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EFECTO DE LA PRESENCIA DE LAS BACTERIAS SIMBIONTES INTESTINALES
EN EL DESARROLLO DE Triatoma dimidiata CON MIRAS A LA
PARATRANSGENESIS

RESUMEN

Uno de los principales vectores bioldgicos de Trypanosoma cruzi es Triatoma dimidiata, insecto
intra y peridomiciliar en México. Los triatominos poseen en su intestino bacterias simbiontes
extracelulares que son esenciales para su crecimiento y normal desarrollo; favorecen la
disponibilidad de Fe** de los eritrocitos, aminoacidos esenciales y de vitaminas del complejo B.
Estas bacterias se transmiten de insectos adultos a su progenie a travées de la coprofagia y se
pueden utilizar como vehiculos para el control de la enfermedad transmitida por los mismos con

base en el enfoque de la Paratransgenesis.

Novecientos huevos de T. dimidiata cepa Soconusco, genotipo Costa-Pacifico, se asignaron a 5
grupos iguales, un grupo control (no tratado) en condiciones de laboratorio, cuatro grupos
tratados con violeta de genciana al 0.5% durante 3 min y mantenidos en una campana de
esterilidad (a fin de obtener ninfas aposimbiontes). Las ninfas del grupo control se alimentaron
con sangre de conejo Nueva Zelanda; el segundo grupo (aposimbionte) fue alimentado con
sangre estéril, el tercero, cuarto y quinto grupos fueron alimentados con sangre suplementada
con 1x10° UFC de Bacillus megaterium cepa QM B1551, 1x10° UFC de Micrococcus luteus
cepa NCTC 2665 y una combinacion de ambas bacterias, respectivamente. Se midié el
porcentaje de eclosion, supervivencia, mortalidad peso y talla de las ninfas (antes y después de
la alimentacion). El andlisis estadistico de supervivencia se ajusté a un modelo proporcional de
Cox y las comparaciones multiples se realizaron con contrastes ortogonales y correccion de
Bonferroni. El peso y la talla de las ninfas fueron analizados por ANOVA de una via seguido
por pruebas de rango multiple de Duncan en el programa R version 3.1.1. En los 5 grupos se
observo el 100% de eclosion, la supervivencia se vio afectada en los grupos tratados, 172 ninfas
del grupo control alcanzaron el tercer estadio, en el segundo grupo ninguna de las ninfas alcanzo

el tercer estadio, 15, 6 y 23 ninfas de los grupos 3, 4, y 5 alcanzaron el tercer estadio
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respectivamente. EI modelo de Cox demuestra que existe una diferencia altamente significativa
entre los grupos (p(>|Chi|)<2.2e-16), sin embargo los contrastes ortogonales demostraron que
no existe diferencia significativa entre el grupo 3y 4 (p(>|z|) 0.227817). Existe una diferencia
significativa en cuanto a la cantidad de sangre ingerida durante la alimentacion, el grupo 2
(ninfas aposimbiontes) ingiere mas sangre en el primer estadio (F= 33.9; gl=4; p<0.0001), y en
el segundo estadio ingieren menos sangre (F= 9.38; gl= 4; p<0.0001) respecto a los demas
grupos; no existe diferencia significativa en la cantidad de sangre ingerida por las ninfas de
tercer estadio (F= 0.365; gl= 3; p>0.05). Existe una diferencia significativa en la talla de las
ninfas de segundo estadio (F= 3.5; gl=4; p=0.008), las ninfas del grupo aposimbionte mostraron
un menor tamafio en comparacion con los deméas grupos; no se encontraron diferencias
significativas en la talla de las ninfas de primer y tercer estadio (p>0.05). En conclusion, los
resultados de este estudio indican que, como en otros hemipteros, las ninfas aposimbiontes
producidas por la esterilizacion superficial de los huevos, exhiben un crecimiento retardado con
aumento de la mortalidad en las primeras etapas de desarrollo, lo que sugiere que los simbiontes
bacterianos juegan un papel importante en supervivencia, desarrollo, crecimiento, control de la
libido, ecdisis y defecacion. Los resultados demuestran que no es suficiente el que una sola
bacteria colonice el tracto digestivo para que los triatominos alcancen el estado adulto, como se
habia propuesto en otros estudios; los resultados obtenidos nos permiten proponer a Bacillus
megaterium como un candidato promisorio para ser utilizado en el enfoque de la

Paratransgenesis.

PALABRAS CLAVE: Triatoma dimidiata, Enfermedad de Chagas, bacterias simbiontes,

aposimbiosis, paratransgénesis.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es una enfermedad potencialmente mortal causada por el parasito
protozoario Trypanosoma cruzi, que es transmitido por insectos triatominos (WHO, 2016). Uno
de los principales vectores de T. cruzi es Triatoma dimidiata con habitos de alimentacion intra

y peridomiciliar (Dumonteil et al. 2002).

El éxito y la diversificacion evolutiva de los insectos han dependido en gran parte de sus
maultiples relaciones con microorganismos beneficiosos, principalmente las bacterias simbiontes
(Douglas, 2011). Estas bacterias tienen varios efectos benéficos sobre sus hospederos ya que
mejoran o complementan las dietas carentes de nutrientes (Ferrari & Vavre, 2011), ayudan a la
digestion de los alimentos, proveen proteccion contra depredadores, parasitos y agentes
patdgenos (Haine, 2008; Brownlie & Johnson, 2009; Douglas, 2011); ademas de contribuir a la
comunicacion inter e intraespecifica y controlar el sistema reproductivo (Engelstadter & Hurst,
2009; Douglas, 2011). En los insectos vectores de enfermedades, las bacterias simbiontes
pueden influir en la competencia vectorial (McMeniman et al. 2009; Ricci et al. 2012) o el
tiempo de desarrollo (Chouaia et al. 2012) y por lo tanto son considerados como objetivos

potenciales para el control de las enfermedades transmitidas por vector (ETV).

Las bacterias simbiontes existen naturalmente en el intestino de insectos silvestres y en
cautiverio, se adquieren mediante la ingesta de azucares, obtencion de sangre y a través de
materia orgénica en descomposicion utilizada como alimento (Hurwitz et al. 2011; McCarthy
etal. 2011).

Actualmente, se desarrolla una estrategia de control de vectores, basada en la modificacion de
bacterias simbiontes, llamada “Paratransgénesis” (Weiss & Aksoy, 2011). En esa estrategia, la
microbiota bacteriana nativa de vectores transmisores de agentes etiologicos se aisla y se
transforman genéticamente in vitro para exportar moléculas que interfieren con la transmision
de patdgenos (Hurwitz et al. 2011). Los ensayos de semicampo han demostrado que existe un
buen control en la difusion de los simbiontes modificados genéticamente en las poblaciones

naturales de triatominos, reforzando asi la viabilidad de la Paratransgenesis como parte de un
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programa de control integrado de vectores de la enfermedad de Chagas (Durvasula et al. 1999;
Hurwitz et al. 2011). El control de las ETV's por medio de la Paratransgenesis es mas favorable
en comparacion con otros métodos de control. En primer lugar, la manipulacion genética de las
bacterias simbiontes es mucho méas simple y mas rapida que la manipulacion genética de los
insectos y los simbiontes modificados genéticamente son mucho mas faciles de introducir en las
poblaciones de insectos que los transgenes y en segundo lugar las bacterias modificadas pueden

ser producidas a gran escala a un bajo costo.
El presente trabajo de investigacion, se enfoco en observar la influencia de dos de las bacterias

simbiontes intestinales en el desarrollo y ciclo de vida de T. dimidiata, vector principal de la
enfermedad de Chagas en el Sur de México, Centroamérica y la parte norte de Sudamérica.
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MATERIALES Y METODOS

a). Triatominos

Se utilizaron 900 huevos de Triatoma dimidiata cepa Soconusco, Genotipo Costa-Pacifico
pertenecientes a una colonia del insectario del CRISP y mantenidos a 27+2 °C; 655 % HR con
un fotoperiodo de 8:16 L:O.

b) Identificacion de las bacterias simbiontes intestinales

El contenido intestinal de los insectos se obtuvo mediante diseccion del abdomen, el intestino
completo se colocd en un tubo Eppendorf de 0.6ml con 50ul de PBS, se homogeniz6 y
posteriormente se llevo acabo la siembra de este en placas de agar para Infusion Cerebro
Corazon durante 24h a 37°C. Las colonias obtenidas fueron resembradas en caldo LB, 14h a

37°C, a partir de este cultivo se realizd la extraccion de ADN bacteriano.

Aislamiento de ADN
El aislamiento de ADN se realizé a partir de los pellets obtenidos del cultivo en LB, con el kit

comercial DNAzol® Reagent de la marca Molecular Research Center, Inc.

Amplificacion del gen 16S ribosomal.
Se realizd la amplificacion del gen 16S ribosomal mediante PCR, utilizando primer’s
especificos 63F (5'-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3) y 907R (5'-
CCGTCAATTCMTTTGAGTTT-3'), dando como resultado un producto de 900pb.

Purificacion y secuenciacion de los productos de interés
Los productos amplificados fueron purificados con el kit comercial QIAquick® PCR
Purification (QIAGEN). Posteriormente fueron enviados al Laboratorio Nacional de
Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental (LANBAMA) del Instituto Potosino de
Investigacion Cientifica y Tecnologica (IPICYT) para su secuenciacion. Las secuencias
obtenidas de los electroferogramas resultantes, se inspeccionaron mediante observacion directa
de la amplitud de sefial para determinar los fragmentos que convenian analizar en el programa

bioinforméatico Chromas Lite v2.0. El andlisis consistio en comparar las secuencias obtenidas
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con las almacenadas en la base de datos GenBank utilizando el programa de Nucleotide Blast
version 2.4.0+, disponible en el portal de internet del NCBI de los Estados Unidos de Norte
América (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/), a fin de encontrar similitudes y determinar los géneros

y especies de las bacterias detectadas.

Anadlisis filogenético

Las secuencias obtenidas fueron introducidas al programa MUSCLE (Edgar, 2004) en Seaview
version 4.0 (Gouy et al. 2010) a fin de realizar el alineamiento de las secuencias. Posteriormente
se utilizo el programa jModeltest2 para elegir el mejor modelo de sustitucion de nucle6tidos
para el conjunto de datos (Darriba et al. 2012). Se realiz6 una reconstruccion filogenética
bayesiana con el programa MrBayes (Huelsenbeck & Ronquist, 2001; Ronquist & Huelsenbeck,
2003), con una cadena de longitud de 5 millones de generaciones, las muestras fueron tomadas
cada 1000 generaciones. Se descartd el primer 25% de las muestras y la version final del arbol
filogenético fue editado en Figtree V.1.2.2 (Rambaut & Drummond, 2008).

c) Disefio experimental

Se utiliz6 un disefio de bloques al azar. EI nimero de huevos fue dividido en 5 grupos (180
individuos c/u), el grupo 1 no recibié ningun tratamiento, los cuatro grupos restantes recibieron
un tratamiento de esterilizacion superficial con violeta de genciana al 0.5% durante 3 minutos
(modificado de Brecher & Wigglesworth, 1944).

Una vez eclosionados los huevos, las ninfas del grupo 1 fueron monitoreadas en el insectario y
las de los cuatro grupos restantes se mantuvieron en una campana de esterilidad (CBS Scientific
Company, Inc.), las ninfas fueron alimentadas con sangre de conejo, bajo el siguiente esquema

de alimentacion:

Grupo 1: “grupo control” alimentadas con sangre de conejo.

Grupo 2: “Aposimbiosis” alimentadas con sangre estéril (lavado de eritrocitos e inactivacion
del plasma).

Grupo 3: alimentadas con sangre estéril y suplementada con 10° UFC de M. luteus cepa NCTC-
2665.
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Grupo 4: alimentadas con sangre estéril y suplementada con 10° UFC de B. megaterium cepa
QM-B1551.
Grupo 5: alimentadas con sangre estéril y suplementada con 10° UFC de ambas bacterias.

Los parametros evaluados fueron: porcentaje de eclosion, supervivencia, mortalidad, talla y

peso de las ninfas (antes y después de la alimentacién).

d). Analisis estadistico

El analisis estadistico de supervivencia se ajusté a un modelo proporcional de Cox y las
comparaciones mdultiples se realizaron con contrastes ortogonales y correccion de Bonferroni.
El peso vy la talla de las ninfas fueron analizados por ANOVA de una via seguido por pruebas
de rango multiple de Duncan como comparacion multiple de medias. Todos los andlisis fueron

realizados en el programa R version 3.1.1.

e). Consideraciones éticas y de bioseguridad
Todas las consideraciones éticas y de bioseguridad fueron revisadas y aprobadas por la comision
de ética y de bioseguridad del Instituto Nacional de Salud Publica con los numeros de

aprobacion C1:776 y CB730 respectivamente (Anexos 3y 4).
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RESULTADOS

Bacterias simbiontes intestinales (endosimbiontes secundarios)

En los cultivos bacterianos se observaron muy pocas colonias morfolégicamente diferentes en
cada placa de cultivo y para cada estadio, una caracteristica poco comun de estas bacterias es,
que su crecimiento optimo en medio liquido es a las 14 horas de cultivo. Se identificaron un
total de 7 cepas diferentes de todos los especimenes de T. dimidiata, mismas que cuentan con

un registro (numero de acceso) en el de GenBank (Tabla 1).

Tabla 1. Bacterias simbiontes intestinales identificadas en las diferentes etapas de
desarrollo de T. dimidiata.

NUmero de . . Etapa de
Bacteria species

acceso GenBank desarrollo
KX184211 Bacillus thuringiensis cepa TDTAP 01 3% estadio ninfal
KX184214 Brevibacterium avium cepa TDTAP 02 4" estadio ninfal
KX184219 Staphylococcus sp. cepa TDBCT 01 3% estadio ninfal
KX184221 Staphylococcus lentus cepa TDTAP 03 4" estadio ninfal

KX184222 Staphylococcus nepalensis cepa TDTAP 04 | 5% estadio ninfal
1°" estadio ninfal

Staphylococcus saprophyticus cepa TDBCT 2% estadio ninfal

KX184223
02 Adulto (macho)
Adulto (hembra)
1°" estadio ninfal
3% estadio ninfal
KX 184224 Staphylococcus saprophyticus subsp. bovis 4 estadio ninfal

cepa TDTAP 05 5 estadio ninfal

Adulto (macho)
Adulto (hembra)

Las 7 cepas encontradas pertenecen a 3 generos diferentes (Bacillus, Brevibacterium y
Staphylococcus) pertenecientes a los fila: Actinobacteria y Firmicutes. El filo con el mayor

numero de bacterias fue Firmicutes (6/7 aislados) (Fig.1).
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Figura 1. Arbol filogenético de las bacterias simbiontes intestinales de T. dimidiata.

Staphylococcus saprophyticus fue la Gnica especie que se encontrd en las diferentes etapas de

desarrollo, la cepa TDBCT 02 esta presente en los dos primeros estadios ninfales, tanto en el

tracto intestinal como en las heces, asi como también en las heces de los adultos (hembras y

machos). La subespecie bovis cepa TDTAP 05 se encontrd en la mayoria de los estadios ninfales

(excepto en la segunda etapa ninfal) y adultos (machos y hembras), tanto en el tracto intestinal

como en las heces.
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Efecto de la esterilizacion de los huevos y la adquisicion de un endosimbionte secundario
en el porcentaje de eclosion, supervivencia, mortalidad, talla y peso de los triatominos

Se evaluaron 4 desinfectantes (etanol, hipoclorito de sodio, violeta de genciana y iodopovidona)
a diferentes tiempos de exposicion (3, 4 y 5 minutos) (Tabla 2) a fin de establecer un protocolo
adecuado para la esterilizacion de huevos de T. dimidiata. Violeta de genciana exhibi6 el mejor

porcentaje de eclosion una viabilidad de las ninfas similar a lo observado en el grupo 1 (control).

Tabla 2. Eliminacién de bacterias en la superficie de los huevos (esterilizacién). La
esterilizacion superficial de huevos permite la obtencion de ninfas aposimbiontes.

Tiempos de exposicién a los desinfectantes.
3 min. 4 min. 5 min.
Grupo | Tratamiento | No. | EC VB | No. | EC VB | No. | EC VB
1 Et-OH 100% | 10 0 0 10 0 0 10 0 0
2 Et-OH 90% 10 0 0 10 0 0 10 0 0
3 Et-OH 80% 10 0 0 10 0 0 10 0 0
4 Et-OH 70% | 10 0 0 10 0 0 10 0 0
5 Et-OH 60% 10 1 2 10 0 0 10 0 0
6 Et-OH 50% 10 1 5 10 0 0 10 0 0
7 NaClO 10% | 10 0 0 10 0 0 10 0 0
8 NaClO 5% 10 0 0 10 0 0 10 0 0
9 NaCIlO 2% 10 5 4 10 1 1 10 0 0
10 NaCIlO 1% 10 5 4 10 1 1 10 0 0
11 NaClO 0.5% | 10 6 6 10 1 1 10 0 0
12 V.GEM 1% | 10 0 0 10 0 0 10 0 0
13 V.GEM 0.9% | 10 0 0 10 0 0 10 0 0
14 V.GEM 0.8% | 10 1 1 10 0 0 10 0 0
15 V.GEM0.7% | 10 1 2 10 0 0 10 0 0
16 V.GEM 0.6% | 10 4 9 10 1 3 10 0 0
17 V.GEM 0.5% | 10 10 15-20 | 10 3 7 10 1 1
18 I-POV 4% 10 0 0 10 0 0 10 0 0
19 I-POV 3% 10 2 1 10 0 0 10 0 0
20 I-POV 2% 10 3 56 | 10 0 0 10 0 0
21 I-POV 1% 10 6 10 10 1 3 10 0 0
22 I-POV 0.5% | 10 7 12 10 2 5 10 1 1

Numero de insectos (No.); eclosion (EC); VB (viabilidad).
Etanol (Et-OH); Hipoclorito de sodio (NaClO);
Violeta de genciana (V. GEM); lodopovidona (I-POV).
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El protocolo de esterilizacion (violeta de genciana al 0.5%, durante 3 minutos) no afecto el
desarrollo embrionario de los cuatro grupos tratados, el 100% de los huevos eclosiono (Fig. 2),
no existe diferencia significativa en el tiempo de eclosion de los cinco grupos (F= 1.09, gl= 4,
p=0.359) (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto de la esterilizacion superficial de los huevos de T. dimidiata
sobre el tiempo de eclosion. ANOVA de un factor sobre el tiempo de eclosion.

Suma de cuadrados | gl | Media cuadratica F Sig.

Inter-grupos 16.500 4 4.125 1.091 .359
Intra-grupos 3382.500 895 3.779
Total 3399.000 899

El efecto de la esterilizacion de la superficie del huevo fue mas pronunciado en el desarrollo
post-embrionario, es decir, el tiempo de desarrollo de los primeros dos estadios ninfales (Grupo
2: Aposimbionte), la reintroduccion de las bacterias simbiontes: Bacillus megaterium y
Micrococcus luteus en el primer estadio ninfal, disminuyen el porcentaje de mortalidad, permite
la ecdisis de un mayor nimero de insectos hasta el tercer estadio ninfal, asi como también un

aumento en la supervivencia de cada estadio ninfal (Tabla 4; Fig. 2; Fig. 3).

En los cuatro grupos tratados, el mayor porcentaje de mortalidad se acentu6 en el primer estadio
ninfal, para el grupo control, el mayor porcentaje de mortalidad, se observé en el segundo
estadio ninfal; de igual manera, la supervivencia, se vio afectada en los grupos tratados, 172
ninfas del grupo control alcanzaron el tercer estadio, en el segundo grupo (Aposimbiosis)
ninguna de las ninfas alcanzo el tercer estadio, 15, 6 y 23 ninfas de los grupos 3, 4, y 5 alcanzaron
el tercer estadio respectivamente. EI modelo de Cox demuestra que existe una diferencia
altamente significativa en la supervivencia de los grupos (p(>|Chi|)<2.2e-16), el analisis de
contrastes ortogonales nos indica que no se encontro diferencia significativa entre el grupo 3 y
4 (p(>Jz]) 0.227817) (Fig. 3; Tabla 4).
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Tabla 4. El efecto de la aposimbiosis y la reintroduccion de bacterias simbiontes en
el crecimiento, desarrollo y mortalidad de T. dimidiata. Se observo la duracién de cada
etapa ninfal y la mortalidad por estadios.

Tiempo de desarrollo (dias) Porcentaje de mortalidad
1er 2do 3er 1er 2do 3er
Huevo estadio | estadio | estadio | huevo | estadio | estadio | estadio
ninfal ninfal ninfal ninfal ninfal ninfal
Grupo 1 17.5+£1.7 172 29+2 3212 0 0.6% 3.9% 1.6%
(control) (180) (179) (172) (169) Q) @) 3)
Gr_upo_2 . 17.7£1.7 31+18 7+2 NA 0 97.7% 2.2% NA
(aposimbiosis) (180) (180) 4) (176) 4)
Grupo 3 17.9+2.1 79131 64+8 1345 0 86.6% 9.4% 3.8%
(M. luteus) (180) (180) (24) @) (156) @an @)
Grupo 4 17.7x2.4 | 64+35 67+16 50+11 0 66.6% 25% 8.3%
(B. megaterium) (180) (180) (60) (15) (120) (45) (15)
Grupo 5 17.7£1.7 76138 66+12 65+10 0 63.3% 23.8% 12.7%
(B. meg. + M. lut.) (180) (180) (66) (23) (114) (43) (23)

NA: no aplica (no existe registro).
En el apartado de tiempo de desarrollo, los nimeros entre paréntesis representan el nimero de individuos
existentes, y nimero de individuos muertos en el apartado de Mortalidad.

Mortalidad post-embrional

80.67
20.00
66.67
63.33
60,00
40.00
20,00
12.78
.44 £33
056 389 222 . 3.80
Control Aposimbiosnis I lutous E. me gaterinm M. luteus + B megateriim

ENinfal =Ninfa2 =Ninfa3
Figura 2. Porcentaje de mortalidad. La reintroduccion de las bacterias simbiontes disminuye la

mortalidad en cada etapa de desarrollo.

T

~****§<



Insti Nacional “Efecto de la presencia de las bacterias simbiontes en el desarrollo de Triatoma dimidiata con
RSO T miras a la Paratransgénesis”.

lud Pabli
de Salud Publica Montejo-L6pez R 2016

Funcion de supervivencia

Grupos

- \Normal

09+ IV Aposimbiontes

I Bacillus megaterium
Micrococcus luteus

0.8 1718 megaterium + M. luteus

0.7

CONTRASTES
ORTOGONALES

lvs2 < 2e-16 ***
l1vs3 | 3.53e-10 ***
lvsd | 195e-11 ***
lvs5 | 4.65e07***
2vs3 <2e-16 ***
2vsd <2e-16 ***

0.6

Supervivencia acumulada

=3 2vs5 <de-16 ***
. 3vsd 0.228
° 3vs5 | 0.000748 *+*
i dvs5 | 4.85e06**
0.1
00 T T T T T 1

| I | I | | I | | | | | |
0 10 20 30 4 5 6 70 8 9 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210
Tiempo de vida (en dias)
Figura 3. Curva de Supervivencia. La Aposimbiosis reduce la supervivencia de las ninfas de
T. dimidiata, la reintroduccion de las bacterias simbiontes aumenta tanto la supervivencia como

la ecdisis.

Se realizaron mediciones del peso y la talla de los triatominos en los diferentes estadios ninfales,
para el caso del peso, se hicieron mediciones antes y después de alimentar, a fin de conocer la
cantidad de sangre ingerida. Los resultados demuestran que existe una diferencia significativa
en la cantidad de sangre ingerida por las ninfas de primer estadio de los cinco grupos (F= 33.9,
gl= 4, p<0.0001), las comparaciones multiples de medias por Duncan indican que las ninfas del
grupo 2 (aposimbiosis) ingieren mas sangre (Fig. 4d,e), las ninfas de segundo estadio del grupo
2 (aposimbiosis) ingiere menos sangre respecto a los demas grupos (F=9.38, gl= 4, p<0.0001);
no se encontré diferencia significativa en la cantidad de sangre ingerida por las ninfas de tercer
estadio (F= 0.365, gl= 3, p>0.05) (Tabla 5).
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Existe una diferencia significativa en la talla de las ninfas de segundo estadio (F= 3.5, gl= 4,
p=0.008), las ninfas del grupo aposimbionte mostraron un menor tamafio, 0.1383 cm menos
respecto a los demaés grupos (Tabla 5), esto debido a malformaciones, se observé que no existe
un desarrollo eficiente del térax haciendo que la cabeza se doble hacia el abdomen, también se
observo una ecdisis incompleta (muerte del insecto dentro de la exuvia) (Fig. 4); no existe

diferencia significativa en la talla de las ninfas de primer y tercer estadio (p>0.05).

Figura 4. Efectos de la aposimbiosis. Las imagenes a, b, y ¢ muestran malformaciones en
las ninfas de segundo estadio asi como la interrupcion de la ecdisis; las imagenes d y e
muestran ninfas que murieron a causa de la sobrealimentacion.

Tabla 5. El efecto de la aposimbiosis y la reintroduccion de bacterias simbiontes en
el peso y talla de T. dimidiata.

Sangre ingerida (gr) Talla (cm)
1*" estadio | 2% estadio | 3*" estadio | 1° estadio | 2% estadio | 3°" estadio
ninfal ninfal ninfal ninfal ninfal ninfal
Grupo 1 0.0032 0.0115 0.0899 0.2979 0.4761 15917
(control)
Grupo 2
L. 0.0043 0.0018 NA 0.2905 0.3350 NA
(aposimbiosis)
Grupo 3 0.0034 0.0117 0.0919 0.2924 0.4712 1.0943
(M. luteus)
Grupo 4
. 0.0033 0.0116 0.0909 0.2933 0.4724 1.1047
(B. megaterium)
Grupo 5
P 0.0032 0.0115 0.0902 0.2951 0.4733 1.1074
(B. meg. + M. lut.)
valor de p 0.000 0.000 0.778 0.566 0.008 0.968
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DISCUSION

En el presente estudio se investigo el papel de los endosimbiontes secundarios en el crecimiento
y desarrollo de T. dimidiata. Durante mucho tiempo se ha establecido que las bacterias
simbiontes de los insectos pueden estar implicadas en la digestion de los alimentos, proporcionar
nutrientes esenciales que estan ausentes en la alimentacion, la desintoxicacion a través de la
degradacidn o eliminacion de desechos toxicos de la alimentacion, la produccion de feromonas,
la regulacion del pH, la sintesis de esteroles y vitaminas, termotolerancia, resistencia contra los
agentes patdgenos y parasitoides, e incluso la modificacion de la conducta alimentaria, asi como
también la resistencia a los insecticidas (Dillon & Dillon 2004; Genta et al. 2006; Feldhaar
2007; Toh et al. 2010; Ferrari y Vavre 2011; Kikuchi et al. 2012); También estan implicadas en
el desarrollo del insecto, la defensa contra los enemigos naturales, la inmunidad, la reproduccion
y la especiacion (Braendle et al. 2003; Dillon & Dillon 2004; Backhed et al. 2005; Azambuja
et al. 2005; Dong et al. 2009; Genes et al. 2011). En este tenor se demuestra que las bacterias
simbiontes Bacillus megaterium y Micrococcus luteus juegan un papel importante en la

viabilidad, el tiempo de desarrollo, la talla y el peso de las ninfas de T. dimidiata.

Con el fin de conocer si las bacterias simbiontes antes mencionadas estan presentes en los
ejemplares colonizados en insectario, se aislaron e identificaron las bacterias simbiontes de estos
insectos. Se encontrd una baja diversidad de bacterias simbiontes en T. dimidiata (insectos
colonizados en insectario) siete cepas de tres generos diferentes (Bacillus, Brevibacterium y
Staphylococcus) pertenecientes a los filum: Actinobacteria y Firmicutes. Estos resultados
concuerdan con lo encontrado por Montejo-Lopez (2013), quien identificé las bacterias
simbiontes intestinales de T. dimidiata colectadas en campo, encontrando diez cepas de cinco
géneros diferentes (Bacillus, Brevibacterium, Delftia, Micrococcus y Staphylococcus)
pertenecientes a los fila: Actinobacteria, Firmicutes y Proteobacteria. Una baja diversidad de
bacterias ha sido reportada en otros insectos (Weiss & Aksoy, 2011; Da Mota et al. 2012), en
donde se encontraron bacterias pertenecientes a los fila: Actinobacteria, Bacteroidetes,
Firmicutes, y Proteobacteria (Gumiel et al. 2015). De manera general se ha observado que en
los insectos colonizados en laboratorio tienen una baja diversidad de bacterias en comparacion
con los insectos de campo (Rani et al. 2009; Belda et al. 2011; Rinke et al. 2011; Da Mota et
al. 2012), esto puede deberse a que, siendo los triatominos insectos rastreros la mayor parte de
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su vida estos pueden adquirir bacterias presentes en el suelo. Por el contrario, la transmision de
algunas especies de bacterias podria verse facilitada por el estilo de vida en el insectario, donde
las condiciones de temperatura, humedad y fuentes de alimentacion son constantes y la ausencia
de suelo podrian favorecer el desarrollo de algunas especies bacterianas y dar lugar a la
modificacion de la composicion de la microbiota en los intestinos de los triatominos a lo largo
del tiempo (Eichler & Schaub, 2002; Da Mota et al. 2012; Gumiel et al. 2015).

La bacteria Staphylococcus saprophyticus esta presente tanto en insectos colectados en campo
(Montejo-L06pez 2013) como en los insectos criados en laboratorio, esto hace suponer que esta
especie ha conservado una estrecha asociacion con su hospedero a pesar de la adaptacion de los
insectos al cautiverio, ademas de estar presente en todas las etapas ninfales, en machos y
hembras, lo que sugiere gque esta especie juegan un papel muy importante en la fisiologia de T.
dimidiata (Fig. 1). La presencia de esta bacteria podria ser el motivo por el cual se encontraron
en su mayoria bacterias Gram-positivas ya que posee la capacidad de sintetizar estreptomicina,
antibiodtico que presenta actividad contra bacterias Gram-negativas (WHO, 1991; Kuroda et al.
2005). En este sentido, algunos simbiontes intestinales de termitas han sido reportados con la
capacidad de producir antibiéticos, hecho que abre la puerta a nuevas investigaciones enfocadas

en la bioprospeccion (Matsui et al. 2012; Kurtboke et al. 2015).

Staphylococcus saprophyticus es una bacteria Gram-positiva perteneciente al filum Firmicutes,
la secuenciacion completa de su genoma demuestra que tiene las enzimas necesarias para la
biosintesis de algunas vitaminas del complejo B y Aminoéacidos (arginina, fenilalanina,
isoleucina, leucina, lisina, tirosina, triptéfano y valina), asi como también tiene las enzimas
necesarias para la degradacion de clorociclohexano (molécula basica de los insecticidas
organoclorados) y clorobenceno (solvente para ciertas formulaciones de pesticidas) (Kuroda et
al. 2005), caracteristicas que hacen sugerir que esta bacteria podria jugar un papel importante
en el crecimiento y desarrollo de T. dimidiata, por lo que es importante conocer que aspectos

fisiologicos mejora en los insectos aposimbiontes.

En el presente estudio, para la obtencion de ninfas aposimbiontes, se realizo la esterilizacion

superficial de los huevos de T. dimidiata. La aposimbiosis en T. dimidiata al igual que en otros
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insectos, retrasa el crecimiento y desarrollo, se observa un aumento significativo en la
mortalidad en los primeros estadios ninfales impidiendo que los insectos alcancen la etapa
adulta, en este estado (aposimbiosis) los insectos pesan menos, ingieren mas sangre y tienen
menor diuresis que los insectos con simbiontes (Abe et al. 1995; Beard et al. 1998; Eichler &
Schaub, 1998; Prado & Almeida 2009; Kaltenpoth et al. 2009).

Mediante la identificacion de las bacterias simbiontes en los triatominos y la generacion de
insectos aposimbiontes a través de esterilizacion de la superficie de los huevos, se logra
demostrar que, como en otros insectos, los simbiontes se transmiten horizontalmente a través de
la superficie del huevo. La transferencia de simbiontes a los huevos se produce por manchas de
heces sobre la superficie de huevos que dejan las hembras durante la oviposicion (Fig. 4)
(Kaltenpoth et al. 2009) este evento se comprueba con los resultados observados en el grupo
control (huevos no esterilizados) donde los insectos se desarrollan de manera normal, tienen una
baja mortalidad (6.11%), la talla y el peso son similares a lo reportado para otras cepas de la

misma especie (Zeleddn et al. 1972).

Los resultados obtenidos en el presente estudio, permiten inferir, tal cual lo hacen Kaltenpoth
& cols. (2009), que las bacterias simbiontes son capaces de sobrevivir fuera del intestino del
huésped hasta los 17.5+1.7 dias cuando son adquiridos por las ninfas mediante una secrecién
que dejan las hembras en la superficie del huevo, lo que posiblemente proporciona un
microclima anaerobio, o bien las bacterias se diferencian a una etapa aerotolerante y
metabdlicamente inactivas y al ser ingeridas por los insectos, se reactivan en el intestino de los

mismos.

Bacillus megaterium es una bacteria Gram-positiva perteneciente al filo Firmicutes (identificada
por Montejo-L6pez 2013 en T. dimidiata de campo). El presente estudio mostré que esta bacteria
al ser reintroducida en ninfas aposimbiontes prolonga el tiempo de desarrollo, regula el
crecimiento, la saciedad, la diuresis y el peso de las ninfas, reduce la mortalidad, permitiendo
gue el insecto alcance el tercer estadio ninfal. La secuenciacion completa del genoma de esta
bacteria demuestra que tiene las enzimas necesarias para la biosintesis de algunas vitaminas del

complejo B (Eppinger et al. 2011), por lo que es posible que T. dimidiata obtenga este y otros
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nutrientes mas de esta bacteria, ya que su alimentacion carece de estas vitaminas (Baines, 1956).
Esta bacteria también produce sider6foros, importantes en el transporte y asimilacion de hierro
de los eritrocitos (Santos et al. 2014), con lo cual ayudaria a T. dimidiata a desintoxicarse de los
productos de degradacion de la sangre. Estas caracteristicas han llamado la atencién para que
esta bacteria sea una excelente candidata para su uso en estudios de paratransgénesis en moscas

de la arena (vectores de Lesihmaniasis) (Hillesland et al. 2008; Mukhopadhyay et al. 2012).

Micrococcus luteus es una bacteria Gram-positiva del Filum Actinobacteria (identificada por
Montejo-L6pez 2013 en T. dimidiata de campo). Los resultados sugieren fuertemente que esta
bacteria al ser reintroducida en ninfas aposimbiontes mejora las funciones fisioldgicas del
insecto, pero en menor medida que B. megaterium. Sin embrago, juega un papel importante en
la regulacion del crecimiento de otras bacterias (Mukamolova et al. 1998); la secuenciacion
completa de su genoma demuestra que tiene las enzimas necesarias para la biosintesis de
Novobiocina (Young et al. 2010), antibi6tico que presenta actividad contra estafilococos
coagulasa negativos, pero no asi contra S. saprophyticus, S. hominis, S. xylosus, S. lentus y S.
gallinarum (Koneman et al. 2008), esto hace suponer que, en otros insectos, puede tener la
funcién en la regulacion de la diversidad de bacterias y que podria tener la misma funciénen T.

dimidiata, aunque esta bacteria solamente fue aislada en un espécimen capturado en campo.

En este estudio se observa que la reintroduccion de una sola bacteria simbionte en ninfas
aposimbiontes no mejora todas las caracteristicas fisiologicas del insecto y tampoco es
suficiente para que estos alcancen la madurez sexual, efectos distintos a lo observado por Beard
& cols. (1998), cuando reintrodujeron la bacteria Rhodococcus rhodnii en Rhodnius prolixus
(aposimbionte). Este grupo mostrd que las ninfas revierten los efectos de la aposimbiosis y
alcanzan la madurez sexual con la presencia de una sola especie de bacteria. En el presente
trabajo se muestra que cuando se reintroducen dos bacterias simbiontes se mejoran aun mas los
efectos producidos por la aposimbiosis (Fig. 3), los estudios de Metagendmica y las bases de
datos de genes y genomas (KEGG) sugieren que entre las bacterias simbiontes se complementan
las rutas metabdlicas para la produccién de nutrientes y que estas a su vez complementan la de

los insectos y viceversa (Upadhyay et al. 2015), motivo por el cual es casi imposible afirmar
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que la reintroduccién de una sola bacteria simbionte pueda revertir los efectos negativos de la

aposimbiosis.

De manera general los resultados de este estudio muestran que la bacteria Bacillus megaterium
tiene la capacidad de revertir en gran medida los efectos deletéreos producidos por la
aposimbiosis. Por lo tanto, se perfila como una seria candidata para ser utilizada en la
paratransgenesis a fin de tener una alternativa para el control de la enfermedad de Chagas; sin
embargo es necesario hacer la evaluacion de otra de las bacterias S. saprophyticus sobre la
aposimbiosis, ya que esta bacteria parece tener una relacién mas estrecha con el insecto, al ser

identificada tanto en insectos de campo como en los colonizados en el insectario.
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CONCLUSIONES

1. Las bacterias simbiontes intestinales identificadas en T. dimidiata cepa Soconusco, genotipo
Costa-Pacifico en condiciones de insectario, fueron principalmente Gram positivas,

pertenecientes a los fila: Actinobacteria, Firmicutes y Proteobacteria.

2. Triatoma dimidiata cepa Soconusco, genotipo Costa-Pacifico exhibe una baja mortalidad en
los primeros tres estadios de desarrollo (6.11%); un tiempo de desarrollo de 94 dias (huevo-N3),
una talla de 0.2979cm para el primer estadio ninfal,0.4761cm para el segundo estadio Yy
1.5917cm para el tercer estadio y un peso de 0.0032gr en el primer estadio ninfal, 0.0115gr en
el segundo estadio ninfal y 0.0899gr en el tercer estadio ninfal.

3. La Aposimbiosis en T. dimidiata retarda el tiempo de desarrollo, propicia una mortalidad del
97.7% en el primer estadio de desarrollo, el insecto en esta condicion exhibe malas funciones
intestinales (defecan menos y en algunos casos no defecan), descontrol de la saciedad
relacionada con un exceso de ingestion de alimento, hiperactividad, agresion, disminuye la

diuresis, la defecacion y la ecdisis.

4. Micrococcus luteus mejora los efectos observados por la Aposimbiosis, permitiendo que el
insecto tenga un mejor tiempo de desarrollo, disminuya la mortalidad y propicia la ecdisis de

segunda etapa ninfal a la tercer etapa.

5. Bacillus megaterium mejora los efectos observados en la condicion de Aposimbiosis,
exhibiendo un mejor efecto que Micrococcus luteus en cuanto al tiempo desarrollo, la

mortalidad por estadios y la ecdisis.
6. La reintroduccién de ambas bacterias en las ninfas aposimbiontes muestran un mayor

beneficio para el insecto, en cuanto al nUmero de insectos que alcanzan el tercer estadio y el

tiempo de desarrollo.
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PERSPECTIVAS

Este es el primer trabajo en la identificacion y aislamiento de bacterias simbiontes intestinales
de T. dimidiata en condiciones controladas de laboratorio, de tal manera que es necesario
reforzar estos datos, haciendo uso de herramientas moleculares como la Metagendmica, que
permitird conocer tanto los endosimbiontes primarios como secundarios en cada etapa de

desarrollo del insecto.

A fin de proponer el mejor candidato para efectuar la paratransgenesis, es necesario realizar la
evaluacion de Staphylococcus saprophyticus sobre el crecimiento y desarrollo de T. dimidiata.
Sin tomar en cuenta los resultados de dicha evaluacién seria conveniente secuenciar el genoma
completo de esta bacteria, ya que esta presente en todas las etapas de desarrollo del insecto y

esto sugiere que juega un papel metabdlico importante.

Triatoma dimidiata tiene resistencia a ciertos insecticidas y en este sentido, algunos estudios
demuestran que algunas bacterias endosimbiontes tienen la capacidad de degradar insecticidas
y aprovechar los metabolitos, productos de la degradacion, como fuente de nutrientes. Por lo
que es necesario aislar e identificar las bacterias que tengan esta capacidad y que posiblemente

estén confiriéndole la resistencia al insecto.
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ANEXOS

01.- Bacillus megaterium cepa QM B1551

CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS AVANZADOS DEL LP.N.
Coleccion Nacional de Cepas Microbianas y Cultives Celulares

24 de Octubre de 2014

Dra. Teresa Lopez Ordonez,

Investigadora.

Coordinadora de la Maestria en Ciencias en ETVs,
Centro Regional de Investigacion en Salud Publica.
Instituto Nacional de Salud Publica.

Presente,

Junto a la presente se hace la entrega de la cepa por ustedes solicitada y cuyos registros
en la Coleccion Nacional de Cepas Microbianas y Cultivos Celulares afiliada a la WFCC
(World Federation for Culture Collection) bajo en acronimo CDBB corresponde a

Bacillus megaterium CDBB-B-33

Con esta, se adquiere el compromiso de utilizar el material biologico para fines de
investigacion y no hacer uso comercial, donarlos y/o intercambiarlos, asi mismo si generan
publicaciones de las investigaciones realizadas, agradeceremos se otorguen los creditos
correspondientes a la Coleccién Nacional de Cepas Microbianas y Cultivos Celulares del
CINVESTAV.

Se anexa la informacion reportada para la cepa en nuestro sistema de informacion y el
perfil bioquimico.

Atentamente,

MR-

Biol. Juan C. Estrada Mora,
Coleccion de Cultivos Microbianos.
CINVESTAV.

i ico Nacional # 2508, Col. San Pedro Zacatenco , GA.Madero, Meéxico , DF, CP.07360
Av. Instituto  Politécnico CE It ascin T ey
Tel.+52 (55) 5747-3800 Exts. 1758y 3903
Fax: 452 (S5) 5747 -3975, + 52 (55) 5747 -7002
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02.- Micrococcus luteus cepa NCTC 2665

CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS AVANZADOS DEL LP.N.
Coleccion Nacional de Cepas Microbianas y Cultives Celulares

24 de Agosto de 2014

Dra. Teresa Lopez Ordonez,

Investigadora.

Coordinadora de la Maestria en Ciencias en ETVs,
Centro Regional de Investigacion en Salud Publica.
Instituto Nacional de Salud Pablica.

Presente,

Junto a la presente se hace la entrega de la cepa por Usted solicitada y cuyos registros
en la Coleccion Nacional de Cepas Microbianas y Cultivos Celulares afiliada a la WFCC
(World Federation for Culture Collection) bajo en acréonimo CDBB corresponde a:

Micrococcus luteus CDBB-B-998

Al recibir la mencionada cepa, Usted contrae el compromiso de utilizar el matenal
Gnicamente para fines de investigacion y no hacer uso comercial, donarlos y/o
intercambiarlos. asi mismo si generan publicaciones de las investigaciones realizadas,
agradeceremos se otorguen los créditos correspondientes a la Coleccion Nacional de
Cepas Microbianas y Cultivos Celulares del CINVESTAV

Anexo la informacion reportada para la cepa y el perfil bioquimico

Atentamente,

Biol. Juan C. Estrada Mora,

Coleccion Nacional de Cepas
Microbianas y Cultivos Celulares.

Av. Instituto  Politéenico Nacional # 2508, Col. San Pedro Zacatenco GA.Madero, Meéxico , DF, CP.07360
E-mail: jmartine@cinvestav.my__ jestrada@cinvest av.mx
Tel.+52 (55) 5747-3800 Exts. 1758y 3903
Fax: +52 (55) 5747 -3975, + 52 (55) 5747 -7002
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03.- Aprobacion del Comité de Etica.

CEI Comité de Etica
en Investigacion

Instituto Nacional Instituto Nacional de Salud Pdblica
de Salud Piblica
Registro ante CONBIOETICA: 17CEN0120130424
Registro ante COFEPRIS: 13 CE) 17 007 38
Generaciin de conoomyento FWA: 00015605

Cuernavaca, Mor., 19 de octubre, 2015
Protocolo Cl: 776

RENE MONTEJO LOPEZ

Maestria en Ciencias en
Enfermedades transmitidas por Vector
Presente

Por medio del presente me permito informar a usted que el dictamen del Comité de Etica en Investigacién
a su proyecto titulado “Efecto de la presencia de las bacterias simbiontes intestinales en el desarrollo de
Triatoma dimidiata con miras a la paratransgénesis” fue:

Aprobado

Le informamos que esta aprobacién tiene vigencia hasta el 18 de octubre del 2016,

Renovacién anual: Si su estudio se extiende por un periodo mayor, favor de presentar el formato de
Renovacion anual con 45 dias de anticipacion a su fecha de vencimiento. Favor de solicitar via electronica
el formato correspondiente a este Comité. Noto: £s responsabilidad de usted como Investigador/a

R able de este pro 0 solicitar la renovacion anual de su estudio con suficiente anticipaci

Addenda/Modificaciones: Le recuerdo que cualquier cambio o actualizacién en los procedimientos de
este estudio deberd ser enviado a este Comité previo a su implementacién, utilizando el sistema SIID.

Atentamente

> <f,~('-_l- r

Angélica Angeles Lierenas
Presidente

.~ Dra, Teresa Lopez Ordofiez -~ Coordinadora Maestria en Clenclas - Enfermedades Transmitidas por Vector
Mtro. Miguel Angel Reyes — Depto. Asuntos Escolares

www.insp.mx
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04.- Aprobacién del Comité de Bioseguridad.

INSTITUTO NAQIONAL DE SALUD PUBLICA *"‘*
COMITE DE BIOSEGURIDAD N9

CBI6-005.

Cuernavaca, Mor., a 22 de enero de 2016.

CB: 730

René Montejo Lopez

Responsable de Proyecto

Enfermedades Transmitidas por Vector-ESPM
Presente

Por medio del presente informo a usted que después de revisar el protocolo tesis titulado: “Efecto de la
presencia de las bacterias simbiontes intestinales en el desarrollo de Triatoma dimidiata con miras a
la paratransgénesis”, el dictamen del Comité de Bioseguridad es: APROBADO debido a que dicho
proyecto establece todas las medidas de uso y manejo de residuos peligrosos biologico infecciosos (RPBI)
y CRETI; por lo que desde el punto de vista de Bioseguridad no existe ninguna objecion para continuar su
proceso.

Le recordamos que debera entregar el resto de las cartas responsivas del manejo y disposicion final de los
RPBI del resto de los estados participantes en el proyecto asi como de la lista detallada de los
responsables de la entrega, traslado y recepcion de material biologico del proyecto de investigacion.

Atentamente,

[ .
o |1 " g a At
y ¢k

C s

Dra. Celia M. Alpuche Aranda
Presidente del Comité
de Bioseguridad-INSP

Col. Santa Maria Ahuacafitlan Tel-Fax: 01 (777) 3293000 ext 7204
62508 Cuemavaca, Morelos, México Secretaria Técnica: ext 1525

e-mail: alejandra.contreras@insp.mx
e-mail: celia.alpuche@insp.mx

’****@é
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