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RESUMEN

Las sanguijuelas hematofagas que se alimentan unica y exclusivamente de sangre y han
tenido que establecer relaciones simbidticas con organismos capaces de proveerlos de
nutrientes ausentes o poco abundantes en su alimento como lo es la vitamina B. En el
caso de las sanguijuelas de la familia Glossiphoniidae, se ha demostrado que tres linajes
de sanguijuelas se han asociado independientemente con tres grupos distintos de
Proteobacterias. Las sanguijuelas del género Placobdella, se encuentran asociadas con
Alphaproteobacterias. La relacion simbiotica entre bacterias y sanguijuelas presenta
caracteristicas particulares que las hacen de gran interés biologico. Las bacterias se
encuentran alojadas en un tipo de células particulares llamadas bacteriocitos, los cuales
forman o6rganos bien definidos llamados bacteriomas. En las especies del género
Placobdella, los bacteriomas presentan forma de saco y se conectan directamente con el
esofago. Las bacterias asociadas a Placobdella fueron reconocidas como un grupo nuevo
de bacterias las cuales fueron llamadas Reichenowia y al parecer Unicamente se
encuentran en los bacteriomas de las distintas especies de Placobdella. En el presente
proyecto se detectd la presencia de Reichenowia en el bacterioma de Placobdella
ringueleti con ayuda de Microscopia Electronica de Transmision (MET) y Microscopia
Electrénica de Barrido (MEB), logrando caracterizar y ubicar a dichas bacterias, asi como
establecer la posicion filogenética de Reichenowia ringueleti, con base en secuencias del
16S bacteriano y métodos filogenéticos. Estos resultados arrojan informacién importante
acerca de la biologia de las bacterias y las sanguijuelas en general, ademas expone

nuevos blancos de investigacion para el estudio de endosimbiontes.



INTRODUCCION
El Phylum Annelida (del latin anellus anillo y del griego eidos forma) incluye

aproximadamente 20,000 (Aguado et al., 2014) especies, entre ellas gusanos de tierra o
lombrices, poliquetos tubicolas y errantes, ademas de sanguijuelas o hirudineos (Brusca
& Brusca, 2003; Aguado-Molina et al., 2014; Brusca et al., 2016). De manera general, los
anélidos se caracterizan por presentar el cuerpo segmentado y por la repeticién de
estructuras externas e internas a lo largo del cuerpo, condicidbn conocida como
metamerismo (Brusca & Brusca, 2003; Brusca et al.,, 2016). Sin embargo, en algunos
grupos que previamente no eran considerados como anélidos como Echiura,
Pogonophora y Vestimetifera, esta condicién se encuentra altamente modificada, mientras

que en Sipuncula se encuentra ausente (Struck et al., 2007; Edgecombe et al., 2011).

Las sanguijuelas pertenecen al orden

Hirudinida Lamarck, 1818; que junto con

Region anterior

Oligichaeta, Branchiobdellida, y
sl ¥ e Acanthobdellida son miembros de la clase
Clitellata (Siddall et al., 2001), presentan en el

tercio anterior del cuerpo una regioén glandular

Region clitelar

especializada en la secrecion de ootecas
]Semento

llamada clitelo en el tercio anterior del cuerpo;

Regién media JAuillo son hermafroditas y su desarrollo es de tipo
directo, es decir, sin etapas larvarias (Rouse &
Sensilas Fauchald, 1995). A diferencia de otros

clitelados, los hirudineos presentan el cuerpo

formado por 34 somitos constantes, de los

Ventosa

Figura 1. Esquema de Haementeria ghilianii. Se Cuales, solo 27 pueden observarse
observan algunas estructuras del plano corporal
basico (Modificado de de Salas-Montiel, et al., en

prensa). empleando nimeros romanos. Cada uno de los

externamente, y se numeran del | al XXVII

somitos puede estar subdividido por anillos superficiales; el patron general es de tres
anillos, nombrandose de adelante hacia atras como a4, a, y az. Presentan dos ventosas,
cada una situada en cada extremo del cuerpo, las cuales son utiles tanto para la fijacion
como para el desplazamiento (Figura 1), carecen de quetas y parapodos, ademas,
presentan un celoma reducido a una serie compleja de canales por los que circula el
fluido celdmico (Sawyer, 1986; Brusca & Brusca 2003; Brusca et al., 2016). El aparato

digestivo es completo, con la boca que normalmente se abre en el centro de la ventosa




oral; la faringe es larga y muscular y se continda con el buche, que en la mayoria de las
especies, presenta proyecciones laterales o ciegos arreglados metaméricamente. El
intestino es corto y desemboca en el ano localizado en la region dorsal del cuerpo cerca
de la ventosa posterior. En las especies hematofagas, el buche es muy flexible y esta
provisto de diverticulos que funcionan como almacén de alimento a largo plazo.
Asimismo, presentan una pared corporal fuerte que resiste el ensanchamiento del cuerpo.
El almacenamiento del alimento se lleva a cabo mediante la concentracién de las células
sanguineas por eliminacion del plasma y osmolitos a través de los metanefridios. Estas
caracteristicas son importantes debido a que las sanguijuelas pueden ingerir hasta ocho
veces su peso en sangre y permanecer sin alimentarse por largos periodos (Sawyer,
1986; Brusca & Brusca, 2003; Brusca et al., 2016).

Las sanguijuelas poseen un ganglio cerebroide anterodorsal que resulta de la
fusién de seis ganglios nerviosos y un corddn nervioso ventral que se extiende
longitudinalmente (Mann, 1962). Presentan 6rganos sensoriales externos y de dos a diez
manchas oculares, de complejidad y disposicion variable. Los érganos reproductores son
complejos, con un aparato reproductor masculino provisto de entre cinco y diez pares de
testisacos unidos mediante ductos espermaticos a un érgano copulador, ubicado en el
gonoporo masculino a la altura del somito Xl (Figura 2-A). El aparato reproductor
femenino consta de un par de ovisacos laterales los cuales se extienden
longitudinalmente y desembocan en el gonoporo femenino en el somito Xll (Figura 2-B)
(Sawyer, 1986). La excrecion se realiza mediante los metanefridios asociados a los vasos
circulatorios celdmicos que se extienden de manera pareada a lo largo del cuerpo (Brusca
& Brusca, 2003; Brusca et al., 2016).

Gonoporo
masculino

A

Gonoporo

1mm XIIK femenino

Proboscis

Glandulas salivales xv

Testisacos
Ovisaco

XVITT
Conductos

deferentes
XIX

Ciegos intestinales Ano xx

Figura 2. Esquema de la distribucion de aparatos reproductores de Helobdella
atli. (A) aparato digestivo y testisacos. (B) aparato reproductor (Modificado de
Oceguera-Figueroa & Leon-Régagnon, 2004).




Existen alrededor de 680 especies de hirudineos que se distribuyen en todos los
continentes excepto en la antartica (Sket & Trontelj, 2008). Aproximadamente el 70% de
estos clitelados son de habitat dulceacuicola, sin embargo se han descrito especies
marinas y terrestres (Sawyer, 1986; Apakupakul et al., 1999). Algunas especies de la
familia Glossiphoniidae muestran una amplia diversidad de estrategias relacionadas con
el cuidado parental (Figura 3-A) (Kutschera & Wirtz, 2001) y la puesta de ootecas (Mason
et al., 2005). La fertilizaciéon es cruzada y puede consistir en la implantacion hipodérmica
de espermatoforos en la superficie corporal de la sanguijuela (Salas-Montiel et al., en
prensa) (Figura 3-B) o bien por la insercion del pene en una vagina bien desarrollada
(Siddall et al., 2006).

Contrario a la idea generalmente aceptada, la mayoria de las sanguijuelas son
depredadoras de invertebrados de cuerpo blando como oligoquetos y pequefios moluscos
(Davies et al., 1981). Cerca del 30% del total de las especies descritas son hematdfagas,
parasitas de vertebrados, siendo la hemoglobina su principal fuente de energia (Sawyer,
1986; Sket & Trontelj, 2008). El resto son liquidosomatofagas, es decir, se alimentan de
fluidos internos vy tejidos blandos de moluscos u otros anélidos (Sket & Trontelj, 2008;
Oceguera-Figueroa, 2010). De acuerdo con estudios realizados por Borda & Siddall
(2004) el ultimo ancestro comun de los hirudineos debi6 ser hematofago, una condicion

que se perdi6é independientemente en al menos cinco ocasiones.

Figura 3. Estrategias reproductivas. (A). Vista ventral de Helobdella virginae Oceguera-Figueroa,
2007, mostrando un grupo de ootecas adheridas a la superficie corporal (Tomado de Salas Montiel,
2014). (B) Micrografia Electrénica de Barrido de un espermatéforo implantado en la superficie
dorsal de Haementeria officinalis (Tomado de Salas-Montiel et al., en prensa).

Se ha establecido que las sanguijuelas hematofagas producen vasodilatadores,
anestésicos y anticoagulantes como parte de sus secreciones salivales. Asi pueden evitar
la constriccion de las venas y asegurar el flujo de sangre (Salzet, 2001). Entre los




anticoagulantes destaca la hirudina, considerado como uno de los anticuagulantes mas

poderosos (Greinacher & Warkentin, 2008).

Las especies estrictamente hematdfagas de las familias Glossiphoniidae vy
Piscicolidae, han desarrollado estructuras asociadas al aparato digestivo y que en su
momento se consideraba contenian levaduras u hongos, por lo cual se denominaron
originalmente micetomas (Buchner, 1965). Recientemente se ha establecido que, en
realidad, los organismos contenidos en dichos 6rganos son bacterias, por lo cual, ahora
llevan el nombre de bacterioma (Sawyer, 1986; Perkins et al., 2005). La funcién de dichas
bacterias se ha investigado recientemente y se sugiere que aportan a sus hospederos
vitaminas ausentes en la sangre, particularmente de las vitaminas del complejo B
(Manzano et al., 2015). A pesar de que se han realizado avances importantes en el
estudio de las relaciones simbidticas entre metazoarios y bacterias, el caso de las
sanguijuelas ha sido poco estudiado, quedando diversas preguntas por resolverse, como

las que se investigan en el presente trabajo.

ORGANISMO DE ESTUDIO
Placobdella ringueleti Lépez-Jiménez & Oceguera-Figueroa, 2009

De acuerdo con Lopez-Jiménez & Oceguera-Figueroa (2009), las sanguijuelas de esta
especie son de forma lanceolada a ovoide, aplanadas dorsoventralmente y de tegumentos
trasparentes, observandose a través de ellos los ciegos del buche y otros 6rganos. Su
color es pardo amarillento con tonalidades verdosos sobre todo a nivel de los ciegos. Los
somitos completos presentan tres anillos. Posee dos pares de manchas oculares en el
somito lll, una ventosa oral pequefia, con la boca en el borde anterior y una ventosa

posterior circular y de mayor tamano que la ventosa anterior (Figura 4-A).

Placobdella ringueleti presenta una franja sélida longitudinal ininterrumpida en la
linea media de la superficie dorsal, del somito VIII al XXVII, esta ornamentacién es blanca
en los somitos anteriores y en la regién media y posterior del cuerpo es de color negro. El
dorso esta cubierto por cinco filas longitudinales de papilas de tamafo regular; la fila
medial es mas visible que las otras, presenta papilas en a, y a; de cada segmento desde
la parte anterior hasta el ano, mas evidente en los 2/3 del cuerpo. El espacio no ocupado
por las papilas de tamafo regular presenta papilas pequefias uniformemente distribuidas.
El gonoporo masculino se encuentra entre los somitos Xl y Xll, mientras que el gonoporo

femenino en el somito Xl ay/a; con dos anillos separando los gonoporos (Figura 4-B). El




ano se encuentra en la superficie dorsal del somito XXVII (L6épez-Jiménez & Oceguera-
Figueroa, 2009).

Placobdella ringueleti presenta una proboscis corta que se extiende
posteriormente hasta el somito IX, la proboscis es serpenteada cuando se retrae.
Presentan dos pares de glandulas salivales compactas bien desarrolladas, el primer par
se extiende en sentido anterior al somito VII-VIII, y el segundo par se extiende hacia la
region posterior del cuerpo. El es6fago es corto con un par de bacteriomas alargados en
forma de saco (Figura 4-C). El aparato reproductor masculino presenta seis pares de
testisacos, cada uno conecta con el conducto eferente mediante un conducto deferente
corto. Los conductos eferentes, estan colocados uno de cada lado del cuerpo, se
ensanchan hacia el extremo anterior y forman conductos eyaculatorios musculares bien
desarrollados que se unen entre si y desembocan en el gonoporo masculino. El aparato
reproductor femenino es simple, presenta ovisacos bilobulados sin oviducto comun y con

una bifurcacion (Lopez-Jiménez & Oceguera-Figueroa, 2009).

Placobdella rigueleti es una sanguijuela de amplia distribucién geogréfica,
abundante en los estados de Chiapas y Oaxaca y en Centro América hasta Panama
(Oceguera-Figueroa & Ledén-Régagnon, 2014; Oceguera-Figueroa & Pacheco-Chaves,
2012; Cornejo et al., 2015). Es una sanguijuela estrictamente hematéfaga y se alimenta
principalmente de tortugas de agua dulce como Kinosternon leucostomum, Dermatemys

mawii y Staurotypus triporcatus (Lopez-Jiménez & Oceguera-Figueroa, 2009).

Figura 4. Esquema general de la morfologia de Placobdella ringueleti. (A) vista ventral, se
observa la linea dorsal sélida, asi como la distribucion de los somitos. (B) Distribucion de
los érganos internos y aparato reproductor. (C) Esquema de los bacteriomas presentes en
Placobdella ringueleti (Modificado de Lopez-Jiménez & Oceguera-Figueroa, 2009).




ANTECEDENTES
Las sanguijuelas hematdfagas que se alimentan unica y exclusivamente de sangre a

menudo han establecido relaciones simbidticas con organismos capaces de proveerlos de
nutrientes ausentes o poco abundantes en su alimento, como lo es la vitamina B. En el
caso de las sanguijuelas de la familia Glossiphoniidae, se ha demostrado que tres linajes
de sanguijuelas se han asociado independientemente con tres grupos distintos de
Proteobacterias (Siddall et al., 2004; Perkins et al., 2005, Manzano-Marin et al., 2015). El
caso de las sanguijuelas de los géneros Haementeria y Placobdelloides, se encuentran
asociadas con diferentes linajes de Gammaproteobacterias, mientras que las especies de
Placobdella, objeto de este trabajo, se encuentran asociadas con Alphaproteobacterias
(Siddall et al., 2004; Kvist et al., 2011). Por convencion, las distintas formas bacterianas
del género Reichenowia asociadas a las especies de Placobdella se denominan de
acuerdo a la especie con la que se encuentran asociadas. Por lo tanto a la bacteria
simbionte de Placobdella parasitica, se le denomina Reichenowia parasitica; por lo tanto
al endosimbionte de Placobdella ringueleti 1o denominamos Reichenowia ringueleti. La
posiciéon filogenética de estas bacterias en los trabajos de Perkins et al., (2005) fue
realizada con base en la informacion del RNA ribosomal 16S, que es un componente de
los ribosomas de los porcariontes y ha funcionado como un cédigo de barras bacteriano
(Lebonah et al., 2014). Gracias al analisis gendomico de las bacterias simbiontes de las
sanguijuelas, recientemente se ha podido dilucidar su funcion y se ha establecido que
colaboran activamente en la produccién de vitamina B (Kvist et al., 2011; Manzano-Marin
et al., 2015).

La relacién simbidtica entre bacterias y sanguijuelas presenta caracteristicas
particulares que las hacen de gran interés biolégico. Las bacterias se encuentran alojadas
en un tipo de células particulares llamadas bacteriocitos, de ahi que se denomine a la
bacteria como endosimbionte. Los bacteriocitos forman érganos conspicuos llamados
bacteriomas. En las especies del género Placobdella, los bacteriomas presentan forma de
saco y se conectan directamente con el esdfago (Oceguera-Figueroa, 2012). Las
bacterias asociadas a Placobdella fueron reconocidas como un grupo nuevo de bacterias
las cuales fueron llamadas Reichenowia (Siddall et al., 2004; Perkins et al., 2005; Kvist et
al., 2011) y al parecer unicamente se encuentran en los bacteriomas de las distintas
especies de Placobdella. Mediante estudios de microscopia electronica de transmision y
de hibridacién in situ fluorescente (FISH por sus siglas en inglés) se ha logrado

caracterizar y localizar dichas bacterias en sanguijuelas adultas (Perkins et al.,, 2005).




Asimismo, existe la hipétesis de que las bacterias son heredadas de manera vertical de
una generacién a otra de sanguijuelas mediante un mecanismo de transporte que no ha
sido plenamente identificado. De igual forma, la presencia de bacterias en estadios de
desarrollo temprano de las sanguijuelas como cigoto, solamente ha sido sugerida sin que
a la fecha se haya demostrado (Siddall et al., 2004; Perkins et al., 2005).

Siddall et al., (2004) describieron el bacterioma de Placobdella parasitica, una
especie que se distribuye en Canada y norte de EUA; observando que consta de una sola
capa de células epiteliales soportada por una delgada lamina basal. Las células
epiteliales, en algunos casos, se encuentra precipitada y el lumen del bacterioma
presentaba estructuras en forma de barra que parecian haber sido liberadas por el epitelio
dafiado. Con la ayuda de microscopia electrénica de transmision se demostré que el
espacio citoplasmatico de la mayoria de las células epiteliales del bacterioma se llena casi
por completo de bacterias intracelulares en forma de barra. Las bacterias presentan doble
envoltura celular tipica de bacterias Gram negativas y un citoplasma floculante. Los
extremos terminales de cada bacteria presentan un espacio electrolicido. Los
bacteriomas albergan células epiteliales, varias mitocondrias y microvellosidades sdlidas

dirigidas a la luz del bacterioma; ademas de densos granulos de secrecion.




OBIJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Colaborar con el entendimiento de las relaciones simbidticas entre sanguijuelas

estrictamente hematofagas con sus bacterias endosimbiontes.

OBJETIVOS PARTICULARES

Localizar mediante Microscopia Electronica de Transmision, la presencia de
bacterias Reichenowia ringueleti en los bacteriomas de ejemplares adultos de Placobdella

ringueleti.

Describir la ultraestructura del bacterioma de Placobdella ringueleti con ayuda de
técnicas de Microscopia Electronica de Transmisién y  Microscopia Electronica de

Barrido.

Establecer la posicion filogenética de Reichenowia ringueleti, bacteria
endosimbionte de Placobdella ringeleti con base en secuencias del 16S bacteriano y

métodos filogenéticos.




MATERIAL Y METODO

RECOLECTA
La recolecta se realizé en el mes de Julio del 2015, en el Zooldgico Miguel Alvarez del

Toro, Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México (16°43'25”N; 93°5’45’ O); situado en la reserva

ecologica “El Zapotal”.

Las sanguijuelas fueron encontradas en un estanque artificial con tortugas de agua
dulce (Kinosternon leucostomum, Dermatemys mawii y Staurotypus triporcatus), la
recolecta manual buscando debajo de rocas dentro del estanque; las sanguijuelas fueron

colocadas en recipientes de plastico con agua del medio para su traslado al laboratorio.

Una vez en el laboratorio, fueron colocadas en un acuario con condiciones
ambientales similares al medio natural en el “laboratorio humedo” del Instituto de Biologia,
UNAM. Las sanguijuelas fueron alimentadas dos veces, la primera en el mes de octubre
de 2015 vy la segunda en el mes de febrero de 2016 con una tortuga del género

Kinosternon.

PROCESAMIENTO DEL MATERIAL

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB)
Un ejemplar adulto de Placobdella ringueleti fue diseccionado con el fin de extraer los

bacteriomas (Figura 5); los bacteriomas fueron colocados en un tubo Eppendorf con una
solucién fijadora de paraformaldehido al 4% y glutaraldehido al 2.5% en solucién buffer de
fosfatos (PBS) al 0.1 M y pH 7.2, durante 24 horas, una vez transcurrido el tiempo, se
realizaron tres lavados de cinco minutos cada uno con PBS. Posteriormente la muestra
fue deshidratada en etanoles graduales (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 96%) por diez
minutos cada uno, finalmente se realizaron dos cambios en etanol absoluto durante diez

minutos y la muestra fue desecada por punto critico con CO..

La muestra fue cortada en tres secciones transversales y montada en un
portamuestras de aluminio adherido mediante una etiqueta de carbdn, con pegamento en
ambas caras, el recubrimiento de la superficie se realizé por evaporacion de una mezcla
de oro-paladio con ayuda de un metalizador Emitech K550. Finalmente la muestra se
observé en un microscopio electronico de barrido de la marca Hitachi S2460N con su

sistema de registro de imagenes.




MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (MET)
Tres ejemplares de P. ringueleti adultos fueron diseccionados con el fin de extraer los

bacteriomas; éstos bacteriomas fueron colocados de manera independiente en tubos
Eppendorf con una solucion fijadora de paraformaldehido al 4% y glutaraldehido al 2.5%
en PBS 0.1 My pH 7.2 por 24 horas, una vez transcurrido el tiempo, se realizaron tres
lavados de cinco minutos cada uno con PBS. Posteriormente las muestras fueron
postfijadas con tetradxido de osmio al 1% durante una hora; transcurrido el tiempo, se

realizaron tres lavados durante cinco minutos en PBS.

Figura 5. Placobdella ringueleti (A) Cria. (B) Ejemplar adulto. (C)
Aparato digestivo anterior. Las flechas seiialan los bacteriomas
en forma de sacos.

La deshidratacion de la muestra se llevé a cabo en etanoles graduales (30, 50, 70,
80 y 96%) durante diez minutos cada uno, para concluir la deshidratacion, se realizaron
dos cambios en etanol absoluto, durante diez minutos cada uno. Posteriormente, fueron
inmersos tres veces en el solvente intermediario 6xido de propileno durante 10 minutos

cada vez.

Para llevar a cabo la infiltraciéon de la muestra, los bacteriomas fueron preincluidos
en diferentes mezclas de o6xido de propileno y resina Epon 812 por 24 horas a
temperatura ambiente en cada una de ellas. Las diluciones utilizadas fueron las
siguientes: 4:1, 3:1, 2:1 y 1:1, transcurridas las ultimas 24 horas de preinclusion los tubos
se destaparon para la evaporacion del 6xido de propileno. La inclusion se realizé en
resina pura Epon 812, utilizando moldes de silicén que fueron polimerizados a 60°C

durante 48 horas (Figura 6).

Los bloques con las muestras de bacteriomas incluidos fueron trabajados en un

ultramicrotémo modelo Ultracut R de la marca Leica, obteniendo cortes ultra-finos (40-90

10

——
| —



nm) y semi-finos (200-600 nm). A cada uno de los bloques se le tallé6 una piramide con
navajas de doble filo y navajas afeitar nuevas y de doble filo de la marca Dorco, para

exponer el lugar donde se localizaban los bacteriomas.

De cada uno de los bloques se obtuvieron cortes
semifinos de 200 a 250 nm de grosor utilizando cuchillas de
vidrio. La preparacion de las cuchillas fue de la siguiente
forma: se colocd una barquilla hecha de cinta adhesiva que
es llenada con agua en la cual, los cortes realizados por el
ultramicrotomo flotan en la interfase del aire y agua en donde
se mantienen en suspension dentro de la barquilla. Estos

cortes son levantados con la ayuda de un asa de cobre,

montados en portaobjetos de vidrio y fijados con calor para Figura 6. Muestra de
. L ., bacterioma incluida en resina

ser tefiidos con Azul de Toluidina al 1%, la cual se realizd ggpon 812

agregando una gota del colorante sobre la muestra fijada

para calentar por debajo del portaobjetos por dos segundos, contrastando asi la muestra,

el excedente del colorante fue lavado con agua destilada, se dejaron secar a temperatura

ambiente y fueron observados al microscopio 6ptico de campo claro de la marca Zeiss

modelo Axiostar con un objetivo de 10X y 40X, con el fin de detectar la zona de interés y

realizar el retallado de la piramide para tener una superficie de corte mas pequefa.

Los cortes ultrafinos (30-90nm) se obtuvieron de las piramides retalladas, con
ayuda de una cuchilla de diamante de la marca DIATOME, los cortes fueron extraidos de
la barquilla de la cuchilla con rejillas de cobre de 200 mesh y cubiertas con membrana de
collodion. Los cortes secos se contrastaron flotando la rejilla en una gota de acetato de
uranilo al 4%, durante 20 minutos, en una camara humeda protegida de la luz. Se lavaron
por goteo con agua destilada. Posteriormente las rejillas fueron flotadas sobre una gota de
citrato de plomo al 0.35% por 10 minutos en una camara humeda en presencia de
hidroxido de sodio (NaOH) para crear una camara libre de COy; se realizé un lavado final
por goteo con agua destilada. Se dejaron secar a temperatura ambiente para su

observacion.

Las rejillas fueron observadas en un Microscopio Electrénico de Transmision de la
marca JEOL, modelo JEM 1010a operado a 80kV, equipado con una camara CCD
modelo Gatan Orius SC600 y su sistema digital para el registro de las imagenes.
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BIOLOGIA MOLECULAR
Los bacteriomas de tres ejemplares adultos de Placobdella ringueleti fueron

diseccionados mediante un corte longitudinal medio en la superficie dorsal. Dichos
organos fueron colocados tubos Eppendorf por ejemplar y se digirieron en una mezcla de
buffer y proteinasa k. En el Laboratorio Nacional de Biodiversidad del Departamento de
Zoologia del Instituto de Biologia, UNAM, se llevé a cabo la extraccion la purificacion de
DNA total (bacteria y sanguijuela) utilizando el protocolo del DNeasy Blood & Tissue Kit
fabricado por QIAGEN ®.

Usando la muestra de DNA purificado de cada individuo, se amplificé un fragmento
del gen 16S rRNA mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
utilizando los primers universales BSF8/20 y BSR1541/20. Cada tubo de reaccion
contenia 0.15 ul de Taq polimerasa, 3 ul de buffer 5X, 0.3 pl de cada uno de los primers y
2 Ul de DNA. Esto se llevo a un volumen total de 15 ul con agua estéril. La reaccién de
amplificacién se realiz6 en una termocicladora Arktik™ Thermal Cycler (TermoFisher
Scientific) siguiendo el siguiente perfil térmico: 5 minutos a 94°C seguidos de 35 ciclos de
1 minuto a 94°C, 1 minuto a 53°C y 90 segundos a 72°C, con una extension final de 10
minutos a 72°C. El producto de PCR fue enviado al Laboratorio de Secuenciacion
Gendmica de la Biodiversidad y de la Salud del Instituto de Biologia, UNAM para la
obtencion de secuencias de DNA utilizando un secuenciador de capilares. Las reacciones
de secuenciacion se realizaron empleando los primers BSF8, BSF1099, BSF517, BSR
534, BSR1492 y BSR1541.

EDICION DE SECUENCIAS
La edicién de secuencias se realiz6 de manera manual en el programa Geneious 5.1.7

(Biomatters Ltd. Auckland, New Zealand). Se obtuvieron secuencias de Proteobacerias
representativas de diversos grupos, disponibles en GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/, Fecha de acceso 30-08-2016) con el fin de realizar
un analisis comparativo de las secuencias aqui generadas. Se utiliz6 como grupo externo
a Rhodobacter sphaeroides. Se conformd una matriz de 41 terminales la cual fue alineada
en el programa MUSCLE (Edgar, 2004).
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CONSTRUCCION DE ARBOLES FILOGENETICOS
La matriz de datos que incluye secuencias del rRNA 16S de diversos grupos de

Gammaproteobacterias, incluyendo las generadas en el presente trabajo y obtenidas de
bacterias endosimbiontes de la sanguijuela Placobdella ringueleti, fue analizada bajo dos
criterios: Analisis de Neighbor Joining empleando el algoritmo K2P en el programa PAUP*
(Swofford, 2002). Adicionalmente se realizé un analisis de parsimonia en el programa TNT
(Goloboff et al., 2008) empleando los algoritmos de “New Technology Search”. Los

valores de Bootstrap fueron calculados en TNT realizando 100 pseudoreplicas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO
Las micrografias electronicas de barrido nos muestran que el bacterioma de Placobdella

ringueleti es un saco simple (Figura 7), la luz del bacterioma es de forma oval y al igual
que Placobdella parasitica s6lo se observa una capa de células epiteliales soportada por
una lamina basal (Figura 8 y 9). Esta capa de células epiteliales no presenta
microvellosidades uniformes, es decir, las microvellosidades se encuentran en forma

festoneada (ondas) (Figura 10).

SU1510 15.0kV 16.2mm x370 SE

Figura 7. Bacterioma de Placobdella ringueleti. Extremo del bacterioma (B) se observa la luz (Lb), las flechas sefialan

algunas microvellosidades
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SU1510 15.0kV 16.2mm x850 SE

Figura 8. Zona central del bacterioma. Se observa la luz del bacterioma (Lb), algunas microvellosidades irregulares
(Mv) y la pared del bacterioma (Pb). La forma del bacterioma es un saco oval con una lamina basal (flecha).

SU1510 15.0kV 13.0mm x650 SE

Figura 9. Zona mas cercana al eséfago de Placobdella ringueleti. Se observa la luz del bacterioma, pared del
bacterioma (Pb). La flecha sefala algunas microvellosidades mas alargadas y delgadas que descansan en una capa de
células epiteliales.




Figura 10. Microvellosidades del bacterioma de Placobdella ringueleti. Son de forma festonada, cortas y

dispersas.




MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Las micrografias obtenidas con el microscopio electronico de transmision demuestran la

presencia de bacterias endosimbiones en el bacterioma de la sanguijuela Placobdella

ringueleti (Figura 11).

Figura 11. Micrografia electrénica de transmision del bacterioma de Placobdella ringueleti. Se observa una gran
cantidad de bacterias encapsuladas en una membrana formando un saco bacteriano. Bacteria (B), Nticleo celular(N),
membrana del saco (flecha).




Las bacterias observadas se encuentran agrupadas en sacos dentro del bacterioma de P.
ringueleti (Figura 12 y 13). El tamafo y forma de las bacterias es variable, ello también
depende de la posicion en que se realizé el corte. Las bacterias largas fueron cortadas
longitudinalmente, las redondas es muy probable que se cortaron transversalmente y las
intermedias tangencialmente. Pero en general se distinguen bacilos con bordes

redondeados y se distinguen una o dos vacuolas por cada bacteria.

-
&'

Figura 12. Micrografia electrénica de las bacterias. Se observa gran cantidad de bacterias en el saco, la forma
depende en gran medida de la posicion del corte pero se aprecian algunas alargadas (B) con vacuolas en los extremos
(V) y otras bacterias se observan muy circulares (corte transversal) pero igualmente con al menos una vacuola.
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Figura 13. Micrografia electrénica del baceterioma. Se observan algunos sacos que contienen bacterias (B), las flechas
sefalan los sacos.

Cada bacteria posee una doble capa lipidica. Cada saco esta rodeado por células que
albergan nucleos celulares grandes, gran cantidad de mitocondrias y reticulo
endoplasmico rugoso (Figura 14).




Figura 14. Micrografia electronica que muestra la doble membrana de las bacterias y el citoplasma de una célula que
rodea los sacos. Nucleo (N), mitocondria (M), Reticulo endoplasmico (RE), bacteria (B).

Las células de los bacteriomas contienen una gran cantidad de lisosomas,
cercanos a la zona apical (Figura 15).




Figura 15. Micrografia del bacterioma. Se observan una gran cantidad de lisosomas con una alta actividad, asi como
algunas conexiones intercelulares y algunas microvellosidades. Microvellosidades (Mv), lisosomas (L), las flechas
seiialan algunas conexiones intercelulares.

En la luz del bacterioma se presentan una gran cantidad de microvellosidades
cuya funcién es desconocida, sin embargo, al aumentar la superficie de intercambio de
compuestos a través de ella se sugiere que tendria que estar relacionado con una alta
actividad metabdlica. (Figura 16), incluyendo de degradacion por la cantidad de lisosomas

y su tamafio.




Figura 16. Microvellosidades (Mv), Lisosomas (L), Nticleo (N).




BIOLOGIA MOLECULAR
En la figura 17 se muestra el arbol de Neighbor Joining resultado del analisis en el

programa PAUP* y en la Figura 18 se presenta el arbol de consenso estricto de 4 arboles
mas parsimoniosos (L=842) con los valores de soporte en los nodos, obtenidos por el
método de bootstrap. Los dos métodos resultaron en arboles similares en los que las tres
muestras obtenidas en el presente trabajo (en rojo), aparecen formando un grupo junto a
las otras muestras de endosimbiontes de especies de Placobdella (Reichenowia picta,
Reichenowia ornata y Reichenowia parasitica). Las relaciones del resto del arbol
muestran algunos cambios, sin embargo, existen similitudes en la asignacién de las
distintas especies de Reichenowia dentro de las Alphaproteobacterias. Las distancias
genéticas entre las tres muestras obtenidas de R. ringueleti es de 0 mientras que la

distancias con las otras especies de Reichenowia son de 2.5%
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NJ

Rhodobacter sphaeroides D16425
Reichenowia ringueleti A02

Reichenowia ringueleti Bplrin8
Reichenowia ringueleti HO1 Endosimbiontes de especies de
Reichenowia ringueleti BO2 sanguijuelas del género Placobdella
Reichenowia ornata
Reichenowia picta

Reichenowia parasitica
JQO77224 Ensifer sp. Bmb17
JQ977482 Rhizobium sp. Bma13
Sinorhizobium meliloti 6.69
AB195269 Sinorhizobium sp. HF6 gene for 16S ,
AY260146 Sinorhizobium fredii strain HH303

GQ355319 Sinorhizobium sp. Mp1

HEG62682 Ensifer sp. X29 partial 16S rRNA gene, strain X29
1 HQB844501 Ensifer adhaerens strain SZMG22
H HQB844514 Ensifer adhaerens strain ZJKXC12

JNE48909 Rhizobium sp. BLR39

JN896362 Ensifer adhaerens strain CC-GSB4

JX042455 Ensifer adhaerens strain NW4
HM151807 Sinorhizobium sp. 2-1

KJ472222 Sinorhizobium sp. BBWH-W7
—f HQ143662 Sinorhizobium meliloti strain YQQ20
CP015880 Ensifer adhaerens strain Casida A, complete genome
- AY599691 Sinorhizobium sp. TB4-1-I1
Bartonella henselae 1.93
—_ Bartonella quintana 1.58
Agrovitus

Zoogramig

L DQ507209 Rhizobium sp. MTR32A
o DQB98296 Rhizobium sp. MTR-3A

NR 116889 Shinella fusca strain DC-196

KF441553 Albidiferax sp. A1-6

KF441630 Rhizobium sp. 7A-191
] KF441696 Rhizobium sp. 7B-646

Brucella melitensis 3.29

L] Brucella suis 3.32

HQ652583 Ensifer sp. f27(2011)

Agrobacterium tumefaciens 5.67
{Rhizobium
Mesorhizobium loti 7.60

— 0.005 substitutions/site

Figura 17. Neighbor joining de Alphaproteobacterias. En rojo se muestran las secuencias realizadas en el presente

estudio.




Strict consensus of 4 trees

—— Rhodobacter sphaeroides D16425
Mesorhizobium loti 7.60
— Sinorhizobium meliloti 6.69
— Ensifer sp. f27(2011)
Rhizobium sp. Bma13
100 gnsife/7 sp. Brgb3127
100 rucella suis 3.
1_00: Brucella melitensis 3.29
Bartonella quintana 1.58
WI: Bartonella henselae 1.93
Rhizobium
Agrobacterium tumefaciens 5.67
—— Rhizobium sp. 7B 646
700 Rhizobium sp. 7A 191
— Albidiferax sp. A1 6
— Agrobacterium vitus
Shinella zoogloeoides
75 Shinella fusca
100 Rhizobium sp. MTR3A
— Rhizobiumsp. MTR32A
Reichenowia ornata
_|: Reichenowia parasitica

62 Reichenowia picta Endosimbiontes de
—— Reichenowia ringueleti Bplrin8 especies de sangijuelas
64 — Reichenowia ringueleti HO1 del género Placobdella
92 I Reichenowia ringueleti BO2

—— Reichenowia ringueleti AO2

—— Ensifer adhaerens

—— Sinorhizobium meliloti

—— Sinorhizobium sp. BBWH

Sinorhizobium sp. TB4

70 — Sinorhizobium sp. 2 1

— Ensifer adhaerens

Ensifer adhaerens

—— Rhizobium sp.

—— Ensifer adhaerens

88 Ensifer adhaerens
—— Ensifer sp. X29 partia

—— Sinorhizobium sp. Mp1

—— Sinorhizobium fredii s

— Sinorhizobium sp. HF6

Figura 18. Consenso estricto de cuatro arboles mas parsimoniosos para Alphaproteobacterias mediante bootstrap. En
rojo se muestran las secuencias realizadas en el presente estudio.
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CONCLUSIONES

1.

Se corrobora la hipotesis de que Reichenowia ringueleti es simbionte intracelular
mutualista de la sanguijuela Placobdella ringueleti.

Las bacterias que alberga el bacterioma son bacilos de extremos redondeados.
Las bacterias poseen una doble membrana (tipica de estos organismos) y se
distinguen de una a dos vacuolas por bacteria.

En Placobdella ringueleti, las células que rodean los sacos presentan un nucleo
celular grande, mitocondrias y reticulo endoplasmico abundante cercano a las
bacterias, lo que indica que dichas bacterias se encuentran dentro de la célula
como se habia reportado para Placobdella parasitica.

El bacterioma de P. ringueleti presenta una alta activad metabdlica, lo cual se
infiere por la presencia de lisosomas con cristalizaciones y electrodensos.

La evidencia disponible indica que las células del bacterioma pueden estar
implicadas en la multiplicacién, maduracién, liberacion y, eventualmente,
degradacioén de las bacterias

El mecanismo por el cual las bacterias se transfieren de un individuo a otro y la
manera por la cual invaden el bacterioma son desconocidos en la actualidad.

El hecho de que las muestras de Reichenowia obtenidas de especies distintas de
Placobdella se agrupen sugiere, contundentemente, que la asociacion entre estos
dos grupos ocurrié una sola vez, probablemente en el ultimo ancestro comun de
las especies de Placobdella y el patron que se observa es resultado de la

evolucién conjunta entre sanguijuelas y bacterias.
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