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RESUMEN

Los insectos comunmente se asocian con una diversidad de microorganismos, comunmente
estos microorganismos estan asociados al tracto digestivo y son tiles para adquirir nutrientes
que mejoran su crecimiento y desarrollo. Es muy comun que las especies bacterianas sean
abundantes en el interior de los insectos y comprenden todos o la mayoria de los organismos
en los intestinos de la mayoria especies de insectos. Estas comunidades bacterianas varian

enormemente en tamafio, composicion, ubicacion y funcién dentro del tracto digestivo.

En este proyecto, se presenta informacion relacionada con la diversidad de bacterias
asociadas al tracto digestivo de Arsenura armida, que crece en bosques secos tropicales. Las
cepas encontradas fueron aisladas del tracto digestivo de larvas que crecen en su ambiente
natural y posteriormente cultivadas en medio de solido de Soya y Tripticaseina. Estas cepas
fueron caracterizadas fenotipicamente mediante analisis macroscopico y microscépico. La
identificacion taxondmica de las cepas aisladas se realizé mediante el empleo del marcador
molecular 16S rRNA, asi mismo se realiz6 el estudio de las huellas genémicas ERIC y
ARDRA, y analisis filogenético. Un total de 120 cepas fueron aisladas del tracto digestivo
de Arsenura armida. EI analisis microscopico permitio observar una diversidad de formas

bacterianas, principalmente predomino la forma de cocos aislados y coco-bacilos.

A partir de las digestiones de los fragmentos amplificados del gen 16S rRNA realizadas con
la enzima de restriccion Hinfl, se obtuvieron 14 patrones diferentes, de los cuales 10 fueron
patrones Unicos y los 4 restantes agruparon 10 patrones de restriccion con bandas similares.
Estos patrones en conjunto con el analisis filogenético realizado de las 14 cepas
representantes permitieron conocer la diversidad bacteriana presente en el interior de la larva
de Arsenura armida. El analisis filogenético permitié agrupar las cepas en 5 diferentes

géneros: Serratia, Bacillus, Enterobacter, Enterococcus y Pseudomonas



I.  INTRODUCCION

México posee una gran diversidad tanto cultural como bioldgica existiendo entre los
diferentes pobladores un amplio conocimiento integral y empirico de la naturaleza, que
incluye nociones de clasificacion, observaciones del ambiente local y un sistema de uso,
manejo y aprovechamiento de los recursos naturales, dando la continuidad en la explotacion
de ellos (Ramos-Elorduy, 2000; Laird & Noejovic, 2002). Este conocimiento generado ha
permitido difundir informacion bioldgica y cultural debido a que los pobladores utilizan
estilos de vida tradicionales para conservar sustentablemente la diversidad biologica
(Véasquez & Yunta, 2004; Ramos- Elorduy et al., 2007).

Dentro del aprovechamiento de los recursos naturales gran parte de las plantas y
algunos insectos son explotados por sus propiedades nutrimentales y medicinales, por
aspectos religiosos, artisticos o recreativos, siendo los insectos los recursos naturales
aprovechados desde la antigiedad por diferentes grupos étnicos de México (Ramos- Elorduy,
1987, 1996, 2005). EI consumo de insectos ha persistido en la dieta porque son parte de un
habito alimenticio tradicional, ademéas de considerarse una actividad culinaria exética que
actualmente ha continuado, principalmente en areas rurales y el sureste de México (Ramos-
Elorduy, 1997).

Los insectos son consumidos en estados inmaduros (huevo, larva o ninfa y pupa) o
como adultos y se consumen durante su época de abundancia, de acuerdo a la estacionalidad
de cada especie (Ramos & Pino, 2004; Costa, 2004).

Chiapas es uno de los estados que preserva el consumo de insectos como tradicion,
donde existen 178 especies de insectos identificados como comestibles (Ramos & Pino,
2002) entre estos los lepiddpteros estan representados por 19 especies, cuyas larvas y pupas

se han utilizado como alimento de algunos pueblos étnicos (Chacén, 2007).

La larva de lepiddptero Arsenura armida (Cramer, 1779) designada como Zats, es
una de la especies mayormente consumidas por diversas etnias en el estado de Chiapas

(choles, lacandones, mames, tojolabales, tzeltales, tsotsiles y zoques), asi como en otros



estados como Hidalgo, Oaxaca, Veracruz, Yucatan y Puebla (Ramos & Pino, 2002; Ramos,
2009; Ramos et al., 2011; Escamilla et al., 2012).

El Zats se presenta en dos temporadas la primera empieza en el mes de junio hasta
los Gltimos dias de agosto y la segunda temporada empieza en el mes de octubre y termina
en noviembre. Estas larvas se alimentan de las hojas de los arboles de Anona (Anona sp.),
Corcho (Heliocarpus donnell-smithii) y Caulote (Guazuma ulmifolia) ya que estos arboles

son utilizados como cercos Vivos.

Se estima que el 10 % de la produccion vegetal de un bosque es consumido por los
insectos cuando se encuentran en ecosistemas silvestres (Scultz, 2002). Particularmente, se
estima que las orugas (larvas de mariposas, orden LepidOptera) son los principales
consumidores de follaje en los bosques tropicales, ingiriendo entre 2-5 % de las hojas de las

hojas que se producen en ellos (Pinto et al., 2007).

En el tracto digestivo de cada organismo vivo, existe una gran variedad de
microorganismos los cuales ayudan a que los alimentos que se ingieren sean degradados para
su asimilacién. Es por ello que surge la necesidad de estudiar los microorganismos que se
encuentran dentro del tracto digestivo de la larva de Arsenura armida, considerando que,
debido a su alimentacidon se pudieran encontrar bacterias celuloliticas, las cuales son de gran
importancia a nivel industrial, debido que tienen la capacidad de producir enzimas capaces

de degradar celulosa y metabolizar carbohidratos.



II. JUSTIFICION

Los insectos son uno de los recursos naturales que han sido aprovechados desde la
antiguedad por los grupos étnicos de México (Ramos-Elorduy, 1987, 1996, 2005), debido
a que desempefian papeles significativos, principalmente en aspectos medicinales,
religiosos, artisticos, recreativos y gastrondmicos (Costa, N., 2002; Costa & Resende,
2004; Costa, N. & Ramos, E., 2006).

Los insectos viven en casi cualquier lugar habitable en la tierra. Son los mayores

consumidores de plantas y depredadores de los consumidores de plantas. Algunos de
ellos compiten con el hombre por alimento.
Aunque algunas especies de insectos son consideradas plagas de los cultivos, otras son
importantes como organismos beneficiosos, por los productos que el hombre puede
obtener de ellos (tintes, seda, cera, miel, etc.) y por las costumbres culturales de algunos
grupos humanos que ven a los insectos como un recurso econémico y de alimento.

Muchas investigaciones han identificado que en Chiapas se consumen diversos
insectos, siendo el mas apreciado Arsenura armida (Zats) ya que es considerado un
manjar, estas larvas se alimentan de los arboles hospederos, las larvas de muchas especies
se alimentan de plantas (BRUSCA & BRUSCA, 2005) causando graves dafios, e incluso,
pérdidas graves en la agricultura. Sin embargo, muchas especies, tienen importancia
econdmica, como es el caso de A. armida armida. Muchos son los estudios acerca del
contenido proteico de la larva y el alto valor nutrimental, debido a esto en este trabajo se
pretende generar conocimiento acerca de las endobacterias de la larva y su posible
intervencion en la fisiologia y de esta manera darle otro valor a larva.

Es necesario preservar a la larva debido a que la explotacion de este recurso biotico
puede llevar a la extincion de la misma. Cabe sefialar que la deforestacién y quema de
arboles aumenta el riesgo de la pérdida de este insecto que forma parte de nuestra cultura
y es necesario generar informacion y transmitirla para frenar la destruccion de su habitat.
Por lo anterior se requiere realizar investigaciones sobre este insecto, usando las
tecnoldgicas de vanguardia y proporcionar informacion que contribuya en el rescate y

proteccion de este importante insecto.



I11. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo general
Estudiar la diversidad de endobacterias asociadas a la larva de Arsenura armida.

3.1.1. Objetivos especificos
-Obtener informacion sobre las endobacterias aerobias cultivables del tracto digestivo de la

larva de Arsenura armida.

-Analizar por métodos moleculares a las bacterias cultivables que habitan el tracto digestivo

de la larva de Arsenura armida.

-Realizar un andlisis filogenético para identificar a las endobacterias asociadas al tracto

digestivo de la larva.

IV. HIPOTESIS

La larva de Arsenura armida en el tracto digestivo presenta una gran diversidad de bacterias

V. PROBLEMAS A RESOLVER

Chiapas cuenta con una gran diversidad bioldgica lo cual se ha aprovechado de forma
muy variada ya sea con fines alimentarios, medicinales, religiosos, comerciales,
ornamentales y recreativos. Tradicionalmente, los bosques han provisto a las comunidades
rurales de Chiapas de una variedad de recursos naturales que las familias aprovechan para su
subsistencia y para mantener practicas tradicionales que dan sentido a la identidad étnica y
comunitaria.

Debido al uso inconsciente de los recursos con los que contamos muchas especies con
valor alimentario, econoémico y cultural han sido sobreexplotadas e incluso han perdido su
habitat, es por eso que el aumento de la diversidad de especies Utiles conlleva la necesidad
de desarrollar técnicas productivas que aseguren su disponibilidad, ademas es importante
generar nueva informacion que permita dar un valor agregado a las especies vulnerables.
Los insectos juegan un papel central en el funcionamiento de los ecosistemas terrestres.
Representan engranes de gran importancia en el reciclaje de nutrientes, como herbivoros,
polinizadores, y como parte del alimento de una variedad de organismos, desde vertebrados
ainvertebrados (Summersville y Crist, 2004; Summersville et al., 2004). Son particularmente



abundantes y muy diversos en bosques tropicales, aunque se requiere mayor investigacion

para distinguir las funciones de numerosas especies en estos ecosistemas.

Debido a una estrecha relacion con la vegetacion donde habitan, los insectos
herbivoros responden sensiblemente a la deforestacion y a la regeneracion del bosque. Sus
larvas son herbivoras, los adultos pueden ser observados y recolectados en el campo de
manera simple.

Por otro lado los insectos en Chiapas han representado un recurso alimenticio
importante para el ser humano, de estos insectos el orden lepidoptera incluye por lo menos a
45 especies comestibles, la mayoria consumidas en el estadio de larva. En Chiapas se han
registrado 19 especies de lepidopteros de interés culinario. Siendo Arsenura armida un
ejemplo del consumo de larvas la cual presenta por lo menos dos o tres generaciones al afio
y durante la etapa larvaria se alimentan del follaje de los arboles de corcho (Heliocarpus
reticulatus y H. donellsmithii).

En Chiapas el conocimiento acerca de la fauna de lepiddpteros es escaso, por lo tanto
es oportuno estudiar acerca de ellos especificamente sobre las larvas de lepidopteros. Aun
falta mucho por hacer en el ambito de estudio de los lepidopteros de Chiapas. En general, es
urgente continuar trabajando en taxonomia, sistematica y ecologia de las mismas.

Un reflejo inmediato de esta situacion es que, a pesar de que numerosas especies de
lepidopteros han sufrido reducciones o pérdidas en sus poblaciones debido a la
transformacion y fragmentacion de los ambientes naturales, ningin representante de este
grupo hasido incluido en la lista oficial de las especies amenazadas o en peligro de extincién
en el territorio mexicano (Sedesol, 1994). Por lo anterior, este proyecto es necesario para:
= Generar nuevo conocimiento Gtil acerca de la larva de Arsenura armida, para la base
de estudios posteriores.
= Darle un valor agregado a la larva, para recocer su importancia en el funcionamiento
del ecosistema.
= Estudiar la microbiota del interior de la larva para conocer el comportamiento de estas
en la fisiologia de la larva.
= |dentificar el potencial biotecnoldgico de los endosimbiontes encontradas en el

interior de la larva de A. armida.



VI. MARCO TEORICO

6.1.  Aspectos bioldgicos de la larva de A. armida
Arsenura armida es una oruga grande, que pertenece al orden lepidoptera y

subfamilia arsenurinae es comun en el bosque seco tropical, esta oruga es muy visible en las
coronas de los arboles. La subfamilia arsenurinae, constituida en su totalidad por grandes
saturnidos neotropicales, se produce desde México hasta el norte de Argentina y contiene
aproximadamente 57 especies, muy pocos de los cuales son conocidos desde las primeras
etapas. (Lemaire, 1980; Hogue, 1993).

Arsenura armida se produce en México (desde Tamaulipas hasta Chiapas en la
vertiente del Golfo de México, hasta la Sierra Madre Oriental), Bolivia y el sureste de Brasil
(Lemaire, 1980).

Arsenura armida se produce entre la primera y la Gltima semana de junio, comienza
aproximadamente 3 semanas después de las lluvias. Después de la eclosién pasa una larga
estacion seca en forma de pupa solitaria y en estado latente de 2-10 cm debajo de la superficie
del suelo (Costa et al., 2001).

6.2. Biologia asociada a la larva
6.2.1. Morfologia general del orden Lepiddptera

Las mariposas de este orden son insectos comunes y se reconocen por las escamas de
las alas, que se desprenden y adhieren como polvo en los dedos cuando son manipulados.
Sus miembros se encuentran en casi todas partes, a menudo en grandes cantidades
(Triplehorn y Johnson, 2005). Las piezas bucales de una mariposa estdn generalmente
equipada para succionar. El labrum es pequefio y es por lo general en la forma de una banda
transversal a través de la parte inferior de la cara, en la base de la probdscide. Las mandibulas
estan casi siempre ausentes. La probdscide, cuando esta presente, esta formada por la fusion
de la galea de la maxila longitudinalmente ranurada y suele ser larga y enrollada. Los palpos
maxilares son generalmente pequefias o inexistentes, pero los palpos labiales estan casi

siempre bien desarrollados y por lo general se extienden hacia delante frente a la cara (fig.



1). Los ojos compuestos de una mariposa son relativamente grandes y consisten en un gran

numero de facetas.
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Figura 1. Morfologia y aparato bucal en Lepiddptera. Fuente:
http://www.asturnatura.com/articulos/lepidopteros-mariposas/morfologia.php

6.2.2. Morfologia general del orden Lepiddptera asociado a la larva.

Las larvas de los lepidopteros son polipodas, generalmente eruciformes (fig. 2), con
2-5 pares de patas falsas o abdominales y tres pares de patas toracicas o verdaderas. Son
cilindricas y robustas, con una cépsula cefalica bien desarrollada, que presenta en su parte
anterior, una estructura triangular denominada frontoclipeo. Con un par de antenas muy
cortas, trisegmentadas y se encuentran en la porcion inferior de la cabeza, por detrés y a cada
lado de las mismas, se disponen en forma semicircular los seis ocelos (stemmata u ojos de
las larvas) en cada lado, pudiendo ser menos o incluso estar ausentes, justo por encima de las
mandibulas. El aparato bucal posee mandibulas y maxilas desarrolladas, el labio posee una
estructura distal denominada spinneret, que es el érgano hilador de la seda (Urretabizkaya et
al., 2010).

El cuerpo cilindrico de 13 segmentos, 3 toracicos y 10 abdominales. Cada segmento
toracico lleva un par de patas, y los segmentos abdominales, de tres a seis, y 10, por lo general
Ilevan un par de prologos. Los propatas o pseudopatas difieren de las patas torécicas, ya que
son mas carnosas y carecen de segmentacion, y por lo general llevan en su apice una serie de

minusculos ganchos Ilamados crochets (ganchillos).


http://www.asturnatura.com/articulos/lepidopteros-mariposas/morfologia.php

Oruga de una mariposa. Michal Komorniczak. A: cabeza; B: térax; C: abdomen. 1: escudo protoracico; 2: espiraculo; 3: patas
verdaderas; 4; protopatas medioabdominales; 5: protopata anal; 6: escudo anal; 7: tentaculo. a: triangulo frontal; b: ocelo; c:
antena; d: mandibula; e: labro

Figura 2. Oruga de una mariposa de Lepidoptero. Fuente:
http://www.asturnatura.com/articulos/lepidopteros-mariposas/ciclo-vida-metamorfosis.php

6.2.3. Huevos

Los huevos son puestos en grandes masas de huevos sobre la superficie de hojas y
ramas de los arboles (Fig. 3A), son de color blanco grisaceo. Al eclosionar, se observan
grandes cantidades de larvas de comportamiento gregario, apiladas debajo de las hojas, unas
al lado de las otras como si fueran vagones en paralelo. Un huevo Arsenura armida pesa

aproximadamente 0,0012 g eclosiona después de 12-14 dias (Costa et al., 2001)

En el primer estadio las larvas son brillantes, poseen anillos amarillos y negros con
cabeza roja y permanecen juntos durante la alimentacion en grandes masas en las hojas (Fig.
3B). En su 3er instar (antepenultimo), empiezan a descansar diurnamente en grandes masas
visibles en la parte inferior del tronco y de las ramas mas grandes (Fig. 3C), contintan
haciendo esto hasta dejar el arbol como prepupas para excavar en solitario una camara de

pupacion y pupar en el suelo (Costa et al., 2001).


http://www.asturnatura.com/articulos/lepidopteros-mariposas/ciclo-vida-metamorfosis.php

Figura 3. Estadios de la larva de Arsenura armida. (A) huevos depositados en una gran masa,
(B) Larvas pequeiias creciendo en hojas de Guazuma ulmifolia, (C) comportamiento de las
larvas en su tercer instar, (D) desplazamiento de la larva por las ramas de su hospedero para

alimentarse. Imagen tomada de: http://www.mucubaji.com/guaquira/EEGNoticias48.html

6.2.4. Pupa
La pupacion ocurre de diferentes formas. Muchas larvas forman un capullo bien

elaborado y se transforman dentro de ella. Otras hacen un capullo muy sencillo y algunas
otras no lo hacen en absoluto. Muchas larvas pupan en una especie de situacion protegida.
Las pupas son por lo general obtectas (cubiertas), con los apéndices firmemente adherido al
cuerpo. Las pupas de las polillas son generalmente de color café y relativamente suaves,

mientras que las pupas de las mariposas son de color variado, y son a menudo tuberculadas


http://www.mucubaji.com/guaquira/EEGNoticias48.html

0 esculpidas. Algunas larvas de polilla (algunas de Sphingidae, Saturniidae y Pyralidae)
pupan bajo la tierra (Ruiz, 2015)

Bricemio (1983) en su investigacion reporta que la pupa de Arsenura armida es del
tipo obtecta (cubiertas) de color marron rojizo, la cual tiene aproximadamente 50 mm de
largo por 20 mm de didmetro. Asi mismo reporta que la larva entra en pupa enterrandose en

el suelo de 10 cm a 15 cm de profundidad (Bricemio, 1983).

Figura 4. Pupa de Lepiddptera. Fuente: Amarillo & Wolfe (1997)

6.3. Generalidades de la familia Saturniidae

De acuerdo a la recopilacion de datos de Amarillo (2000) la familia Saturniidae fue
descrita en 1837 por Boisduval. Posteriormente Jordan en 1922 realiza la primera revision
elevando el grupo al rango de superfamilia, incluyendo las familias Saturniidae y
Ceratocampidae, con Saturniinae, Agliinae y Ludiinae en la primera familia y Arsenurinae y
Ceratocampinae en la segunda.

De 1929-1930, Draudt reubica de nuevo al grupo como una familia y a sus dos
familias como subfamilias. En 1931, Bouvier habla de saturnoides «aberrantes», Oxytenidae
y Cercophanidae, y «normales» reagrupados en tres familias: Saturniidae, Sysphingidae y
Hemileucidae.

Estudios posteriores realizados por Turner en 1947, Bourgogne en 1951 y Michener

en 1952 ubican la familia dentro de la superfamilia Bombycoidea dividiéndola en siete
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subfamilias: Rhescyntinae, Citheroniinae, Agliinae, Hemileucinae, Ludiinae, Salassinae y

Saturniinae, hasta el momento estas revisiones han sido aceptadas, sin embrago han ocurrido

algunas modificaciones: Rhescyntinae y Citheroniinae como subfamilias de Arsenurinae y

Ceratocampinae respectivamente (Lemaire, 1978).

6.4. Taxonomia

De acuerdo a EOL (Enciclopedia of life)

Tabla 1. Taxonomia de la especie Arsenura armida

Taxonomia de la especie Arsenura armida

Reino
Subreino
Rama
Grado
Serie
Phylum
Clase
Subclase
Orden
Suborden
Infraorden
Superfamilia
Familia
Subfamilia
Género

Especie

Metazoa
Eumetazoa
Bilateria
Coelomata
Protostomia
Arthropoda
Insecta
Holometabola
Lepiddptera
Glossata
Neolepiddptera
Bombycoidea
Saturniidae
Arsenurinae
Arsenura

Armida
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6.5. Distribucion

6.5.1. Descripcion del municipio de colecta (EI Bosque)
6.5.2. Ubicacion
Se ubica en la Region Socioecondmica VII DE LOS BOSQUES. Limita al norte con

Simojovel, al este con Chalchihuitan, al sur con Larrainzar y al oeste con Bochil y Jitotol.
Las coordenadas de la cabecera municipal son: 17°03'42" de latitud norte y 92°43'16" de
longitud oeste y se ubica a una altitud de 1227 metros sobre el nivel del mar. Con una

superficie territorial de 159.03 km2 ocupa el 0.21% del territorio estatal.
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Figura 5. Ubicacion geografica del sitio de colecta de Arsenura armida. Fuente: Gobierno
del Estado de Chiapas.
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Los climas existentes en el municipio son: Calido himedo con lluvias abundantes de
verano (49.68%), Semicéalido humedo con lluvias abundantes de verano (50.32%) y
Semicélido himedo con lluvias todo el afio (0%).

En los meses de mayo a octubre, las temperaturas minimas promedio se distribuyen
porcentualmente de la siguiente manera: de 12 a 15°C (3.23%), de 15 a 18°C (78.44%), y de
18 a 21°C (18.34%). En tanto que las maximas promedio en este periodo son: De 24 a 27°C
(50.6%), de 27 a 30°C (40.94%) y de 30 a 33°C (8.47%).

Durante los meses de noviembre a abril, las temperaturas minimas promedio se
distribuyen porcentualmente de la siguiente manera: de 9 a 12°C (21.45%), de 12 a 15°C
(70.74%) y de 15 a 18°C (7.81%). Mientras que las méaximas promedio en este mismo
periodo son: De 18 a 21°C (2.83%), de 21 a 24°C (75.72%) y de 24 a 27°C (21.45%). En los
meses de mayo a octubre, la precipitacion media es: de 1400 a 1700 mm (100%). En los
meses de noviembre a abril, la precipitacion media es: de 250 a 300 mm (1.14%), de 300 a
350 mm (11.15%) y de 350 a 400 mm (87.71%) (INEGI. Marco Geoestadistico Nacional
2010).

6.5.3. Vegetacion
La cobertura vegetal y el aprovechamiento del suelo en el municipio se distribuye de

la siguiente manera: Bosque mesofilo de montafia (secundaria) (55.33%), Agricultura de
temporal (19.7%), Pastizal cultivado (13.21%), Bosque meséfilo de montafia (8.23%),
Bosque de pino-encino (secundaria) (3.14%), Bosque de pino (secundaria) (0.21%), y Otros
(0.18%) (INEGI. Marco Geoestadistico Nacional 2010).

6.5.4. Edafologia
Los tipos de suelos presentes en el municipio son: Phaeozem (54.26%), Plintosol

(45.59%), y Luvisol (0.15%) (INEGI. Marco Geoestadistico Nacional 2010).

Suelo Plintosol

Del griego plinthos: ladrillo. Suelos con una capa de color blanco o amarillo con
manchas rojas muy notables que se endurecen si quedan expuestas permanentemente al aire.
Unidades de suelo: Acrisol, Gleysol y Luvisol (Guia para la Interpretacion de Cartografia
Edafologia, INEGI).
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Figura 6. Mapa de los tipos de suelos que presenta el municipio del bosque. Disponible en:
http://www.ceieg.chiapas.gob.mx/perfiles/Inicio
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6.6. Uso e importancia de la larva
Los insectos comestibles forman parte de la alimentacion de muchas comunidades

rurales en el mundo (Ramos-Elorduy & Conconi, 1994), proveyéndolos de una cantidad
importante de nutrientes, sobre todo de proteinas (Ramos-Elorduy et al. 1984, Ramos-
Elorduy et al. 1991, 2005). Se consumen en todos los estados de desarrollo, pero

principalmente en los inmaduros (Ramos-Elorduy, 2000).

Mayorga & Sanchez (2000) mencionan que en Chiapas hay platillos elaborados con
insectos como: la oruga, el tsisim (Atta cephalotes Linnaeus, 1758), el “Zats” (Arsenura
armida armida (Cramer, 1779 y el tusino. Asi mismo Flores (2000), reporta seis insectos
aprovechados por distintas etnias chiapanecas: (1) el zats’, (2) una especie de oruga, (3) la
oruga gorda o blanca, (4) el kiss (Atta cephalotes Linnaeus, 1758), (5) el nuti o mazan (spp.),
(6) el chapulin o saltamontes (Orthoptera) y (7) el pech’jol (Coleoptera).

Actualmente los insectos siguen siendo explotados debido a que forman parte de una cultura,

a lo largo del tiempo las costumbres se han heredado principalmente en las zonas rurales, sin
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embargo estas practicas han permitido que las nuevas generaciones puedan adquirir y
desarrollar un conocimiento propio de las especies, de esta forma difundir la importancia de
algunos insectos.

Los satarnidos adultos y sobre todo las hembras, al alimentarse del néctar de flores
pueden ser polinizadores para algunas plantas. Por otro lado, aunque las larvas pueden, en
algunos casos, considerarse como nocivas o plagas para varias plantas, arboles o cultivos son
utiles, en México se consumen como alimento.

Ramos-Elorduy et al., (2011) reportan 67 especies de mariposas que se consumen
como alimento en México. La familia Saturniidae es la mas abundante de las especies
comestibles. Ademas de su alto valor gastronémica es importante mencionar que las larvas
como A. armida son las principales consumidoras del follaje de los &rboles hospederos. En
el tracto digestivo de cada organismo vivo, existe una gran variedad de microorganismos los
cuales ayudan a que los alimentos que se ingieren sean degradados para su asimilacion. Es

por eso que se genera interés por estudiar la microbiota que se encuentra asociada a su tracto.

6.7.  Asociacion de bacterias al tracto digestivo de la larva
6.7.1. Sistema digestivo

El sistema digestivo (canal) es un sistema de estructuras tubulares que recibe la
comida en la boca, almacena los alimentos, promueve la digestion y absorcién de nutrientes,
y permite la excrecion de los residuos desde el recto. Estad convenientemente dividido en

intestino anterior, intestino medio y el intestino posterior (Fig. 7).

= Tubo digestivo y la digestion
= |ntestino anterior
= Intestino medio

= [ntestino superior

El disefio basico del tubo digestivo de los insectos presenta muchas modificaciones
que reflejan adaptaciones a nichos especializados y a habitos de alimentacion y muchas de
estas especializaciones han evolucionado para albergar microorganismos simbiontes
(Chapman et al., 2013).
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Figura 7. Sistema digestivo, Sistema digestivo generalizado del insecto (adaptado de

Chapman, Los insectos: estructura y funcion).

6.7.2. El tracto digestivo del insecto y la microbiota
Los microorganismos en el tracto digestivo de los insectos pueden incluir protistas,

hongos, archaea y bacterias (Hongoh, 2010). Las especies bacterianas comprenden todos o
la mayoria de los organismos en los intestinos de la mayoria especies de insectos. Estas
comunidades bacterianas varian enormemente en tamafio, composicion, ubicacion y funcion

dentro del tracto digestivo (Martinson et al., 2012).

Por ejemplo, una abeja adulta contiene aproximadamente 109 células bacterianas, un
namero similar se encuentra en los adultos de género Rhodnius y en adultos Acheta
domestica (grillo), mientras que en adultos de saltamontes (Melanoplus sanguinipes)
contiene aproximadamente 106 bacterias, y un adulto de Drosophila melanogaster tiene cerca
de 105 bacterias (Ryu et al., 2010).

6.7.3. Condiciones fisicas
La colonizacion por microorganismos depende de las condiciones fisicoquimicas del

lumen de las diferentes regiones del tracto digestivo, las cuales pueden mostrar variacion
extrema tanto en pH y disponibilidad de oxigeno. El pH del tracto digestivo es de 10-12, pero
se regula activamente y a menudo difiere del de la hemolinfa, que es por lo general cerca de
7 (Harrison, 2001).

El pH del canal alimentario es muy variable en diferentes especies de insectos. El pH

de un segmento de intestino influye en la accion de enzimas secretados o del efecto de la
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comida en el intestino, las influencias de solubilidad y toxicidad de las toxinas y

aleloquimicos de plantas, y puede alterar la poblacion de los microorganismos intestinales.

En la mayoria de los insectos, el cultivo tiene poca o0 ninguna presencia de agentes
reguladores y tiende a ser ligeramente acido, un factor que favorece la digestion de enzimas
de hidratos de carbono. Las larvas de Lepidoptera y Trichoptera tienden a tener un alto pH
del intestino medio, que varia de aproximadamente 8 a 10, promovido por las células
caliciformes que secretan potasio y bicarbonato en el lumen del intestino medio. Ellos tienen
enzimas de digestion de proteinas que se ven favorecidas por el alto pH y el pH alto puede
proporcionar una cierta proteccion de los taninos y otros compuestos aleloquimicos que se

ingieren con los alimentos de las plantas (Capinera, 2008).

6.8.  Herramientas moleculares para la identificacion de las comunidades
bacterianas

6.8.1. Estudio de la diversidad genética de bacterias endosimbioticas

Las bacterias son microorganismos que tiene la capacidad de adaptarse a diferentes
condiciones ambientales. Para comprender la esencia de esta capacidad es importante
conocer sus bases genéticas, es decir como estd organizada la informacion genética, como
realizan y regulan su expresion y que mecanismos de variacion génica poseen.

El estudio de la diversidad genética permite clasificar un individuo o poblacion
comparada con individuos u otras poblaciones, esta determinacién puede basarse en
informacién de tipo bioquimica, morfolégica y molecular. Sin embargo, los marcadores
moleculares han tomado ventaja sobre las diferencias genéticas en un nivel mas detallado y
sin interferencias de factores ambientales, Los marcadores moleculares son herramientas que
permiten localizar y aislar genes de interés. En la actualidad existen varias técnicas
moleculares que nos permiten conocer como se encuentran las proporciones de genes en las
poblaciones naturales de manera indirecta, como con los analisis de proteinas, 0 de manera
directa con estudios de ADN. Los diferentes tipos de marcadores se distinguen por su
capacidad de detectar polimorfismos en loci Unicos 0 maltiples y son de tipo dominante o co-

dominante (Simpson, 1997). Por otro lado el descubrimiento de plataformas de alto
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rendimiento incrementa el ndmero de datos por corrida y reducen el costo de datos

incrementando la resolucion del mapa (Caliskan, 2012).

6.8.2. Empleo de genes cromosomales

Los ribosomas fueron vistos por primera vez por Albert Claude a finales de los afios
30, en homogenados celulares por microscopia de campo oscuro. Sin embargo, a mediados
de los afos 50 George Palade los observo en las células mediante microscopia electronica.
En 1955, Paul Zamecnik demostrd que los ribosomas son el sitio de sintesis de proteinas
(Herrera, 2002).

El ribosoma bacteriano tiene un coeficiente de sedimentacion 70s, puede disociarse
en dos subunidades, la subunidad grande de 50s y la pequefia de 30s. Cada subunidad
constituye un complejo de proteinas ribosomales y moléculas de rRNA especificas. La
subunidad 30s contiene rRNA 16S y 21 proteinas ribosomales (Rodicio & Mendoza, 2004).

Los genes bacterianos que codifican los rRNA estan organizados en operones. Cada

operon ribosomico (rrs) incluye genes para el rRNA 16S de la subunidad pequefia y genes
para rRNA 23S y 5S de la subunidad grande, separados por regiones intergénicas (IG) El
producto de la trascripcion del operdn a partir de dos promotores, P1 y P2, situados en la
region anterior a rrs, sera procesado por el enzima ARNasa Il mediante cortes en sitios
especificos que separan las tres clases de ARNTr, el/los ARNt y las dos IG. EI gen rRNA 16S
Es un polinucleétido de aproximadamente de 1500 nucledtidos. La secuencia del gen rRNA
16S posee regiones variables y conservadas. (Rodicio & Mendoza, 2004).
Woese considero al gen rRNA 16s como un cronémetro molecular, ya que permite establecer
alineamientos y comparaciones entre sus secuencias y relacionarlos a diferentes niveles
taxondmicos. El gen es bastante largo, presenta suficiente polimorfismo interespecifico de
genes rRNA 16S, lo que proporciona diferenciacion y mediciones estadisticamente validas
(Clarridge. 2004).

El analisis realizado por Woese consistié solo en la secuenciacién parcial de
fragmentos de rRNA 16s, este método se denomina catalogacion de oligonucledtidos. Esta
técnica consiste en el marcaje in vivo de las secuencias de rRNA 16s, posteriormente la

molécula de rRNA 16s es purificada para ser tratada con la ribonucleasa T1. A continuacion
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son separados y secuenciados todos los fragmentos que al menos tengan 6 nucle6tidos.
Actualmente se ha sustituido catalogacion de oligonucleétidos por la secuenciacion del gen
(DNAr) que codifica los rRNA 16s (Rodicio & Mendoza, 2004).

A pesar de los recientes avances en biologia molecular y en el desarrollo de kits de
identificacion basados en el fenotipo, disponibles en el mercado, la identificacion de cepas
bacterianas sigue siendo una tarea dificil para muchos laboratorios microbioldgicos
rutinarios. Entre los varios miles de genes dentro de un genoma bacteriano, el gen 16S rRNA
ha servido como la clave principal para la identificacion basada en la filogenia cuando se
compara contra las secuencias de genes 16S rRNA de las bases de datos (Rossell6-Mora &
Amann, 2001; Tindall et al., 2010).

6.8.3. Huellas genémicas (ERIC-PCR)

Secuencia consenso intergénico repetitivo de Enterobacterias (ERIC), también
descrito como unidades repetitivas intergénicas, es el método general que utiliza cebadores
de oligonucledtidos que alinean secuencias repetidas palindromicas descritas en las
enterobacterias.

Secuencias ERIC se describieron primero en Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, y otros miembros de la familia Enterobacteriaceae, asi como Vibrio cholerae
(Sharples & Lloyd 1990; Hulton et al., 1991). La secuencia de ERIC es un palindromo
imperfecto de 127 pb (Fig. 8). Las secuencias ERIC s6lo se han encontrado en las regiones
intergénicas, al parecer solo dentro de las regiones transcritas (Hulton et al., 1991). El nimero
de copias de la secuencia ERIC varia segun las especies: se estimé inicialmente por
extrapolacion que puede haber cerca de 30 copias en E. coli K-12 y quiza 150 en S. enterica
Typhimurium LT2 (Hulton et al., 1991), mientras que la secuencia del genoma de
Photorhabdus luminescens se ha informado que contienen mas de 700 copias (Duchaud et al.
2003).
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Figura 8. Secuencia ERIC. La secuencia de 127 pb se muestra como una horquilla; (lineas y
dos puntos) conectar bases en las dos ramas complementarias en el ADN (y en el ARN). Las
secuencias ERIC son de interés, ya que se han utilizado como la base de una técnica para la

toma de huellas de genomas bacterianos (Versalovic et al., 1991).

6.8.4. Gen 16S rRNA como marcador universal

La comparacion de las secuencias de los 16S rRNA (o de los genes que los codifican)
permite establecer las relaciones filogenéticas existentes entre los organismos procariotas
(Rodicio & Mendoza, 2004). Este hecho ha tenido una enorme repercusion en taxonomia
bacteriana, dando lugar al sistema de clasificacion vigente y permitiendo la identificacion
rapida y precisa de las bacterias.

Como se ha descrito anteriormente el gen 16S rRNA Es un polirribonucle6tido de
aproximadamente 1,500 nt codificado por el gen rrs, también denominado ADN ribosomal
16S (rDNA 16S). La macromolécula 16S rRNA presenta una serie de caracteristicas, en base
a las cuales fue considerado por Woese como crondémetro molecular es decir para su
utilizacion como herramienta filogenética y taxondémica:

» Se trata de una molécula muy antigua, presente en todas las bacterias actuales.
Constituye, por tanto, una diana universal para su identificacion.

» Su estructura y funcion han permanecido constantes durante un tiempo muy
prolongado, de modo que las alteraciones en la secuencia reflejan probablemente
cambios aleatorios.

» El tamafio relativamente largo de los ARNr 16S (1,500 nt) minimiza las fluctuaciones
estadisticas.

» La conservacion en estructura secundaria puede servir de ayuda en las

comparaciones, aportando una base para el alineamiento preciso.
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» Dado que resulta relativamente facil secuenciar los ADNr 16S existen bases de datos
amplios, en continuo crecimiento.

Una vez determinada la secuencia de nucledtidos y establecidas las comparaciones,
sera el grado de similitud entre las secuencias de los ARNr 16S de dos bacterias lo que
indique su relacion evolutiva. Ademas, el andlisis comparativo de secuencias permite
construir arboles filogenéticos, que reflejan graficamente la genealogia molecular de la
bacteria, mostrando su posicion evolutiva en el contexto de los organismos comparados
(Rodicio & Mendoza, 2004).

6.8.5. Andlisis de restriccién de DNA ribosomal amplificado (ARDRA)

El analisis de restriccion de DNA ribosomal amplificado (ARDRA: Amplified
Ribosomal rDNA restriction analysis) es una técnica que se basa en la amplificacion por PCR
del fragmento de rDNA, y luego seguido por la digestion del amplicén con endonucleasas de
restriccion. Los fragmentos resultantes se analizan posteriormente mediante electroforesis en
gel de agarosa (Thangadurai & Sangeetha, 2005). La comparacién de los patrones generados
permite la diferenciacién de los aislados y permite indicar cuales tienen la secuencia ADNr
16S. Sin la construccion de una base de datos para un amplio rango de taxa, este método es
de uso limitado para una identificacion rutinaria. El poder discriminativo del método de
ARDRA depende de la enzima de restriccion seleccionada para la digestion del 16s rDNA
amplificado por PCR (Stackebrandt, 2006)

La aplicacion de ARDRA en la region 16S-23S rDNA del genoma microbiano
demostré ser un método rapido, sencillo y fiable para la diferenciacion de especies de
bacterianas, incluyendo los que estan considerados como patdgenos oportunistas. ARDRA
es capaz de identificar las variaciones entre las comunidades microbianas.

ARDRA primero fue aplicado a la identificacion de cepas importantes medicamente,
pero ha sido reportado como una herramienta confiable para los estudios taxonémicos y
filogenéticos de organismos cultivables y no cultivables provenientes de diferentes habitats
(Martinez et al., 1995).
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6.8.6. Secuenciamiento y Analisis filogenético

El secuenciamiento de ADN determina el orden de las bases de un segmento
especifico de ADN. Las técnicas de secuenciamiento se basan en el método de sintesis
enzimatica 0 método de Sanger. La técnica de secuenciamiento de Sanger se basa en la
propiedad de la ADN polimerasa de sintetizar una copia complementaria de una cadena
simple de ADN molde a partir del uso de 2-3 - dideoxinucle6tidos (ddNTPs) como substratos.

Los ddNTPs son analogos de nucle6tidos que carecen de un OH en el Carbono 3 (C3),
los cuales una vez incorporados en la nueva cadena de ADN, la polimerasa no puede
incorporar bases adicionales al extremo de la cadena, deteniéndose la reaccion de sintesis.
En esta técnica los dideoxinucle6tidos actian como terminadores de la sintesis de ADN
(Hardin, 2001; Wilton, 2002).

El método de Sanger se basa en el uso de la ADN polimerasa para sintetizar cadenas
de ADN con una terminacion especifica. Con este método se generan fragmentos de ADN
de todos los tamafios posibles que se puedan distinguir entre si, por el tipo de marcaje que
llevan o por la incorporacion de un terminador especifico.

Las enzimas del tipo de la ADN polimerasa requieren de un templado de ADN de
cadena sencilla, y realizan la sintesis de la hebra complementaria extendiéndola a partir de
un iniciador en direccion 5° a 3°. Entre los componentes de la reaccion se incluyen
nucleotidos que no tienen un grupo hidroxilo en su extremo 3’ (ddNTP), para poder obtener
una terminacion especifica en las cadenas. Una vez que el ddNTP se incorpora como el
residuo terminal, evita que la cadena de ADN sintetizada continte extendiéndose. La
incorporacion de los ddNTPs es al azar, de tal forma que se obtienen fragmentos de todos los
tamafios posibles que terminan en un residuo especifico (Necochea & Canultec, 2004).

En el método de Sanger (1977), la estrategia es hacer cuatro reacciones diferentes de
sintesis de ADN, utilizando un ddNTP distinto en cada tubo. Con la mezcla del nucleotido
normal (dNTP) y su terminador (ddNTP), se pueden generar fragmentos complementarios
de diferentes tamafios que terminan en el mismo nucleétido. Después, estos fragmentos se
pueden separar en un gel de electroforesis con cuatro carriles distintos, para determinar la

secuencia del templado (fig. 9).
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Las regiones filogenéticamente informativas para la identificacion bacteriana se
encuentran en las primeras 500 bases del extremo 5 del gen (Tang, 2000; Patel, 2001).
Existen bases de datos publicas y privadas, que almacenan informacion de secuencias del
gen 16S ARNr como GenBank NCBI (National Center for Biotechnology Information),
EMBL (European Molecular Biology Laboratory), RDP (Ribosomal Database Project),
RIDOM (Ribosomal Differentiation of Medical Microorganisms), MicroSeq (Applied
Biosystems) y SmartGen e IDNS (Integrated Database Network System), siendo Ribosomal
Data Project (RDP) la principal base de datos de secuencias de genes ribosomales (16S, 23S.
18S y 28S) (Patel.2001; Tang, 2000).

{a) ]

5

DNA polymerase
+ dNTPs (100 uM)

(b)

Di A Did, G DideoxyT Did C 5'3P-TAGCTGACTC3'
' |I‘?f1:;l?' : ';12?\:)? d, \+ (15;1? (HW}Y 3 ATCGACTGAGTCAAGAACTATTGGGCTTAA...
YQ ¥ DNA polymerase
—A —G —T —C +dATF, dGTF, dCTP,. dTTP
+ddGTP in low concentration
—A —0 —T —C
5 32P.TAGCTGACTCAG3'
A G T —C 3 ATCGACTGAGTCAAGAACTATTGGGCTTAA...
+
etc. etc. atc. ete. 6' 3P-TAGCTGACTCAGTTCTCG3'

3 ATCGACTGAGTCAAGAACTATTGGGCTTAA...

== +
‘L JL ll{ ‘L - 5 3P-TAGCTGACTCAGTTCTCGATAACCCGS
- 3 ATCGACTGAGTCAAGAACTATTGGGCTTAA...

<=== Denature and separate by electrophoresis =——> CAGTCGAT

Figura 9. Método de Sanger. Cuatro reacciones con ddNTPs diferentes permiten la sintesis
de distintos fragmentos con una terminacion especifica. Los fragmentos se pueden separar

por electroforesis y comparando los tamafios, se puede determinar la secuencia del templado.

Sin embargo, solo la comparacion de genomas completos, y no la comparacion de
fragmentos y/o gen 16S ARNr completo aportan informacion exacta acerca de las relaciones
evolutivas e identificacion bacteriana. Taxonomicamente, se define una especie bacteriana
como el conjunto de cepas que comparten una similitud del 70% o maés, en experimentos de
re asociacion ADN-ADN e identidad mayor del 97% (Stackebrandt & Goebel, 1994).
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VII. MATERIALES Y METODOS
7.1.  Recoleccion de la larva de Arsenura armida
Larvas adultas de la mariposa-polilla Arsenura armida se recolectaron en los Angeles,
municipio de El Bosque, Chiapas México, que se encuentra ubicado en la Region Centro |
(17°04° 00" N, 92°43°00"" O y 1227 m de altitud).

Las larvas colectadas se depositaron en bolsas de polietileno se etiquetaron y
colocaron en hieleras portatiles para su traslado al Laboratorio de Biologia Molecular del

Instituto Tecnologico de Tuxtla Gutiérrez.

7.2.  Caracterizacion de la larva de Arsenura armida
La caracterizacion morfoldgica de la larva A. armida, medicion y seleccion, asi como

el registro de imagenes fotograficas sus diferentes partes anatomicas, se realizaron en el
Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez. Este
laboratorio cuenta con toda la infraestructura y condiciones requeridas para la realizacion de

estas actividades.

Las larvas se limpiaron con toallas de papel para eliminar los residuos que se
encontraban sobre la cuticula y se colocaron sobre una superficie plana para determinar los
parametros morfométricos como longitud, diametro medio y peso, para esto se emple6 un

escalimetro, un vernier y una balanza analitica (OHAUS).

Figura 10. Determinacion de parametros morfométricos de la larva de Arsenura armida.

Foto: Lopez, M. G., 2015.
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7.3.  Preparacion de las muestras, Aislamiento y cultivo de endobacterias de
la larva Arsenura armida
Se seleccionaron al azar 10 gusanos adultos y se higienizaron con toallas de papel

para eliminar residuos organicos. Cada larva fue cortada longitudinalmente para remover el
tracto completo de su interior, lo que permitiéo obtener muestras para el aislamiento de
endobacterias. Este procedimiento se realizd bajo condiciones asépticas en una campana de
flujo laminar y con la ayuda de instrumentos previamente estériles. Las muestras obtenidas
de las larvas se colocaron en tubos eppendorf de 1500 pL que contenian glicerol al 70 %y

caldo infusién cerebro al 30 %. Las muestras se conservaron a -20° C.

Figura 11. Corte longitud y separacion del tracto completo de la larva.

10 g del intestino de la larva A. armida fue colocado en tubos de ensayo de 100 x 12
mm con caldo de soya Y tripticaseina (TSA), a partir de esta suspension se realizaron
diluciones seriadas de 10 hasta 108, Enseguida 10 pL de cada dilucion se inocularon en
cajas Petri con tres medios de cultivo diferente: Agar Nutritivo (AN- DIBICO®) para el
aislamiento de bacterias poco exigentes; Agar Soya Tripticaseina (AST- DIBICO®) para el
crecimiento de bacterias aerobias y anaerobias y Agar Infusion Cerebro Corazén (ICC-
BIOXON®) agar para el crecimiento de bacterias aerobias y anaerobias de dificil crecimiento
(Brito-Vega, 2010), todos los cultivos se incubaron a 28 °C por 24 h. Después de haber
comprobado que las cepas estaban puras se procedio a conservarlas en tubos eppendorf de
1.5 mL el cual contenia glicerol al 70% y cado de soya Yy tripticaseina, cada tubo se saturo

con las colonias totalmente puras y se guardaron a -20°C.
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Figura 12. Cepas mas representativas conservadas en glicerol.

7.4.  Caracterizacion fenotipica de las endobacterias asociadas a la larva de
Arsenura armida.
Las endobacterias cultivadas en los diferentes medios se caracterizaron mediante

analisis microscopico y tinciones diferenciales de Gram. También se registré la morfologia

y aspecto de las colonias formadas en los medios de acuerdo a la nomenclatura bacteriana.

7.5.  Extraccion del ADN gendmico de las endobacterias asociadas a la larva
de A. armida.
El ADN total fue extraido de acuerdo al protocolo propuesto del kit ZR

FUNGAL/BACTERIAL DNA MiniPrep™ de la marca ZYMO RESEARCH. Se colocaron
300 pL de suspension celular de cada cepa pura 'y 750 pL de solucion de lisis en un tubo ZR
BashingBead™ de lisis, las muestras se bortexearon y centrifugaron a 10,000 x g durante 1
min. Posteriormente 400 pL del sobrenadante fueron transferidos a un filtro Zymo-Spin™
con tubo colector y se centrifugé a 7,000 rpm por 1 minuto, al filtrado obtenido se le
adicionaron 1200 pl de la solucion Fungal/Bacterial DNA Binding Buffer, 800 pL de la
mezcla anterior fueron transferidos a un filtro Zymo-Spin™ con tubo colector y se centrifugd
a 10,000 x g por 1 minuto, se desecho el filtrado recolectado y se repitié el procedimiento
anterior con el resto de la mezcla. El filtro Zymo-Spin™ del paso anterior se transfirié a un
nuevo tubo colector y se adicionaron 200 puL de solucion DNA Pre-Wash Buffer y se
centrifugd a 10,000 x g por 1 minuto. Se desechd el filtrado recolectado y se adiciondé 500
uL de Fungal/Bacterial DNA Wash Buffer a la columna Zymo-Spin™ con tubo colector,
enseguida se centrifugd a 10,000 x g por 1 minuto. La columna Zymo-Spin™ fue transferida

a un tubo eppendorf limpio de 1.5 mL y se adicionaron 50 pL de DNA Elution Buffer
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directamente a la columna para diluir el DNA, se centrifugd a 10,000 x g durante 30 s. El

ADN genomico se conservd a4 °C hasta su empleo.

7.5.1. Corroboracion del ADN extraido por electroforesis en gel de
agarosa
Se prepar6 un gel de agarosa al 1% con buffer TAE 1X, el gel fue sumergido en buffer

TAE 1X en una camara de electroforesis despues de solidificar, los posos del gel fueron
cargados con una mezcla de 5.0 ul de ADN extraido de cada una de las cepas analizadas, 2.0
ul de Buffer de carga, 2ul de marcador de peso (1 kb), esto se corrié a 100 volts por 35
minutos, enseguida el gel fue tefiido con bromuro de etidio al 1%.

Figura 13. Camara y gel de electroforesis

7.6.  Andlisis de Huellas Gendmicas ERIC-PCR
Para la amplificacion de huellas gendmicas de cada cepa aislada, se realiz6 la

técnica de ERIC-PCR, (Versalovic et al., 1994), para agruparlas por similitud entre los
patrones de electroforesis obtenidos por cada cepa.

Se realiz6 el PCR para ERIC utilizando un termociclador modelo 2720 de la marca
Applied Biosystems, usando los primers ERIC1 y ERIC2 (ERIC1R: 5'- ATG TAA GCT
CCT GGG GAT TCAC -3'yERIC 2: ’AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG- 3') descritos
por Versalovic et al. (1994), para esto se prepard la mezcla de acuerdo a las cantidades y
proporciones de la Tabla 2. Posteriormente la carga de reaccion realizada para ERIC se
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dividié en tubos de 200 pL, colocando 9.2 uL de la carga, a los cuales se les agreg6 0.8 uL

de DNA total previamente extraido, para posteriormente ser amplificado.

Tabla 2. Carga de reaccion para ERIC-PCR

Reactivos 1tubo (10 pL)
Buffer 10x 1.0
DMSO 10% 1.0
MgCl2 1.52
dNTP’s 1.24
ERIC1 0.2
ERIC?2 0.2
Taq polimerasa 0.08
H20 miliQ 3.96
Total 10.0

La reaccion de amplificacion mediante PCR se realiz6 en un termociclador bajo las

siguientes condiciones (fig. 14).

1 Hid E 3Tmb 30 Cycles i 2 Holds
95° | ggo |
% 65° | 65°
0 | g 50 ° :
3001 045 800 | 1600 \ 4.0
1:00 |

Figura 14. Programa utilizado para amplificar ERIC-PCR.

7.6.1. Corroboracion del ERIC-PCR por electroforesis
Los productos de la amplificacidn se verificaron mediante electroforesis en un gel de

agarosa al 1.5%, colocando 5ul de producto de PCR de cada muestra, 2.0 uL de buffer de carga
y 2.0 pL de marcador de peso molecular (1kb). Las muestras se corrieron a 90 Volts por 45

minutos y Se visualizaron bajo un fotodocumentador UPK, usando luz UV-320 nm.

7.7.  Amplificacion del gen 16S rRNA
A partir del ADN purificado se realizo la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

para amplificar el gen 16S rRNA utilizando los primer’s 27F (5’-AGAGTT TGA
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TCMTGGCTCAG-3") y 1492R (5-GGTTACCTTGTTA-CGACTT-3') (Shao et al., 2015).

Se preparo la siguiente carga de reaccion (Tabla 3).

Tabla 3. Carga de reaccion para PCR-16S usando los primer’s 27F y 1492R

Reactivos 1 tubo (100 pL)

dNTP’s 0.8
27F 1.0
1492R 1.0
MgCl: 3.0
Buffer 10x 10.0
Taq polimerasa 0.5
H20 miliQ 83.7
DNA total 1.0

Total: 100.0

La amplificacion se realizo bajo las siguientes condiciones (fig. 15).

1HId + 3Tmp 35Cycles 2 Helds

940 1 940 720 . 720
: \ 7.0 '

300 ¢ 0:25 200 1 BO0D N\ 4
: 1:00 ;

Figura 15. Programa utilizado para amplificar el gen 16S rRNA

7.7.1. Corroboracion del PCR-16S por electroforesis
Los productos de la amplificacion se verificaron mediante electroforesis en un gel de

agarosa al 1.0 %, colocando 5ul de producto de PCR-16S de cada muestra, 2.0 puL de buffer
de carga y 2.0 uL de marcador de peso molecular (1kb). Las muestras se corrieron a 100
Volts por 30 minutos, enseguida se tifio con bromuro de etidio al 1%, finalmente el gel se
visualizo bajo un fotodocumentador UPK, usando luz UV-320 nm.

7.8.  Analisis de restriccion del gen 16S rRNA amplificado (ARDRA)
Utilizando los productos de PCR del gen 16S rRNA de cada cepa, se realizé una

digestion con la enzima de restriccion Hinfl para agrupar las cepas con el mismo patron de
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corte. Para la digestion se preparo la mezcla de reaccion siguiente (Tabla 4) incubando a
37°C por 3 horas.

Tabla 4. Carga de reaccion para ARDRA

Reactivos 1tubo (10 pL)
Enzima Hinfl 0.3
Buffer 10X 1.0
H20 libre de endonucleasas 7.2
Producto de PCR-16S 1.5
Total: 10.0

7.8.1. Corroboracién por electroforesis de ARDRA
Los productos digeridos enzimaticamente se inyectaron en un gel de agarosa al 1.5%
y se corrieron en una camara de electroforesis a 90 V durante 45 minutos. Posteriormente el

gel fue tefildo con bromuro de etidio al 1%.

7.9.  Purificacion y secuenciamiento del gen 16S rRNA

Los productos de PCR-16S fueron purificados para liberar al fragmento amplificado
de los residuos de la PCR, usando el kit High Pure PCR Product Prurification system de la
marca Roche™. Se tom6 un volumen de 100 pL de producto de PCR-16S y se mezclé con
500 pL de Binding Buffer, la mezcla se transfirié a un tubo de filtro insertado a un tubo
colector, se centrifugd 1 min a 13,000 rpm y se desecho el filtrado; a continuacién se adicion6
al tubo de filtro 500 pL de Wash Buffer, se centrifugd 1 min a 13,000 rpm y se decanto el
filtrado, enseguida se agregaron 200 uL. de Wash Buffer, se centrifugo 1 min a 13,000 rpm
y se desechd el filtrado, posteriormente se colocé el tubo de filtro en un tubo de Eppendorf
de 1.5 mL limpio y se adiciono 50 pL de Elution Buffer, finalmente se centrifugd a 13,000
rpm por 1 min para obtener el producto de PCR-16S rRNA purificado (fig. 16).
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Para enviar las muestras a secuenciar se tomo un tubo Eppendorf de 200 pL al cual
se adicionaron 14.0 pL de agua M.Q., 1uL de los primer’s 27F y 1492R y 1.0 pL de producto
de PCR-16S rRNA purificado. La mezcla se realiz6 por cada primer correspondiente, por lo
tanto, por cepa se obtuvieron dos tubos para ser secuenciados. Las muestras se enviaron a la
“Unidad de sintesis y secuenciacion de DNA (USSDNA) del Instituto de Biotecnologia de la
UNAM”.

100 pl PCR K|  Add 500 pi Binding Buffer

v

Mix well and apply mixture
to a High Pure filter tube,
K | centrifuge at max. speed for

30-860 s.

Discard flowthrough * K Add 500 pl Wash Buffer

Centrifuge at
4 13 000 x g for 1 min

Discard flowthrough + X Add 200 pl Wash Buffer

% Centrifuge at 13000 x g
for 1 min

Discard flowthrough * K| Add50-100 pl Elution Buffer

Centrifuge at 13 000 x g
for 1 min

v

Purified PCR product

Figura 16. Protocolo para la purificacion de productos de PCR

7.10. Andlisis filogenético e identificacion de especies bacterianas

La secuencia sentido y antisentido (forward y reverse) de cada cepa fue editada con
el programa BioEdit Sequence Alignment V.7.1.3.0 (Lopez et al., 2012), posteriormente se
utilizé la herramienta basica local de alineacion (BLAST) del Centro Nacional de
Informacion Biotecnoldgica (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y se combind la secuencia de la

Ribosomal Database Project (http://rdp.cme.msu.edu) para buscar secuencias similares
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conocidas. El analisis evolutivo, filogenético y molecular se realizé con la version MEGA
5.2.2, por el método Neighbor-Joining (LOpez et al., 2012). Una vez realizado el analisis
completo se procedié a crear formatos Sequin para generar los nimeros de acceso del

GenBank, para dicho procedimiento se utilizdé Sequin V.15.10.

vill. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Morfologia (biologia) de la larva de Arsenura armida.

Tabla 5. Morfologia de larva de
Arsenura armida construida a partir de la
biologia de la oruga de una mariposa.

Morfologia de la larva

a | Triangulo frontal,
Cabeza ocelo, antena,
mandibula, labro

b | Escudo protorécico

Torax

Patas verdaderas

d | Protopatas
medioabdominales
Abdomen e | Espiraculo

f | Protopata anal,
escudo anal

Figura 17. Fisiologia de la larva de Arsenura
armida. Foto: Lopez, M.G., 2015.
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Nuestras observaciones acerca de A. armida han permitido que podamos conocer un
poco mas sobre esta especie y es a partir de ellas que identificamos la biologia de la larva.
Como se muestra en la figura 17. La larva muestra colores muy llamativos, en la parte
superior A. armida presenta color verde, amarillo y negro en forma de anillos, lo que nos
hace pensar que estas caracteristicas le permiten ocultarse de sus depredadores, la parte
inferior sefialada con la letra f es de color café claro y como se indica en la tabla 5. Esta
seccion corresponde a la Protopata anal y escudo anal.

Estas caracteristicas se deben a que la larva muda de cuticula por Gltima vez, de
acuerdo a la investigacion hecha por Morales Franco en su libro Zats (estimulo culinario) las
larvas pierden casi en su totalidad el color rojo amarillento que las caracteriza en su etapa
joven, conservando el color verde, amarillo y negro.

En la cabeza (letra a) la larva posee piezas bucales en la parte inferior, en la seccién
del térax (letras b y ¢) se encuentran las patas verdaderas y el escudo protoracico. De acuerdo
a la tabla 5, en la seccion del abdomen podemos observar las protopatas medioabdominales
(letra d) las cuales se encuentran un par en cada uno de los segmentos a partir de segmento

3, el espiraculo (letra e) y Protopata anal (letra f).

8.1.1. Caracterizacion morfométrica de la larva

Para determinar los parametros de longitud, peso y diametro medio de la larva se
tomaron 50 larvas al azar en buen estado, a cada una se le determinaron los parametros
mencionados anteriormente.

En la figura 18 se muestran los valores obtenidos por cada parametro medido
(longitud, diametro medio y peso) en las larvas de A. armida, de acuerdo a estos resultados
el peso correspondiente es de 11.71 g, el valor del didmetro medio es de 0.9542 cm y para la

longitud es de 11.50 cm, asi mismo Landero et al. (2012) reportan una longitud de 10-12 cm.
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Parametros morfométricos de la larva de
Arsenura armida

Longitud total (cm) 11.5098

Diametro medio (cm) B 0.9542

Peso total (g) 11.7106
0 2 4 6 8 10 12 14
Diametro Longitud total
Peso total (g) medio (cm) (cm)
Seriesl 11.7106 0.9542 11.5098

Figura 18. Representacion grafica del promedio de los datos obtenidos a partir de las

mediciones realizadas a cada larva.

Estos resultados son cercanos a los reportados por Bricefio (1983) quien reporta que
la que la larva de A. armida tiene una longitud de 13 cm y 1.8 cm de diametro medio, respecto
al didmetro la guia de campo Forest Pests in Central America reporta que una larva madura
puede medir 2 cm de didametro y hasta 13 cm de longitud.

Es importante recalcar que las caracteristicas de este insecto pueden variar respecto a
la region en donde se encentren. Los datos mostrados anteriormente son solo parte de la
caracterizacion de la larva, pocas son las investigaciones que generan resultados acerca de la
morfometria de A. armida es por eso que no se ha encontrado un dato reportado para el peso

de este insecto.

8.2. Morfologia macroscopica y microscopica de las cepas aisladas a partir
del tracto digestivo de A. armida.

A partir del tracto digestivo de Arsenura armida se obtuvieron 120 cepas puras, las cuales
fueron caracterizadas fenotipicamente al ser cultivadas en Agar Soya y Tripticaseina. En la

tabla 6, se muestran las caracteristicas de algunas de ellas.
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Tabla 6. Morfologia colonial de algunas de las cepas mas representativas.

Morfologia colonial de algunas de las cepas més representativas.

No.

10

11

Cepa
10 BG

4 BG

3A

4PT

11 AM

12

7 AP

7RB

6CF

6CFH

6 CP

Color

Beige

Perla

Amarillo

Transparente

Amarillo

Beige

Beige

Beige

Café claro

Café claro

Café claro

Caracteristicas

Forma: circular, Borde: irregular, ondulado,
Elevacion:  convexa,  Superficie: lisa,
Consistencia: cremosa y opaca.

Forma:  Fusiforme, Borde: ondulado,
Elevacion:  convexa, Superficie:  Lisa,
Consistencia: cremosa y opaca

Forma: irregular, Borde: ondulado, Elevacion:
plana, Superficie: rugosa, Consistencia:
cremosa, opaca y de crecimiento abundante

Forma: puntiforme, Bordes: entero, Elevacion:
convexa, Superficie: Lisa, Consistencia:
cremosa, traslucida y crecimiento pobre.

Forma: irregular, Borde: lobulado, Elevacion:
plana, Superficie: rugosa, cremosa, opaca y de
crecimiento abundante

Forma: irregular, Borde: lobulado, Superficie:
lisa, Consistencia: cremosa, opaca y de
crecimiento abundante

Forma: irregular, Borde: ondulado, Elevacion:
plana, Superficie: lisa, opaca y consistencia
cremosa

Forma: circular, Borde: entero, Elevacion:
convexa, Superficie: lisa, opaca y de
consistencia cremosa

Forma: circular, Borde: entero, Elevacion:
plana, Superficie: lisa con halos, traslucida y de
consistencia seca

Forma: circular, Borde: entero, Elevacion:
plana, Superficie: lisa con centro, traslucida y
de consistencia seca

Forma: circular, Borde: entero, Elevacion:
plana, Superficie: lisa, traslucida y de
consistencia seca
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11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

6RGC

13GP

1MRCB

2BRP

3PP

4GIPC

SMCR

61GF

7GPR

9IPF

10 GH

15 2H

Crema

Crema

Crema

Crema

Crema

Crema

Transparente

Blanca

Crema

Crema

Crema

Forma: circular, Borde: entero, Elevacion:
plana, Superficie: lisa y de consistencia
cremosa

Forma: Irregular, Borde: ondulado, Elevacion:
plana, Superficie: rugosa, Consistencia:
cremosa, opaca y de crecimiento abundante

Forma: irregular, Borde: ondulado, Elevacion:
plana, Superficie: lisa, Consistencia: cremosa,
traslucida y de crecimiento abundante

Forma: Puntiforme, Borde: Entero, Elevacion:
plana, Superficie: lisa, Consistencia: cremosa,
traslucida y de crecimiento abundante

Forma: circular, Borde: Entero, Elevacion:
convexa, Superficie: lisa, Consistencia:
cremosa, opaca y de crecimiento pobre

Forma: irregular, Borde: ondulado, Elevacion:
plana, Superficie: lisa, Consistencia: cremosa,
opaca y de crecimiento abundante

Forma: circular, Borde: entero, Elevacion:
convexa, Superficie: lisa, Consistencia:
cremosa, transparente y de crecimiento
abundante

Forma: irregular, Borde: ondulado, Elevacion:
plana, Superficie: lisa, Consistencia: cremosa,
opaca Yy de crecimiento abundante

Forma: irregular, Borde: ondulado, Elevacion:
plana, Superficie: lisa, Consistencia: cremosa,
traslucida y de crecimiento abundante

Forma: Irregular, Borde: ondulado, Elevacion:
plana, Superficie: rugosa, Consistencia:
cremosa, opaca y de crecimiento abundante

Forma: irregular, Borde: ondulado, Elevacion:
convexa, Superficie: lisa, Consistencia:
cremosa, traslucida y de crecimiento abundante

Forma: irregular, Borde: ondulado, Elevacion:
plana, Superficie: Rugosa, Consistencia:
cremosa, traslucida y de crecimiento abundante
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23 12PG Crema Forma: irregular, Borde: ondulado, Elevacion:
convexa, Superficie: lisa, Consistencia:
cremosa, traslucida y de crecimiento abundante

24 11P Crema Forma: circular, Borde: entero, Elevacion:
plana, Superficie: lisa, Consistencia: cremosa,
traslucida y de crecimiento abundante

25 18GC Crema Forma: circular, Borde: Entero, Elevacion:
plana, Superficie: lisa, Consistencia: cremosa,
traslucida y de crecimiento abundante

26 17GA Crema Forma: Irregular, Borde: Entero, Elevacion:
plana, Superficie: lisa, Consistencia: cremosa,
opaca y de crecimiento abundante

27 16CRM Crema Forma: circular, Borde: Entero, Elevacion:
convexa, Superficie: lisa, Consistencia:
cremosa, traslucida y de crecimiento abundante

28 20GF Crema Forma: Irregular, Borde: ondulado, Elevacion:
plana, Superficie: rugosa, Consistencia:
cremosa, traslucida y de crecimiento pobre

29 21PPDGF Crema Forma: Irregular, Borde: Ondulado, Elevacion:
plana, Superficie: Rugosa, Consistencia:
cremosa, opaca y de crecimiento abundante

30 19PA Blanca Forma: Irregular, Borde: Entero, Elevacion:
convexa, Superficie: Lisa, Consistencia:
cremosa, opaca y de crecimiento abundante

31 22PPGA Crema Forma: circular, Borde: Entero, Elevacion:
convexa, Superficie: Lisa, Consistencia:
cremosa, opaca y de crecimiento abundante

32 23GG Crema Forma: Irregular, Borde: ondulado, Elevacion:
plana, Superficie: rugosa, Consistencia:
cremosa, opaca y de crecimiento abundante

La inoculacion en medio sélido se realizé por la técnica de estria cruzada, tomando
10.0 uL de muestra de las tres Gltimas diluciones de acuerdo a este procedimiento del tracto
digestivo de la larva se aislaron 120 cepas, esto indica que en el interior de la larva se
encuentra una amplia diversidad de ellas, las cuales cumplen funciones especificas que

favorecen el desarrollo de la larva.
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Se probaron tres medios solidos diferentes (ICC, TSA, AN) en los cuales apreciamos
que el crecimiento de las colonias bacterianas en Agar Nutritivo e Infusién Cerebro Corazén
era muy semejante a diferencia de ellos el medio de Soya y tripticaseina presentaba algunas
colonias con morfologia distinta, este acontecimiento fue benéfico ya que nos permitio
obtener una mayor diversidad de colonias. Es por lo anterior que para continuar generando
resultados en los que las colonias aisladas no estuviesen muy repetidas se decidié usar el
medio TSA exclusivamente, ademas de que fue el medio con mayor crecimiento por parte de
las bacterias (fig. 19).

El agar de soya y tripticaseina tiene en su composicién Peptona de caseina 15.0,
Peptona de soya 5.0, Cloruro de sodio 5.0 y agar 15.0.

Este medio es considerado de mantenimiento, esto significa que preserva
satisfactoriamente la viabilidad de los organismos, ademas por el contenido de peptona de
soja y peptona de caseina resulta una aportacion nutritiva que permite el desarrollo adecuado

de un gran nimero de microorganismos, tanto exigentes como no exigentes.

Crecimiento de las bacterias de acuerdo al
medio de cultivo utilizado

AN
28%

AN
M TSA
MICC

TSA
33%

Figura 19. Grafica circular que representa en porcentaje el nimero de colonias crecidas en

cada medio de cultivo solido.
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Es posible que el mayor numero de colonias se presento en el medio TSA porque el

preenrequecimiento de la muestra se realizo en caldo de Soya y Tripticaseina, debido a esto

la adaptacion de las bacterias en medio solido TSA fue més répida.

Tabla 7. Morfologia microscopica de algunas de las cepas mas representativas aisladas del

Morfologia microscopica de algunas de las cepas aisladas del tracto digestivo de A.

tracto digestivo de A. armida

armida

Cepa Morfologia Tincion de Gram
1T Cocos pequefios en cadena Gram negativo
IMCRB Cocobacilos Gram negativo
2BRP Cocos aislados Gram negativo
3A4 Cocos pequeios en pares Gram negativo
3PP Bacilos cortos Gram positivo
4 BG Cocobacilos, en racimos Gram negativo
4 PT Cocos en racimos, en racimos Gram positivo
4 BG Cocos pequeios en pares Gram negativo
4GIPC Cocos aislados Gram negativo
SMCR Cocos en pares Gram negativo
6IGF Cocos aislados Gram negativo
7AP Bacilos cortos, en pares, semi alargados Gram negativo
7 RB Cocos tetrados de forma ovalada Gram negativo
7GCR Cocos en pares Gram negativo
8GPR Cocos aislados Gram negativo
9IPF Cocos aislados Gram negativo
10GH Cocos pequenos Gram negativo
11AM Cocos tetrados Gram positivo
11P Cocos en pares Gram positivo
12 Cocos pequeiios, en cadena Gram negativo

39



12PG Cocos aislado Gram negativo
13 GC Cocos Pequetios, en pares Gram positivo
13 GRP Cocos aislado Gram negativo
14 GRH Cocos aislado Gram negativo
152H Bacilos largos Gram negativo
16CRM Cocos aislados Gram negativo
17GA Cocos en pares Gram negativo
18GC Cocos en pares Gram negativo
19PA Cocos en racimos Gram positivo
20GF Bacilos con extremos redondeados Gram positivo
21PPDG Bacilos largos Gram positivo
22PPGA Bacilos largos Gram positivo
23GG Bacilos en pares Gram positivo

En la tabla 7 se puede observar que la mayor cantidad de las cepas mostradas son Gram

negativas.

8.3.  Extraccién de ADN

En la figura 20, se presentan las electroforesis de ADN total de algunas cepas
representativas aisladas del tracto digestivo de Arsenura armida en el primer carril se observa

el marcador de peso molecular de 1 kb y en los demas carriles el ADN total de las cepas.

La extraccion ADN se llevo a cabo para 120 cepas puras y totalmente aisladas, para
las extracciones que fueron positivas se obtuvo ADN de aproximadamente 1000 pb en
relacion al marcador 1 kb. Para algunas cepas la corroboracion de la extraccion no fue positva
lo que puede ser consecuencia de que la suspension bacteriana de la que parte el proceso de

extraccion fue pobre o por la alta produccion de exopolisacaridos.
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Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la extraccion de ADN total.

8.4.  Andlisis de huellas genémicas ERIC-PCR (genomic fingerprinting)

El analisis de huellas gendmicas generadas a partir de ERIC-PCR nos permitio
observar que a partir de las 120 colonias aisladas del tracto digestivo de A. armida se
obtuvieron 80 perfiles de huellas gendmicas, de los cuales se identificaron 23 grupos de
perfiles de huellas genomicas diferentes, de estos 23 grupos 16 correspondian a patrones
unicos. Esta prueba nos ayuda a discriminar a nivel de cepa (Rodriguez et al. 1995)

permitiendo disminuir las cepas de estudio. En la tabla 8 se especifica como se distribuyen
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las cepas en diferentes patrones comparables, de cada grupo se eligieron las cepas mas
representativas y se sefialan con la letra R.
Tabla 8. Grupos con el mismo patron de huellas genémicas

Agrupacion de huellas genémicas

Grupos Cepas con el mismo patron de huellas genémicas % de abundancia
I 1R 0.83
1 4R,18 1.67
Il 5R,37,42,98 3.33
v 6,7,8R 1.67
\% 3R,9,38 2.50
VI 2R,46 1.67
VII 10R 0.83
VI 11R,103 1.67
IX 12,13R,35,39 3.33
X 14R,40,49,58,66,100 5.00
Xl 15R,59,67 2.50
XI1 16R,47,68,69,119 4.17
X1 17R,54,60,73 3.33
XV 19R,55,61,62 3.33
XV 20R,41,71 2.50
XVI 21,23R,51,93,111 4.17
XVII 22R 0.83
XVIII 24R,27,48,64,74 4.17
XIX 25,32R,33,75,77,90,115 5.83
XX 28R,29,43,45,57 4.17
XXI 30R,52,53,76,78 4.17
XXII 31R,44,50,97 3.33
XXI11 34R,36 1.67

El grupo mas grande es el nimero 19 en este grupo podemos observar 7 patrones
idénticos.

Las cepas tipo (designadas con la letra R) de los grupos formados por ERIC-PCR se
eligieron de acuerdo a la calidad de ADN observado en los geles de electroforesis (fig. 20).

Dichas cepas se utilizaron para el anélisis de ARDRA.

42



En las tablas 9 y 10, se muestran los diferentes grupos formados de algunos patrones
de secuencias consenso amplificadas por ERIC-PCR a partir del revelado en gel de agarosa,

a manera de resumen y de mostrar las diferencias entre cada patron obtenido.

Tabla 9. Perfiles de huellas gendmicas diferentes a partir de ERIC-PCR

Perfiles de huellas genémicas a partir de ERIC-PCR

Grupo |

Grupo Il

Grupo 111

Grupo IV

Grupo V

Grupo VI

Grupo VI

Grupo VIII

Grupo IX

Grupo X

Grupo XI
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Tabla 10. Perfiles de huellas genomicas diferentes a partir de ERIC-PCR (Continuacion).

Perfiles de huellas gendmicas a partir de ERIC-PCR (continuacion)

: .
[ |

8.5.  Amplificacion del gen 16S rRNA

A las cepas representativas con patrones diferentes de ERIC-PCR seleccionadas
anteriormente (cepas marcadas con la letra R) se les realiz6 la amplificacion del gen 16S
rRNA, este método nos permitié hacer relaciones taxonémicas, ya que la molécula de 16S
rRNA tiene regiones altamente conservadas. Los fragmentos amplificados se muestran en la
figura 21, con un tamafio aproximado de 1500 pb.
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Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa del gen 16S rRNA amplificado para cada cepa
representante.
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8.6.  Anadlisis de restriccion del gen 16S rRNA amplificado (ARDRA)

A partir de las digestiones de los fragmentos amplificados del gen 16S rRNA realizadas
con la enzima de restriccion Hinfl, se obtuvieron 14 patrones diferentes, dichos patrones se
pueden apreciar mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (fig. 21), de los cuales 10
fueron patrones unicos y los 4 restantes agruparon 10 patrones de restriccion con bandas
similares, de los cuales se seleccion6 un representante. En la tabla 11, se muestra un resumen
de la agrupacion de las digestiones realizadas, para el caso de los grupos 1, 3, 8 y 10 se
eligieron las cepas mas representativas (cepas marcadas con la letra R).

lkb12 3 45 810 1kb 16 17.1819.20: 21 2223 242526 21-

Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % de ARDRA.

En algunos de los carriles no se llevd a cabo correctamente el andlisis de restriccion
enzimatica del gen 16S rRNA, cabe destacar que el éxito de la amplificacién se ve afectado
por numerosos factores, de ellos podemos destacar la cantidad de reactivos afiadidos por
reaccion, las caracteristicas del sitio a amplificar, los iniciadores usados, la pureza y cantidad
de la muestra de ADN.
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Tabla 11. Patrones de restriccion formados por ARDRA

Patrones de restriccion formados por ARDRA

Patron de restriccion =~ Agrupacion
realizadas con la enzima Hinfl

de las digestiones

I 1,2, 7R
I 3
i 4R, 6
v 11
\Y 12
Vi 14

Vil 15
Vil 16, 19R, 23
IX 17

X 18R, 22
Xl 20
Xl 21

Xl 25
XV 26

8.7.  Purificacion del gen 16S rRNA
A partir de la seleccidn de cepas representativas se realizo la purificacion del gen 16S

rRNA de cada una de las muestras (Fig. 23), una vez comprobada la eficiencia de purificacion
de las cepas estas fueron secuenciadas por la Unidad de Sintesis y secuenciacion de DNA
(USSDNA) del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

18 74 o W b P S e 1Kb 1719 20 21 22 31 34

Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa al 1 % de la corroboracion de la eficiencia de
purificacion del gen 16S rRNA.
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Hasta este apartado las cepas se han manipulado con nameros, es por eso que a
continuacion en la tabla 12, se presenta a manera de resumen las cepas seleccionadas para
ERIC-PCR y ARDRA y en la columna final la simbologia adecuada para cada cepa
purificada y secuenciada.

Grupos

Tabla 12. Glosario para identificacion de cepas a partir de ERIC-PCR

Glosario para identificacion de cepas a partir de ERIC-PCR
Clave para la
identificacion

Cepas con el mismo
patrén de huellas
gendémicas

1R
4R,18
5R,37,42,98
6,7,8R
3R,9,38
2R,46
10R
11R,103
12R,13,35,39
14R,40,49,58,66,100
15R,59,67
16R,47,68,69,119
17R,54,60,73
19R,55,61,62
20R,41,71
21,23R,51,93,111
22R
24R,27,48,64,74

25,32R,33,75,77,90,115

28R,29,43,45,57
30R,52,53,76,78
31R,44,50,97
34R,36

cepas
representativas

1R

4R

SR

8R

3R

2R

10R
11R
12R
14R
15R
16R
17R
19R
20R
23R
22R
24R
32R
28R
30R
31R
34R

Cepas
representativas
de acuerdo a
ARDRA

4R

3R

10R
11R
12R
14R
15R

17R
19R
20R

22R

30R
31R
34R

de la cepas

AATO1

AATO02

AATO3
AATO04
AATO05
AATO06
AATO7

AAMO8
AAMO09
AAM10

AAM11

AAM12
AAM13
AAM14
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8.8.  Analisis filogenético
El Andlisis de las secuencias del gen 16S rRNA de las 14 cepas representativas

mostradas en el anterior apartado revelé que las cepas aisladas pertenecian a 5 géneros
bacterianos diferentes para lo cual se construyo un arbol filogenético para cada género
(figuras 24-28).

De las 14 cepas aisladas cinco de ellas pertenecian al género Serratia. Con un 99% de
similitud genética, en este género se agruparon las cepas AAT06, AAM08, AAMO09 (con un
97.8% de similitud), AAM11 y AAM12 (tabla 13).

Por otro lado en el género Bacillus (fig. 24) se agruparon con un 88.7% de similitud
genética la cepa AATO04 quien esta relaciona con Bacillus odysseyi, mientras que las cepas
AATO05 y AATI13 se relacionan con un 97.6% de similitud genética con Bacillus

subterraneus respecto al analisis realizado en la base de datos del GenBank.

En el género Enterobacter se agruparon las cepas AAT03, AAT07 y AAM10 con 99%
de similitud con E. cloacae, 98% de similitud a Enterobacter ludwigii y con 93% a
Enterobacter asburiae respectivamente. De acuerdo al &rbol filogenético construido (Fig. 25)
la cepa AATO1 se agrupo en el género Pseudmona la cual tenia similitud del 99% con la
especie Pseudomonas putida L3 (KT767824.1), mientras que la cepa AATO02 tenia una
similitud de su secuencia con un 99.6% con la especie Enterococcus casseliflavus
(AF039903.1).

Finalmente la cepa AAM14 pertenecia a la familia Enterobacteriaceae y tenia una
similitud de 98.7% con L. adecarboxylata segin la base de datos del GenBank (tabla 13).
Los numeros de acceso otorgados por el GenBank de las catorce secuencias del gen 16S

rRNA determinados en este estudio se muestran en la tabla 13.

Los resultados que se encontraron son similares a los que reporta Pinto et al. (2007),
a partir de aislamientos bacterianos de tractos digestivos de larvas y del contenido de pupas
de Automeris zugana y Rothschildia lebeau. Los aislamientos bacterianos que reporta en su
investigacion  corresponden a las siguientes familias: Enterobacteriaceae vy

Pseudomonadaceae, asi mismo reportan Cocos Gram positivos y Bacilos Gram positivos.
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Asi mismo como se observa en la tabla 13, el analisis de las secuencias nos permitio
resumir y agrupar las cepas aisladas del tracto digestivo de A. armida en las siguientes
familias: Pseudomonadaceae, Bacillus sp., Enterococcaceae y Enterobacteriaceae.

Los ensayos realizados de Pinto et al. (2007) con los aislamientos bacterianos,
permitieron decir que la presencia de estos organismos en el tracto digestivo podria
incrementar la capacidad alimenticia de la oruga, pues se ha demostrado que compuestos
intermedios producidos por bacterias a partir de sustratos mas complejos pueden servir de
alimento al insecto hospedero.

Por otro lado Ibarra (2006) en su recopilacion de datos, plantea que insectos como las
termitas digieren sustratos lignoceluldsicos gracias a microorganismos simbiontes como
bacterias, protozoos y hongos que habitan en sus intestinos. Lo que sugiere que las cepas
identificadas de la larva de A. armida pueden presentar estas caracteristicas, como se ha
mencionado con anterioridad las larvas se alimentan solo de las hojas de los arboles
hospederos, cabe mencionar que el principal componente de las hojas es la celulosa.

Asi mismo Lara & Acosta (2013) aisla bacterias celuloliticas del intestino de termitas,
encontrando bacilos Gram negativos, identificados como Enterobacter aerdgenes. De
acuerdo a los resultados obtenidos tres de las 14 cepas fueron identificads en el genero
Enterobacter. Diferentes investigaciones sugieren que las bacterias aisladas del interior de
los insectos tienen aplicaciones muy diversas, es por eso que la identificacion de las bacterias
de esta invetigacion contituye un punto de partida para la comprension de la relacion
metabolica y fisiologica que estos microorganismos cumplen en su hospedero. Es importante
mencionar que la informacion acerca de las bacterias endosimbioticas de la larva de Arsenura
armida es casi nula, ya que esta larva es considerado un exquisito platillo cultural y su estudio

se basa en su importancia nutrimental.
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Tabla 13. Caracteristicas de las bacterias simbidticas aisladas del sistema digestivo de
Arsenura armida a partir del analisis filogenético realizado.

Caracteristicas de las bacterias simbioticas aisladas del sistema digestivo de Arsenura armida a
partir del analisis filogenético realizado.
Desianacion Seccién Numero de Alineamiento de secuencia Especie filogenética
de Ig.’ace a del intestino registro en No. de Porciento de P relacion%da
P aislada GenBank nucledtidos (Pb) | identidad
Pseudomonas putida
Total KX 7 131 %
AATO1 ota 389675 310 99 % L3 (KT767824.1)
Enterococcus
AATO02 Total KX389697 1435 98.4% casseliflavus
(AF039903.1)
Enterobacter cloacae
0,
AATO03 Total KX389696 1323 99% RCBO70 (KT261182.1)
Bacillus odysseyi
0,
AATO4 Total KX389689 1278 88.7 % 34hs1(AF526913.3)
Bacillus subterraneus
AATO5 Total KX389692 1328 97.6 % DSM13966T
(FR733689.1)
Serratia marcescens
AATO6 Total KX389674 1288 99 % subsp. Sakuensis RK26
(KC790279.2)
AATO7 Total KX389687 1187 98 % Enterobacter ludwigii
RCB31 (KT260531.1)
. Serratia marcescens
0,
AAMO8 Abdominal KX389672 869 99.5% KRED (ABO061685.1)
Serratia marcescens
AAMO09 Abdominal KX389698 1308 97.8% DSM 30121
(AJ233431.1)
. Enterobacter asburiae
0,
AAM10 Abdominal KX389686 1195 93% R23 (KM019904.1)
. Serratia marcescens
0,
AAM11 Abdominal KX389699 1393 96.8% (AB061685.1)
Serratia marcescens
AAM12 Abdominal KX389673 1368 99 % IARI-UPS 20
(KT441074.1)
Bacillus subterraneus
AAM13 Abdominal KX389694 1338 96.7% DSM13966T
(FR733689.1)
AAM14 Abdominal KX389695 1399 95.3%
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100

acillus thioparans ASGS 5 (KT448561.1)

64
AAMI13
82
Bacillus boroniphilus YNAS54 (JN867119.1)

66
KP408216.1 Bacillus cohnii MKU002

77
AATO5

Bacillus thioparans CCMM B698 (JN208090.1)
Bacillus thioparans BMP-1 (DQ371431.1)

18 Bacillus subterraneus DSM13966T (FR733689.1)

40

54

0.01

Bacillus boroniphilus T-15Z (AB198719.1)

86 Bacillus selenatarsenatis SF-1 (AB262082.1)

Bacillus foraminis CV53T (AJ717382.1)
100 'Bacillus foraminis CV53T (AJ717382.1)

FJ477040.1 Lysinibacillus xylanilyticus XDB9

AF3526913.3 Bacillus odysseyi 34hsl

Lysinibacillus meyeri WS 4626T (HE577173.1)

Lysinibacillus halotolerans MPF 76 a (KT719805.1)

99

AATO4
67 Bacillus massiliensis 4400831 (AY677116.1)

Figura 24. Arbol filogenético estimado por el método NJ con la secuencia del gen 16S rRNA

del género Bacillus/Lysinibacillus sp. Las cepas aisladas del tracto digestivo de A. armida

son sefialadas en letras celestes.
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AATO1

31 seudomonas putidaL3 (KT767824.1)
Pseudomonas oryzihabitans IAM 1568 (D84004.1)
Pseudomonas cremoricolorata IAM 1541 (AB060137.1)

23 [Pseudomonas plecoglossicida FPC951 (AB009457.1)

45

Pseudomonas japonica IAM 15071 (AB126621.2)
50 | Pseudomonas taiwanensis BCRC 17751 (EU103629.2)
71 —Pseudomonas monteilii CIP 104883 (AF064458.1)

Pseudomonas pachastrellae LFN2 (KM349496.1)

0.005

Figura 25. Arbol filogenético estimado por el método NJ con la secuencia del gen 16S rRNA
del género Pseudomonas sp. Las cepas aisladas del tracto digestivo de A. armida son

sefaladas en letras celestes.
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Enterobacter mori AL (KF747680.1)
Enterobacter ludwigii PUFSTbh09 (KR476387.1)
Enterobacter cloacae 5877-A1 (KF932264.1)

27 [Enterobacter ludwigii RCB319 (KT260531.1)

1125

71

—

Enterobacter hormaechei CIP 103441 (AT508302.1)
Citrobacter freundii RCB715 (KT260927.1)

3 Enterobacter ludwigii FCX1 (KU942496.1)
Enterobacter cloacae RCB970 (KT261182.1)

JL|——Enterobacter cloacae F63 (KU312854.1)
Enterobacter dissolvens LMG 2683 (£296079.1)

Enterobacter kobei DSM 13645T (LT547823.1)

23_ Leclercia adecarboxylata LMG 2803 (GQ856082.1)

76 'Enterobacter cloacae STY35 (HQ220157.1)

rEnterobacter cancerogenus RCB673 (KT260885.1)

35 Enterobacter cancerogenus JCR-4 (KU684496.1)
23 Pantoea rodasii H11 (KC934807.1)

85 Enterobacter acrogenes JCM1235 (AB004750.1)
95 ' Enterobacter aerogenes JCM1235 (AB004750.1)
AATO03

Pantoea agglomerans RS023 (KM502222.1)
AAM14

Enterobacter asburiae R23 (KM019904.1)

AATO7

88

0.002

AAM10

Figura 26. Arbol filogenético estimado por el método NJ con la secuencia del gen 16S rRNA

del género Enterobacter sp. Las cepas aisladas del tracto digestivo de A. armida son

sefialadas en letras celestes.
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AAT02

i
7 Enterococcus casseliflavus (AF039903.1)

—

Enterococcus gallinarum (AF039900.1)

Enterococcus saccharolyticus ATCC43076 (AF061004.1)

|Enterococcus viikkiensis [E3.2 (HQ378315.1)

100 |Enterococcus pseudoavium ATCC49372 (AF061002.1)

0.002

Figura 27. Arbol filogenético estimado por el método NJ con la secuencia del gen 16S rRNA
del género Enterococcus sp. Las cepas aisladas del tracto digestivo de A. armida son

sefialadas en letras celestes.
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| Serratia marcescens DSM 30121 (AJ233431.1)
Serratia marcescens DSM 30121 (AJ233431.1)(2)

Serratia marcescens P4593 (KT215431.1)

AAMI12

AAM11

AAMO09

Serratia marcescens GBPI CDB148 (KR259216.1)

Serratia marcescens FZSF02 (KU145144.1)

Serratia marcescens TARI-UPS (KT441074.1)

Serratia marcescens GBPI Hb16 (KR259187.1)

AAMOS8

Serratia marcescens PSB-36 (KR133281.1)
AAT06
Serratia marcescens SM2613 (KT741018.1)
Serratia nematodiphila DZ0503SBS1 (EU036987.1)
Serratia marcescens (AB061685.1)
3 : Serratia nematodiphila DZ0503SBS1 (EU036987.1)
Serratia ureilytica NiVa 51T (AJ854062.1)
Serratia rubidaeca JCM 1240 (AB004751.1)
| Serratia rubidaea JCM1240 (AB004751.1)

Serratia rubidaea JCM1240 (AB004751.1)(2)
Klebsiella planticola ATCC 33531T (AF129443.1)
71 Gibbsiella quercinecans FRB 97 (GU562337.1)
go| Serratia ficaria DSM 4569 (AJ233428.1)

97 Serratia ficaria DSM 4569 (AJ233428.1)(2)
— Serratia entomophila DSM 12358 (AJ233427.1)
08 Serratia odorifera DSM 4582 (AJ233432.1)
Serratia odorifera DSM 4582 (AJ233432.1)(2)
Serratia odorifera DSM 4582 (AJ233432.1)(3)

AS

99|
—_—

0.005

Figura 28. Arbol filogenético estimado por el método NJ con la secuencia del gen 16S rRNA

del género Serratia sp. Las cepas aisladas del tracto digestivo de A. armida son sefialadas en
letras celestes.
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IX. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos existe una gran diversidad de bacterias
asociadas a la larva de estudio. A partir de un total de 120 aislados, el andlisis de huellas
gendémicas generadas a partir de ERIC-PCR nos permitio obtener 80 perfiles de huellas
gendmicas, de las cuales finalmente a partir de las digestiones de los fragmentos amplificados
del gen 16S rRNA realizadas con la enzima de restriccion Hinfl, se obtuvieron 14 patrones
diferentes. A partir de las digestiones de los fragmentos amplificados del gen 16S rRNA
realizadas con la enzima de restriccion Hinfl, se obtuvieron 14 patrones diferentes, de los
cuales 10 fueron patrones Unicos y los 4 restantes agruparon 10 patrones de restriccion con
bandas similares. Estos patrones en conjunto con el analisis filogenético realizado de las 14
cepas representantes permitieron conocer la diversidad bacteriana presente en el interior de

la larva A. armida.

Conocer la biodiversidad del tracto digestivo de A. armida resulta interesante porque
es poca la informacion sobre el estudio de los endosimbiontes en larvas, aunque se ha
demostrado la presencia de bacterias en el intestino de diversos géneros. Cabe mencionar que
algunos de los géneros encontrados son patdgenos, las cuales pueden ser causantes de algunas
enfermedades, debido a que estas bacterias se alojan en el tracto digestivo de la larva es

importante conocer mas acerca de ellas.

El desarrollo de este estudio se llevd a cabo considerando solo bacterias cultivables
en medios nutritivos para bacterias exigentes y no exigentes, lo que representa una pequefia
fraccion de la microbiota presente en el material de estudio. Por lo tanto la biodiversidad de
las bacterias en el intestino de la larva podria ser mayor. Los métodos utilizados en el
aislamiento e identificacidén de bacterias representan una alternativa para el estudio de las
mismas y fueron utilizadas de acuerdo a la infraestructura de nuestro laboratorio de

investigacion.

Los resultados aqui generados podrian servir de referencia para futuras
investigaciones orientadas al aprovechamiento biotecnoldgico de las bacterias que habitan
en el intestino de la larva de Arsenura armida, lo cual puede aplicarse en la industria y en la

agricultura.
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X. COMPETENCIAS DESARROLLADAS

El desarrollo de la residencia profesional me permitio reforzar todos los
conocimientos adquiridos que se encontraban latentes asi mismo obtuve y desarrolle
habilidades relacionadas con el manejo de instrumentos y equipos necesarios para llevar a

cabo cada una de las actividades propuestas para este proyecto de investigacion.

En esta etapa de mi aprendizaje obtuve habilidades relacionadas con la extraccion de
ADN a partir del uso de un kit en conjunto con la aplicacion de tecnologias moleculares
pertinentes para el andlisis directo de ADN y conceptos basicos sobre gendmica.
Toda esta labor permitié profundizar mi capacidad de anélisis y consulta de informacion asi
como el uso de base de datos y bibliotecas digitales de informacién de caracter cientifico

actualizado que han reforzado todos los conocimientos adquiridos.

Es muy importante recalar que todas estas habilidades obtenidas han surgido gracias
a la planeacion, cooperacion, trabajo en equipo, manejo de conflictos, compafierismo y
aplicacion valores que son requisitos fundamentales y dificiles de obtener, por lo tanto la
realizacion de la residencia profesional ha aportado mucho en mi formacién académica y es
un pilar importante para mi formacion profesional. Debido a que me permitird culminar

satisfactoriamente todos mis objetivos.

Como ya se menciono con anterioridad la diversidad bateriana del tracto digestivo de
A. armida es abundante, por lo que es necesario ampliar el estudio de la diversidad, ademas
llevar a cabo una investigacion a fondo sobre el potencial que puedan tener las cpas
caracterizadas en este proyecto como degradadoras de material celulolitico, inhibidores de

patogenos o productores de metabolitos.
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Xl. ALCANCESY LIMITACIONES

Alcances

Fue posible conocer la diversidad genética de las bacterias asociadas al tracto
digestivo de Arsenura armida, utilizando diferentes herramientas moleculares, tales como
huellas genémicas por medio de ERIC-PCR, un marcador molecular (gen 16S ADNTr) y un
andlisis de restriccion del ADN ribosomal (ARDRA), asi como el aislamiento y la
purificacion de ADN. También fue posible lograr la secuenciacion de estas cepas y su

analisis filogenético.
Limitaciones

Se considerando la importancia de la evaluaciéon del potencial de degradacion de
celulosa de las endobacterias aisladas de A. armida, pero debido a la falta de tiempo esto no

fue posible de realizar por lo tanto se truncé uno de los objetivos.
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