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RESUMEN

Hace casi cuatro décadas se registrd la existencia de bacterias en las glandulas accesorias de
las hembras de Costelytra zealandica (White), a las cuales se les atribuyé la produccién de
un atrayente sexual. A partir de este antecedente, en afios recientes se ha iniciado la
busqueda e identificacion de microorganismos con estas caracteristicas, en asociacion con
“melolontidos” (Coleoptera: Melolonthidae) de especies distribuidas en México. Para tales
fines, en el presente estudio, se consideré a Phyllophaga ravida (Blanchard) como modelo
biolégico. Con el estudio morfoldgico, se encontr6 que el aparato reproductor de las
hembras de P. ravida es similar al aparato reproductor de las hembras de otras especies del
género, con diferencias minimas en organizacion estructural. En el interior de la camara
genital se encontraron dos tipos de colonias de bacterias con un olor “pronunciado”
particular: las denominadas colonias “PRA” y “PRB”. La colonia PRA mostr6 una
coloracién amarilla, consistencia cremosa, traslicida, brillante, con un tamafio de 4 a 5 mm;
con bacterias de forma de cocobacilo Gram negativo. La colonia PRB presentd una
coloracién blanca, consistencia lisa, tamafio de 1 a 2 mm, es traslicida y las bacterias
mostraron forma de cocos Gram negativos. En estas mismas hembras se observo el
crecimiento de una gran variedad de colonias en las muestras obtenidas del tubo digestivo,
con una importante diversidad de colonias bacterianas; la mayor parte de las bacterias
fueron Gram positivas con diferente morfologia, desde bacilos hasta cocobacilos, cocos y
estreptobacilos. Con la prueba bioquimica APl 20E, se observo que la colonia PRA
produce H3S, Indol y NO», reaccionando a la ureasa, triptéfano-desaminasa y gelatinasa,
ademas de llevar a cabo fermentacién-oxidacién de glucosa y sacarosa; en los medios
selectivos resultaron positivas para Salmonela Shigella, eosina azul de metileno y Mac
Conkey Lac negativo. En contraste, la colonia PRB resultdé positiva para arginina-
dihidrolasa, triptofano desaminasa, ademas de desarrollar fermentacion-oxidacion de
glucosa y de sacarosa; en los medios selectivos, resultaron positivas para sal-manitol y agar
Mac Conkey Lac negativo. Estas evidencias permiten sugerir que los microorganismos
encontrados, por su ubicacién en el interior de la cAmara genital de P. ravida, podrian estar

relacionadas con la produccidn de atrayentes quimicos en esta especie.
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1-INTRODUCCION

Las bacterias han existido por billones de afios en la Tierra, siendo los organismos mas
abundantes y mas estudiados desde épocas muy antiguas. Gran parte de la investigacion de
estos microorganismos se ha enfocado al ambito meédico, industrial, econdmico,
biotecnoldgico y ecoldgico (Davis et al., 2013). Dentro de estos estudios hay algunos de
gran relevancia que han demostrado que ciertos microorganismos producen y liberan
sustancias volatiles que provocan respuestas comportamentales en otros organismos.
Recientemente ha surgido el interés de estudiar la asociacion de estos microorganismaos con
insectos, desde diferentes enfoques, como el quimico-ecoldgico. En este sentido, la
bldsqueda de sitios de produccion de atrayentes sexuales (AS) ha despertado el interés, en
un grupo en particular: el de los coledpteros Melolonthidae (“meloldntidos”) (Cherman y
Morén, 2014). En algunas especies de este grupo se han localizado epitelios especializados
en la produccion de AS en sitios especificos del cuerpo (esternitos abdominales y placa
anal) y del aparato reproductor de hembras (camara genital y glandulas accesorias) de los
géneros Holotrichia y Phyllophaga (Tada y Leal, 1997; Romero-L6pez et al., 2011). Estas
sustancias quimicas transmiten informacion en una relacion entre muchos individuos,
provocando en el receptor una respuesta comportamental o fisiolégica, con caracter
adaptativo para cualquiera de los interactuantes o para ambos (Dicke y Sabelis, 1988). Los
AS y feromonas sexuales (FS) median interacciones entre organismos de la misma especie

y diferente sexo, con fines de apareamiento (Dicke y Sabelis, 1988).

Para los meloléntidos, la informacion es practicamente nula y sin existencia para especies
mexicanas acerca de posibles asociaciones de estos organismos con bacterias para la

produccién de AS. Con el presente trabajo se pretende atender esta necesidad, iniciando la
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bldsqueda de microorganismos en el interior del aparato reproductor de las hembras de una
especie perteneciente a los meloléntidos, estudiando sus algunas caracteristicas basicas
morfoldgicas, bioquimicas y metabdlicas. De esta forma, se espera complementar la
informacion con la que ya se cuenta sobre la comunicacidon quimica sexual de este grupo de
insectos, enfocando la atencidn en la parte emisora (produccion y liberacion de AS) desde

un enfoque microbiolégico, tomando como modelo biol6gico a P. ravida.

2.- ANTECEDENTES

2.1.- Interaccion entre microorganismos con otros organismos

En la actualidad las interacciones entre los microorganismos con su hospedero pueden ser
de varios tipos como comensalismo, mutualismo y parasitismo o patogenicidad (Rodriguez
y Redman, 2007). Los microorganismos llevan a cabo miles de interacciones positivas o
negativas con otros seres vivos. Ejemplos de este tipo de interacciones positivas se pueden
encontrar con algunas bacterias Gram negativas que se encuentran en el interior de las
raices de plantas, como en el caso de Azospirillum brasilense, Azotobacter sp., Acetobacter
diazotrophicus y Burkholdemia cepacia, las cuales presentan caracteristicas particulares
como la fijacion de nitrégeno, sintesis de auxinas, produccién de acido indolacético,
sideroforos, antibioticos y enzimas liticas detoxificadora, utilizadas para promover el
crecimiento en las plantas (Torriente, 2010). En otros ejemplos de interacciones positivas,
los microorganismos pueden cambiar el estilo de vida de algunos organismos hasta incluso
su adaptaciéon, como en el caso de los animales. Las proteobacterias, bacteroidetes,

firmicutes, actinobacterias y verrucomicrobios se encuentran en el interior del intestino de
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diferentes mamiferos en donde llevan a cabo la sintesis de vitaminas, la regulacién de
secreciones gastrointestinales, digestion de macronutrientes y Xxenobidticos, sintesis de
antibidticos, estimulacion de secreciones IgA, regulacién de la produccion de citoquinas,
entre otras funciones (Pandeya et al., 2012). En algunos peces, la interaccién con bacterias
de Aliivibrio fischeri permite la formaciéon de o6rganos luminosos necesarios para el
desarrollo de diferentes actividades cotidianas (Postigo-Ruiz, 2011). Algo parecido se
puede presenciar en roedores donde algunas bacterias como Bacteroides fragilis producen
polisacaridos, que estadn involucrados en la organogénesis del tejido linfoide del ratén e
inducen la correccion de posibles deficiencias y desequilibrio en las células linfocitarias
“T”, permitiendo asi la maduracion celular durante el desarrollo del sistema inmunologico

(Postigo-Ruiz, 2011).

La participacion de los microorganismos en el interior de otros organismos mas complejos,
es de una gran importancia por estar involucrados en procesos vitales o regulatorios, hasta
incluso evolutivos, como se vio anteriormente y de esta manera se establece la importancia
del estudio de estos microorganismos desde todos los d&mbitos posibles y tener asi una

mayor comprension de los fendmenos existentes en la naturaleza.

2.2. Interacciones entre microorganismos con insectos

En los insectos las relaciones biol6gicas con microorganismos se presentan en algunos
procesos bioldgicos de sus hospederos, permitiendo asi la existencia de ambos individuos.
Se ha citado en la literatura especializada que integrantes de las familias Staphylinidae,

Curculionidae y Chrysomelidae establecen interacciones con microorganismos de las
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especies Acyrthosiphon pisum, Pseudomonas syringa, Ophiostoma ips, Pseudomonas
aeruginosa, Sitophilus oryzae y Sitophilus zeamais y de los géneros Botryosphaeria,
Ramichloridium, Cladophialophora, Fonsecaea, Rhynchostoma, Phomopsis, Aspergillus,
Paecilomyces, Penicillium, Rhizomucor, Trametes, Trichosporon, Geotrichum vy
Leptosphaerulina. Estos microorganismos presentan caracteristicas ligno-celuloliticas para
poder degradar componentes de carboximetilcelulosa. Existen otros microorganismos con
caracteristicas que les permiten proteger a los insectos de temperaturas bajas, ademas de
ayudar en la absorcion de nutrientes y produccion de elementos protectores para los
insectos contra otros organismos (Konig and Varma 2006; Delalibera, 2005; Rajagopal et

al., 2009).

Muchos de los trabajos acerca del estudio de las interacciones entre microorganismos e
insectos se enfocan en la blsqueda de bacterias con atributos para la degradacién de
polisacaridos, como la celulosa. En este sentido, Lynd (2002), Devries (2001), Kumar
(2008), Warren (1996), Geib et al. (2008), Sung (2003) y Rojas-Jiménez (2015),
encontraron que algunos microorganismos como Actinomycetales, Clostridiales,
Trichoderma viride, Ufsarium Oxusporin, Piptoporus betulinus, Peniillium echinualatum,
P. purpurogenum, Sporotrichum thermophile, Scyalidium thermophillum, entre otros mas,
poseen la capacidad de degradar la celulosa. Algunos de estos microorganismos se han
encontrado en el interior de algunos cole6pteros pertenecientes a la familia Cerambycidae,
Passalidae y en el interior de Anoplophora glabrioennis (Motschulsky) y Zootermopsis
angusticollis (Hagen). En cambio, otras interacciones microorganismo-insecto han sido
menos estudiadas como el estudio de microorganismos relacionados con la produccion de

volatiles que provoquen una respuesta comportamental. Staphylococcus bacterium,
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Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii, Sphingobacterium
multivorum, Enterobacter agglomerans y Ophiostoma ips poseen la capacidad de producir
componentes volatiles como amoniaco, metilamina, 3-metil-butanamina, 1-pirrolina,
2,3,4,5-tetrahidropiridina, pirazinas, acido acético, 3-hidroxi-2-butanona, 2-feniletanol,
indol, trimetilpirazina y verbenonas (Leroy et al., 2011; Davis et al., 2013), las cuales
provocan respuestas comportamentales en los insectos relacionadas con la oviposicion, la

repelencia y la atraccion (Leroy et al., 2011; Davis et al., 2013).

2.3.- Coleo6pteros Melolonthidae
2.3.1.- Clasificacién taxonomica

La clasificacién reciente de los melolontidos se basa en la propuesta de Cherman y Morén
(2014), la cual valida el empleo de este nivel taxondmico para su estudio. En general, la
familia Melolonthidae estd integrada por seis subfamilias: Melolonthinae, Dynastinae,
Rutelinae, Hopliinae, Sericinae y Euchirinae; a su vez, junto con las familias Scarabaeidae,
Cetoniidae, Lucanidae, Passalidae, Trogidae conforman la superfamilia Scarabaeoidea
(Lamellicornia). Las caracteristicas representativas de los integrantes de esta familia son la
maza antenal formada por tres a seis lamelas brillantes con sedas dispersas, cuerpo ovalado
de colores diversos, ademas de que en los Ultimos tres segmentos abdominales hay orificios
respiratorios que estdn situados en el borde superior de los esternitos, entre otras

caracteristicas.

2.3.2.- Generalidades de habitos alimentarios y desarrollo
Los meloldntidos estan presentes en casi todos los ecosistemas terrestres, excepto en

ambientes con hielo perenne. Se pueden encontrar desde el edafon hasta el dosel. Sus
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habitos se consideran diurnos, crepusculares o nocturnos. Algunas especies tienen
asociaciones con nidos o madrigueras (Moron et al., 2014). También se les considera como
seres con importancia ecoldgica por ser degradadores, por intervenir en la polinizacion de
algunas plantas y contribuir como bioindicadores zoogeograficos y biolégicos (Amat-
Garcia et al., 2005). Los adultos se alimentan de tejido vegetal vivo, madera, hojarasca,
humus, asi como de secreciones vegetales dulces que provienen de frutos maduros o
fermentados. Algunas especies presentan habitos alimentarios de tipo filo-riz6fagos, filo-
xil6fagos, caulo-sapréfagos y fle-xiléfagos, mientras que otras cuentan con habitos
riz6fagos, sapro-melifagos, sapro-antéfagos y xilo-melifagos (Amat-Garcia et al., 2005).
En estado larvario su dieta se basa en raices, humus o xilema, bulbos, tubérculos, tejido
vegetal humificado y desechos vegetales. Por algunos habitos alimentarios, ciertas especies
son consideradas como plagas en estado adulto y larvario, ya que afectan cultivos como
maiz, frijol, cafia de azucar, algodén, arroz, sorgo, pastos, trigo, rosal, plantulas de viveros,
papa, fresa, chiles, acelga, camote, durazno, garbanzo, haba, jitomate, manzano, betabel,

zanahoria, espinaca, cebolla y sorgo (Mordn, 1986; Amat-Garcia et al., 2005).

Los escarabajos de esta familia cuentan con un tipo de desarrollo conocido como
metamorfosis completa u holometabola, en donde se presentan una serie de pasos de
embriogénesis y diferenciacion con etapas larvarias y pupales (Amat-Garcia et al., 2005).
Las hembras ovipositan en el suelo a profundidades de 5 cm a 15 cm. Los huevos
incrementan su tamafio conforme avanza su desarrollo; éstos presentan forma esferoide,
elipsoide o ligeramente cilindrica y estan conformados por el corion (células foliculares del
ovario). El siguiente evento es la ruptura del corion para la emergencia de las larvas, a los

12 o 14 dias después de haber ovipositado; a esta primera etapa se le denomina primer
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estadio larval. La siguiente etapa es la larva de segundo estadio donde aumenta la capa
cefalica mas o menos un 38% con respecto a la larva del primer estadio. La Gltima etapa es
la del tercer estadio; aqui se lleva a cabo un aumento de tamafio a diferencia de la larva de
segundo estadio; ademas, presenta una cabeza mas esclerosada, con mandibulas de mayor
tamafio y fuerza. Una vez alcanzado el tercer estadio, la larva sufre una etapa conocida
como pupa, en la cual se encuentra inactiva, semejante a un estado de latencia con un
cambio de las estructuras internas y externas. Por ultimo, la pupa se rompe por el efecto de
las lluvias de mayo a junio, emergiendo el imago o adulto para llevar a cabo las diferentes
actividades propias de esta etapa (Ortega-Ojeda, 2005; Amat-Garcia et al., 2005; Ramos-

Santafe et al., 2013).

2.3.3.- Generalidades morfologicas

Morfologia externa

Los adultos de esta familia tienen expuestos o escondidos el labro y las mandibulas bajo el
clipeo. Presentan mandibulas esclerosadas, antenas con ocho o diez artejos, de las cuales,
sélo de tres a siete forman la maza antenal; ademas, sus lamelas plegadizas, en su mayoria,
tienen sensilas placoideas y esta presente el canthus ocular. En el abdomen presentan seis
esternitos, siete pares de orificios respiratorios (tres o cuatro estan en la region pleura), dos
0 tres en los extremos esternales y uno se encuentra en la zona tergal. La placa pigidial esta
completamente expuesta o cubierta por los élitros en algunas zonas. Los parameros
genitales masculinos son bilobulados o fusionados. El dimorfismo sexual en esta familia va
de lo muy notable a lo poco visible. La coloracién de los organismos es diversa, creada por

elementos quimicos, fisicos o fisicoquimicos. El tamafio de los adultos es muy variable, ya
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que la longitud de sus cuerpos va de los 3 mm hasta los 130 mm, la anchura de los élitros
oscila de 1.8 a 51 mm y la expansion de las alas es de 8 a 230 mm. En la Gltima etapa del
estado larvario, la longitud dorsal va de los 12 a los 225 mm y el ancho del abdomen de 2 a
40 mm (Morén et al., 2014).

En el estado larvario son escarabeiformes, presentando antenas con cuatro artejos
alargados. Su epifaringe es asimétrica con tormae separada. EI maxilar contiene galea y
lacinia fusionadas. Sus placas respiratorias son cribiformes. Las extremidades posteriores
presentan forma alargada. Su abdomen muestra nueve segmentos, cuatro pares de orificios
respiratorios funcionales de forma anular y cuatro pares rosetiformes que se encuentran
atrofiados, algunos con 6rganos dioneiforme y urogomphi (Moron et al., 2014).

Morfologia interna

El aparato reproductor femenino de los insectos en general, incluyendo a los meloldntidos,
(Figura 1), cuenta con un par de ovarios con sistemas de conductos. Cada uno de los
ovarios presenta grupos de ovariolas, las cuales en su base forman el pedicelo; éstos a su
vez, se retnen para formar el céliz, el cual se abre a un oviducto lateral. La agrupacién de
los oviductos laterales forma el oviducto comin que desemboca hasta la cAmara genital
(vagina), en la cual se pueden encontrar otras estructuras asociadas como la espermateca, la
glandula espermatica y glandulas accesorias (Cabezas-Melara, 1996; Martinez y Moron,

2015).
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Filamento terminal

FZona
celular
garminal
Cvario Zona de
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Glandula
accesoria

Gonoporo ~ Vagina Pedicelo

Figura 1. Componentes del sistema reproductor femenino de los insectos y meloléntidos (tomado de
Cabezas-Melara, 1996).

En general, el tubo digestivo de los insectos y de los melolontidos (Figura 2) esta
constituido por tres regiones: el estomodeo, el mesenterén y el proctodeo. EI estomodeo
comprende la faringe, el es6fago, un tubo estrecho después de la faringe, el buche, un
alargamiento del esdfago y el proventriculo que contiene el estomodeica. La siguiente
seccidon (mesenterén) consta de una bolsa de didmetro uniforme que por lo regular esta
dividido en dos o mds partes. La Gltima parte del sistema digestivo (proctodeo) estéa
dividida en dos regiones: el intestino anterior y el recto. El intestino anterior consta de una
parte anterior, el ileo y el colon, ademas el tubo digestivo se encuentra muy cerca del

sistema reproductor femenino (Berberet y Helms, 1972; Cabezas-Melara, 1996).
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Figura 2. Secciones del tubo digestivo de los insectos y melolétidos (tomado de Cabezas-Melara, 1996).

2.3.4.- Aspectos de comunicacion quimica de los melolontidos

La ecologia quimica se encarga del estudio de sustancias quimicas relacionadas en las
interacciones ecoldgicas intra e interespecificas entre organismos (Wood, 1983; Cortez,
2013). Dichas sustancias quimicas son consideradas como infoquimicos, los cuales
transmiten informacion en una interaccidn entre muchos individuos, provocando en el
receptor una respuesta conductual o fisiolégica, con caracter adaptativo para cualquiera de
los interactuantes o para ambos (Dicke y Sabelis, 1988). Dentro de estas sustancias
quimicas se encuentran los aleloquimicos y las feromonas. Los aleloquimicos median
interacciones entre dos individuos de diferentes especies y se dividen en alomonas (el
segundo interactuante se favorece en el contacto), kairomonas (solo el primero de los
interactuantes se beneficia) y sinomonas (ambos interactuantes son beneficiados). En el

caso de las feromonas, son sustancias que se encuentran involucradas en interacciones entre
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individuos de la misma especie, destacan las feromonas sexuales (FS), los cuales median
interacciones entre organismos de la misma especie y diferente sexo, con fines de
apareamiento (Nordlund y Lewis, 1976; Dicke y Sabelis, 1988). Esto es la base para
entender un esquema de ecologia quimica en cualquier modelo bioldgico. En este caso en
particular, se cuenta ya con informacion sobre la comunicaciéon quimica y el
comportamiento sexual de los melolontidos, lo que en conjunto se ha denominado
“comunicacion quimica sexual” (Romero-Lépez et al., 2010a). Esto 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. Con base en esto se ha encontrado que en los melolontidos 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
exposicién de la caAmara genital; en este preciso momento se sugiere que son liberados los
infoquimicos que atraen a los machos para el acercamiento y el contacto sexual (Romero-
Lopez et al., 2010a). El estudio del “emisor” ha permitido la obtencion de evidencias
morfoldgicas que confirman la existencia de sitios productores de FS o atrayentes sexuales
(AS) en hembras de los géneros Anomala y Holotrichia (Tada y Leal, 1996; Leal, 1998;
Kim y Leal, 1999). En especies de Anomala se ha encontrado que la produccion de los AS
y FS se lleva a cabo en células epiteliales localizadas en la placa anal y los esternitos
pigidiales de las hembras, asi como a través de pequefios poros cuticulares (Tada y Leal,
1997). En contraste, en especies de Holotrichia se ha observado que en la seccién posterior
de la camara genital hay células Clase I, relacionadas con la produccién y secrecién de

feromonas en insectos (Kim y Leal, 1999).
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Otros trabajos se han enfocado en el “mensaje quimico”, encontrandose que las FS de estos
insectos se componen principalmente de derivados de aminoéacidos, fenolicos, 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 1os quimiorreceptores localizados en las lamelas
antenales son el principal sitio de captacion de las feromonas (Leal, 1998; Ochieng et al.,

2002; Romero-Lopez et al., 2010b).

2.4.- El género Phyllophaga

2.4.1. Generalidades

Phyllophaga, propuesto por Thaddeus y Hariss en 1827, es un género que forma parte de la
subfamilia Melolonthinae y se divide en nueve subgéneros (Phytalus, Chlaenobia,
Listrochelus, Tostegoptera, Eugastra, Chirodines, Clemora, Cnemarachis y Triodonyx),
presenta mas de cuarenta grupos de especies y se estima que el género esta conformado por
792 especies (Mor6n, 1986; Moréon, 2003a; Evans et al., 2009). Los integrantes de este
género presentan formas muy variadas. En general, presentan un contorno ovalado-alargado
con seccion subcilindrica. En el caso de la superficie dorsal, ésta es muy variable. El
abdomen, en la mayoria, es robusto y convexo. El tamafio general es 15 mm de largo y de
ancho 6.5 mm. La mayoria de las especies de este género presentan una coloracién externa
pardo-amarillenta o pardo-rojiza (Morén, 1986). En México, son conocidos como “mayates
de mayo”, “escarabajos sanjuaneros”, “escarabajos de junio” o meloléntidos. En estado
larvario son mejor conocidas como “gallinas ciegas”, “gusanos blancos” o “nixticuiles”

(Moro6n, 1986). Los adultos se alimentan del follaje de un gran nimero de plantas frutales,
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forrajeras y de ornato. En estado larvario tienen una mayor importancia econémica en
nuestro pais, ya que se alimenta de raices de cultivos como la fresa, frijol, haba, maiz, etc.

(Morén, 1986; 2003b).

2.4.2. Anatomia interna de hembras de Phyllophaga: tubo digestivo y aparato reproductor

El aparato reproductor de las hembras de este género consta de un par de placas superiores
(supragenitales) y un par de placas inferiores (subgenitales), las cuales estan articuladas
entre si. Este par de placas se encuentran sostenidas por membranas plegadizas y cuentan
con una cadmara genital caracterizada por tener la intima gruesa y la presencia de estructuras
esclerosadas (Moron, 1986). También cuenta con una bolsa copulatrix que puede ser larga
pedunculada o corta sin peduinculo, la cual es alargada pedunculada y contiene una zona
tubular, seguida de una ampolla donde las membranas suelen tener las texturas graciles o
gruesas, con presencia o ausencia de estriaciones. En algunos casos, el pedinculo presenta
placas fuertemente esclerosadas o zonas con seda. La posicion de las bolsas regularmente
es dorsal con respecto al aparato reproductor abriéndose hacia el oviducto, cuando estan
reducidas las bolsas se abren directamente al antro o en la cdmara genital (Coca-Abia, et
al., 1993). El oviducto medio es un conducto cercano al antro genital. Es una zona con un
desarrollo medio que en algunos casos puede estar muy esclerosada; su morfologia y
tamafio es variable. La espermateca con su glandula son de las estructuras del aparato
reproductor con presencia mas constante en el género. Los integrantes de este género
presentan dos conductos, uno bulboso y otro tubular, los cuales no estan fuertemente
esclerosados (Coca-Abia, et al., 1993). Estos escarabajos poseen glandulas accesorias, las

cuales se abren ventralmente de la base del oviducto medio o de la bolsa copulatrix. En
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algunos casos quedan envueltas por la cAmara genital cuando ésta es de un tamafio muy
grande. Pueden presentarse uno o dos pares de glandulas accesorias: un par es semiesférico
de mayor tamafio y el otro par es tubular, de un tamafio menor al primer par (Coca-Abia, et
al., 1993; Romero-LoOpez et al., 2011). La cadmara genital presenta escleritos pares e
impares que, dependiendo de la especie, su forma y grado de esclerotizacién varian. En
algunos casos las especies de este género pueden presentar repliegues supra o
infraintestinales (Coca-Abia, et al., 1993). El tubo digestivo para este género presenta un
intestino anterior con una extensién dentro del protérax. Enseguida se encuentra el intestino
medio el cual desemboca en el VII segmento abdominal; el Gltimo segmento es el intestino

posterior donde esta el area de absorcion (Berberety Helms, 1972)

2.4.3. Comunicacién quimica sexual en integrantes de Phyllophaga

Para el género Phyllophaga, el comportamiento precopulatorio sigue el patron general de
los meloléntidos, con la particularidad de que el “llamado sexual” culmina con la
protrusion de la camara genital por parte de las hembras, con la posterior atraccién de los
machos con fines de apareamiento (Romero-LoOpez et al., 2010a). Con respecto a los demas
elementos de comunicacién quimica, se cuenta con datos sobre la “emision” para la especie
norteamericana Phyllophaga anxia (LeConte) (Berberet y Helms, 1972) y algunas
distribuidas en México, como es el caso de Phyllophaga opaca (Moser) (Romero-L6pez et
al., 2010b), Phyllophaga obsoleta (Blanchard) (Romero-Lépez et al., 2011) vy
Macrodactylus mexicanus (Burmeister) (Benitez-Herrera et al., 2015). Se sabe ya de la

existencia de un epitelio glandular especializado en el interior de la cAmara genital y de las
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glandulas accesorias (tipo | y tipo I1) de las hembras de dichas especies; todo ello asociado

a la produccién de los AS y FS.

2.5.- Phyllophaga ravida

2.5.1. Generalidades

Phyllophaga ravida (Figura 3) es un meloléntido que presenta un ciclo bioldgico anual y se
distribuye desde Estados Unidos hasta Guatemala, Belice y México (Moron et al., 1997).
Las larvas de esta especie se alimentan de raices de diversos cultivos agricolas, como el
maiz (Morén, 2003b), mientras que a los adultos se les ha asociado con hojas de Quercus
spp. (Fabaceae), posiblemente alimentandose de éstas (Romero-LoOpez et al., 2007). Los
adultos de P. ravida presentan una longitud de 12-14 mm, cuerpo alargado con una cabeza
chica comparada con el protérax, ojos grandes y clipeo trapezoidal redondeado. Las antenas
estdn compuestas por diez artejos. Las ufias tienen la base dilatada con el diente intermedio
largo. Cuenta con pronoto ancho con bordes prolongados en la parte medial. Espolones
metatibiales articulados. Los machos tienen una placa anal acanalada o ligeramente plana.
El cuerpo presenta una coloracion amarillenta o un color pardo rojizo (Hernandez-Cruz et
al., 2014). Las actividades de vuelo generales de P. ravida inician en los horarios de 20:15
a 20:40 hrs, con un periodo de 145 min. En lo referente al ciclo de vida, el periodo de
incubacion de los huevos va de los 9 a 30 dias. EI primer estadio larval dura entre 16 y 46
dias, el segundo estadio de 21 a 58 dias y el tercer estadio entre 76 y 127 dias. La pupa

tiene un periodo de desarrollo de 24 a 43 dias, previo a la emergencia del imago o adulto

21|Pagina



inmaduro; por lo tanto, el ciclo de vida de esta especie es anual (Aragon-Garcia et al.,

2005).

Figura 3. Imagenes de la hembra de Phyllopha ravida ((Blanchard). A) Acercamiento latera izquierdo. B)
Vista lateral izquierdo de la hembra postrada sobre sustrato. Tomado con cdmara digital modelo EC-

ES9ZZZBABCO.

2.5.2.- Comunicacién quimica sexual de P. ravida

Se sabe que el comportamiento precopulatorio de esta especie se inicia con la emergencia y
vuelo de las hembras alrededor de las 20:15 hrs; enseguida comienza el “llamado sexual”
donde las hembras exponen la camara genital (duracion aproximada de 139 s), para dar
paso al acercamiento de los machos (duracion aproximada de 30 s) y los intentos de copula
(23 s aproximadamente). Ya después, durante la cépula, los machos exponen su edeago, el
cual introducen dentro del conducto genital de las hembras (duracion aproximada de 700 s).
Al final, los machos retraen el edeago y se alejan de las hembras, las cuales permanecen

estaticas unos segundos para inmediatamente enterrarse en los sitios de donde emergieron
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originalmente (Romero-L6pez et al., 2007). De todo el esquema de comunicacién quimica
sexual de esta especie, al momento se cuenta con informacién exclusivamente sobre el
“receptor”, reportandose dimorfismo sexual evidente en el tipo, numero y distribucion de

quimiorreceptores en las lamelas antenales de los adultos (Romero-Lépez et al., 2010c).

2.6. Interaccion meloléntido-microorganismos desde un enfoque quimico-ecolégico

Hoyt et al. (1971) extrajeron bacterias de las glandulas accesorias de Costelytra zealandica,
a las cuales les atribuyeron la propiedad de producir fenol, el cual es el componente
principal del AS de esta especie; se trata del primer (y (nico) trabajo para meloléntidos en
el cual se menciona la presencia de bacterias involucradas en la produccion de AS. En
estudios para P. obsoleta y M. mexicanus, se ha sugerido la presencia de microorganismos
dentro de las glandulas accesorias (Romero-Lo6pez et al., 2011; Benitez-Herrera et al.,
2015), aunque no se han efectuado estudios microbiolégicos para contrastar esta

informacion.

3.- JUSTIFICACION

Para contar con mayor informacion acerca de cdmo se lleva a cabo cualquier tipo de
interaccién ecoldgica en la naturaleza, es necesario el estudio detallado de cada integrante
involucrado en forma individual, asi como de la interaccidon de todos los elementos desde
un enfoque integral. Para el estudio de las interacciones microorganismo-meloléntido, no es
la excepcion e incluso, requiere de un andlisis mas riguroso cuando se aborda desde el

contexto de la endosimbiosis y de la comunicacion quimica.
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En el presente estudio se plantea la bldsqueda de microorganismos en el interior de la
camara genital y glandulas accesorias de hembras de P. ravida. Ademas de complementar
el esquema de comunicacion (con mas datos sobre el “emisor”) y ampliar la informacion
sobre aspectos ecoldgicos, sistematicos y evolutivos del grupo Melolonthidae, con lo que se
esperar abrir una linea de investigacién desde una perspectiva microbioldgica, bioquimica y
metabdlica de la interaccion meloléntido-microorganismo. Todo ello, para sentar las bases
a mediano y largo plazo en pro de impulsar alternativas de manejo de especies consideradas

como plaga (como es P. ravida), a través del monitoreo de poblaciones por AS y FS.

4.-HIPOTESIS

En el interior de la camara genital y glandulas accesorias de hembras de P. ravida se
observan bacterias con caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas especificas, diferentes a
las de otras bacterias encontradas en el tubo digestivo y en la hemolinfa de las mismas

hembras y que algunas de estas caracteristicas estén ligadas en la produccion de los AS.

5.- OBJETIVOS

5.1.- General

Obtener informacion sobre la comunicacién quimica sexual de los meloldntidos, en
particular del sitio de emision de atrayentes sexuales, con la busqueda de microorganismos

dentro de estructuras del aparato reproductor de hembras de P. ravida.
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5.2.- Particulares

Obtener cultivos de microorganismos del interior de la cadmara genital y de las

glandulas accesorias (tipo | y tipo 1) de hembras de P. ravida.

e Obtener cultivos de microorganismos del tubo digestivo y de hemolinfa colectada
del interior de la region abdominal de las mismas hembras.

o Describir la morfologia de los microorganismos localizados dentro de la cdmara
genital, glandulas accesorias, tubo digestivo y hemolinfa de hembras de esta
especie, con base en técnicas basicas de identificacion.

e Efectuar pruebas microbiolégicas y de bioquimica microbioldgica con las colonias

previamente aisladas de la cdmara genital, glandulas accesorias, tubo digestivo y

hemolinfa de P. ravida.

6.- MATERIAL Y METODOS

6.1.- Obtencion de adultos de P. ravida

Las hembras de P. ravida se colectaron manualmente debajo de las ldmparas de luz de los
jardines de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla (BUAP) (coordenadas
19°00°13.2” N - 98°12°11.6” W). Los especimenes obtenidos se sexaron e identificaron
taxon6micamente con base en las claves dicotomicas de Moron (1986). Para los
experimentos, se seleccionaron las hembras que presentaban una apariencia corporal

externa sin deformaciones ni lesiones y sin la presencia de huevos en su regién abdominal.
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6.2.- Descripcion anatémica del aparato reproductor de hembras

Se utilizaron quince hembras de esta especie, las cuales se colocaron en solucién fisiolégica
Ringer (Anexo 1), donde se les extrajo el aparato reproductor. Cada uno de éstos se fijo con
Carnoy y se almacenaron en alcohol al 96%. Posteriormente, las muestras se sometieron a
la tincion con Negro de clorazol (Anexo 1) y se observaron a través de un microscopio de

luz clara (Olympus SZX7).

6.3.- Estudio microbiolégico basico

Las quince hembras seleccionadas con el criterio empleado para el estudio anatomico, se
sometieron a un proceso de lavado con agua destilada y etanol al 70%. Se colocaron en la
solucién Ringer (estéril) donde se disectaron ventral y longitudinalmente, con el objetivo de
extraer el aparato reproductor completo de cada una. De los aparatos reproductores
obtenidos, se separd la cdmara genital y las glandulas accesorias (tipo I-tipo 11), las cuales
se lavaron con etanol al 70% y posteriormente se colocaron en solucion Ringer (estéril). De
cada una de las cadmaras genitales se les realizaron cortes sagitales. De las mitades
obtenidas de las camaras genitales, se obtuvieron raspados del interior que a su vez se
depositaron en placas con agar Luria Bertani (LB) e incubandolas a 37°C por 24 h. Con las
glandulas tipo | se efectué el mismo procedimiento que con las cdmaras genitales. En el
caso de las glandulas tipo 11, se procedié a fragmentar el érgano. Posteriormente, se colocé
una fraccion sobre placas de agar LB con posterior incubacién a 37°C por 24 h. Del resto
del cuerpo se obtuvieron muestras del interior del tubo de hemolinfa, tubo digestivo y de la
solucién Ringer antes y después de colocar las partes del aparato reproductor. Dichos
raspados se sembraron en placas con agar LB y se incubaron a 37°C por 24 h. De las

bacterias que crecieron en el agar LB, se tom¢6 una “Unidad Formadora de Colonias” (UFC)
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a la cual se realiz6 su descripcion tomado en cuenta la forma, tamafio, borde, elevacion,
superficie, consistencia, luz trasmitida, luz reflejada y color. Para determinar su morfologia
bacteriana se realizé una tincién de Gram que basicamente se realizé un frotis, el cual se
sometié a cristal violeta, lugol, alcohol-cetona y safranina (cada componente durante 1
min); en cada paso la muestra se enjuagd con agua destilada. Las tinciones, una vez secas,

se observaron a 100x.

6.4. Estudio bioquimico-metabdlico

Los microorganismos encontrados dentro de la cdmara genital y de las glandulas accesorias
fueron considerados como UFCs para su cultivo en medio LB liquido con agitacién a 37°C
por 24 h. Del cultivo resultante se sometié a una dilucion de 1:100; de esta solucion se
tomaron 20 pl y se distribuyeron en placas con medio LB solido, obteniendo diluciones de
1x101 a 1x1071%, Se utiliz6 la dilucion 1x10® para efectuar una prueba API 20E, utilizando
las instrucciones del fabricante (Biomérieux) (Anexo 2). De las muestras de la cdmara
genital y tubo digestivo en las placas con medio LB, se consider6 una UFC para
posteriormente ser sembradas en diferentes medios selecticos como agar Mac Conkey,
citrato de Simmons, eosina azul de metileno, Salmonella-shigella y sal-manitol a 37°C, por

24 h.

7.- RESULTADOS

7.1.- Descripcion anatémica del aparato reproductor de hembras

En la Figura 4 se muestra el aparato reproductor de las hembras de P. ravida, el cual esta

conformado por dos ovarios, dos oviductos laterales, oviducto comdn, la espermateca, la
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glandula espermatica, la bursa copulatrix, tres pares de placas genitales, la cAmara genital y
dos pares de glandulas (tipo I-11). En la parte apical del aparato reproductor de las hembras
de P. ravida se localizan los ovarios que estan conformados por 6 ovariolas cada una. En
cada ovariola se observan de cinco a seis oocitos, en diferentes niveles de desarrollo. Las
uniones de las partes basales de las ovariolas dan lugar al céaliz en cada una de los ovarios.
Cada céliz se encuentra conectado con un oviducto lateral que a su vez estos dos Gltimos
conductos se unen para formar el oviducto comdn con un tamafio mayor que las estructuras
anteriores. En la region centro-lateral del aparato reproductor de las mimas hembras se
localizan dos conductos, uno de los conductos es largo y corto que tiene una parte muy
quitinizada con una ligera depresién. Este conducto se dirige hacia la bursa copulatrix, que
es una estructura semi-esférica rugosa que en su region basal presenta una zona
esclerosada. El segundo conducto muy delgado y corto, que es una estructura tubular
ligeramente encorvada de la parte medial, ademas, el mismo conducto se dirige hacia la
glandula de la espermateca, la cual es de forma semi-tubular, voluminosa, de un tamafio
mayor con respecto a la espermateca y presenta un tejido que la envuelve por completo.
Estas dos ultimas estructuras se encuentran unidas en la parte basal de la bursa copulatrix.
En la regién postero-dorsal del aparato reproductor de estas hembras se pueden localizar
dos pares de placas de coloracidn café en el extremo dorsal, las cuales presenta una forma
circular en la base y en la parte posterior presentan una forma puntiaguda de coloracion
negra, sin la presencia de fibras. En la parte postero-ventral del aparato reproductor de estas
hembras estd el Gltimo par de placas que presentan una forma irregular y con una
coloracion café; en la parte superior presentan una quitina gruesa y en la region basal
contienen pequefias fibras delgadas. A comparacion de las placas dorsales, las ventrales son

de mayor tamafio. En la base del oviducto comun se localiza la camara genital de las

28|Pagina



hembras de esta especie, la cual es de una forma semi-esférica y presenta una pared delgada
conformada por cuticula. De cada extremo de la parte anterior de la camara genital, se
encuentran unidas las glandulas tipo I. Estas glandulas son periformes de una coloracién
negra, que por la parte dorsal estan conectadas a la camara genital por un tejido tubular
ancho y corto. En la region anterior se encuentran conectadas a las glandulas tipo 1l
mediante un tejido tubular delgado. Estas glandulas son de forma tubular, de una coloracion

café y presentan un tamafio menor a comparacion de las glandulas tipo |I.
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Figura 4. Imagen donde se muestra una organizacion general de estructuras del aparato reproductor de las
hembras de Phyllophaga ravida. Bc= bursa copulatrix; Cg= cadmara genital; E= espermatoforo; Esp=
espermateca; Gl I= glandula accesoria tipo I; GI Il= glandula accesoria tipo Il; Gl esp= glandula de la
espermateca; Grm= germario; Oto= oocito; Ov= ovario; Ovc= oviducto comln; Ovl= oviducto lateral; Pld=

placa genital dorsal; Plv= placa genital ventral.

7.2.- Estudio microbiolégico bésico

Se observo el crecimiento de colonias bacterianas Unicamente en las muestras del tubo
digestivo y de la cdmara genital. En el caso de la hemolinfa (Figura 5C), las glandulas
accesorias de ambos tipos (Figura 5A y 5B) y en el Ringer antes y después de usar (Figura
5D), no se encontraron microorganismos. En el interior del tubo digestivo, se detecté una
gran diversidad de colonias bacterianas en las placas con medio LB solido (Figura 5E). La
mayoria de las bacterias presentes fueron Gram positivas con diferente morfologia, desde

bacilos y estreptobacilos hasta cocos y cocobacilos.

A B C

30|Pagina



Figura 5. Iméagenes de los cultivos bacterianos de diferentes partes del cuerpo de P.ravida, en medio LB. A)
Glandulas accesorias tipo I. B) Glandulas accesorias tipo Il. C) Hemolinfa. D) Ringer antes y después de

usar. E) Tubo digestivo.

Con respecto al interior de la camara genital, en las muestras extraidas se observé el
crecimiento de dos tipos de colonias bacterianas en el medio LB so6lido: “PRA” (siglas de
“Phyllophaga ravida amarillas”) y “PRB” (“Phyllophaga ravida blancas”) (Figura 6). La
colonia PRA (Figuras 6B y 6F) presentd6 una coloracion amarilla, borde liso, forma
irregular con una elevacion umbonada, consistencia cremosa, traslicida-brillante y con un
tamafio de 4 a 5 mm. Las bacterias de esta colonia mostraron una forma de bacilo de tipo
Gram negativas con un olor “pronunciado” muy particular. La colonia PRB (Figuras 6C y
6E) present6 una coloracion blanca, la forma del borde es lisa con una elevacidén convexa,
consistencia cremosa, presenta un tamafio de 1 a 2 mm, es traslicida y brillante. Las
bacterias presentes en esta colonia tienen la forma de cocos con clasificacion de Gram

negativas que al igual que las bacterias PRA presenta un olor particular y pronunciado.

A
D
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Figura 6. Iméagenes de las colonias bacterianas encontradas en el interior de la camara genital de Phyllophaga
ravida. A) Las dos colonias de bacterias en la placa con medio LB-agar. B) Colonias de bacterias “PRA”,
60x. C) Tincién de Gram y morfologia de las bacterias PRB, 100x. D) Las dos colonias de bacterias a 60x. F)
Colonia de las bacterias PRA a 10x. G) Tincidon de Gram y morfologia de las colonias de bacterias PRB.

100x.

7.3.- Estudio bioquimico-metabdlico

En la prueba API 20E, la colonia PRA produjo H>S (acido sulfhidrico), indol y NO; (6xido
de nitrégeno), presentd reaccién positiva para las enzimas ureasa, triptéfano-desaminasa y
gelatinasa, ademas lleva a cabo la fermentacion-oxidacion de glucosa y sacarosa (Figura 8).
En los medios selectivos, resultaron positivas para los medios Salmonella Shigella, eosina
azul de metileno y Mac Conkey Lac negativo (Figura 7). En contraste, la colonia PRB
resulté positiva para arginina-dihidrolasa y triptéfano desaminasa; también realiza la
fermentacién-oxidacién de glucosa y de sacarosa (Figura 9). En los medios selectivos,
resultaron positivas para sal-manitol y en el agar Mac Conkey Lac negativo (Figura 7). En
la Figura 10 se sintetizan los resultados positivos y negativos obtenidos para ambas

colonias de todas las pruebas a las que se sometieron.

32|Pagina



—-I {':i.ln"“ de —-l MNegativo

SImimons
| Eosina arzul de .
| metilemo _.I Paositivo
w | PH.A ——| Mac Conkey —l Lac negativo
] Salmonella - -
B | shigella —-| Fositivo
o3 -
- — . o Posgitivo Sal
g _-I Sal v manitol Megativo manitol
p— M "r
Citrato de it
[ —| Simmons —-| Megativo
| Eosina arxul de e
| metileno Negativo
= | PRE ——'l Mac Conkey —{ Megativo
] Salmonella e e
B | shigella —-| Lac negativo
—'I Sal ¥ manitol —'I Positivo

Figura 7. Pruebas bioquimicas de las colonias extraidas en la camara genital de Phyllophaga ravida (PRA y
PRB) a los medios selectivos citrato de Simmons, eosina azul de metileno, Mac Conkey, Salmonella Shigella

y sal-manitol.
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Figura 8. Material empleado para la prueba APl 20E con las colonias PRA. Las pruebas positivas fueron
H.S, URE, TDA, IND, GEL, GLU y SAC. H:S= é&cido sulfhidrico, URE= ureasa; TDA= triptéfano

desaminasa, IND= indol; GEL=gelatinasa; GLU= glucosa; SAC= sacarosa.
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Figura 9. Material empleado para la prueba API 20E con las colonias PRB, donde sali6 positivo en las

pruebas TDA, GLU y SAC. TDA= triptdfano desaminasa, GLU= glucosa; SAC= sacarosa.
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Figura 10. Pruebas positivas obtenidas en la tincién de Gram, prueba APl 20E y medios selectivos con las

colonias bacterianas PRA y PRB, encontradas en la camara genital de las hembras de Phyllophaga ravida.

8.- DISCUSION

El aparato reproductor de las hembras de P. ravida es similar al de otras especies del
género. La distribucién, organizacién de las estructuras y Organos son practicamente
idénticos a las del aparato reproductor de las hembras de otras especies del género como P.
obsoleta, P. opaca (Romero-Lépez et al.,, 2010b, 2011), Phyllophaga testaceipennis
(Blanchard), Phyllophaga latipes (Bates), Phyllophaga pruinosa (Blanchard), Phyllophaga
rugipennis (Schauffus), Phyllophaga setifera (Burmeister), Phyllophaga subrugosa
(Moser) y Phyllophaga tenuipilis (Bates) (Martinez-Morales et al., 2015). S6lo se pueden
apreciar algunas diferencias en la forma de las estructuras, en el tamafio de las mismas, la

cantidad y distribucién de los oocitos, por lo que en la mayoria de las especies del genero
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Phyllophaga presentan de cuatro a cinco oocitos por ovariola (Martinez-Morales et al.,
2015), mientras que para P. ravida son de cinco o seis oocitos por ovariola. La espermateca
y su glandula (solo por observacién) son ligeramente mas grandes con respecto a las
especies anteriormente mencionadas. Una diferencia muy distintiva de P. ravida es la
existencia de una zona esclerosada en la base de la bursa copulatrix. En esta zona es,
aparentemente, donde se conecta la espermateca junto con su glandula; en el caso de las
otras especies del género la espermateca y su glandula van directamente conectada a la
camara genital. Las glandulas accesorias de la mayoria de las especies de Phyllophaga, son
dos pares, pero también pueden presentar un solo par de gldndulas como en el caso de P.
latipes, P. opaca, P. pruinosa (Martinez-Morales et al., 2015). La forma de las glandulas
es muy variada, pero en general las glandulas tipo | son semi-globosas y las glandulas tipo
Il semi-tubulares (Martinez-Morales et al., 2015). El tamafio igual varia dependiendo de la
especie, pero se conserva que la glandula tipo | es de mayor tamafio con respecto a las
glandulas tipo Il (Martinez-Morales et al., 2015). En cambio, para las glandulas accesorias
de P. ravida se conservan estas mismas caracteristicas al poseer un par de ambos tipos de
glandulas, destacando que aparentemente las glandulas tipo | son de mayor tamafio que las
especies mencionadas anteriormente. Las placas genitales de algunos integrantes del género
Phyllophaga presenta una forma muy variada y pueden tener de dos a cuatro pares distintos
de placas donde la mayoria de las especies del género presentas solo un par de placas
genitales, por lo tanto, son consideraras como un caracter taxondmico (Martinez-Morales et
al., 2015). Las placas genitales de P. ravida son de forma distinta a las placas genitales de
las demas especies del género y lo que la distingue de la mayoria de las especies del género
es por presentar 3 pares de placas. Se puede observar que tiene cierta similitud con las

placas ventrales de P. obsoleta, P. rugipennis y P. setifera por tener un par de placas con
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forma de tenaza (Martinez-Morales et al., 2015). Para el caso de la camara genital es
similar que las deméas camaras genitales de las especies del género al ser de forma semi
redonda y ademaés es la region donde todas las estructuras desembocan. Con lo anterior se
obtuvo una descripcion del aparato reproductor completo e integrado de las hembras de P.
ravida (Blanchard) por lo que solo se contaba con una leve descripcion de algunos 6rganos
por separado del aparato reproductor de estas hembras (Martinez-Morales et al., 2015). Por
ultimo nos brinda las bases para complementar el esquema de comunicacién quimica sexual
de P. ravida permitiendo asi la posible localizacion de los sitios productores de
infoquimicos y ademas de facilitarnos la bldsqueda de los posibles sitios de alojamiento de

los microorganismos que pudieran estar involucrados en la produccion de AS.

Referente a los microorganismos, existen diferencias con respecto a lo que se observo en
las hembras de C. zealandica. En P. ravida se encontraron bacterias en el interior de la
camara genital, aunque no dentro de las glandulas accesorias como sucedi6 en el estudio de
Hoyt et al. (1971). La diferencia entre lo encontrado en P. ravida y en C. zealandica puede
ser que para esta Gltima el principal objetivo de la investigacion era la busqueda directa de
una FS para su uso en el manejo de C. zealandica. En contraste, el interés con P. ravida se
enfocd en la basqueda de posibles nuevos elementos involucrados en la producciéon de AS
dentro del esquema de la comunicacion quimica de estos meloldntidos. Por ello, ademas de
la obtencién de informacidn basica generada en este sentido, se promueve la apertura de
una linea de investigacion novedosa, proponiéndose una metodologia especifica que
permitiera una comprobacion y localizacién de microorganismos mas precisa en el interior
del aparato reproductor de las hembras, evitando asi contaminacién de otros

microorganismos pertenecientes al resto del cuerpo.
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Las bacterias encontradas especificamente en el interior de la camara genital de las hembras
de P. ravida posiblemente estén relacionadas con la participacion en alguna actividad vital
del escarabajo como se ha visto con otras especies de insectos. Ademas, estos
microorganismos que se encuentran comUnmente asociado a un d@rgano interno
comuUnmente tienen interacciones positivas y estan involucrados en el, desarrollo normal,
vital y evolutivo de los insectos (Rajagopal, 2009). Por lo tanto, desde el enfoque quimico-
ecolégico es posible que estos microrganismos encontrados especificamente en la camara
genital estén participando muy de cerca en el proceso de la comunicacién quimica sexual
de P. ravida con la produccidn de los AS, debido a que estan presentes en una de las zonas
productoras de estas sustancias (Kim y Leal 1999). También, se deben considerar que
nosotros demostramos que en el caso de las bacterias PRA producen productos metabélicos
derivados del azufre (H2S) y en otras especies de meloléntidos como Phyllophaga critina
(Burmeister) se ha reportado que dentro de la composicion quimica de su feromona
contiene componentes quimicos derivados de compuestos sulfurosos (Robbins et al., 2003).
Por lo anterior, es posible que las bacterias estén aportando componentes quimicos para la
elaboracién del AS junto con las glandulas accesorias, ya que éstas también estan
involucradas en la produccién de estos atrayentes (Berberet y Helms 1972; Zamotailov,
1988). Ahora bien, también se debe considerar la posibilidad de que las bacterias por si
solas estén sintetizando el AS mediante los productos derivados de su metabolismo como el
caso del indol y del amoniaco, que son elementos quimicos volatiles que producen las
bacterias PRA. Estos componentes volatiles se han reportado que en otros insectos provoca
una actividad biol6gica reflejada en respuestas de atraccion (Leroy et al., 2011; Davis et al.,

2013; Tillman et al., 1999). Incluso algunas otras bacterias también se ha reportado que
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producen componentes fendlicos que también son elementos principales en los AS de

algunos insectos (Leroy et al., 2011; Davis et a.,. 2013; Tillman et al., 1999).

Las colonias PRA aparentemente son las que estan mas relacionadas con la produccion del
AS por el metabolismo y los elementos volatiles que libera al ambiente, como se mencion6
anteriormente. En cambio, las PRB, con base en su metabolismo, no presenta elementos
volatiles; por lo tanto, estas bacterias podrian estar mas relacionadas con el mantenimiento
del medio en donde se desarrollan o incluso involucradas en aspectos de proteccién como
se ha documentado en otras bacterias encontradas en el intestino de algunos otros insectos
al no permitir el crecimiento de otros agentes bacterianos o flngicos al ser ingresando en la
ingesta (Pound et al., 2011). Por ello, se sugiere que la cAmara genital de las hembras de P.
ravida, es una estructura interna que al momento en que las hembras de esta especie
realizan el “llamado sexual”, para emitir los AS con el objetico de atraer al macho, exponen
esta estructura interna mediante un par de musculos (Romero-Lopez et al., 2010a), en este
preciso momento, al estar abierta la cdmara genital puede ingresar cualquier
microorganismo que se encuentre en el medio, por lo que se sugiere que las bacterias PRB
pudieran estar interviniendo en la proteccién de la camara genital mediante la eliminacion

de estos microorganismos externos.

Las PRA son bacterias aerobias, mesdéfilas que carecen de la capacidad de oxidar el
citocromo, aunque si tienen la capacidad para degradar el aminoacido triptéfano mediante
la enzima triptofanasa. Esta colonia posee la caracteristica de hidrolizar la gelatina a
péptidos y aminoacidos mediante la enzima gelatinasa, de desdoblar la urea para formar dos

moléculas de amoniaco mediante la accion de la enzima ureasa, ademas de liberar azufre
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enziméaticamente mediante la cisteinasa en aminoacidos que contienen azufre, produciendo
asi H;S. Ademas, presenta la caracteristica de desaminar la fenilalanina en éacido
fenilpiravico, pueden crecer en medios salinos (concentracion 10%) y tiene la capacidad de
fermentar la glucosa-sacarosa en CO», agua Yy energia. En cambio, las PRB cuentan con la
capacidad de desaminar la fenilalanina en acido fenilpirlvico, se establecen en medios
salinos (concentracion 10%) y fermentar la glucosa-sacarosa produciendo COg, agua y

energia (Koneman et al., 2006).

El presente estudio es el Gnico en su tipo en donde se consideran las caracteristicas
bioquimicas-metabdlicas de los microorganismos encontrados en el aparato reproductor de
un meloléntido, con el objetivo de obtener las primeras bases para la descripcion e
identificacion de las bacterias localizadas en la cAmara genital de P. ravida. También es
importante resaltar el hecho de que este trabajo puede cambiar como se estudia el esquema
de comunicacion quimica sexual de los melolontidos en la parte del emisor, al no solo
tomar en cuenta la cdAmara genital y las glandulas accesorias como los sitios exclusivos de
produccién de AS, si no también considerar un posible nuevo elemento (microorganismos)
en el esquema de comunicacion quimica sexual de los melolontidos para la produccién de
los AS que no es considerar como un epitelio “especializado” perteneciente al aparato

reproductor de las hembras de los meloléntidos.

Por todo lo anterior, es indispensable realizar més trabajos a los microorganismos
encontrados dentro del aparato reproductor de P. ravida, como la confirmacion de su

participacion en la ecologia-quimica de P. ravida con la comprobacion de su actividad de
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“atraccion” mediante bioensayos (estableciendo asi su simbiosis) y si es el caso, identificar
los elementos quimicos volatiles que estan emitiendo al ambiente estas bacterias, la
identificacion molecular de estas bacterias y el disefio de trampas de monitorio. También es
importante realizar trabajos acerca de la busqueda de microorganismos dentro de la camara
genital y en las glandulas accesorias en otros meloléntidos y comprobar sus actividades de

atraccion.

Por otro lado, este trabajo nos brinda incognitas fuera del contexto de la ecologia-quimica,
incégnitas que van de temas acerca de la coevolucion que existe dentro de estos dos
organismos (bacterias-melolontidos), temas referentes a la adquisicion-herencia de las
bacterias en el aparato reproductor de las hembras en los meloléntidos, temas sobre la
existencia-distribucion de otros microorganismos (no cultivables) en la camara genital y
glandulas accesorias del aparato reproductor de las hembras de estos escarabajos que no
estén inmersos en la produccién de AS. Con lo anterior se establecen posibles bases para la
construccion de lineas de investigacidn que estén fuera del contexto quimico-ecoldgico en

meloléntidos.

9.- CONCLUSIONES

1. La organizacién y ubicacién de estructuras y o6rganos del aparato reproductor de las

hembras de P. ravida son similares al de otras hembras del género.
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2. En el interior de la camara genital de hembras de P. ravida se encontraron dos tipos de
colonias bacterianas: la colonia PRA con morfologia de cocobacilo Gram-negativo y la

colonia PRB con morfologia de coco Gram negativo

3. Las bacterias encontradas en el tubo digestivo de P. ravida tienen morfologia y

metabolismos distintos a comparacién de las bacterias obtenidas de la cAmara genital.

4. Los requerimientos metabolicos de las dos colonias de bacterias en la camara genital son

distintos entre si y permiten sugerir la produccion de compuestos quimicos volatiles.

5. Las glandulas accesorias tipo | y tipo Il no presentaron crecimiento de microorganismos,

a diferencia de lo reportado por Hoyt et al., (1971) para hembras de C. zealandica.
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Anexo |
Reactivos utilizados

» Medio LB-agar: 5 gr de extracto de levadura, 10 gr de triptona, 10 gr de Nacl y 15
gr. de agar bacterioldgico en 1000 ml de agua destilada.

» Ringer: 0.5 gr de cloruro de sodio, 0.25 gr de cloruro de potasio, 0.3 gr de cloruro
de calcio y 0.2 gr de bicarbonato de sodio en 1000 ml de agua destilada.

» Solucidn de Negro de clorazol: 1 gr de negro de clorazol en 100 ml de alcohol al
70%.

>
Anexo 2

Instrucciones API 20E (Biomérieux):

e Abrir una ampolleta de APl NaCl 0.85% Medium (5 ml) o una APl Suspension
Medium (5 ml).

e Con una pipeta extraer una colonia bien aislada sobre medio agar. Utilizar
preferentemente cultivos “jovenes” (18-24 h).

e Realizar la suspension bacteriana homogeneizando cuidadosamente las bacterias en
el medio. Esta suspensién debe ser utilizada inmediatamente después de su
preparacion.

e Introducir la suspensién bacteriana en los tubos de la galeria con la ayuda de la
misma pipeta.

e Para las pruebas CIT, VP y GEL llenar el tubo y la cipula. Para las pruebas ADH,
LDC, ODC, H;S y URE llenar la cupula con aceite de parafina.

e Cerrar la cAmara de incubacidn e incubar a 36°C durante 18-24 h.
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