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Resumen

Existen dos reportes previos de microorganismos que residen en las estructuras
reproductivas de hembras de dos especies de Melolonthidae (Coleoptera):
Costelytra zealandica W. (Hoyt et al., 1971) y Phyllophaga ravida B. (Pérez-Estrada,
2016). En ambos casos se menciona que los organismos identificados pueden tener
una posible participacion en la produccion de atrayentes sexuales. En el presente
trabajo se aislaron e identificaron bacterias con potencial quimico-ecologico del
aparato reproductor de adultos de Cyclocephala lunulata B., una especie de
Melolonthidae con distribucién en México y considerado con importancia ecoldgica
(Moron et al., 1997).

Se efectu6 una diseccion del aparato reproductor de hembras y machos de C.
lunulata, sembrando muestras del interior en medio Luria Bertani (LB). Una vez
obtenidas las bacterias de estas muestras, se procedio a la identificacion molecular
por medio del gen ARNr 16S. También se efectuaron pruebas en seis medios
selectivos. Aunado a esto se aplicaron 21 pruebas bioquimicas mediante la galeria
API 20e y una prueba de oxidasa. Ademas se extrajeron muestras del intestino
como control a las cuales se les realizaron pruebas en los seis medios selectivos.
Se obtuvieron tres colonias bacterianas de las muestras de la cAmara genital de las
hembras y una colonia de la capsula genital de los machos. En las muestras de las
demas estructuras no hubo ningun tipo de crecimiento. Mediante la técnica del
ARNr16s se identificaron dos de las tres colonias aisladas en la camara genital:
Klebsiella oxytoca y Citrobacter freundii. Las otras dos colonias fueron nombradas
como CamGeBI32 para la colonia de la camara genital y Capgend para la de la
capsula genital de machos. Klebsiella oxytoca presento crecimiento en todos los
medios selectivos al igual que C. freundii. En contraste, CamGeBI3¢ y Capgend no
crecieron en la mayoria de los medios selectivos. En las pruebas bioquimicas, K.
oxytoca y C. freundii presentaron resultados positivos en la mayoria de las pruebas,
mientras que las bacterias CamGeBI3?Q y Capgend mostraron un resultado negativo
en la mayoria de estas. Por lo anterior, las colonias bacterianas aisladas de la
camara genital de hembras de C. lunulata podrian estar involucradas en la

produccion de atrayentes sexuales de esta especie.



1. Introduccion

La reproduccion y sus mecanismos de regulacién son de los principales procesos
que impactan directamente en la adecuacién de los insectos. Esto no es la
excepcion en los coleopteros que forman parte de la familia Melolonthidae
(Cherman y Moroén, 2014), mas aun si la atencion se centra en las fases previas a
su contacto sexual. A pesar de la abundancia y riqueza de estos escarabajos, aun
se desconoce gran parte de la informacion sobre su biologia y los aspectos
relacionados con su actividad sexual y reproduccion (Romero-Lopez, 2012). En este
sentido, la informacion sobre la morfologia del aparato reproductor de los adultos
de este grupo resulta fundamental para localizar el sitio de produccion de los
atrayentes y feromonas sexuales, los cuales son “infoquimicos” que median sus
interacciones intraespecificas (Dicke y Sabelis, 1988). El estudio de dichas
sustancias y las interacciones relacionadas con éstas es la razén de ser de la
Ecologia quimica, la cual ha surgido como area de interés para los melolontidos
desde hace algunos afios (Leal, 1998; Romero-L6pez et al., 2005). En general, para
estos coledpteros se cuenta con informacién sobre su esquema de comunicacion
quimica sexual, en el cual las hembras son las encargadas del “llamado”, lo que
involucra una serie de movimientos y actos que concluyen con la exposicion de la
camara genital protractil y la potencial liberacion de infoquimicos que provocan la
atraccion de los machos con fines de apareamiento (Romero-L6pez et al., 2010).
Existe ya un avance sustancial en el estudio de los tres principales elementos que
conforman al esquema y esto ha permitido enfocar la atencién en detalles de cada
uno de ellos. Este es el caso del “emisor”, para el cual, ademas de la localizacion
de epitelios especializados en la produccion de atrayentes y feromonas sexuales
(Romero-Lopez et al., 2011; Benitez-Herrera et al., 2015), el interés se ha dirigido a
la busqueda de otros sitios de produccion, como es el caso de aquellos en donde
existen microorganismos asociados a estructuras reproductoras de las hembras o
incluso, hacia la posible participacion de los machos en la produccién de atrayentes
de agregacion (Leal, 1998).

Por lo anterior, en el presente estudio se plantea el identificar taxonémicamente a

los microorganismos con potencial para producir infoquimicos y localizarlos en



zonas especificas del aparato reproductor tanto de hembras como de machos de
Cyclocephala lunulata B. Ademas del aporte tedrico que se pretende brindar, se
espera sentar las bases para la futura implementacion de un programa de manejo

de esta especie, basado en el uso de atrayentes sexuales y/o de agregacion.



2. Antecedentes

2.1. Relaciones microorganismos-insectos

Desde hace tiempo se ha estudiado la relacion de microorganismos con otras
especies, pudiéndose registrar que las bacterias se asocian con diferentes especies
de la clase Insecta (Buchner 1965, Campbell 1990). Muchos insectos contienen a
una comunidad de microorganismos muy rica, diversa y compleja de que participan
activamente en su vida mediante varios tipos de relacion (Dillon y Dillon 2004;
McCutcheon 2009). Se ha registrado que la microflora intestinal de la abeja mielifera
Apis mellifera L. es catalogada como benéfica (Wu et al., 2012); el tracto
gastrointestinal de las abejas mieliferas es un ecosistema complejo que alberga una
diversidad de comunidades microbianas que participan activamente en procesos
digestivos (Gilliam 1997, Martinson et al., 2011). También se han reportado casos
en los que cuando la dieta de los insectos es deficiente; estos poseen
microorganismos simbibticos que proporcionan nutrientes especificos en el
suministro dietético (Douglas, 2009); Como en el caso particular de insectos que
se alimentan de savia de plantas, se ha revelado que sus microorganismos
proporcionan aminodcidos esenciales que no se encuentran en su dieta (Douglas,
2011). ElI mismo autor cita que en el caso de las conocidas como “moscas tsé-tsé”
o “moscas del suefo” (Glossina spp.), se sabe que los adultos poseen
microorganismos intestinales simbiontes que le ayudan a sintetizar vitamina B y
derivados, lo cual es escaso en su dieta. Se han registrado comunidades
bacterianas benéficas en el intestino de Meimuna mongolica D. (Zhou et al., 2015)
y enterobacterias simbidticas en el intestino de Thrips tabaci L., las cuales pueden
participar en procesos digestivos (De Vries et al., 2004). De manera similar se ha
demostrado que bacterias del género Enterobacter tienen un papel en la nutricion
de los insectos, como es el caso de la fijacion de nitrégeno en Bactrocera tryoni F.
(Murphy et al., 1994).

Pero los beneficios no son solo en cuestiones nutricionales. Algunas bacterias del
género Pseudomonas pueden desempefar actividad antagonista hacia los hongos
entomopatdégenos en la polilla de dorso diamante Plutella xylostella L. (Indiragandhi

et al., 2007), entre otras funciones de defensa como la prevencion del



establecimiento de parasitos en el intestino medio de mosquitos (Azambuja et al.,
2005) o la desintoxicacion en los escarabajos de Paederus (Piel, 2002). Los
géneros Pseudomonas y Enterobacter que se encuentran en el intestino de
Meimuna mongolica D. posiblemente juegan diferentes roles como nutricion,
desarrollo y supervivencia.

En cuanto a coledpteros, algunos estudios han revelado que diversas comunidades
y linajes microbianos son tipicamente encontrados en el tracto intestinal de las
larvas de Dermolepida albohirtum W. (Pittman et al., 2008; Andert et al., 2010). De
igual forma, los “descortezadores” Dendroctonus rhizophagus T. tienen una
variedad de microorganismos simbiontes en el intestino capaces de producir
compuestos que son utilizados por su htiesped como infoquimicos (Hunt y Borden,
1990). Resultan escasos los estudios sobre microorganismos productores de
atrayentes y feromonas asociados a insectos. Se sabe que algunos integrantes de
la clase Insecta poseen feromonas de agregacion que son liberadas por o en
asociacion con bacterias (Tillman et al., 1999; Wertheim et al., 2005). EI hongo
mutualista Grosmannia clavigera R. produce esteroles que son necesarios para la
biosintesis de feromonas de agregacion utilizadas por Dendroctonus ponderosae H.
(Blomquist et al., 2010).

2.2. Identificacién taxondmica de microorganismos por pruebas moleculares
y bioquimicas

Actualmente las técnicas moleculares son herramientas muy usadas para la
clasificacion taxondmica de microrganismos, las cuales muchas veces respaldan y
apoyan a otras técnicas de mayor tiempo de uso como lo son las pruebas
bioquimicas. Hablando de las pruebas moleculares especificamente en el caso de
bacterias asociadas a insectos, la amplificacion del gen del acido ribonucleico
ribosomal 16S (ARNr 16S) es una herramienta accesible para una identificacion
confiable de las procariotas (Marcon et al.,, 2012). Esta técnica es utilizada
ampliamente para estudiar la diversidad microbiana en sitios especificos de
diferentes organismos. El analisis molecular por medio del gen ARNr 16S reveld

que la mayoria de las bacterias aisladas en el intestino de las abejas meliferas



pertenecen al género Bacillus (Wu et al., 2014). Gracias a esta técnica se ha logrado
conocer que la microbiota intestinal de los insectos varia ampliamente entre
diferentes taxones, incluyendo Proteobacteria, Firmicutes y Protistas (Brugerolle y
Radek, 2006; Morales-Jimenez et al., 2009). La identificacién taxondmica utilizando
la secuencia del ARN 16s revel6 que el intestino de la mayoria de los insectos tiene
<20-30 taxones (Dillon y Dillon, 2004; Robinson et al., 2010). En un caso mas
especifico para coledpteros, esta técnica ha servido para identificar la diversidad
microbiana del intestino de Dastarcus helophoroides F. (Zhang et al., 2012).

Por otra parte, la identificacion taxonémica de bacterias por pruebas tradicionales
bioguimicas sigue siendo de gran ayuda para comparar y respaldar resultados de
pruebas moleculares (De Vries et al., 2008). Wu y colaboradores (2012) propone la
utilizacién de técnicas mas tradicionales como las pruebas bioquimicas para un
respaldo de las pruebas moleculares. Taochan y colaboradores en el 2010 utilizan
pruebas bioquimicas, en especifico la prueba APl 20e, para comparar sus
resultados de identificacion molecular por el gen ARN 16s de bacterias colectadas
en el intestino de Bactrocera cacuminata H. y Bactrocera tryoni F., obteniendo una
diversidad parecida por ambos métodos. En otro estudio Simmons y colaboradores
en el 2014 comprueban que la prueba bioquimica API 20e tiene un indice de
similitud del 89% que las pruebas moleculares para la identificacion de Escherichia
fergusonii F. En el caso especifico de Salmonella enterica L. tanto pruebas
moleculares como bioquimicas (API 20e) tuvieron una efectividad del 99.9% para la
correcta identificacion de esta bacteria (Nucera et al., 2006). La prueba API 20e ha
sido utilizada desde hace mucho tiempo por sus resultados positivos para la
identificacion de diversas bacterias de la familia Enterobacteriaceae lo que la hace
una prueba confiable con una amplia trayectoria en su utilizacién lo cita Peele y
colaboradores (1997) para la identificacion de bacterias Gram negativas residentes

en humanos y animales.

2.3. Generalidades sobre Melolonthidae y el género Cyclocephala
Los integrantes de la familia Melolonthidae (Cherman y Morén, 2014), conocidos

también como “moyotes”, “escarabajos de junio” o “meloléntidos”, conforman a un



grupo de coledpteros que en su etapa adulta presentan colores diversos y vestidura
variada; el tamafo corporal varia entre 3 y 170 mm; tienen mandibulas bien
desarrolladas, esclerosadas, con dientes en el borde interno, mas o menos ocultas
bajo el clipeo. Los tarsos son pentameros en los tres pares de patas, ufias tarsales
bien desarrolladas, con formas diversas: simples, dentadas, bifidas, usualmente
moviles y en pares. Los élitros siempre estdn desarrollados, en ocasiones
fusionados entre si y las alas metatoracicas usualmente bien desarrolladas, en
pocos casos reducidas o ausentes. Exhiben con frecuencia dimorfismo sexual: los
machos pueden presentar proyecciones en la cabeza y el pronoto con forma de
cuernos o protuberancias con disefios muy diversos (Morén, 1997). El mismo autor
cita que se alimentan con tejidos, secreciones o restos vegetales y las larvas
comunmente son fitosaprofagas, rizofagas o xiléfagas. Esta forma de agrupamiento,
caracterizada por los habitos alimentarios fitofagos o fitosapréfagos, ha sido
aceptada histéricamente y confirma en varios estudios (Scholtz y Chown 1995;
Jameson y Ratcliffe 2002, Smith et al., 2006, Hunt et al., 2007, Lawrence et al.,
2011).

Entre los géneros que forman parte de esta familia, se encuentra Cyclocephala
Burmeister, 1847. Los adultos de este género (Figura 1) se caracterizan por contar
frente oscurecida, antenas con maza similar en longitud a los segmentos Il al VIi
juntos, tibia anterior con el diente basal ligeramente separado con respecto a los
otros y élitros con margen sutural simple (Neita et al., 2006). Las larvas son de tipo
escarabaeiforme (Moron, 1993; 1997) consideradas como sapréfagas e incluso se
descartan los multiples sefialamientos que la destacan como plaga rizéfaga. Sin
embargo, cabe replantear la condicion de plaga de los adultos, ya que éstos pueden
ejercer un papel como plagas estacionales en frutales en guayaba y otras frutas con
corteza blanda, pues no se ha confirmado como plaga en otros cultivos (Stechauner
et al.,, 2010). Los integrantes de este género emergen del suelo como adultos
durante épocas lluviosas, inicialmente en abril y mayo. La mayor frecuencia de
copulas se observa durante la primera semana después de la emergencia, en los
sitios a los cuales son atraidos los adultos. La copula dura entre 15y 20 min, aunque

en algunos casos puede extenderse mas; después de ocurrida, simplemente se



separan y la hembra sigue sobre el sustrato alimenticio o se sumerge en el suelo
(Stechauner et al., 2010). Los adultos son poco longevos (25-30 dias), en especial
los machos, los cuales sobreviven menos de 25 dias en promedio (Stechauner et
al., 2010).

Figura 1. Esquema de un macho de Cyclocephala lunulata, mostrando algunos de
sus caracteres morfolégicos diagndsticos. 1.- Primer par de patas donde la ufia tarsal
es de mayor tamafio que la de las hembras. 2.- Frente oscurecida. 3.- Tarsos en forma de
pentameros en los tres pares de patas. 4.- Elitros bien desarrollados 5.- Elitros con cuatro
0 mas manchas simétricas . 6.-Pigidio con sedas pequefias. Tomado de Endrddi, 1985.

2.4. Comunicacion quimica sexual en meloléntidos y en integrantes de
Cyclocephala

La Ecologia quimica se ha definido como el area de estudio que se enfoca en la
comprension ecologica del origen, la funcion y la importancia de los productos
guimicos naturales que median las interacciones dentro y entre organismos
(Harborne, 2001). Estos productos también son denominados también como
infoquimicos, los cuales son compuestos que, dentro de un contexto natural,
transmiten informacion entre individuos, produciendo en el receptor una respuesta
de comportamiento o fisiolégica (Dicke y Sabelis, 1988).

Los meloléntidos presentan un esquema de comunicacién quimica sexual (Romero-
Lépez et al., 2010) que se centra en el estudio de tres elementos principales:
‘emisor’, “mensaje quimico’ y “receptor’”. Para obtener esta informacion, es

necesario el estudio del comportamiento precopulatorio de la especie bajo estudio.
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Con base en esto se ha encontrado que en estos insectos se presenta el
denominado “llamado sexual”, un patrén de comportamiento que consiste en una
serie de actos, movimientos y posturas consecutivas por parte de las hembras, que
culmina con la exposicion de la camara genital; se sugiere que en este preciso
momento los infoquimicos que atraen a los machos para el acercamiento y el
contacto sexual son liberados (Romero-Lopez et al., 2010a). El estudio del “emisor”
ha permitido la obtencion de evidencias morfologicas que confirman la existencia de
sitios productores de atrayentes o feromonas sexuales en hembras de los géneros
Anomala Samouelle y Holotrichia H. (Tada y Leal, 1997; Leal, 1998; Kim y Leal,
1999). En especies de Anomala se ha encontrado que la produccién de los
atrayentes y feromonas sexuales se lleva a cabo en células epiteliales localizadas
en la placa anal y los esternitos pigidiales de las hembras, asi como a través de
poros cuticulares (Tada y Leal, 1997). En contraste, en especies de Holotrichia se
ha observado que en la seccion posterior de la camara genital hay células Clase I,
relacionadas con la produccion y secrecion de feromonas en insectos (Kim y Leal,
1999). Otros trabajos se han enfocado en el “mensaje quimico”, encontrandose que
las feromonas sexuales de estos insectos se componen principalmente de
derivados de aminoéacidos, fendlicos, de acidos grasos e isoprenoides (Leal, 1998;
Tillman et al.,, 1999; Anaya et al., 2001; Zarbin et al., 2007) y en el “receptor”,
reportandose que los quimiorreceptores localizados en las lamelas antenales son el
principal sitio de captacion de las feromonas (Leal, 1998; Ochieng et al., 2002;

Romero-Lo6pez et al., 2010b).

2.4.1. Emisor

En general, se sabe que mientras las hembras de Melolonthidae emergen, los
machos vuelan buscando un punto elevado en donde posarse para rastrear a su
comparfiera potencial (King, 1984; Morén, 1986; Morén et al., 1996). Cuando la
hembra emerge del suelo, lleva a cabo el “llamado sexual”, el cual esta relacionado
con la liberacibn de feromonas sexuales y/o atrayentes sexuales. Este
comportamiento se ha sugerido también para Cyclocephala immaculata O. y
Cyclocephala borealis A. (Potter, 1980).



Ademas de obtener mas informacion acerca del comportamiento precopulatorio de
los melolontidos, es importante también conocer los aspectos fisioldgicos y
reproductivos del modelo biolégico bajo estudio, como ya se ha logrado realizar con
especies distribuidas en México. Este es el caso de las hembras de Phyllophaga
opaca M. (Romero-LoOpez et al., 2010b) y Phyllophaga obsoleta B. (Romero-Lopez
et al.,, 2011), para ambas especies se han obtenido resultados que permiten
relacionar la morfologia de la cAmara genital y las glandulas accesorias con la
produccion de atrayentes sexuales (Figura 2). De igual forma, el aparato reproductor
de hembras y machos de Macrodactylus mexicanus B. (Figura 2) ha sido estudiado
y el de las primeras se asocia con la produccion de sustancias de este tipo. Ademas
de todas estas investigaciones, también se ha vinculado la produccion de atrayentes
con la actividad de microrganismos residentes en alguna estructura del sistema
reproductor de estos insectos, como se ha documentado para Costelytra zealandica
W. (Hoyt et al., 1971), Phyllophaga ravida B. (Pérez-Estrada, 2016) y Macrodactylus
nigripes B. (Trujillo-Vélez, 2017).
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Figura 2. Morfologia del aparato reproductor de hembra y macho de Macrodactylus
mexicanus. A.- a) Esquema general, vista dorsal. b) Vista dorsal de la capsula genital. c)
Vista frontal de los parameros. d) Vista ventral del spiculum gastrale. (Cp Capsula genital,
De Conducto eyaculador, Eq Estructura quitinizada, Gla Glandula accesoria, Rgl Reservorio
glandular, Vd Vaso deferente, Pa Pardmeros, Ps Placas asociadas, Sci Saco interno, Sp
Spiculum gastrale, Testiculo). a) Esquema general, vista lateral. b) Vista dorsal. (Bc Bursa
copulatrix, Cg Camara genital, Esp Espermateca, Ga | Glandula accesoria tipo I, Ga Il
Glandula accesoria tipo Il, Gl esp Glandula de la espermateca, Grm Germario, Oc Oocito,
Ov Ovario, Oc Oviducto comun, Ol Oviducto lateral, Pd Placa genital dorsal, Pv Placa
genitalventral, Sg Sedas genitales). Tomado de Benitez-Herrera et al., 2015.
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2.4.2. Mensaje

En un esquema de comunicacion quimica, el mensaje puede presentarse en forma
de atrayentes, feromonas o cualquier tipo de infoquimico que involucra la
transmision de informacion en un contexto quimico-ecoldgico. En particular, las
feromonas sexuales son mezclas de sustancias emitidas por un individuo de un
sexo, con el objetivo de atraer a otro u otros miembros del sexo opuesto y asi lograr
el apareamiento (Ward et al., 2002). Para los melolontidos, se ha documentado la
existencia de feromonas sexuales en la interaccion entre hembras y machos de
cada una de las subfamilias Cetoniinae L. (Domek et al., 1988), Melolonthinae L.
(Yarden et al., 1994), Dynastinae M. (Potter et al., 1980) y Rutelinae M. (Leal et al.,
1992). Para los integrantes de la subfamilia Melolonthinae se ha descrito que sus
feromonas sexuales son derivados de acidos grasos, aungue llegan a presentarse
casos excepcionales en donde las hembras producen alcaloides que presentan
propiedades medicinales (Leal et al., 1997). Se ha logrado la identificacion de los
principales componentes feromonales de integrantes de los géneros Anomala
Casey, Melolontha F. y Phyllophaga H. e incluso se han llevado a cabo pruebas en
campo que validan el uso de estas sustancias para el manejo de especies plaga
(Romero-Lopez y Arzuffi, 2010). En el caso de Cyclocephala, se cuenta con reportes
aislados sobre una posible feromona sexual identificada en hembras de
Cyclocephala lurida B. (Potter, 1980) y sobre atrayentes sexuales para C.
immaculata y C. borealis (Potter, 1980).

Por otro lado, las feromonas de agregacién son infoquimicos involucrados en la
atraccion de individuos de la misma especie y pueden ser del mismo o distinto sexo.
Para los integrantes de la subfamilia Dynastinae (al cual pertenece Cyclocephala),
se ha documentado la identificacién de feromonas de agregacion (Leal, 1998; 1999).
Un éster etilico ha sido identificado como parte de la feromona de agregacion para
escarabajos del género Oryctes |. La base de la misma feromona es utilizado por
dos especies aisladas geograficamente: Oryctes monoceros O. que es una de las
plagas mas destructivas de coco comercial, el aceite y palmeras en Africa y Oryctes
rhinoceros L., que es uno de las plagas mas importantes de las palmas de coco y el

aceite en el sur y sudeste de Asia (Hallet et al., 1995).
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2.4.3. Receptor

Existen reportes para varias especies de melolontidos donde se resalta que los
machos poseen estructuras especificas en sus antenas para captar los mensajes
guimicos en el ambiente, las cuales son de gran utilidad para la comunicacion
guimica sexual (Romero-Lopez, 2016). Se ha propuesto una clasificacion en la que
pueden identificarse hasta seis tipos de quimiorreceptores antenales en diferentes
especies de la subfamilia Hopliinae (Romero-Lopez et al., 2013) y de Phyllophaga
(Romero et al., 2004, 2010c; Romero-Lopez y Benitez-Herrera 2014).

Se han identificado diferentes tipos de estos quimiorreceptores antenales
relacionados con la comunicacién quimica para diferentes especies como en
hembras y machos de Phylloperta diversa W. (Hansson et al., 1999), Anomala
cuprea H., 1839 (Leal y Mochizuki 1993), Popillia japonica N. (Kim y Leal 2000) y
Phyllophaga anxia L. (Ochieng et al., 2002). En meloléntidos distribuidos en México
existen registros sobre la morfologia, numero y distribucibn de todos los
guimiorreceptores para las antenas de ambos sexos de P. obsoleta (Romero-Lépez
et al., 2004), P. ravida (Romero-Lépez et al., 2010c), P. opaca (Romero-Lopez y
Mordn 2013, y Phyllophaga macrocera B. (Romero-Lopez y Benitez-Herrera 2014),
asi como M. mexicanus y M. nigripes B. (Romero-Lopez et al., 2017).

Los Unicos reportes en este sentido para el género Cyclocephala son los
correspondientes a machos de C. lurida (los cuales respondieron a extractos de
hembras hexanicos o de éter en pruebas de campo) (Potter, 1980) y los
relacionados con pruebas de electroantenografia llevadas a cabo con hembras y

machos de C. lunulata (Romero-Lépez et al., datos no publicados).
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3. Justificacion

A pesar de que en la década de los 90°s se registré un avance sustancial en estudios
sobre ecologia quimica de insectos y en particular, de los integrantes de la familia
Melolonthidae, los trabajos para especies distribuidas en México aun resultan
escasos y se han concentrado principalmente en especies de importancia
econdmica de los géneros Phyllophaga y Macrodactylus. De manera general, estas
investigaciones se han enfocado en establecer esquemas de comunicacién quimica
gue controlan diversos comportamientos, especificamente el sexual. La mayoria de
estos trabajos reportan la morfologia de epitelios y glandulas de las hembras que
se encargan de sintetizar mensajes quimicos para la atraccion de los machos. Sin
embargo, existen evidencias de la colaboracion de microorganismos en la sintesis
de infoquimicos para regular diferentes actividades.

No obstante, hay especies de meloléntidos como las del género Cyclocephala que
por no ser claro los efectos negativos que puedan tener en los cultivos agricolas
carecen de informacion sobre sus esquemas de comunicacion quimica sexual. Mas
aun, la posibilidad de la existencia de microorganismos que estén involucrados en
la produccion de atrayentes sexuales es un tema sin exploracion alguna en especies
de este género.

Por tales razones, en el presente estudio se pretende realizar la identificacion
taxondmica de microorganismos que podrian estar involucrados en la produccion
de atrayentes o feromonas sexuales y de agregacion que actian de manera intra
como inter especifica. Para tal propdsito, se propone el uso del gen marcador
molecular ARNr 16S para una identificacion confiable y rapida. Asimismo, para
respaldar la caracterizacion molecular y conocer las caracteristicas metabdlicas se
plantean pruebas microbiolégicas y bioquimicas. De esta manera, la caracterizacion
de microorganismos residentes de zonas especificas de los aparatos reproductores
de hembras y machos de C. lunulata, nos proporcionard informacién sobre la
identidad de microorganismos que probablemente participen en el esquema de
comunicacién quimica de melolontidos que regula las actividades reproductivas.
Ademas, este estudio brindaria claridad acerca de una posible relacion simbidtica

entre los coledpteros y los microorganismos localizados en sus aparatos
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reproductores, lo que abre nuevas lineas de investigacion poco exploradas.
Finalmente, a mediano plazo el conocimiento generado en éste trabajo podria
brindar los elementos para implementar programas de manejo basados en el uso
de sustancias quimicas potencialmente producidas por los microorganismos,
adicionalmente a las que se producen en los epitelios especializados de las

hembras.
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4. Hipotesis

1.- En el interior de la cAmara genital de las hembras y en la cipsula genital de los
machos de C. lunulata existen bacterias que se pueden identificar mediante
herramientas microbiologicas, moleculares y bioquimicas.

2.- Los bacterias residentes de la camara genital de las hembras y la capsula genital
de los machos poseen potencial metabdlico para la produccion de atrayentes
sexuales.
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5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Identificar taxonGmicamente microorganismos con potencial quimico-ecolégico
residentes del interior del aparato reproductor de hembras y machos de C. lunulata
para obtener informacion sobre la comunicacion quimica de los coledpteros

Meloléntidos.

5.2. Objetivos particulares
1.- Cultivar y aislar microorganismos partir de muestras de sitios especificos del

aparato reproductor de hembras y machos de C. lunulata.

2.- ldentificar taxon6micamente los microorganismos aislados utilizando el gen

marcador molecular ARNr 16S.
3.- Efectuar estudios microbiol6gicos y bioquimicos de los microorganismos

aislados del aparato reproductor de ambos sexos con la finalidad de conocer sus

caracteristicas morfolégicas y metabdlicas.
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6. Material y métodos

6.1. Diseccion de aparato reproductor de C. lunulata y -cultivo de
microorganismos

Los adultos de C. lunulata se recolectaron en los jardines de Ciudad Universitaria
de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla (BUAP). La recolecta se efectud
durante los meses de mayo y junio del 2015, entre las 19:30 y las 21:00 hrs. Una
vez obtenidos los adultos, se efectu6 la identificacién taxonémica y el sexado con
base en informacion obtenida de Moron et al., (1997) y Aragén (com. pers.). Estos
insectos se colocaron en grupos de diez individuos (cinco parejas) en recipientes de
plastico de 1 L, con un tercio del volumen con suelo y materia vegetal para su
alimentacion.

Posteriormente, para aislar los microorganismos se extrajo el aparato reproductor
de cada hembra y macho en un ambiente estéril usando materiales y soluciones en
condiciones de asepsia y esterilidad. Primeramente, las hembras y los machos de
C. lunulata fueron lavados con agua corriente para eliminar residuos de suelo y
cualquier otra sustancia ajena a estos. Se seleccionaron aquellos individuos con
apariencia externa “sana” (cuerpo sin heridas ni magulladuras, con apéndices
completos). Después, los individuos seleccionados se lavaron con etanol al 96%
para eliminar los residuos que pudieran encontrarse en la cuticula. Posteriormente,
cada individuo se coloc6 en una caja Petri con solucién Ringer para que al momento
de la diseccion se evitara la deshidratacion del mismo. A continuacion, con ayuda
de unas pinzas de diseccion y apoyandose para una mejor observacion con un
microscopio estereoscopico marca Velab, se retiraron las placas genitales ventrales
y los sacos aéreos para obtener el aparato reproductor tanto de hembras como de
machos. Se diseccionaron la camara genital y las glandulas genitales de cuatro
hembras de C. lunulata, evitando probable contaminaciéon mediante lavados con
etanol y con el uso de solucion Ringer esterilizada previamente.

Una vez obtenidas las camaras genitales, fueron seccionadas transversalmente y
con el asa bacteriologica se tomaron muestras del lado izquierdo y del lado derecho
de su interior, las cuales se sembraron en placas con medio Luria Bertani solido

(medio LB). Las glandulas accesorias se retiraron de la camara genital, fueron
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enjuagadas con etanol y se separaron segun su clasificacion (glandulas accesorias
tipo I y II). Se tomd un raspado del interior de cada tipo de glandula y fue sembrado
en placas con medio LB solido. También se extrajo el intestino de cada una de las
hembras, el cual fue enjuagado en etanol y el interior de éste fue sembrado en
placas de medio LB, con el fin de tomarlo como muestra de referencia (control
positivo). Como controles negativos se tomé una muestra de solucién Ringer sin
usar y usada en los lavados de estructuras corporales diseccionadas.

Del mismo modo, se extrajeron la capsula genital, testiculos y glandulas accesorias
de cuatro machos en las condiciones de esterilidad y asepsia. Cada estructura fue
lavada con etanol absoluto, depositada en solucion Ringer y sembrada en medio
estéril LB. Se emplearon el mismo tipo de controles positivos y negativos que los
utilizados para hembras. Todas las placas Petri preparadas fueron incubadas
durante 24 hrs. a 37 °C en una incubadora bacteriolégica y almacenadas en
refrigeracion a 4 °C para las pruebas posteriores.

Los microorganismos obtenidos fueron aislados primeramente mediante resiembras
de colonias con morfologias diferentes y posteriormente mediante la técnica de
dilucion limitante. Para tal efecto, se cultivd una colonia aislada en 5 ml de medio
LB liquido durante toda la noche, en agitacion constante. Posteriormente, se
realizaron diluciones seriadas desde 1x10! hasta 1x10° utilizando medio LB
liquido. A continuacion, se sembraron 15 ul de las diluciones bacterianas en placas
Petri con medio LB sdlido. Las placas fueron incubadas a 37°C por 24 h. Una vez
aislados los microorganismos por Unidades Formadoras de Colonias (UFC), se
describié la morfologia colonial mediante observaciones en una camara de conteo.
Posteriormente, se tomdé una fraccion de una UFC y se resembrdé para
mantenimiento y para describir la morfologia bacteriana utilizando la tincion de

Gram. Las preparaciones fueron observadas en un microscopio optico.

6.2. Estudios de identificacion por ARNr 16s
Para realizar la identificacibn taxondmica de los microorganismos aislados
previamente del aparato reproductor de hembras de C. lunulata, se utiliz6 como

marcador molecular al gen ARNr 16S. Se cultivo cada tipo de colonia bacteriana en

18



50 ml de medio liquido LB por 12 hrs. para posteriormente llevar a cabo la extraccion
de ADN de acuerdo a las instrucciones del Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(Promega). EI ADN gendmico fue almacenado a 4°C hasta su uso.

La concentracion y calidad del ADN fue cuantificada por las lecturas de absorbancia
a 260 y 280nm en un nanodrop en el Centro de Biodeteccion Molecular de la BUAP.
La integridad del ADN gendmico se corroboré mediante una electroforesis en gel de
agarosa al 1% en TAE 1x. A continuacion, se realizdé la amplificacion de dos
segmentos del gen ARNr 16S por medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR, por sus siglas en inglés). La reaccioén 1 amplifico del nucleétido 8 al 907 y la
reaccion 2, del nucledétido 533 al 1492 del gen marcador molecular el cual tiene
aproximadamente 1500pb. Los iniciadores de PCR que se utilizaron fueron
universales y han sido reportados en numerosos trabajos por su eficiencia y
especificidad (Ben-Dov et al., 2006; DolinSek et al., 2013). Las caracteristicas de
ambas reacciones se muestran en el cuadro 1. Los amplicones obtenidos de las dos
reacciones de PCR fueron tefiidos con 1X del reactivo EZ-visién, separados por una
electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % durante 1.5 hrs. a 60 v y visualizados en
un transiluminador UV. El peso molecular de los amplicones fue determinado por la
comparacion con la migracion del marcador molecular 100 pb.

Consecutivamente, los amplicones de PCR fueron purificados a partir de corte de
banda siguiendo las indicaciones del kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen). Una vez
verificada la concentracién del amplicon, se realizé la secuenciacion mediante el
método de Sanger en la Unidad de Secuenciacion del Instituto de Biologia de la
Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM). Las secuencias obtenidas
fueron editadas y ensambladas utilizando el software Bioedit 7.0 de libre
distribucion. Para identificar el género y especie de las bacterias aisladas se realiz6
un alineamiento de tipo BLAST en la base de datos del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) para comparar las secuencias obtenidas del gen

ARNr 16S con secuencias de referencia registradas en la base de datos.
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Cuadro 1. Cuadro de condiciones para amplificar PCR. Condiciones de las reacciones

de PCR para amplificar 1500 pb del gen ARNr 16s de las bacterias obtenidas de la camara

genital de hembras de Cyclocephala lunulata

Reaccioén 1 Reaccioén 2
ADN genémico 10 ng 10 ng
Amortiguador
10X 1X 1X
dNTPs
(A.C,GyT) 200 uM 200 uM
Iniciadores 8F 5 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3 533F 5 GTGCCAGCAGCCGCGGTAA 3

sentido (F) y

907R 5 CCGTCAATTCMTTTRAGTTT 3’

1496R 5 GGTTACCTTGTTACGACTT 3

antisentido (R) 1uM 1pM

MgCl2 2 Mm 1.5 mM

Taq polimerasa 1.25 unidades 1.25 unidades

Agua estéril Completar a 20 pl Completar a 20 pl
94 °C - 5min 94 °C - 5min
94°C-45s 94°C-45s

Ciclado 55°C-1min 35 56 °C - 1 min 30
72 °C-1.5min 72 °C-1.5min
72 °C - 10 min 72 °C - 10 min

Consecutivamente, los amplicones de PCR fueron purificados a partir de corte de
banda siguiendo las indicaciones del kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen). Una vez
verificada la concentracion del amplicon, se realizd la secuenciacion mediante el
método de Sanger en la Unidad de Secuenciacion del Instituto de Biologia de la
Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM). Las secuencias obtenidas
fueron editadas y ensambladas utilizando el software Bioedit 7.0 de libre
distribucion. Para identificar el género y especie de las bacterias aisladas se realiz6
un alineamiento de tipo BLAST en la base de datos del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) para comparar las secuencias obtenidas del gen
ARNr 16S con secuencias de referencia registradas en la base de datos.

6.3. Pruebas microbioldgicas: cultivos en medios selectivos

Con la finalidad de estudiar las condiciones de crecimiento de las bacterias aisladas
cultivables en medio LB solido, se procedio a realizar siembras en seis medios
selectivos generales. A continuacion se describe el fundamento de cada medio de

cultivo utilizado:
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e Medio sal y manitol, altamente selectivo para microorganismos que crecen
con altas concentraciones salinas y que pueden o no fermentar manitol.

e Medio MacConkey, se utiliza para el aislamiento de microorganismos Gram
negativos de facil desarrollo, aerobios y anaerobios facultativos.

e Medio Eosina y azul de metileno, empleado para identificar microorganismos
fermentadores o no de lactosa, asi como para inhibir el desarrollo de
microorganismos Gram positivos y de Gram negativos.

e Medio Salmonella Shigella, altamente selectivo para inhibir el desarrollo de
una amplia variedad de microorganismos Gram positivos de la mayoria de
los coliformes y el desarrollo invasor de Proteus spp. También muestra
organismos fermentadores de lactosa y de produccion de acido sulfhidrico.

e Medio Hierro triple aztcar T.S.I. (por sus siglas en inglés), es universalmente
empleado para la diferenciacion de entero-bacterias con base en la
fermentacién de glucosa, lactosa y sacarosa y a la produccion de acido
sulfhidrico.

e Medio citrato de Simmons, muy utilizado para la diferenciacion de entero-
bacterias con base en la capacidad de usar citrato como Unica fuente de
carbono y energia.

Todos los medios selectivos fueron preparados de acuerdo a las instrucciones de
los fabricantes Bioxon y Dibico (ver Anexo). Ademas, para asegurar la esterilidad
de todos los medios de cultivo se realizd la prueba de esterilidad mediante la
incubacion de las placas Petri con cultivo sélido a 37 °C durante 24 h.

Para las bacterias del intestino se realizaron algunas pruebas en algunos medios
selectivos para conocer algunas caracteristicas que pudieran ser comparadas con
las bacterias encontradas en el aparato reproductor. Los medios donde fueron
sembradas las bacterias del intestino fueron el medio sal y manitol, MacConkey,

eosina azul de metileno, citrato de Simmons y hierro triple azucar.

6.4. Pruebas bioquimicas
Para estudiar el metabolismo de las bacterias encontradas previamente en hembras

y machos, se efectuaron pruebas bioquimicas con el sistema miniaturizado “API
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20e” marca Biomérieux. Esta prueba consta de veinte analisis bioquimicos
estandarizados, lo cual permite realizar numerosas pruebas a la vez con veinte
capsulas con distintos sustratos deshidratados. La prueba funciona a partir de una
colonia aislada re suspendida en 5 ml de solucién salina (1% de cloruro de sodio) la
cual pasa a una colocacion hasta llenar la cipula en cada una de las galerias API120,
después de esto las galerias se incuban durante 24 h a 38 °C, y se interpreta con
la tabla de resultados incluida en el paquete.
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7. Resultados

7.1. Bacterias de la camara genital de hembras de Cyclocephala lunulata
cultivadas en medio LB sdlido

Para identificar microorganismos con potencial quimico-ecologico del aparato
reproductor de un meloldntido distribuido en México se procedié a cultivar en medio
nutritivo las muestras obtenidas durante una microdiseccion de la camara genital y
glandulas accesorias tipo | y Il de las hembras de C. lunulata. El crecimiento
bacteriano se realizé a 37°C por 24 horas en condiciones de aerobiosis.

Como se observa en la figura 3 Ay B en las placas donde fueron sembradas las
muestras de camara genital del lado izquierdo y derecho, crecieron colonias
bacterianas con morfologias diferenciables macroscopicamente (Figura 3). Las
colonias obtenidas fueron clasificadas conforme su morfologia colonial. De acuerdo
a estas caracteristicas basicamente se obtuvieron tres tipos de colonias bacterianas
para las camaras genitales de los cuatro especimenes utilizados en este trabajo.
Estas colonias bacterianas fueron nombradas como “CamGenBe?”, “CamGenAQ”
y “CamGeBI3”, las cuales posteriormente se resembraron y aislaron para su
descripcién macro y microscopica.

En las placas Petri correspondientes a la siembra de las glandulas accesorias tipo
I 'y Il no se observé crecimiento de microorganismos en ninguna de las dieciséis
placas de las cuatro hembras diseccionadas. En las placas de medio LB donde se
realizé la siembra con solucion Ringer antes y después de estar en contacto con las

estructuras reproductoras, no crecieron microorganismos.
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Figura 3. Bacterias extraidas de la camara genital de hembras de Cycocephala
lunulata cultivadas en medio LB. Las placas Petri fueron visualizadas en un contador de
colonias y fueron fotografiadas con una camara digital Fuji modelo s100. A.- Cultivo
obtenido del lado izquierdo de la camara genital. B.- Cultivo obtenido del lado derecho de
la cAmara genital.

7.2. Bacterias de la capsula genital de machos de Cyclocephala lunulata
cultivadas en medio LB soélido

En la capsula genital de los machos de esta especie se encontré un mismo tipo de
colonia bacteriana, a la cual se le denomin6é CapGend (Figura 4), cuya descripcion
de morfologia colonial y bacteriana se explica en el cuadro 2.

En las placas de Petri donde se sembraron muestras de las glandulas accesorias y
conductos seminales del aparato reproductor de los machos, no hubo crecimiento
de ningun tipo de bacterias. En las placas de Petri inoculadas con muestras
obtenidas de los testiculos crecié una colonia en una placa de cultivo. Por lo tanto,
al no crecer microorganismos en el resto de las repeticiones de cultivos estas

bacterias fueron descartadas para estudios posteriores.
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Figura 4. Bacterias extraidas de la capsula genital de Cyclocephala lunulata,
cultivadas en medio LB. Las placas Petri fueron visualizadas en un contador de colonias
y fueron fotografiadas con una cadmara digital Fuji modelo s100.

7.3. Descripcién morfologica de las bacterias encontradas en lacamara genital
de hembras y machos de C. lunulata

Con el objetivo de aislar colonias distinguibles de los cultivos originales obtenidos
directamente de la camara o capsula genital, se realizé la técnica de dilucién
limitante obteniéndose placas de Petri con un solo tipo de bacteria. Posteriormente,
se describi6 la morfologia colonial y bacteriana de las cuatro colonias aisladas de
hembras y machos (cuadro 2). Las colonias CamGenBe?, presentaron color beige,
forma circular, borde redondeado, elevacion y superficie convexa y una consistencia
cremosa; luz transmitida iridiscente (Figura 5, letra Ay B), luz reflejada brillante, con
un crecimiento favorable en medio LB, presentando un olor caracteristico que en
forma cualitativa, presenta un olor a “fruta en descomposicidén”. Son cocos Gram
negativos (Figura 6 A).

La morfologia colonial de CamGenA¢?, presento un color amarillo con forma circular,
borde redondeado, elevacién y superficie convexa y una consistencia cremosa,
tiene un crecimiento regular colonias bien definidas y faciles de aislar (Figura 5 C),
asi como muestras una morfologia bacteriana de cocos Gram negativos (Figura 6
B). En el caso de las colonias identificadas como CamGeBI3?, son colonias que
presentan un color blanco con forma circular, borde redondeado, elevacion y
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superficie convexa y una consistencia cremosa, son colonias bien definidas y faciles
de aislar (Figura 5 D). En la morfologia bacteriana son cocos Gram negativos
(Figura 6 C). Por ultimo, las colonias obtenidas en la capsula genital de macho
identificadas como CapGend son colonias que presentan un color amarillo con
forma circular, borde redondeado, elevacion y superficie convexa y una consistencia
cremosa, tiene un crecimiento regular de colonias medianas bien definidas y faciles
de aislar (Figura 5 E). Sin embargo, en cada resembrado las colonias se redujeron
en tamafio y en cantidad. Presentan una morfologia bacteriana de cocos Gram

negativos (Figura 6 D).

Cuadro 2. Tabla de caracteristicas morfoldégicas. Morfologia colonial de bacterias
cultivables de la cAmara genital de hembras y capsula genital de macho de Cyclocephala
lunulata.

Caracteristica Bacterias

CamGenBeY  CamGenA? CamGeBI3? Capgend
Forma Circular Circular Circular Circular
Borde Redondeado Redondeado Redondeado Redondeado
Elevacion Convexa Convexa Convexa Convexa
Superficie Lisa Lisa Lisa Lisa
Consistencia Cremosa Cremosa Cremosa Cremosa
Color Beage Amarillo Blanco Amarillo
Luz trasmitida Traslucida Traslucida Traslucida Traslucida
Luz reflejada Brillante Brillante Brillante Brillante
Tamafo 1-2 mm 1 mm 0.5-1 mm 0.5-1mm
Olor Pronunciado Pronunciado Pronunciado Pronunciado
Tipo de Coco Coco Coco Coco
bacteria
Clasificacion Gram - Gram - Gram - Gram -
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Figura 5. Colonias aisladas por dilucion limitante encontradas en la cAmara genital
de Cyclocephala lunulata (A, B, C, D) y en la capsula genital de la misma especie (E),
sembradas en medio LB y vistas desde un contador de bacterias. Foto tomada con una
camara digital (marca). A.- Colonia bacteriana CamGenBe?; bacteria con crecimiento
masivo en la parte inferior de la placa y con crecimiento aislado en la parte superior. B.
Placa de medio LB donde esta sembrada CamGenBe?, colonia vista a contraluz mostrando
iridiscencia. C.- Colonias bacterianas CamGenA? en medio LB. D.- Colonia bacteriana
CamGenBI3? E.- Colonia obtenida de la capsula genital de machos de C. lunulata
(CapGend), en donde puede observarse un crecimiento escaso en el medio LB tanto en el
sembrado masivo como en el aislado.
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Figura 6. Morfologia bacteriana de las colonias extraidas de la cAmara genital y la
capsula genital de Cyclocephala lunulata. A.- CamGenBe?®;. B.- CamGenA?; C.-
CamGeBI32. D.- Capgend. Las bacterias fueron identificadas por tincién de Gram; los
cuatro tipos son considerados como cocos Gram negativos al poseer una capa delgada de
peptidoglicano, asi como una membrana externa, por lo cual permite que el colorante rojo
las tifa.

7.4. Identificacion por taxonomia molecular de las bacterias aisladas de la
camara genital de hembras Cyclocephala lunulata

Una vez que se obtuvieron colonias bacterianas aisladas se realiz6 una descripcion
general macro y microscopica para subsecuentemente utilizar estas bacterias en la
identificacion por taxonomia molecular. EIl ADN gendémico fue aislado y cuantificado
Unicamente para las bacterias de la camara genital de hembras ya que las bacterias
de capsula genital de macho no se pudieron re-sembrar debido a que las
condiciones de medio del cultivo, temperatura, sales, etc. no fueron Optimas para
Su crecimiento y mantenimiento.

La identificacion taxondmica se realiz6 utilizando el gen marcador ARNr 16s, el cual
fue amplificado por PCR punto final utilizando iniciadores universales. El Unico
amplicén obtenido con la pareja de iniciadores 8F y 907R correspondi6é al peso
molecular esperado de 900 pb. De igual manera, para la reaccion de PCR usando
los iniciadores 533F y 1492R se obtuvo un solo amplicon con el peso molecular
deseado de 960pb (Figura 7).
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900 —> 960

Figura 7. Electroforesis en gel dezagarosa%ie los an?plicones de PCR del gen ARNr
16S. Linea 1, 2 y 3 amplicones de 900 pb obtenidos de la amplificacién con los iniciadores
8F/907R. Las muestras corresponden al ADN genomico obtenido de las colonias
CamGenBe?®, CamGenA? y CamGeBI3, respectivamente. Linea 4 marcador de peso
molecular 100 pb. Lineas 5, 6 y 7 productos de PCR de 960 pb obtenidos de la PCR
usando los iniciadores 533F/1492R. EI ADN amplificado procede de las colonias
CamGenBe?@, CamGenA? y y CamGeBI3, correspondientemente. Los amplicones fueron
separados en un gel de agarosa al 1.5% en TAE 1X durante 1.5 h a 60 volts. Las bandas
de ADN fueron tefiidas con EZ-VISION 1X y visualizadas con un transiluminador UV. El
gel fue fotografiado con una camara Fuji y la imagen fue digitalizada usando el programa
CorelDraw.

Subsecuentemente, los amplicones fueron purificados mediante extraccion a partir
de geles de agarosa y enviados para su secuenciacion por el método de Sanger. La
calidad de las secuencias obtenidas fue analizada con el programa Chromas
mediante la exploracion de los electroferogramas para las secuencias sentido y
antisentido de los dos amplicones (8F/907R y 533F/1492R). Debido a que la
secuencia de las colonias CamGeBI3 no fue de buena calidad solamente se
utilizaron las secuencias obtenidas para las bacterias CamGenBe? y CamGenA?
para realizar el estudio bioinformatico (Fig. 8, letra Ay B).

Las secuencias arriba mencionadas se ensamblaron obteniéndose una secuencia
de 790pb para CamGenBe? y 810pb para CamGenA?%. La identidad de las
bacterias aisladas fue determinada usando el algoritmo BLAST, el cual compara las
secuencias del gen ARNr 16S almacenadas en la base de datos NCBI con las
secuencias proporcionadas por el usuario. En el caso de las bacterias CamGenBe ¢,
se obtuvo un total de 120 coincidencias con la base de datos, comparandose con

100 de las coincidencias, con un score maximo y total de 1472, 99% de identidad
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en un 100% de secuencia cubierta y un E-value de 0.0% con secuencias de
Klebsiella oxytoca. Para las secuencias de las bacterias CamGenA¢? el andlisis de
BLAST revel6 136 coincidencias, comparandolas con las 100 donde se presentd
una mayor coincidencia, un maximo score de 1860 y un score total de 14808,
cubriendo el 100% de la secuencia con un 99% de identidad y un E-value de 0.0%

con Citrobacter freundii.

Electroferograma Secuencia de bactenas Klebsiela oxytoca

SRR RN N RN SRR NN NN AR ARt o RARE RN AGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGTG
CCAC ICCICAAGG G RACAACCICCAAGICGACATCE T ITACAGCS OCOOACOGOTOAGTAATOTCTGOGAAACTACE
TGATGGAGGGGOATAACTACTGOAAACGGTAG
CTAATACCGCATAACGTCOCAAGACCAAAGAD
GGGGACCTTCGBGCCTCTTGCCATCAGATGTG
CCCAGATGOGATTAGCTAGTAGGTOGGGTAAC
GGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCT
GAGAGGATGACCAGCCACACT GGAACTGAGAC
ACGGTCCAGACTCCTACOGGGAGGCAGCAGTG
GGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATG
CAGCCATOCCOCATOTATOAAGAAGOCCTTCO

GGTTOTAAMMGTACTTTCAGCGOGOGAGGAAGGG
AGTAAGOTTAATAACCTTOCTCATTOACGTTAC
CCOCAGAAGAAGCACCOGCTAACTCCGTGCCA
OGCAOCCOCOOTAATACGGAGOGOYGCAAGCOTT
AATCOGAATTACTGOGGCOGTAAAGCGCACGCAG
GCOGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGG
GCTCAACCTGGOAACTOGCATTCGAAACTGGCA
GOGCTOGAGTCTTGTAGAGGOGGOGGTAGAATTCC
AGGTGTAGCOOTGAAATGCGTAGAGATCTGOA
GOAATACCGOTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGA
CAAAGACTOACGCTCAGOTACOAAAGCATOGO
GAGCAAACAGGATTAGATACCCTOGTAGTCCA
COCTOTAAACOATOTCOACTYOOAGOTTATYC
CCTTGAGGAGTGGCTTCCGGAGCTAA

Electroferograma Secuencia de bacterias Citrobacter freundi
SENSSENENEABRENRNSNESERENERNAn D TAGCACAGAGOAGCTTOCTCCTTOOGTOACOA
CGCACCTITGAGCGTICAGTICTITIIGTICCAGGG GG GTOGGCOGACOGGTGAGATATATGTATAGGAAT

TACCCCCCOACTCOAGAGGOATAACGACTGOA
AACGGCAGGACCTAATCACATGCATAACGTCG
CAACOOTACCAAAGAOGAGOACCTTCOGOCCT
CCTTGCCATGACGGATGTGCCCAGACGGGATS
AGCTAATAOGCTOOOOTAACOOCTCACCTAGO
COACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACT
AGCCACACTOGOAACTOGAGACACGGTCCAGACT
CCTACGOGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCAC
AATOOGOCOCAAGCCTYOATOCACCCATOCCOCO
TOTATGAAGAAGGCCTTCOGGTTGTAAAGTACT
TYCAGCOAGOAGOAAGOCATTAAGOTTAATAA
CCTTOGOTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGC
ACCOGCTYAACTCCOATGCCAGCAGCCOCOGTAA
TACOGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACT
COOCOTAAAGCOCACOCAGOCAOTCTATCAA

‘ GTCOGATOTGAAATCCCCOOGCTCAACCTGGG

\ 1 ‘ AACTOCATCCOARACTOOCAGGCTAGAGTCTY

AR

Figura 8. Electroferogramas y secuencias del gen ARNr 16S de bacterias aisladas de
la camara genital de Cyclocephala lunulata. Seccion de un electroferograma visualizado
en el programa Chromas version 2.6 licencia libre, asi como las secuencias ensambladas
mediante el programa BioEdit VV7.2.5 (libre distribucion) para dos colonias obtenidas de la
camara genital de Cyclocephala lunulata. A.- Secuencia de 790 pares de bases para su
identificacion como Klebsiella oxytoca. B.- Secuencia de 810 para su identificacion como
Citrobacter freundii.

r OTACAGOOGOGTAGAATTCCAGOTOTAGCOOT
GAAATGCOTAGAGATCTOGAGGAATACCOGTG
| GCGAAGGCGGCCOCCTGGACAAAGACTGACG
CTCAGGTGCOAAMMGCOTGGGGAGCAAACAGG
ATTAGATACCCTOGTAGTCCACOCCOTAACGA
TOTCOACTTOOAGOTTATGCCCTTGAGGCOTO

L | j i { OCYTCCOOAQCTAAC
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7.5. Caracterizacion de condiciones de crecimiento en medios selectivos
Para ahondar en la caracterizacion microbiolégica de bacterias identificadas
molecularmente y las otras bacterias residentes de cadmara y cépsula genital se
procedié a estudiar las condiciones y restricciones de crecimiento mediante al
cultivo en medios selectivos generales. A continuacion se describe las respuestas
de las cuatro tipos de bacterias aisladas.

Sal y manitol

En el medio sal y manitol, K. oxytoca (antes CamGenBe?) y C. freundii (antes
CamGenA?) tuvieron crecimiento positivo indicando tolerancia a la alta
concentracion de sal del medio, el cual se torné de color anaranjado a amarillo
mostrando uso de manitol. Para CamGeBI3?, se observd un crecimiento positivo
en este medio tolerando la concentracion sal, pero sin uso de manitol ya que no se
observé viraje en el color del medio. Finalmente, Capgend no tuvo crecimiento
mostrando intolerancia a la sal (Figura 9 A, B, C y D).

Medio MacConkey

K. oxytoca tuvo crecimiento positivo en este medio sin fermentacion de lactosa,
mientras que para las colonias de C. freundii se observo el crecimiento positivo con
colonias color rosa indicando reaccién positiva a fermentacioén de lactosa. Para las
colonias CamGeBI3? al igual que Capgend el medio MacConkey no fue favorable
para su crecimiento y no se pudo determinar la fermentacion de lactosa (Figura 9 E,
F,GyH)

Eosina azul de metileno

K. oxytoca tuvo un resultado positivo visualizandose colonias color “verde metalico”
(Figura 11) que indica la produccion de &cido sulfurioc, miestras que C. freundii tuvo
un resultado positivo en este medio y las colonias presentaron puntos negros lo que
indica que son fermentadoras de lactosa y/o sacarosa. El crecimiento en éste medio
corroboré la tipificacion como bacterias Gram (-) ya que éste medio es selectivo
para éste tipo de bacterias. Tanto CamGeBI3? como Capgend presentan un

crecimiento negativo en este medio (Figura 91, J, Ky L).
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Agar Salmonella Shigella

En este medio se observo un crecimiento positivo para K. oxytoca con colonias que
presentaron un color rosado que indica que son fermentadoras de lactosa (Figura 9
M). C. freundii también tuvo un crecimiento visualizandose colonias rosadas y con
el centro de color negro lo que indica que son productoras de acido sulfhidrico.
Tanto CamGeBI39 como Capgend no presentaron un crecimiento en este medio
(Figura9 N, Oy P).

Agar Citrato de Simmons

K. oxytoca y C. freundii tuvieron un crecimiento positivo en este medio,
observandose una alcalinizacion del medio por el viraje del color verde al azul lo
que indica que utilizan citrato. Este cambié en la coloracion se observa por la
presencia de la citrato permeasa que desdobla al citrato para la progresion del ciclo
de Krebs (Figura 10 A, B, C y D). CamGeBI3? y Capgend no presentaron
crecimiento en este medio.

Agar Hierro triple azucar

Se denomina pico a la parte superior del agar que termina en forma de punta y fondo
a la parte inferior del agar. En este medio, K. oxytoca (Figura 10 E) presenté la
parte superior e inferior del medio amarillo lo que indica que fermenta glucosa,
sacarosa y/o sacarosa, el medio subio indicando la produccién de gas. Citrobacter
freundii (Figura 10 F) presentd pico rojo y fondo rojo lo que indica que el
microorganismo no es fermentador de azucares, el ennegrecimiento del medio
indica la produccion de acido sulfhidrico y el medio subié indicando la produccion
de gas. Con las colonias de CamGeBI3% se obtuvo en el tubo una coloracion pico
rojo y fondo rojo indicando que en ese medio no puede fermentar azucares. Para

Capgend, se observaron pico y fondo amarillos.
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Figura 9. Cultivos de bacterias extraidas de la camara y capsula genital de
Cyclocephala lunulata en medios selectivos. 1. A, B, C, D: Medio sal y manitol. A.-
Bacterias de Klebsiella oxytaca con crecimiento positivo y cambio de coloracion del medio
a amarillo. B.- Bacterias de Critobacter freundii con crecimiento positivo y cambio de
coloracion del medio a amarillo. C.- Bacterias CamGeBI3 ¢ con crecimiento positivo pero
sin cambio de coloracion del medio. D.- Medio sal y manitol donde fueron sembradas las
bacterias Capgend, donde hubo crecimiento negativo de éstas. 2. E, F, G, H: Medio
MacConkey. E.- Bacterias de K. oxytoca con crecimiento positivo y cambio de coloracion
del medio a amarillo. F.- Bacterias de C. freundii con crecimiento positivo y cambio de
coloracién a rosado, con pequefios puntos negros en el centro de la colonia; positivo para
produccion de H2S. G.- Placa donde se sembraron las bacterias CamGeBI3 ¢, en donde
hubo crecimiento negativo en este medio; se observan rastros del sembrado. H.- Placa
donde se sembraron las bacterias Capgend con crecimiento negativo. 3.- I, J, K, L: Medio
Eosina Azul de metileno. |.- Bacterias de K. oxytaca con crecimiento positivo en este medio.
J.- Bacterias de C. freundii con crecimiento positivo en este medio; bacterias con punto
negro en el centro. K.- Placa donde se sembraron bacterias CamGeBI3 ¢ con crecimiento
negativo. L.- Placa donde se sembraron las bacterias Capgend donde hubo un crecimiento
negativo. 4.- M, N, O, P: Medio Salmonella Shigella M.- Bacterias de K. oxytaca con
crecimiento positivo en este medio; colonias color rosado. N.- Bacterias de C. freundii. O.-
Placa donde fueron sembradas las bacterias CamGeBI3 ¢ con crecimiento negativo. P.-
Placas donde se sembraron las bacterias Capgend, sin crecimiento.
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Figura 10. Bacterias obtenidas en la capsula y camara genital de Cyclocephala
lunulata sembradas en gar Citrato de Simmons y agar Hierro triple aztcar. 1.- A, B,
C, D: Agar Citrato de Simmons. A.- Bacterias de Klebsiella oxytaca con crecimiento positivo
con color azul, intenso en la parte superior de este medio. B.- Bacterias de Critobacter
freundii con crecimiento postivo, con una coloracion azul intensa en la parte superior del
medio. C.- Bacterias CamGeBI39Q sembradas en este medio donde se presentd un
crecimiento negativo. D.- Bacterias Capgend sembradas en este medio con crecimiento
negativo. 2.- E, F, G, H: Agar Hierro triple azUcar. E. Bacterias de K. oxytaca con crecimiento
positivo y coloracion amarilla: se observa que el crecimiento del medio alcanz6 la parte
superior del tubo. F.- Bacterias de C. freundii con crecimiento positivo en este medio; se
observa una coloracion roja en la parte superior y una coloracién negra en la parte media
del medio; se present6 un aumento en el crecimiento con relacién al tubo. G.- En este tubo
se sembraron las bacterias CamGeBI3?, las cuales mostraron un crecimiento positivo; se
aprecia una coloracion roja en la parte inferior. H.- En este tubo se sembraron las bacterias
Capgend de la capsula genital de machos de C. lunulata, donde se aprecia que tanto la
parte superior como inferior son amarillas.
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Figura 11. Colonias de Klebsiella oxytoca sembradas en medio Eosina azul de
metileno. La placa fue observada a contra luz donde se aprecia una coloracién verde
metalica.

7.6. Pruebas bioquimicas

Para respaldar la identificacion realizada por herramientas moleculares se
efectuaron pruebas bioquimicas usando el sistema miniaturizado API20E selectivo
para enterobacterias. Ademas, este estudio en el caso de bacterias que no se
identificaron por taxonomia molecular aporta conocimiento general sobre las
caracteristicas bioquimicas de importancia para la clasificacion de bacterias. Los
resultados de las pruebas API20e se registraron en el cuadro 3.

Las reacciones bioquimicas de las bacterias K. oxytoca fueron positivas para B-
galactosidasa, lisina descarboxilasa, utilizacion de citrato, asi como para la
fermentacién-oxidacion de glucosa, manitol, inositol, sorbitol, ramnosa, sacarosa,
melobiosa, amigdalina y arabinosa. Las reacciones negativas fueron para arginina
dehidrolasa, ornitina descarboxilasa, produccion de sulfuro de hidrogeno y para la
prueba de oxidasa. Para C. freundii se obtuvieron resultados positivos para ornitina
descarboxilasa, utilizacibn de citrato, produccion de sulfuro de hidrogeno,
fermentacion-oxidacion para algunos azucares como el manitol, inositol, sorbitol y
ramnosa. Cabe sefalar que C. freundii dio negativo para arginina dehidrolasa, lisina
descarboxilasa, ureasa, algunos azucares como sacarosa, melobiosa, amigdaina y
la prueba de oxidasa, por mencionar algunos. En cuanto a la tercera bacteria de la
camara genital de C. lunulata nombrada como CamGeBI3?, se pueden resaltar los

resultados positivos para la produccion de acetoina, la utilizacion de aztcares como
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glucosa, manitol, sacarosa, melobiosa y los resultados negativos para el resto de
las pruebas. En el caso de las bacterias obtenidas en machos nombradas como
Capgend, se sefalan los resultados positivos para arginina dehidrolasa, la
produccion de acetoina y Unicamente la utilizacion de glucosa y manitol como

azucares, siendo negativo para todas las demas pruebas.
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Cuadro 3. Resultado API 20e. Resultados de las pruebas API 20e de las cuatros
bacterias extraidas de los aparatos reproductores de hembras y machos de Cyclocephala

lunulata.

Prueba

Reaccién/Enzima

Colonia bacteriana

NPG

ADH

LDC

OoDC

CIT

H2S

URE

TDA

IND

VP

GEL

GLU

MAN

INO

SOR

RHA

SAC

MEL

AMY

ARA

Oxidasa

B-galactosidasa
Arginina dehidrolasa
Lisina descarboxilasa
Ornitina descarboxilasa
Utilizaciéon de citrato
Sulfuro de hidrégeno
Ureasa

Triptéfano deaminasa
Indol

Acetoina

Gelatinasa
Fermentacién/oxidacion
Fermentacion/oxidacion
Fermentacién/oxidacion
Fermentacién/oxidacion
Fermentacién/oxidacion
Fermentacién/oxidacion
Fermentacién/oxidacion
Fermentacién/oxidacion

Fermentacion/oxidacion

Klebsiella

oxytoca
+

Citrobacter
freundii

CamGeBI3?

Capgend
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7.7. Bacterias del intestino de hembras y machos de Cyclocephala lunulata
En el intestino se registré un nimero alto de colonias bacterianas tanto para machos
como para hembras, con diferentes tipos de morfologia colonial. La mayoria de
estas colonias aisladas del intestino de hembras como machos se identificaron
como cocos Gram positivos.

7.7.1. Medios selectivos para bacterias del intestino de hembras y machos

En el medio sal y manitol se registré para hembras un crecimiento de las colonias
en cierta parte de placa (un tercio aproximadamente) y un cambio de coloracién en
la misma, (Figura 11 A). En machos el resultado fue similar (Figura 11 B). Para el
medio MacConkey, tanto en el intestino de hembras como el de machos se observo
un crecimiento positivo de colonias rosadas (Figura 11 C y D). Para el medio Eosina
Azul de metileno, al igual que con los medios anteriores, el resultado fue similar en
machos y hembras, con un crecimiento positivo con un color oscuro de las colonias
(Figura 11 E y F), lo que indica que son fermentadores de lactosa; sin embargo las
colonias no presentan ninguna coloracion verde metalico. Para el medio Citrato de
Simmons, tanto en el intestino de hembras como en el de machos se obtuvo un
crecimiento negativo (Figura 11 G y H), por lo que no se presentd cambio de
coloracion ni crecimiento, por lo cual puede sugerirse que estas bacterias no utilizan
citrato como sustrato. Dentro del medio Hierro triple azucar se observé un
crecimiento positivo de bacterias con una superficie acida y profundidad acida,

propio de microorganismos que fermentan glucosa, lactosa y/o sacarosa (Figura 11

).

38



Figura 11. Medios selectivos de las bacterias obtenidas del intestino de hembras y
machos de Cyclocephala lunulata. A.- Bacterias obtenidas del intestino de hembras en
medio sal y manitol con crecimiento positivo en una parte de la placa, donde se ve el cambio
de coloracion. B.- Bacterias obtenidas del intestino de machos en medio sal y manitol con
crecimiento positivo en una parte de la placa donde se ve el cambio de coloracion. C.-
Bacterias de hembras en medio MacConkey, donde se ve un crecimiento positivo. D.-
Bacterias de intestino de machos en medio MacConkey donde se ve un crecimiento
positivo. E.- Bacterias de intestino de hembras en medio Eosina azul de metileno con
crecimiento positivo y que ademas muestran un cambio de coloracion. F.- Bacterias de
intestino de hembras en medio Eosina azul de metileno con crecimiento positivo y cambio
de coloracion del medio. G.- Medio Citrato de Simmons donde fueron sembrados bacterias
del intestino de hembras con crecimiento negativo. H.- Medio Citrato de Simmons donde
fueron sembradas bacterias del intestino de machos con crecimiento negativo. I.- Hierro
triple aztcar donde fueron sembradas las bacterias de intestino de hembras con crecimiento
positivo.

+
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8. DISCUSION

En el presente estudio se aislaron tres tipos de bacterias dentro de la cAmara genital
de las hembras de C. lunulata. Este hallazgo coincide con lo reportado para P.
ravida (Pérez-Estrada, 2016), quien sefiala que en el interior de la cadmara genital
de hembras de esta ultima estan alojadas dos tipos de colonias bacterianas y lo
reportado en C. zealandica (Hoit et al., 1997) donde fueron identificados en las
glandulas accesorias, la diferencia del presente trabajo con los anteriores radica en
gue se realizé una identificacion taxonémica sobre la identidad de algunos de estos
microrganismaos.

Mientras que para C. lunulata las bacterias se localizaron en la camara genital, en
C. zealandica se encontraron en el interior de las glandulas accesorias. En sentido
estricto, no se trata de una diferencia concluyente, ya que en los meloléntidos en
general tanto camara genital como glandulas se encuentran en la misma zona del
aparato reproductor y estan conectadas por un mismo conducto (Benitez-Herrera et
al., 2015). Aungue se desconoce si pudiera presentarse movimiento de bacterias de
una estructura a otra, tampoco se cuenta con elementos para descartar la
posibilidad de que el contenido bacteriano de las glandulas accesorias sea en
realidad parte de las bacterias de la camara genital y que la ausencia de estas en
las primeras se deba al manejo del instrumental al momento de las disecciones. En
el caso del aparato reproductor de los machos de C. lunulata, se encontré un solo
tipo de colonias bacterianas dentro de la capsula genital, siendo este el primer
reporte para los meloléntidos sobre la posible participacion de microorganismos en
la produccion de feromonas de agregacion.

8.1. Identificacion taxonémica de bacterias

Se pudieron identificar molecularmente dos de las cuatro colonias obtenidas en el
aparato reproductor de las hembras de C. lunulata: CamGenBe? que fue
identificada como K. oxytoca y CamGenA¢ cuya identidad fue la de C. freundii con
un 99% de identidad en 100% de secuencia cubierta, indicando un alto grado de
confiabilidad en la identificacion. Para la colonia CamGeBI3?, la secuencia obtenida

no cumplio con los requisitos de calidad debido a inconsistencias con las reacciones
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de amplificaciéon o secuenciaciéon de ADN. Las colonias Capgend, a pesar de que
en una primera instancia crecieron en medio LB en cada resiembra, el tamafio y
namero de colonias disminuyo probablemente porque las condiciones generales del
medio (temperatura, concentracion de sales, pH, etc.) no fueron las 6ptimas para
Su nutricion y metabolismo. Esto permite sugerir que se trata de bacterias que
requieren condiciones estrictas y habria que probar su crecimiento en medios

bésicos y especiales o mejorados.

Tanto K. oxytoca como C. freundii han sido identificadas en otros organismos
usando como gen marcador molecular al ARNr 16s ya que es una herramienta
altamente confiable y rapida para confirmar la identidad de esta bacterias a nivel de
especie (Holt et al., 2000). Esto se confirmé en la base de datos NCBI donde hubo
un buen numero de coincidencias de muy alto valor de similitudes entre la secuencia
utilizada y las ya registradas.

Familia Enterobacteriaceae

Tanto K. oxytoca como C. freundii son especies que pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae, las cuales se caracterizan por ser bacterias Gram negativas,
anaerobias facultativas; se desarrollan bien a 37 °C y catabolizan D-glucosa y otros
carbohidratos. Asimismo, algunas especies de la familia Enterobacteriaceae
producen gas, son oxidasa-negativas, catalasa-positivas y reductoras de nitratos
(Holt et al.,, 2000).Todas estas caracteristicas son coincidentes con nuestros
resultados, los que a continuacion se describen a detalle:

Klebsiella oxytoca

La especie identificada como K. oxytoca mediante la tincion de Gram muestra ser
bacilos Gram negativos; dentro de las pruebas bioquimicas da un resultado positivo
para la utilizacion de citrato, acetoina y Gelatinasa. También  muestran
caracteristicas distintivas de las demas bacterias como resultado positivo para lisina
descarboxilasa, positivo para B-galactosidasa, positivas para la produccién de indol
que las separa de Klebsiella pneumoniae a nivel de especie y positivo para la
utilizacién de todos los azucares de las pruebas APl 20e. Otras caracteristicas

distintivas son el resultado negativo para arginina descarboxilasa asi como para la
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produccion de sulfuro de hidrogeno. Todas estas caracteristicas son coincidentes
con lo descrito para la especie por Holt et al. (2000), asi como por Ainsworth et al.
(2004), lo que ayuda a corroborar su identificacion ademas de las pruebas
moleculares.

Una de las caracteristicas mas sobresalientes de las colonias obtenidas de K.
oxytoca y que no esta descrita en la bibliografia es la manera iridiscente de reflejar
la luz, algo que se puede encontrar en pocos tipos de colonias bacterianas (Carter
et al., 1984), siendo un mecanismo del que se sabe muy poco aunque se sugiere
que es el resultado de un acomodo especial de la biopelicula de la colonia
bacteriana (Kientz et al., 2016). Este acomodo de la biopelicula se describe que es
producido a través de tript6fano en esta colonia bacteriana y que aunque no se
pueda asegurar que sea el mismo mecanismo, puede sugerirse con base en sus
caracteristicas bioguimicas.

Dentro de las caracteristicas que nos otorgan los medios selectivos es que pueden
crecer en el medio sal y manitol, lo que significa que ademas de poder sobrevivir y
desarrollarse en condiciones de altas concentraciones de sal, tiene la capacidad de
fermentar manitol; esto se corroboré con las pruebas API 20e que se llevaron a cabo
en el presente estudio y en la descripcidn general de la especie (Holt et al., 2000).
El manitol es un azucar poliol que destaca por ser una fuente de carbono
ampliamente utilizada por muchas especies de bacterias. Ademas de ser una fuente
de carbono, el manitol es conocido por contribuir a la osmorregulacién y a la
tolerancia al estrés salino (Efiuvwevwere et al., 1999; Khumar et al., 2011).

Por otra parte, el medio MacConkey es ampliamente efectivo para identificar
cualquier tipo de enterobacterias fermentadores de lactosa (MacConkey, 1908). El
color rosado y rojo que se observa en las colonias que dan positivo para este agar
se observa en bacterias en las cuales se ha comprobado que son positivas para la
fermentacién de lactosa a nivel genético (Sanath-Khumar et al., 2011), como lo que
sucede con K. oxytoca.

En el medio Salmonella Shigella hubo crecimiento y fue positivo para la
fermentaciéon de lactosa. Cabe resaltar que la lactosa es uno de los principales

azucares que se miden en los medios selectivos. La fermentacion de este disacarido
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es importante para la obtencién de nutrientes a través de la glucosa. Existen dos
factores principales que se refieren en la fermentacion de lactosa por las
enterobacterias: primero, el hecho de que una permeasa permite a la lactosa para
entrar en la célula y segundo, la enzima [(-galactosidasa ataca el enlace B -
guclosidico de la lactosa para hidrolizarla a glucosa y galactosa (Lapage y
Jayaraman, 1964). Esto permite sugerir que dicha colonia bacteriana posee ambas
cualidades. Dentro de la prueba API 20e se pueden comprobar resultados positivos
para [(-galactosidasa en la galeria ONPG. La utilizacion de citrato para estas
colonias bacterianas es confirmada mediante las pruebas API 20e y en el medio
citrato de Simmons, en los cuales dieron resultados positivos para la utilizacién de
este compuesto, algo que es caracteristico de esta especie (Holt et al., 2000).
Citrobacter freundii

Las colonias identificadas son cocos Gram negativos. Dentro de los medios
selectivos positivos para la utilizacion de citrato, positivos para la utilizacion de
ornitina, enzima que participa en la regulacion de la sintesis de ATP y ésta se puede
presentar en condiciones anaerobias y aerobias (Thauter et al., 1977), utilizacién de
glucosa y azlcares simples dando positivo para manitol, inositol, sorbitol, ramnosa
y arabinosa; negativo para la utilizacion de indol y la lisina descarboxilasa fue
negativa. También pudo crecer en todos los medios selectivos, pudiéndose resaltar
para fines de identificacion el que son positivos en el crecimiento del medio sal y
manitol, pudiendo fermentar este ultimo, presento crecimiento positivo en el medio
citrato de Simmons cuyo resultado es confirmando mediante las pruebas
bioquimicas donde también fue positivo para citrato, Crecimiento en el medio hierro
triple azucar y demostrando que producen gas. Todas estas caracteristicas son
propias de la especie C. freundii segun lo reportado por Holt et al.(2000), asi como
por Gonzales-Ardon et al. (1982) como caracteristicas distintivas del género para la
utilizacion de citrato y para la especie el resultado negativo para indol.
Comparando los resultados de las pruebas bioquimicas con el agar Hierro triple
azucar, es notable el hecho de que en este Ultimo se observan respuestas negativas
para el uso de los azlcares, mientras que en las pruebas bioquimicas da positivo

para la utilizacién de éstos, esto es debido a que C. freundii produce &cido
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sulfhidrico (Gonzales-Ardon et al., 1982), resultado que se confirma en este medio
y se reporta que las bacterias que producen acido sulfhidrico inhiben la
fermentacion de azucares en el agar Hierro triple azicar (Moats et al., 1976).
CamGeBI3?

Pueden crecer en el agar sal y manitol al igual que K oxytoca y C. freundii; sin
embargo, CamGeBI3? no puede llevar a cabo la fermentacion de manitol en este
medio, ya que se ha visto que el operdn de manitol es distinto en diferentes especies
de bacterias (Sanath-Khumar et al., 2011), lo que la diferencia de las otras dos
colonias obtenidas en la cAmara genital. No obstante, esto no quiere decir que no
utilice esta azlcar, ya que en las pruebas API 20e si da positivo a fermentacién de
manitol; esto puede ser debido a que el medio selectivo cuenta con muchos
componentes, de los cuales algunos impiden el aprovechamiento del manitol.

En todos los demas medios, las colonias CamGeBI3¢ dan resultados negativos en
crecimiento. Sin embargo, no se puede decir que no sean fermentadoras de
azlcares o0 que no participen activamente en el ciclo de fermentacion-oxidacion, ya
gue en las pruebas APl 20e se observa que pueden fermentar glucosa, manitol y
sacarosa, los tres azucares que son activos para la obtencion de energia por el
proceso mencionado anteriormente. Por lo tanto, sus estrategias para obtener
energia son diferentes a las otras colonias bacterianas que se encuentran en la
camara genital. Esto significaria que tanto la activacion del proceso como el proceso
como tal es mas especifico, ya que muchos procesos celulares son inherentemente
variables y esto puede conducir a la variacién fenotipica sustancial que se produce
independientemente de las diferencias genéticas o ambientales (Davidson et al.,
2008).

Un resultado en las pruebas bioquimicas para estas colonias y para Capgend que
se revisara en préoximos estudios es el uso de piruvato para la produccion de
acetoina. La acetoina es compuesto volatil importante miembro de la familia del
acido C4-dicarboxilico que es definido como uno de los posibles treinta bloques
principales de construccién quimicos derivados de azUcares y funge como un
almaceén natural de energia en las funciones metabdlicas (Werpy et al., 2004); se

obtiene como subproducto menor en la fermentacion de acido mixto en algunos
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microorganismos (Li et al., 2014). De hecho, entre una mayor cantidad de piruvato
se produce una mayor cantidad de acetoina, pero el obtener bacterias que
produzcan una cantidad grande de acetoina es muy raro.

Capgend

Presentan una morfologia individual y colonial parecida a la de las bacterias aisladas
del interior de la camara genital, pero presentan diferencias importantes en cuanto
a su metabolismo. En primera instancia, su crecimiento se ve inhibido en medios de
altas concentraciones de sal, a diferencia de lo que sucede con las bacterias de la
camara, lo que permite sugerir que el entorno de la capsula genital es diferente al
de la cAmara genital. Esto coincide con lo descrito para Plusiotis costata B. en donde
la diferencia anatémica del aparato reproductor entre hembras y machos es
evidente en estas dos estructuras (Moron et al., 2010). También puede ser que
simplemente una adaptacion que no cuenta este tipo de bacterias para sobrevivir
en estos medios. Otra caracteristica es la produccion de acetoina que comparten
con las bacterias CamGeBI3? de la camara genital.

Algunas bacterias que se localizan en estructuras de insectos no pueden crecer en
condiciones de cultivo tradicionales, debido a que no presentan el entorno adecuado
para su desarrollo (Zhang et al., 2014). En cada resiembra el tamafio y nimero de
colonias fueron disminuyendo hasta que no crecieron mas en el medio, lo que para
estudios posteriores se sugiere que se busque un medio que se mas adecuado a
las condiciones que esas bacterias necesitan y esto a su vez arrojaria posiblemente
mas informacion de las mismas sobre el medio en el cual se desarrollan.

En cuanto al empleo de azucares en las pruebas bioquimicas, a pesar de dar
negativo para todos los medios selectivos, las Capgend resultaron positivas para el
uso de glucosa y manitol; esto quiere decir que cuentan con el potencial para
participar en otras estrategias de captacién de glucosa (Nikolic et al., 2013). La
glucosa como principal azucar simple para la obtencion de energia se puede
obtener a través de cinco diferentes rutas y puede metabolizarse de acuerdo a sus
necesidades (Nikolic et al., 2013).
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8.2 Bacterias extraidas del intestino de machos y hembras de Cyclocephala
lunulata

Se encontraron bacterias en el intestino de C. lunulata tanto de hembras como de
machos, lo cual era algo esperado ya que desde hace tiempo se han aislado e
identificado bacterias de la flora intestinal de coledpteros con la finalidad de estudiar
su biodiversidad microbiana (Hunt y Borden, 1990; Zhang et al., 2014). En las
bacterias extraidas del intestino de C. lunulata se puede observar que hay
diferentes tipos de morfologia, siendo entre los mas abundantes los bacilos, a
diferencia de las del aparato reproductor en donde prevalecen los cocos. Pero la
caracteristica mas importante es que hay una gran cantidad de bacterias que son
Gram positivas. Todas las bacterias aisladas de la caAmara genital fueron Gram
negativas, lo que es una diferencia importante para separarlas con las del intestino.
Dentro de los medios selectivos, estas bacterias pueden desarrollarse en el medio
sal y manitol (caracteristica que no comparten con las colonias CamGeBI3?) y
pueden fermentar el manitol (caracteristica que no comparten con las colonias
Capgend). En el medio MacConkey pueden desarrollarse y fermentar lactosa
(caracteristica que no comparten con las colonias CamGeBI39Q y Capgend).
Tuvieron crecimiento positivo en el medio Eosina azul de metileno; de igual manera
que en el medio anterior, este crecimiento las separa de CamGeBI3% y Capgend' y
no presentan una coloracion verde metalico como K. oxytoca, lo que las separaria
de estas colonias también.

En el medio Hierro triple azucar, las bacterias intestinales presentaron un
crecimiento positivo y se demuestra que son fermentadoras de azUcares; este
resultado concuerda con la localizacion de las bacterias, ya que estas participan
activamente en el proceso de alimentacion de sus huéspedes y en el procesamiento
de azucares obtenidos por los alimentos. El medio Citrato de Simmons es un punto
importante para eliminar la posibilidad de que las bacterias del intestino sean K.
oxytoca o C. freundii, ya que las bacterias del intestino tuvieron un crecimiento
negativo en este medio, por lo qgue no son capaces de utilizar citrato como fuente
de carbono, caracteristica esencial de las especies K. oxytoca y C. freundii para

separarlas de otras especies de los mismos géneros.
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Por todo lo anterior, en el presente trabajo se obtuvo evidencia suficiente para
garantizar que las bacterias aisladas del intestino C. lunulata son completamente
diferentes a las encontradas en la camara genital.

8.3. Potencial quimico-ecoldgico de las bacterias encontradas en aparatos
reproductores de Cyclocephala lunulata

La identificacion de microorganismos presentes en los aparatos reproductores de
C. lunulata por si misma resulta informacion novedosa para la familia Melolonthidae
y sobre todo, para la especie en cuestion. Ademas de las diferentes vertientes que
se desprenden de ello, tanto desde el enfoque taxondmico hasta aspectos
sistematicos y evolutivos, el eje rector del trabajo fue el abordar aspectos de la
ecologia quimica del modelo de estudio. El Unico antecedente sobre la
comunicacién guimica de integrantes de Cyclocephala se remonta a los reportes de
Potter et al. (1980) en torno a una posible liberacion de atrayentes sexuales y Leal
(1998), en el cual atribuye la existencia de feromonas de agregacion en especies
de este género. En el caso de C. lunulata, la informacién en este sentido se restringe
a algunos esbozos sobre su comportamiento precopulatorio y posibles sitios de

produccion de infoquimicos (Benitez-Herrera et al., datos no publicados).

A diferencia de la mayoria de los trabajos relacionados con la asociacion entre
microorganismos y coledpteros, los cuales se concentran en describir la diversidad
de estos en el intestino (Tagiliaba et al., 2014; Zhang et al., 2014), las bacterias
encontradas en el presente trabajo fueron localizadas en estructuras del aparato
reproductor. Al ser localizadas en este sitio, puede ser que jueguen un papel
preponderante en aspectos de reproduccién de la especie. No es muy comun el
registro de microrganismos en insectos en esta zona, a pesar de que las bacterias
son eficientes colonizadoras de los ecosistemas en los cuales existan condiciones

favorables para su crecimiento y multiplicacion (Madigan et al., 2003).

En el caso de los meloléntidos, la busqueda de microorganismos con un enfoque
guimico-ecoldgico se restringen al tradicional estudio con C. zealandica (Hoyt et al.,
1971); el caso de C. lunulata se adiciona al incipiente interés en especies

distribuidas en México, como P. ravida (Pérez-Estrada, 2016) y M. nigripes (Truijillo-
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Vélez, 2017); en todos ellos se comparte la visidn de buscar sitios alternativos en
donde las hembras de estos insectos produzcan las sustancias involucradas en su
comunicacion quimica sexual. En este contexto, con las bacterias encontradas en
C. lunulata se cuenta con argumentos que avalan la idea de produccién de dichas
sustancias. Con las colonias de K. oxytoca se observd que en el medio azul de
metileno las colonias crecieron y presentan una coloracion verde metalico, lo que
indica que son positivas para la produccion de acido sulfarico. En estudios previos
se ha documentado la participacién de algunos derivados de azufre producidos por
K. oxytoca como atrayentes quimicos en diversos grupos de insectos. Las bacterias
de esta especie liberan compuestos como el sulfuro de dialquilio, el cual atrae a
adultos de Diadromus pulchellus Wesmael (Thibout et al., 1993; Thibout et al.,
1995). Se sabe también que el acido sulfarico es utilizado por bacterias para una
mayor optimizacion en la fermentacion de azlcares y para la obtencion de productos
de carbono, siendo el principal producto el etanol; ademas, con el uso de acido
sulfirico como sustrato, en el proceso se liberan derivados del fenol (Gao et al.,
2014). El fenol ha sido registrado como componente de la feromona sexual de C.
zealandica, atribuyéndose su produccidon a las bacterias encontradas en las
glandulas accesorias (Hoyt et al., 1971).

Para el medio Hierro tripe azlcar, la colonia bacteriana K. oxytoca puede fermentar
una amplia cantidad de azlUcares como glucosa, lactosa y sacarosa. Ademas de
esto, produce gas, lo cual indica que muchas sustancias que utiliza para su
metabolismo son volatiles; esto se confirma mediante la prueba APl 20e.
Comparandolo con los medios selectivos, las colonias de K. oxytoca pueden utilizar
una gran cantidad de azucares y alcoholes para la fermentacién oxidativa como lo
son el inositol, el sorbitol, la ramnosa, la sacarosa, la melobiosa la amigdalina y la
arabinosa. Debido a esto se podria pensar que la cAmara genital de C. lunulata tiene
a su disposicion algun tipo de azucares. Esto comparado con las pruebas del medio
azul de metileno donde se ve una produccion de acido sulfurico para la fermentacion
de azucares para la obtencién de hexanos, asi también como en la prueba API 20e

se ve que puede utilizar el piruvato sédico para la producciéon de acetoina, la cual
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participa en el almacenamiento del carbono y cuyo proceso libera también
compuestos volatiles derivados de este (Xiao y Xu, 2007).

En las colonias bacterianas de C. freundii, la fermentacion de sulfuro de hidrogeno
se observa en el medio Salmonella Shigella y se comprueba en la prueba API 20e;
se trata de un gas incoloro, flamable, lipofilico y se observa que participa en
procesos de sulfhidratacion (Kolluru et al., 2014); ademas es soluble en agua con el
olor caracteristico a materia organica en descomposicion (Wang, 2012); este olor
se percibe en estas colonias bacterianas. El proceso de sulfihidratacién es para el
uso de azufre organico; si bien no se sabe si este esta presente a primera mano en
las cAmaras genitales de C. lunulata o se presenta en algin momento del ciclo de
oxidacion, es el principal componente para la produccion de acido sulfhidrico por lo
gue debe estar disponible en algin momento o en alguna sustancia derivada o
parecida. No es la primera vez que se menciona a C. freundii como participe en la
atraccion de un insecto. Robacker y Barlelt (1997) sugieren que C. freundii
interviene en la liberacion de 2-pentona, 3-metil-1-butamina y pirazina, la cual atrae
a Anastrepha ludens Loew (Diptera: Tephritidae). Sin embargo, si es la primera vez
gue se registra en la camara genital de un coleéptero Melolonthidae. Cabe resalta
que en el medio Hierro triple azlcar se confirma la produccién de sulfuro de
hidrogeno y que las colonias son capaces de liberar compuestos volatiles.

En el medio Citrato de Simmons se reporta de igual manera un crecimiento positivo
de las bacterias K. oxytoca y C. freundii; el tipo de coloracién azul que toma el medio
indica que utilizan el carbono como fuente de energia, por lo que el citrato puede
ser su fuente de carbono y las sales de amonio como fuente de nitrégeno para la
fosforilacion oxidativa en el ciclo del &cido tricarboxilico. Para la induccion del ciclo
del acido tricarboxilico se utiliza el oxigeno, el cual actia como principal precursor
para el ciclo; este podria ser obtenido por las bacterias al momento que la hembra
expone su camara genital al momento del “llamado sexual”’, lo que es comun
observar en varias especies de los Melolonthidae (Romero-Lopez et al., 2009). De
ser asi esto, aunque no se sabe si en mayor o menor medida, las colonias
bacterianas de K. oxytoca y C. freundii tienen un potencial en la produccion de

compuestos volatiles de esta naturaleza, debido a que al poder utilizar azUcares
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para la obtencion de compuestos derivados del carbono como hexano y compuestos
derivados fendlicos mediante la utilizacion del citrato para fermentacion oxidativa,
coincide con la estructura de las feromonas integradas por estos compuestos, como
es el caso de C. lurida, una especie del mismo género para la cual se reporta que
uno de los compuestos principales que atrae a los machos y estimula la cOpula son
extractos hexanicos de los cuerpos de adultos y larvas de la misma especie (Haynes
et al., 1992). También los derivados de compuestos fendlicos estan presentes en
las feromonas de Phyllophaga cuyabana M. (Zarbin et al., 2007) y Holotrichia
consanguinea B. (Henzell et al., 1970), ambos del grupo Melolonthidae.

Por lo analizado dentro de todas las pruebas efectuadas con las hembras y machos
de C. lunulata, las colonias de K. oxytoca y C. freundii tienen un potencial para la
produccion de hexano, pero lo que hace especial a estas colonias es que también
producen otros compuestos volatiles como el sulfuro de hidrégeno, el acido sulfarico
y el azufre, este Ultimo pudiera estar involucrado en la biosintesis de la feromona
sexual de Phyllophaga crinita B. (Davis et al., 2013; Robbins et al., 2003).

Para las colonias CamGenBI? y CapGend que no pudieron ser identificadas
molecularmente, es dificil poder sugerir un papel que jueguen dentro de la
comunicacién quimica en esta especie. No obstante, ambas son productoras de
acetoina por medio de la utilizacion de piruvato, lo que nos permite sugerir que
utilizan un mecanismo de fermentacion simple y son capaces de almacenar energia
gue puede 0 no interaccionar con las otras bacterias.

La existencia de todas las bacterias descritas en regiones especificas del aparato
reproductor de ambos sexos de C. lunulata es un resultado inédito y brinda un
avance significativo en el estudio de la comunicacion quimica de los colebpteros
Melolonthidae. No obstante, es indudable que se requiere de efectuar mas pruebas
que permitan registrar si pueden crecer otras colonias bacterianas que no se
pudieron obtener en el medio LB, asi como conocer en qué condiciones se
encuentra cada colonia bacteriana dentro de las estructuras estudiadas para tener

una idea del papel que desempefian en la reproduccion de estos insectos.
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9. Conclusiones

1. Existen microorganismos dentro de la camara genital de las hembras y en el
interior de la capsula genital de los machos de C. lunulata, los cuales presentan
caracteristicas microbiolégicas, moleculares y bioquimicas diferentes entre ellas y
a las que presentan los microorganismos encontrados en el intestino de ambos
SEexos.

2. Dos de las colonias bacterianas aisladas de la cAmara genital fueron identificadas
por ARNr 16S como Klebsiella oxytoca y Citrobacter freundii.

3. Klebsiella oxytoca, C. freundiiy CamGenBI$ son candidatas para participar en la
comunicacién quimica de C. lunulata, por sus caracteristicas bioquimicas y la

posible produccion de compuestos volatiles.
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11. Anexos

Caldo Luria Bertani

Principio

La peptona de caseina y el extracto de levadura proporcionan al medio los
nutrientes necesarios para el desarrollo de los microorganismos. El cloruro de sodio
ayuda a mantener el equilibrio osmético.

Inocular el medio de cultivo con la muestra de ensayo. Incubar durante 24 h a 35°C.
De los cultivos que muestran desarrollo, efectuar resiembras en medios de cultivo
selectivos por estria cruzada.

Formula en gramos por litro de agua destilada

Cloruro de SOTI0. .....vueie e 5.00r
Extracto de levadura..............coooiiiiii i, 5.0 gr
Peptona de CaseiNa........cccvuiiriieii e 10.0 gr

Preparacién

Rehidratar 20 g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 10 a 15 min.
Calentar agitando frecuentemente hasta completa disolucién. Distribuir en tubos de
ensayo. Esterilizar en autoclave a 121°C (15 Ibs de presién) durante 15 min.
Conservaren refrigeracion de 2° a 8°C.

Medios selectivos

Almacenamiento y vida util

Al recibir las placas, almacenarlas en un lugar oscuro a una temperatura entre 2 y
8 °C, envueltas en su envase original, hasta justo antes de usarlas. Evitar la
congelacion y el calentamiento excesivo. Las placas pueden inocularse hasta su
fecha de caducidad (ver la etiqueta en el paquete) e incubarse durante los periodos
de incubacion recomendados. Las placas de grupos de 10 placas ya abiertos
pueden usarse durante una semana siempre que se almacenen en un lugar limpio
a una temperatura entre 2y 8 °C.

Medio Sal y manitol

Principios y explicacién del procedimiento

El agar sal manitol en una férmula disefiada por Chapman para la diferenciacion de
estafilococos positivos a la coagulasa (por ejemplo, Staphylococcus aureus) de los
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estafilococos negativos a la coagulasa. Este agar se utiliza para el aislamiento de
estafilococos a partir de muestras clinicas, de cosméticos y de pruebas de limite
microbiano.

El agar sal manitol contiene peptonas y extractos de carne bovina, que suministran
los nutrientes esenciales. Una concentracion de cloruro sodico de 7,5% tiene como
resultado una inhibicion parcial o completa de los organismos bacterianos diferentes
de los estafilococos. La fermentacion de manitol, indicada por el cambio del
indicador de rojo fenol, facilita la diferenciacion de la especie de estafilococos. Los
estafilococos positivos a la coagulasa (por ejemplo, S. aureus) producen colonias
de color amarillo y un medio circundante de color amarillo, mientras que los
estafilococos negativos a la coagulasa producen colonias de color rojo y no
producen cambio de color en el indicador de rojo fenol.

Formula (en gramos por litro)

EXTracto de CAIMEe........coovviiiiiiiiieie e e e e e eeeeeeees 1.0
PePIONa 0E CAMME.. ..o b 5.0
LI ] 1 (=1 = VUSSP 5.0
AV = g 1 (o | P PPPPPPRURPPP 10.0
(0401 U1 f0 1 L= 30 o | Lo 1RSSR 75.0
ROJO A€ TENOL. ... 0.025
0 = PSPPSRI 15.0

pH final: 7.4 £ 0.2

Instrucciones

Suspender 111 g del polvo en 1 litro de agua purificada. Reposar 5 min y calentar
con agitacion frecuente, llevando a ebullicion durante 1 o 2 min para disolucion total.
Distribuir en recipientes apropiados y esterilizar en autoclave a 118-121°C durante
15 min. Enfriar y distribuir en placas de Petri estériles.

Caracteristicas del producto

Medio de cultivo deshidratado: color beige rosado, homogéneo, libre deslizamiento.
Medio de cultivo preparado: color rojo.

Almacenamiento

Medio de cultivo deshidratado a 10-35 °C.
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Medio de cultivo preparado a 2-8 °C.

Siembra

Sembrar en superficie un indculo denso de la muestra por estria.

Incubacion

En aerobiosis, a 35-37 °C durante 18-24 hrs. Si a las 24 hrs. las placas presentan
resultado negativo, incubar otras 24 h. La American Public Health Association
(A.P.H.A) recomienda la incubacién durante 3 dias a 32 °C, en aerobiosis.
Interpretacion de los resultados

Microorganismos fermentadores de manitol: colonias de color amarillo rodeadas o
no de un halo amatrillo.

Microorganismos no fermentadores de manitol: colonias del color del medio, rojas
rodeadas o no de halo rojizo-purpura.

Medio MacConkey Agar

Fundamento

En el medio de cultivo, las peptonas, aportan los nutrientes necesarios para el
desarrollo bacteriano, la lactosa es el hidrato de carbono fermentable, y la mezcla
de sales biliares y el cristal violeta son los agentes selectivos que inhiben el
desarrollo de gran parte de la flora Gram positiva. El agar es el agente solidificante.
Por fermentacién de la lactosa, disminuye el pH alrededor de la colonia. Esto
produce un viraje del color del indicador de pH (rojo neutro), la absorcién en las
colonias, y la precipitacion de las sales biliares.

Los microorganismos no fermentadores de lactosa producen colonias incoloras.

Formula (en gramos por litro)

PePtONa € CAIME......uui it e e e e e e e e eaeaenes 1.5
Peptona de gelatina..............ouoiiiiiiiiiii 17.0
LI 0] (] 4 = VPO PPPPPTPPP 15
=03 (01T VPP UPPPRRPTRPPPN 10.0
Mezcla de sales bililares NO3...........uuuiiiiiii e 15
ClOruro d€ SOTIO......ceuieiiieeeee et e e eeenes 5.0
ROJO NEULIO.....oie it e e e e e e e e e e eeeeeebeeannnnes 0.03
Cristal VIOIBTA..........ooiiieee e 0.001
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pH final: 7.1 £ 0.2

Instrucciones

Suspender 50 g del polvo en 1 litro de agua purificada. Reposar 5 minutos. Calentar
con agitacion frecuente y llevar a ebullicion 1 a 2 minutos hasta disolver
completamente. Distribuir en recipientes apropiados y esterilizar en autoclave a
121°C durante 15 minutos.

Caracteristicas del producto

Medio de cultivo deshidratado: color beige rosado, homogéneo, libre deslizamiento.
Medio de cultivo preparado: color rojizo purpura.

Almacenamiento

Medio de cultivo deshidratado a 10-35 °C.

Medio de cultivo preparado a 2-8 °C.

Siembra

En superficie: inocular directamente la muestra por estria.

En profundidad: inocular una alicuota de la muestra directa o de su dilucién. Verter
un volumen del medio de cultivo fundido y enfriado a 40-45°C. Homogeneizar
mediante movimientos de vaivén y rotacion. Dejar solidificar.

Incubacion

En aerobiosis, a 35-37 °C durante 18-48 hrs.

Interpretacion de los resultados

Microorganismos fermentadores de lactosa: colonias rosadas rojizas. Puede
observarse halo de precipitacion biliar.

Microorganismos no fermentadores de lactosa: colonias del color del medio,
incoloras

Materiales necesarios no provistos

Equipos y material de laboratorio, microorganismos para control de calidad,

reactivos y medios de cultivo adicionales segun requerimiento.
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Agar Eosina Azul de Metileno

Fundamento

El medio de cultivo combina las férmulas de Holt-Harris y Teague con la de Levine,
para obtener un mejor rendimiento en el aislamiento selectivo de enterobacterias y
otras especies de bacilos Gram negativos.

Es nutritivo por la presencia de peptona que favorece el desarrollo microbiano. La
diferenciacion entre organismos capaces de utilizar la lactosa y/o sacarosa, Yy
aguellos que son incapaces de hacerlo, esta dada por los indicadores eosina y azul
de metileno; estos ejercen un efecto inhibitorio sobre una amplia variedad de
bacterias Gram positivas. El agar es el agente solidificante.

Muchas cepas de Escherichia coli y Citrobacter spp. presentan un caracteristico
brillo metalico. Las cepas que utilizan la lactosa poseen centro oscuro con periferia
azulada o rosada, mientras que las que no lo hacen son incoloras.

También, pueden crecer especies de Candida y se observan como colonias rosadas
y puntiformes; la siembra en profundidad permite el desarrollo de clamidosporas en
C. albicans. Enterococcus spp. crece en este medio como colonias puntiformes y
transparentes, mientras que Acinetobacter spp. y otras bacterias oxidativas se
observan como colonias de color azul lavanda; esto puede ocurrir aunque las cepas
no sean capaces de acidificar a partir de lactosa al 0.5% y ello se debe a la
incorporacion de azul de metileno a sus membranas. En este medio se obtiene
ademas, un buen desarrollo de especies de Salmonella y Shigella.

Formula en gramos

PEPIONGA. ... 10.0
Y01 (0 17= TSP TPPP PP 5.0
Yz (072 (05T F U SPPPPPTTRRRPIN 5.0
FOSFatO AIPOTASICO. ....eiiiiiiieeeeeii et 2.0
EOSING. ... e a e e e e e e e e e aaaaaaan 0.4
AZUl de METIENO.......coiiiieeee e 0.065
0 = PN 13.5

pH final: 7.2 £ 0.2
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Instrucciones

Suspender 36 g del polvo en 1 litro de agua purificada. Reposar 5 min. Calentar con
agitacion frecuente y llevar a ebullicion hasta su disolucion total. Esterilizar en
autoclave 121°C durante 15 min.

Distribuir en placas Petri estériles.

Caracteristicas del producto

Medio de cultivo deshidratado: color purpura, homogéneo, libre deslizamiento.
Medio de cultivo preparado: color purpura vinoso.

Nota: La esterilizacion del medio de cultivo reduce el azul de metileno al color
naranja. El color purpura se restaura por agitacion. La presencia de un precipitado
en el medio esterilizado es normal y no debe ser removido, ya que es parte esencial
del mismo.

Almacenamiento

Medio de cultivo deshidratado a 10-35 °C.

Medio de cultivo preparado a 2-8 °C.

Siembra

En superficie, por estriado directo a partir de la muestra. En profundidad, para
favorecer el desarrollo de clamidosporas.

Agar Salmonella Shigella

Fundamento

En el medio de cultivo la pluripeptona y el extracto de carne aportan los nutrientes
para el desarrollo microbiano.

Las sales biliares y el verde brillante inhiben el desarrollo de una amplia variedad
de bacterias Gram positivas, de la mayoria de los coliformes y el desarrollo invasor
del Proteus spp. La lactosa es el hidrato de carbono fermentable. El tiosulfato de
sodio permite la formacion de S2H que se evidencia por la formacion de sulfuro de
hierro.

El rojo neutro es el indicador de pH y el agar es el agente solidificante. Los pocos
microorganismos fermentadores de lactosa capaces de desarrollar, acidifican el
medio haciendo virar al rojo el indicador de pH, obteniéndose colonias rosadas o

rojas sobre un fondo rojizo. Salmonella, Shigella y otros microorganismos no
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fermentadores de lactosa, crecen adecuadamente en el medio de cultivo y producen
colonias transparentes.

La produccion de acido sulfhidrico se evidencia como colonias con centro negro
debido a la formacion de sulfuro de hierro.

Formula (en gramos por litro)

PIUFMPEPIONGL. ...t e 5.0
EXTracto de CAINEe.........ooiiiiieiiiiiee et eaeeeees 5.0
2 To1 (0 17= TP 10.0
Mezcl a de sales biliares...........ooooiiiiiiiiiiii e 8.5
(O] =1 (o 0 [T T [ o TP 8.5
L[ 15101 £= 140 Jo [STX=To o | [ TSP 8.5
(O3] 7= 10 I 1= ¢ ol J P PPPRURRPRRRP 1.0
Verde Drillante.........o s 0.00033
ROJO NEBULIO. ...ttt e e 0.025
Y = PP PPPPT 13.5
pH final: 7.0 £ 0.2

Instrucciones

Suspender 60 g del polvo en 1L de agua purificada. Reposar 5 min y mezclar hasta
homogeneizar. Calentar con agitacién frecuente y llevar a ebullicién durante 1 min
para disolucion total. No esterilizar en autoclave. Enfriar y distribuir en placas de
Petri estériles.

Caracteristicas del producto

Medio de cultivo deshidratado: color rosado, homogéneo, libre deslizamiento.
Medio de cultivo preparado: color naranja ligeramente opalescente.
Almacenamiento

Medio de cultivo deshidratado a 10-35 °C.

Medio de cultivo preparado a 2-8 °C.

Siembra

Sembrar estriando directamente la superficie del medio de cultivo.

Incubacion

En aerobiosis a 35-37 °C durante 18-24 h.

69



Interpretacion de los resultados

Microorganismos fermentadores de lactosa: colonias rosadas o rojizas.
Microorganismos no fermentadores de lactosa: colonias del color del medio,
incoloras.

Microorganismos productores de sulfuro de hidrégeno: colonias con centro negro.
Agar Citrato de Simmons

Fundamento

En el medio de cultivo, el fosfato monoamaonico es la Unica fuente de nitrégeno y el
citrato de sodio es la unica fuente de carbono.

Ambos componentes son necesarios para el desarrollo bacteriano. Las sales de
fosfato forman un sistema buffer, el magnesio es cofactor enzimatico. El cloruro de
sodio mantiene el balance osmético, el azul de bromotimol es el indicador de pH,
que vira al color azul en medio alcalino y el agar es el agente solidificante.

El medio de cultivo es diferencial en base a que los microorganismos capaces de
utilizar citrato como Unica fuente de carbono usan sales de amonio como Unica
fuente de nitrégeno, con la consiguiente produccion de alcalinidad. EI metabolismo
del citrato se realiza, en aquellas bacterias poseedoras de citrato permeasa, a través
del ciclo del &cido tricarboxilico.

El desdoblamiento del citrato genera progresivamente, oxalacetato y piruvato. Este
altimo, en presencia de un medio alcalino, da origen a acidos organicos que al ser
utilizados como fuente de carbono, producen carbonatos y bicarbonatos alcalinos.
El medio entonces vira al azul y esto es indicativo de la produccién de citrato
permeasa.

Formula (en gramos por litro)

Citrato dE SOIO......uuurriiiiiiai e e e s 2.0
(O[04 U1 f0 1o L= 3o o | Lo TSR RUPRRSRP 5.0
FOSTatO AIPOTASICO. ....eiiiiiiieeieeie et e 1.0
Fosfato MONOAMONICO..........coeiie i annes 1.0
Sulfato de MAGNESIO........ciiiiiiiii e 0.2
Azul de Bromotimol.........coooiiiii 0.08
0 = | PP 15.0
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pH final: 6.9 £ 0.2

Instrucciones

Suspender 24,2 g del polvo en 1L de agua purificada. Dejar reposar 5 min. Calentar
con agitacion frecuente y llevar a ebullicion durante 1 o 2 min para disolucion total.
Distribuir en tubos y esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min. Enfriar y
solidificar en posicion inclinada (pico de flauta).

Caracteristicas del producto

Medio de cultivo deshidratado: color amarillo-verdoso, homogéneo, libre
deslizamiento.

Medio de cultivo preparado: color verde.

Almacenamiento

Medio de cultivo deshidratado a 10-35 °C.

Medio de cultivo preparado a 2-8 °C.

Siembra

Estriar la superficie del medio de cultivo.

Incubacion

En aerobiosis, a 35-37 °C durante 24-72 hrs.

Algunos microorganismos pueden requerir hasta 7 dias de incubacion.
Interpretacion de los resultados

- Positivo: crecimiento bacteriano con un intenso color azul en el pico de flauta.

- Negativo: ausencia de crecimiento y permanencia del color verde del medio de
cultivo.

Agar Hierro Triple Azucar

Fundamento

En el medio de cultivo, el extracto de carne y la pluripeptona aportan los nutrientes
adecuados para el desarrollo bacteriano. La lactosa, sacarosa y glucosa son los
hidratos de carbono fermentables. El tiosulfato de sodio es el sustrato necesario
para la produccion de acido sulfhidrico, el sulfato de hierro y amonio, es la fuente
de iones Fe3+, los cuales se combinan con el acido sulfhidrico y producen sulfuro
de hierro, de color negro. El rojo de fenol es el indicador de pH, y el cloruro de sodio

mantiene el balance osmaotico. El agar es el agente solidificante.
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Por fermentacion de azlcares, se producen acidos, que se detectan por medio del
indicador rojo de fenol, el cual vira al color amarillo en medio &cido. El tiosulfato de
sodio se reduce a sulfuro de hidrégeno que reacciona luego con una sal de hierro
proporcionando el tipico sulfuro de hierro de color negro.

Formula (en gramos por litro)

EXTracto de CAIMEe.........ooiiiiiiiiiiee e eeeaeeeees 3.0
PIUFMPEPIONGL. ...t 20.0
ClOrUro d€ SOUIO.....ueiiiiiiiiiee et e e e e e e e e eee e 5.0
2 To1 (0 157= TSP PPPPTTR 10.0
Y= (0r= {015 H TP 10.0
(€180 1> PSR 1.0
Sulfato de hierro Y @amonio.............uueuueiiiiiiiiie e 0.2
TIiOSUIfatO dE SOIO. . ...ttt 0.2
ROJO A€ FENOL. ... 0.025
A .t ae e 13.0
pH FINAL: 7.3 +0.2

Instrucciones

Suspender 62,5 g del polvo en 1 | de agua purificada. Dejar reposar 5 min. Mezclar
bien, calentar con agitacion frecuente y hervir 1 o 2 min hasta disolucion total.
Distribuir en tubos, llenandolos con un volumen que ocupe hasta la tercera parte de
los mismos. Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 min.

Enfriar y dejar solidificar el agar en pico de flauta profundo.

Caracteristicas Del Producto

Medio de cultivo deshidratado: color beige claro, homogéneo, libre deslizamiento.
Medio de cultivo preparado: color rojo.

Almacenamiento

Medio de cultivo deshidratado a 10-35 °C.

Medio de cultivo preparado a 2-8 °C.
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Procedimiento

Siembra

A partir de un cultivo puro del microorganismo en estudio, con aguja de inoculacion
inocular el medio de cultivo, picando el fondo y extendiendo sobre la superficie del
mismo.

Incubacion

En aerobiosis, a 35-37°C durante 18 a 24 h.

APl 20 e

Principio

API 20 E es un sistema de identificacion estandarizado para Enterobacteriaceae ,
Gram negativas que utilizan veintiiin galerias bioquimicas miniaturizadas y una base
de datos. Basicamente consta de veintiuna pruebas bioquimicas estandarizadas y
miniaturizadas y una base de datos. Este sistema presenta las ventajas de ser
rapido, eficaz y de permitir realizar numerosas pruebas a la vez. Cada tira de API
20E contiene veinte microtubos o pocillos con distintos sustratos deshidratados.
Cada tubo es una prueba bioquimica distinta. La prueba numero veintiuno, la
oxidasa, se hace de forma independiente a la tira.

Preparacién

A partir de una colonia bien aislada del microorganismos en medio liquido LB, hacer
una suspension en 5 ml de solucion salina (1% de cloruro de sodio) o 5 ml de agua
esteril.

Cada pozo de la tira de veinte pruebas bioquimicas tiene un tubo y una cupula, Se
llena con la suspension de bacterias los tubos, no la cupula de todos los pocillos.
Solo se llena la cupula con la suspension de las bacterias de los pozos CIT, VP y
GEL.

Se cubre con parafina liquida las cupulas de los pozos ADH, LDC, ODC, URE, H2S,
para obtener anaerobiosis.

Colocar agua estéril en los alvéolos de la camara para proporcionar una atmaosfera
hameda durante la incubacion. Las tiras se ponen a incubar a 38 °C durante 24 h.

Para interpretar los resultados se colocan los siguientes reactivos:
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TDA afadir una gota de cloruro férrico al 10 %; VP afadir una gota del reactivo 1
(hidroxido de potasio al 40%) y una gota del reactivo 2 (etanol); IND afiadir una gota
de reactivo de Kovacs o de dimetilamino-cinamaldehido y oxidasa; afiadir una gota

del reactivo (tetrafenilendiamina) recién preparado.
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