los
hongos a sus hospederos la interaccidon entre estos dos organismos no ha sido muy investigada

entre otras cosas debido a la preferencia que se tiene hacia el estudio de las bacterias (9).
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CONCLUSIONES

Se identificaron bacterias asociadas a la mosca mexicana de la fruta de las clases Gama

Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Beta Proteobacteria y Alfa Proteobacteria

La familia Enterobacteriacea se encontré presente en dos poblaciones de moscas silvestres

y una poblacién mantenida en laboratorio.

Las bacterias asociadas a la mosca mexicana de la fruta presentan actividad pectinolitica,

uricolitica y de fijacién de nitrégeno en cultivo.

Asociadas a larvas silvestres se identificd la presencia de levaduras de los géneros Pichia sp

y Hanseniaspora sp.

Un tratamiento con antibidticos cambié la proporcién y composicién de las bacterias
asociadas a los machos de la mosca mexicana de la fruta pero no afectd la eleccién

femenina.
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PERSPECTIVAS

En este trabajo se identificaron las bacterias asociadas a las diferentes etapas de la mosca A.

ludesn. Esto se realizé principalmente en una poblacion de moscas de laboratorio, sin embargo,
también se estudiaron algunos individuos silvestres.
A pesar de que el objetivo de esta tesis no fue una comparacién entre poblaciones, creemos que
seria enriquecedor colectar mas individuos silvestres, para asi aumentar el nimero de aislados
bacterianos. Con esto ademas de completar los estadios faltantes se podria hacer una comparacién
mas estricta entre las diferentes poblaciones.

Respecto a la funcidén de las bacterias asociadas con A. ludens. Los resultados obtenidos asi
como la literatura existente nos muestran que estos microorganismos participan en la fijacién de
nitrogeno. Este es un aspecto que podria continuar investigdndose, especialmente determinar si

las bacterias pueden fijar nitrégeno in vivo, tal y como se observé en la mosca del Mediterraneo.

Finalmente, para evaluar la importancia de las bacterias en la eleccion femenina seria
interesante realizar estas pruebas pero con moscas axenicas. Esto con la finalidad de que los
insectos no convivan con sus bacterias desde estadios tempranos de desarrollo. Lo que se ha visto

tiene un efecto significativo en el desarrollo del hospedero.
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ANEXO I: Ensayo de hibridacién in situ

Durante la asistencia al taller teérico-practico “Intensive Workshop on Microscopy and
Fluorescent in situ Hybridization on bacterial cells in insect tissues” realicé un ensayo de FISH
utilizando cortes de intestino de macho de A. ludens.

A partir de estos cortes se realizaron tres tratamientos, el primero consistié en tefiir Gnicamente
los tejidos con DAPI que es un fluoréforo que se une a regiones ricas de A-T del ADN.

La finalidad de esta tincion es la de observar la integridad del tejido ademas de que nos permite
evaluar si nuestro tejido presenta auto fluorescencia a la longitud de onda con la que
posteriormente se excitara el fluoroforo de la sonda. En nuestro caso no se observd auto

fluorescencia del tejido a esta longitud de onda (Figura 25).

A)

Figura 25. Cortes del intestino medio de A.ludens de 10 um A) Corte tefiido con DAPI, B) Corte observado a
longitud de onda de emision del fluoréforo Alexa 647. C) Sobrelapamiento de las dos imagenes anteriores.
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El segundo tratamiento consistio en tefir los cortes con DAPI pero también hibridarlos con la
sonda para eubacterias marcada con el fluoréforo Alexa 647 (Figura 26). En las imagenes se
observa la fluorescencia que resulta de la hibridacidn de la sonda con su respectiva secuencia

blanco.

A)

Figura 26. Cortes del intestino medio de A.ludens de 10 um. A) Tefiido con DAPI (azul), B) Hibridado con la
sonda para eubacterias (verde). C) Sobrelapamiento de las imagenes Ay B.

En el dltimo tratamiento los cortes se incubaron en presencia de RNAasa y posteriormente
fueron hibridados con la sonda y tefiidos con DAPI. El resultado de este tratamiento es una
degradacidon del ARN, lo que ocasiona que un menor nimero de moléculas de sonda se unan a su
secuencia blanco, por lo tanto debe de haber una disminucion en la fluorescencia, tal y como se

observa en la Figura 27.

A) l‘ c|
Figura 27. Cortes del intestino medio de A .ludens de 10 um en presencia de RNAasa A) Tefiido con DAPI.

B) Hibridado con la sonda para eubacterias. C) Sobrelapamiento de las imagenes Ay B.
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Las imagenes anteriores nos muestran que existen bacterias asociadas al intestino medio de
machos de A. ludens. Este es un resultado que se esperaba, ya que previamente Lauzon y Potter en
el 2012 mediante microscopia electrdénica reportaron la presencia de bacterias en el intestino de A.
ludens (70). Por otra parte, en la mosca del Mediterraneo por medio de FISH también se observod la
presencia de bacterias en el intestino (54).

Para A. ludens no se han reportado imagenes previas de FISH, sin embargo deberian realizarse,
ya que con la informacion que se obtenga a partir de ellas se puede comprender mejor la
transmisidon y colonizacién de las bacterias en su hospedero, ademas de que se puede seguir en

espacio y tiempo la presencia de un grupo determinado de bacterias al usar sondas especificas
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