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RESUMEN

La informacién disponible acerca de las rela-
ciones simbidticas entre microorganismos endo-
simbidticos e insectos es escasa, dentro de lo cual
los organismos detritivoros son de gran importan-
cia en la formacién del suelo, ciclado de nutrien-
tes y descomposicién de materia organica. Por
ello estudiar las relaciones de insectos detritivoros
y microorganismos simbidticos, es interesante por
su potencial uso en el campo agricola y su aplica-
cién biotecnoldgica. Para ello, a partir de estudios
de varios autores se estandarizd un protocolo de
diseccién del tracto digestivo de larvas de coledp-
teros y lepidopteros detritivoros. Asi se aislaron
ocho morfotipos de bacterias del tracto digestivo
de una morfoespecie de coledptero (familia: Sca-
rabaeidae) y cuatro morfotipos de bacterias y tres
de levaduras del tracto digestivo de un lepidépte-
ro (familia: Noctuidae). Por su potencial aplicacién,
se realizaron pruebas de antagonismo in vitro de
estos aislados sobre Fusarium oxysporum. El ma-
yor porcentaje de inhibicién se obtuvo con una
bacteria extraida del coledptero. Sorpresivamen-
te se obtuvieron dos bacterias que promovian el
crecimiento de F. oxysporum, una extraida del co-
ledptero, y otra del lepidoptero. Este trabajo deja
bases para realizar futuras investigaciones acerca
de las relaciones simbidticas entre larvas de insec-
tos detritivoros y sus microorganismos, y las posi-
bles futuras aplicaciones en la agricultura.

Palabras claves: simbiosis, detritivoro, co-
ledptero, lepiddptero, antagonismo.

ABSTRACT

Available information about the symbi-

otic relationships between endosymbiotic

microorganisms and insects is scarce. In this
context, detritivorous organisms are of great im-
portance in soil formation, decomposition of or-
ganic matter and nutrient cycling. Due to these
facts, and its potential use in agrobiotechnolo-
gy, studying the relationships of symbiotic mi-
croorganisms and detritivore insects is a matter
of interest. Based on literature we standardized
a protocol for dissecting the digestive tract of
detritivorus beetles and moth larvae. Eight bac-
teria morphotypes were isolated from the beetle
larva (Family: Scarabaeidae) and four morpho-
types of bacteria and three yeast morphotypes,
were isolated from a lepidopteran larva (fami-
ly: Noctuidae). To explore their possible use as
antagonist organisms, in vitro tests were per-
formed co-cultivating those with a Fusarium ox-
ysporum isolate. The largest inhibition percent
was obtained with a bacterium extracted from
the beetle. Unexpectedly, two bacteria promot-
ed F. oxysporum growth, one taken from the
beetle and other from the lepidopteran. These
results state bases for future research on symbi-
otic relationships between insect detritivore lar-
vae and microorganisms, and its possible future
applications to agriculture.

Key words: symbiosis, detritivore, coleop-
tera, lepidoptera, antagonism.

INTRODUCCION

Desde el siglo pasado, se ha venido estu-
diando la simbiosis existente entre microor-
ganismos endosimbidticos y animales (Suh et
al., 2003; Suh et al., 2004; Suh et al., 2005). Sin
embargo, el conocimiento acerca de este ti-
po de interacciones es aun muy poca (Nardi
et al., 2006).
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Estudios realizados con larvas de coledpte-
ros han demostrado que hay un alto nimero
de especies de bacterias y levaduras presentes
en su tracto digestivo, representando un po-
tencial muy importante para la biotecnologia
(Boekhout, 2005). Estos microorganismos, y los
presentes en lepidépteros fitéfagos, facilitan la
digestién de compuestos presentes en las plan-
tas (Rio et al., 2003; Schloss et al., 2006; Berk-
ov et al.,, 2007; Pinto-Tomas et al., 2007; Pittman
et al., 2007; Khiyami & Alyamani, 2008; Vasan-
thakumar et al., 2008). Estas especies pudieron
haber permitido la diversificacién de estos gru-
pos de insectos, en ambientes pobres en solu-
tos, al conferirles la capacidad de aprovechar
recursos de otra manera inaccesibles (Suh et
al., 2005). A modo de ejemplo, muchas de las
levaduras (en su mayoria Saccharomycetes) de-
scritas por estos autores intervienen en la di-
gestion de xilosa y hemicelulosa en el intesti-
no de estos insectos, que en caso contrario no
podrian ser utilizadas como recurso alimenti-
cio (Suh et al.,, 2003; Suh & Backwell, 2004). Asi
mismo, varios estudios han descrito una po-
blacion bacteriana (compuesta de Lactobacil-
lus y Enterocacteriaceae, entre otros) presente
en el tracto digestivo de coledpteros que se
encargarian de facilitar procesos de digestion
de sustratos como celulosa y compuestos li-
gnoceluldsicos (Barbeiro et al, 2001; Lemke,
2003; Andert, 2007; Lundgren et al., 2007; Leh-
man et al., 2009).

De manera anéloga, los organismos de-
tritivoros, aquellos que se alimentan de mate-
ria organica en descomposicion (Amat-Garcia
et al., 2004), requieren de microcomunidades
en el tracto digestivo, compuestas general-
mente de bacterias y hongos (levaduras y otros

ascomycetes), que permiten la absorcién de
ciertos nutrientes. El degradar los compuestos
que sus hospedadores son incapaces de diger-
ir, indica que los microorganismos presentes en
el tracto digestivo de dichos animales también
juegan un papel importante en la digestién de
la materia organica (Boekhout, 2005; Nardi et
al., 2006).

En los agroecosistemas, la biodiversidad
puede ser clasificada segun el papel que juega
cada organismo en la actividad agricola. Asi los
detritivoros y sus simbiontes, pueden caber en
la siguiente clasificacién: biota productiva (ani-
males, plantas y cultivos de importancia), biota
destructiva (pestes, malezas, patdogenos, etc.)y
la biota recursiva (organismos que contribuyen
con la productividad por medio del control bi-
oldgico, la descomposicidon de materia organi-
ca, la polinizacién, etc.) (Swift & Anderson, 1993,
citado por Altieri & Nicholls, 2004).

Por otra parte, los invertebrados detritiv-
oros juegan un importante papel en el manten-
imiento de los suelos, junto a otros miembros
de la edafofauna, al intervenir en el ciclo de nu-
trientes. Al alimentarse de materia organica en
descomposicién por medio de sus procesos
digestivos, la transforman en sustratos poste-
riormente usados por otros organismos para
su nutricion (Label & Spain, 2005; Begon et al.,
2006; White, 2006).

Las relaciones entre microbios e inverteb-
rados detritivoros se deben considerar un fac-
tor importante en el sostenimiento del suelo.
Ademés debido a las posibles aplicaciones
de los microorganismos simbidticos en la ag-
ricultura (ya sea en el mantenimiento del sue-
lo, o en el control microbiolégico de plagas
y enfermedades), esta microbiota requiere
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ser reconocida (Boekhout, 2005; Nardi et al,,
20006). El estudio del tipo de microorganismos
presentes en el tracto digestivo de insectos de-
tritivoros, se convierte en el primer paso para
la realizacién de estudios de exploracién de la
edafofauna y de inventarios preliminares de mi-
croorganismos.

En este trabajo exploratorio se aislaron los
microorganismos presentes en el tracto diges-
tivo de larvas de dos especies un coledptero
y un lepidéptero, ambos detritivoros. También,
se evalud el posible efecto antagdnico contra
F. oxysporum, con el fin de generar bases para
futuras investigaciones acerca de las microco-
munidades presentes en los tractos digestivos
de estos invertebrados, durante sus diferentes
etapas de vida, las relaciones simbidticas que
estos presentan y los posibles usos de estos or-
ganismos en la agricultura.

METODOLOGIA

Obtencién de las larvas

Lacolectadelaslarvasdeinsectosse planed
inicialmente obtenerlas de acumulaciones “ar-
tificiales” materia vegetal (Flores y Quifiones,
2009), sin embargo las condiciones climaticas
no facilitaron la colonizacién de coledpteros
por lo que las larvas de coledpteros, de la fa-
milia Scarabaeidae, se colectaron en el muni-
cipio de Mosquera, Cundinamarca, bajo lozas
sobre suelo rico en materia orgénica.

Las larvas de lepiddpteros detritivoros, de
la familia Noctuidae, si se capturaron a través
de canastas de malla llenas con 2 Kg de kikuyo
en descomposicion. Localizadas en el cam-
pus de la UMNG sede Cajica (Cundinamarca),
las que se siguieron cada semana durante dos

meses. Se colectaron individuos de una mor-
foespecie de lepiddptero, incluida en la colec-
cion de referencia de detritivoros de canastas
(Flérez. M, comunicacién personal).

Las larvas colectadas se mantuvieron a tem-
peratura ambiente en recipientes plasticos con
suelo y sustrato hasta su diseccion a las tres y
dos semanas, respectivamente.

Extracciéon del tracto digestivo de las

larvas

El sacrificio de las larvas se realizé por en-
friamiento, manteniéndolos durante cinco mi-
nutos en nevera a 4°C, antes de ser utilizados.
Los especimenes ya sacrificados fueron some-
tidos a desinfeccion de la superficie sumer-
giéndolos en etanol 95% por dos minutos en el
caso de la larva de coledptero y un minuto pa-
ra la larva de lepidéptero. Posteriormente a es-
to fueron sumergidos en solucién salina al 0.7%
(Suh et al,, 2003, Suh & Bakwell 2004, Suh et al.,
2004). Esto se le realizd a un solo individuo de
cada morfoespecie.

Los especimenes fueron colocados en una
caja de Petri con una superficie de cera negra
sobre la cual se realizd la diseccién, usando ti-
jeras para microcirugia, y agujas de insulina pa-
ra realizar los cortes ventrales. Con la aguja de
insulina se realizaron cortes transversales en la
zona anal y en la zona cefélica. Luego, se reali-
z6 un corte longitudinal con las tijeras. El tracto
digestivo fue extraido cortando las dos extre-
midades del mismo con el fin de separarlo del
individuo (Vasanthakumar et al., 2006; Vasan-
thakumar et al., 2008).

El tracto digestivo se introdujo en un micro-
tubo eppendorf con 0,2 mL de agua peptona-
da al 10% y se agitd en el vortex por 30s para
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separar los microorganismos de las paredes
del tejido (Schloss et al., 2006; Vasanthakumar
etal., 2006). Luego, esta muestra se inoculd so-
bre Agar Papa Dextrosa (PDA) 2 concentracién
y Agar Nutritivo (AN) %2 concentracion y se in-
cubd por 24h a 28°C.

Purificacidn de los organismos aislados

Las colonias obtenidas del cultivo anterior,
se sembraron en AN %2 concentracion y en PDA
Y2 concentraciéon dependiendo del medio de
donde se extrajeron, por aislamiento y se incu-
bé por 28h a 28°C.

Los aislados obtenidos fueron caracterizados
como levaduras o bacterias realizando observa-
ciones al microscopio; las bacterias se sometie-
ron a tincién de Gram, mientras que las levadu-
ras se observaron directamente al microscopio.

Los microorganismos aislados y caracteriza-
dos, se purificaron tomando de nuevo una colo-
nia aislada de las muestras. Las bacterias fueron
sembradas en caja maestra con AN 2 concen-
tracion y las levaduras en PDA % concentracion.

Pruebas de antagonismo

Se realizaron pruebas de antagonismo a
Fusarium oxysporum con cada uno de los mi-
croorganismos aislados en el estudio, de la si-
guiente forma (Fig. 1):

Se trabajé con dos de estos montajes por
microorganismo aislado y con cuatro montajes
control, los cuales poseian solo el inoculo de F.
oxisporum.

Los montajes se dejaron a temperatura
ambiente (12-28°C) por 12 dias y se midio el
anillo de crecimiento de F. oxysporum. Las
medidas tomadas por cada tratamiento fue-
ron promediadas.

Figura 1. Se insert6 en los dos extremos el inoculo de F. oxyspo-
rum (circulos) y en el medio de la caja se sembré el microorgan-
ismo aislado

Tomando como 100% el promedio de creci-
miento del tratamiento control, que tenian solo
F. oxysporum, se calcularon los porcentajes de
crecimiento del hongo. A partir de estos datos
se estimo el porcentaje de inhibicién como se
muestra en la figura 2.

RESULTADOS

Se capturaron tres individuos del morfotipo
de lepiddptero (Familia Noctuidae) por medio
de las trampas, y tres del morfotipo de coledp-
tero (Familia Scarabeidae) en el municipio de
Mosquera Cundinamarca. De estos organismos
capturados se utilizd un individuo de cada mor-
foespecie. En total se aislaron ocho microorga-
nismos por parte de la morfoespecie de coledp-
tero y siete de la morfoespecie de lepiddptero.

En el caso de las bacterias, la tincién de
Gram mostré que todas las bacterias aisladas
eran Gram negativas. Del coledptero se ais-
laron ocho morfotipos de bacterias, mientras
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Figura 2. Se muestran los tratamientos control (A), tratamiento del microorganismo 4 de lepidépte-
ro (B) y el tratamiento del microorganismo 4 de coleéptero (C), los cuales presentaron mayor por-
centaje de inhibicién y menor respectivamente.

que en el caso del lepiddptero se aislaron,
cuatro morfotipos de bacterias, y tres de le-

vaduras (Tablas 1y 2).

Pruebas de antagonismo

En un ensayo de antago-
nismo in vitro, se determiné
el porcentaje de crecimien-
to de un aislado de F. oxys-
porum tomando como refe-
rencia el tratamiento control
(sin microorganismos) como
el 100% y apartir de este se
calculé el porcentaje de cre-
cimiento presente en los de-
mas tratamientos (figura 3).

Dos bacterias, promo-
vian el crecimiento de F.

oxysporum, produciendo un

FACULTAD DE CIENCIAS BASICAS

crecimiento més rapido
que el observado para
el control sin microorga-
nismos. La bacteria #4C
presentd el menor por-
centaje de inhibicion
del crecimiento de Fu-
sarium, mientras que la
levadura #4L presentd
un porcentaje de inhibi-
cién del 19% (Figura 2).

DISCUSION

En el estudio se ob-
servo que en la muestra
de coledpteros (Scara-
baeidae), solo se aislaron
bacterias y no levaduras,

lo cual permite suponer en que la metodologia
usada en este morfotipo no permitié extraer

Coledptero (Scarabaeidae)

- " Ny : Descripcién
Microorganismo | Gram Descripcién de la colonia : p, .
microscépica

#1C (-)
#2C (-)
#3C (-)
#4C (-)

#5, #6, #7, #8 C (-

—

Colonias color banco de consistencia cre-
mosa, colonias circulares, de elevacién
planay bordes lisos

Colonias blancas, circulares, cremosas,
bordes lisos, colonia en elevacién convexa

Colonias bancas cremosa, elevada, colo-
nias circulares de borde lisos.

Colonias blancas de consistencia seca,
colonias circulares de crecimiento eleva-
do de bordes lisos.

Colonias color crema, consistencia seca,
colonias circulares y de elevacién convexa
con bordes lisos.

Diplococos

Cocos

Cocos

Cocos

Cocobacilos

Tabla 1. Descripcién de los microorganismos aislados del tracto digestivo de la morfoespe-

cie de coleéptero
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otro tipo de microorganismos del tracto di-
gestivo, ya que los estudios realizados hasta el
momento en varios colebpteros diferentes, ya
sea larvas (Berkov et al., 2007) o adultos (Suh
et al., 2003; Suh et al., 2004; Suh et al., 2005),
siempre se detectd la presencia de levaduras
en el tracto digestivo.

Todas las bacterias aisladas del coledpte-
ro (Scarabaeidae) fueron bacterias Gram ne-
gativas, lo cual tiene sentido a la luz de lo des-
crito en estudios con larvas de lepidopteros
fitéfagos. Los grupos de bacterias que se en-
cuentran en el tracto digestivo de estas lar-
vas fitéfagas, se agrupan en enterobacterias
y bacilos Gram positivos. Al considerar el ti-
po de alimentacién detritivora del morfotipo

Lepidéptero (Noctuidae)

Microorganismo | Gram Descripcién de la colonia . o
microscépica

de coledptero que se estudid podria explicar
por que se encontraron bacterias Gram nega-
tivas y no Gram positivas. Estas ultimas po-
seen actividades enziméaticas muy marcadas,
pues muchas de las enterobacterias poseen
actividades gelatinoliticas, caseinoliticas, es-
terasicas, lipoliticas y quitinoliticas, mientras
que las Gram positivas, muestran actividades
amilsésicas, celuloliticas y xilanoliticas (Pinto-
Tomés et al., 2007).

En el caso del morfotipo del lepiddptero
(Noctuidae), se aislaron tres morfotipos de le-
vaduras, y cuatro de bacterias. Investigacio-
nes realizadas hasta el momento encontraron
la presencia de bacterias en el tracto digesti-
vo de lepiddpteros, las cuales jugarian un pa-
pel importante como
se explicd anterior-
mente en la alimen-

Descripcién L )
tacion de estos in-

Tabla 2. Descripcién de los microorganismos aislados del tracto digestivo de la morfoespecie

de lepidéptero.
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#L Colonia de color amarillo casi transparente y Levad sectos (Schloss et al.,
o ) ) evadura
de crecimiento plano y consistencia seca 2006; Vasanthakumar
Colonia de color amarillo de crecimiento et al., 2006; Kh]ya_
#2L (-) lano y consistencia seca y colonias punti-  Diplococos . .
]E;rmesy y P P mi & Alyamani, 2008;
Colonia color amarillo brillante, colonias Sanchez-Contreras &
#3L (-) puntiformes, crecimiento convexo y consis- Bacilos Vlisidou, 2008). Es-
tencia seca tas bacterias, al igual
Colonia de color blanco, de colonias circu- que sucede en el ca-
#4L lares, Levadura )
crecimiento convexo y consistencia viscosa so del CO|eopterOr
o 0 Colonia color amarillo de crecimiento plano, Bacilas son Gram negativas.
consistencia seca y colonias puntiformes Tener en cuenta los
Colonia de color rojo y consistencia viscosa, resultados encon-
6#L colonias circulares y bordes lisos y elevacién Levadura
trados con respec-
convexa
: : o , to al coledptero, in-
Colonia color naranja y consistencia mucoi-
7#L (-) de, bordes lisos, elevacién convexa, colonias Bacilos vita a pensar que en
circulares los animales detriti-

voros hay presencia
de bacterias Gram
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Pruebas de antagonismo
PORCENTAJE DE CRECIMIENTO En las pruebas de antago-
120% nismo in vitro, ninguno de los
microorganismos aislados in-
hibié marcadamente el creci-
miento de F. oxysporum.
El' microorganismo que
presentd mayor porcentaje
de inhibicién fue la levadu-

ra #4 del aislado de lepidép-

tero, donde se observo solo
un 19% de inhibicién. Aun-
[T series 1 que estas pruebas no mues-

Cm2
Cm3
Cmé
Cm5
Cmé
Cm7
Cm8
Lm1
Lm2
Lm3
Lm4
Lm5
Lmé
Lm7

=
=]
c
o
O

tran valores altos de inhibi-
Figura 3. Porcentaje de crecimiento de F. oxysporum expuesto a cada aislado. Los ., .
tratamientos Cm2-Cm8 son de microorganismos aislados de la larva de coleoptero y los cion (pOF ejemp|0 mayores a

tratamientos de Lm1-Lm2 son de microorganismos aislados del lepidéptero. 40 o 60%) se presentan como

una de las posibles aplicacio-
negativas y que estas, juegan un papel muy nes que se pueden asociar a este tipo de mi-

importante en la asimilacidon de nutrientes a croorganismos.

partir de los detritos. De manera interesante y sorpresiva hu-
En adicién a esto, se puede pensar que en bo dos morfotipos de bacterias aisladas que

el morfotipo de lepiddptero estudiado tam- promovieron el crecimiento de Fusarium

bién sea hace necesario el uso
de levaduras para la degrada-

cion de diferentes compues- PORCENTAJE DE INHIBICION A F. oxisporum
tos presentes en el alimento 25% -
que estos consumen al igual -~
que los insectos estudiados

. . . 15%
en varios de los trabajos cita-
dos en este estudio (Suh et al., 10%+
2003; Suh et al., 2004; Suh et sien
al, 2005), y posiblemente la 0%
diferencia marcada entre los 5% -
resultados obtenidos en am- -10%-

bos morfotipos (coledptero y
lepidéptero) sea debido a que

Cm2
Cm3
Cmé
Cm5
Cmé
Cm7
Cm8
Lm1
Lm2
Lm3
Lm4
Lm5
Lmé
Lm7

los detritos que estos consu-

. Figura 4. Porcentaje de inhibicién de cada tratamiento a F. oxysporum.
men No son |OS mIsSmMaos.
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oxysporum en nuestras condiciones experi-
mentales, mostrando porcentajes de inhibi-
ciéon de -5y de -6%.

Los resultados obtenidos resultan satis-
factorios, ya que si fue posible aislar micro-
organismos del tracto digestivo de larvas de
coledpteros y lepidéptero detritivoros por
medio del protocolo usado, lo cual coloca una
base sobre la cual se pueden realizar futuros
estudios acerca de las interacciones que pre-
sentan microorganismos e invertebrados de-
tritivoros. Incluso se puede pensar en ensayos
de consorcios con actividad antagonista. Es-
tos estudios pueden eventualmente conducir
al descubrimiento de organismos con enzimas
involucradas en la degradacion de compues-
tos organicos del suelo, que tengan aplicacio-
nes industriales como celulasas y quitinasas,
ademés de antagonismo y control microbiolé-
gico de enfermedades del suelo.

CONCLUSIONES

Con el protocolo usado en este trabajo
es posible aislar microorganismos presentes
en el tracto digestivo de los morfotipos es-
tudiados de coledpteros y lepidépteros de-
tritivoros.

Ninguno de los microorganismos evalua-
dos posee un porcentaje de inhibicion al creci-
miento de Fusarium oxysporum in vitro mayor
del 20%, incluso dos morfotipos de bacterias
promueven el crecimiento.

Este trabajo deja bases para realizar futu-
ras investigaciones acerca de las relaciones
simbidticas entre larvas de insectos detritivo-
ros y los microorganismos, y su posible uso co-
mo consorcios antagonistas en agricultura.
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