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DIVERSIDAD MICROBIANA ASOCIADA AL INTESTINO DE Hyperaspis trifurcata, Laetilia
coccidivora Y Leucopina bellula DEPREDADORES DE Dactylopius spp. (HEMIPTERA:
DACTYLOPIIDAE)

Susana Martinez Martinez, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2022

RESUMEN

La simbiosis entre insectos y bacterias intestinales tiene funciones metabdlicas especificas
como la detoxificacion de sustancias de sus hospederos, desdoblamiento de sustancias indigeribles
a sustancias més sencillas para su aprovechamiento, o la produccion de nutrientes indispensables
para completar sus necesidades alimenticias. Se considera que el &cido carminico en especies de
Dactylopius (Hemiptera: Dactylopiidae), como D. opuntiae y D. coccus, participa en su sistema
inmune y probablemente contra la depredacion. Esto condujo a plantear la hipotesis que los
depredadores de Dactylopius spp. (el lepidéptero Laetilia coccidivora, el coccinélido Hyperaspis
trifurcata y el diptero Leucopina bellula), tienen simbiontes intestinales para metabolizar el acido
carminico de sus presas. El objetivo de este trabajo fue aislar e identificar bacterias intestinales
asociadas a estos depredadores, y evaluar la posible metabolizacion del acido carminico por dichas
cepas bacterianas. Para ello, se aislaron bacterias del intestino de larvas de Le. bellula y L.
coccidivora, y de larvas y adultos de H. trifurcata, y se cultivaron en medios de cultivo solido (LB
y R2A) a 30 °C. Las bacterias se identificaron por secuenciacion parcial del gen 16S rRNA. Se
aislaron 45 morfotipos bacterianos de las tres especies de depredadores; de éstos, se continué la
experimentacion con Bacillus cereus y Enterococcus gallinarum de larvas de L. coccidivora;
Enterobacter sp., y Staphylococcus sciuri de larvas de H. trifurcata y Staphylococcus capitis del
adulto, y Bacillus pumilus de larvas de Le. bellula. Para evaluar la posible metabolizacién del acido
carminico por esas bacterias se emple6 el medio liquido (caldo) Zhou y Zimmerman modificado,
a éste se le adiciond glucosa y extracto de levadura (fuentes de carbono y nitrégeno), el acido
carminico e indculo bacteriano a 3x10® UFC de cada cepa. Los cultivos se mantuvieron en
agitacion constante (120 rpm) a 30 °C; la metabolizacion (=decoloracion) del acido carminico se
determind por medio de un espectrofotometro a las 72 y 168 h. Las seis especies de bacterias
metabolizaron del 59 al 100% del &cido carminico. Es probable que la metodologia de este trabajo
haya limitado el nimero de simbiontes que se pudieron aislar de los intestinos de los depredadores,
0 que participan en la metabolizacion del &cido carminico. No obstante, se determiné que los tres
depredadores mas comunes de Dactylopius spp. tienen simbiontes que contribuyen a metabolizar
el acido carminico de sus presas.

Palabras clave: Cochinilla del nopal, enemigos naturales, acido carminico, simbiontes.



GUT-ASSOCIATED MICROBIAL DIVERSITY OF Hyperaspis trifurcata, Laetilia coccidivora
AND Leucopina bellula PREDATORS OF Dactylopius spp. (HEMIPTERA: DACTYLOPIIDAE)

Susana Martinez Martinez, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2022

ABSTRACT

The symbiosis between insects and intestinal bacteria have specific metabolic functions such as
detoxification of substances from their hosts, breakdown of indigestible substances to less complex
substances for their use, or production of essential nutrients to complete their food needs. The carminic acid
in Dactylopius species (Hemiptera: Dactylopiidae), such as D. opuntiae and D. coccus, is considered to
participate in their immune system and probably against predation. This led to the hypothesis that predators
of Dactylopius spp. (the moth Laetilia coccidivora, the coccinelid Hyperaspis trifurcata and the fly
Leucopina bellula), have intestinal symbionts to metabolize the carminic acid of their prey. The objective
of this work was to isolate and identify intestinal bacteria associated with these predators, and to evaluate
their possible role in metabolizing carminic acid. For doing this, bacteria were isolated from the gut of
larvae of Le. bellula and L. coccidivora, and larvae and adults of H. trifurcata, they were cultivated in solid
medium (LB and R2A) at 30 °C. Bacteria were identified by partial sequencing of the 16S rRNA gene.
Forty-five bacterial morphotypes of the three predator species were isolated; of these, experimentation was
continued using Bacillus cereus and Enterococcus gallinarum from larvae of L. coccidivora; Enterobacter
sp., and Staphylococcus sciuri from larvae of H. trifurcata and Staphylococcus capitis from adults, and
Bacillus pumilus from larvae of Le. bellula. The metabolization of carminic acid by these bacteria was
evaluated using the modified Zhou and Zimmerman liquid culture medium (broth), to which glucose and
yeast extract (carbon and nitrogen sources) were added, carminic acid and bacterial inoculum at 3x108 CFU
of each strain. The cultures were kept under constant agitation (120 rpm) at 30 °C; the metabolization
(=discoloration) of carminic acid was determined by a spectrophotometer at 72 and 168 h. The six bacteria
species metabolized from 59 to 100% the carminic acid. It is likely that the methodology of this work has
limited the number of symbionts that could be isolated from the predators gut, or that participate in the
metabolism of carminic acid. However, it was determined that the three most common predators of
Dactylopius spp. have symbionts that help metabolize carminic acid from their prey.

Key words: Cochineal, natural enemies, carminic acid, symbionts.
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INTRODUCCION GENERAL

La simbiosis entre insectos y microorganismos se conoce desde hace décadas; los insectos
albergan diversos microorganismos en el intestino, y las bacterias son el grupo dominante de esa
microbiota; los phyla Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes y Tenericutes se
han aislado de la mayoria de Ordenes y tienen funciones muy variadas (Yun et al. 2014; Gorrens
et al. 2021). Algunas tienen un papel fundamental en la fisiologia (Augustinos et al. 2015; Jang y
Kikuchi, 2020), desarrollo, metabolismo, morfogénesis, comportamiento, proteccion contra
depredadores, parasitos y patdgenos (Engel y Moran, 2013). En otros, su importancia se relaciona
con la inmunidad y produccién de feromonas (Rizzi et al. 2013), o aprovechamiento de dietas
pobres en nutrientes (Engel y Moran 2013). En el dltimo caso, es comdn que se establezcan
simbiosis para compensar carencias nutricionales de la dieta, y se obtengan vitaminas y
aminodcidos esenciales (Eleftherianos et al. 2013; Florez et al. 2015; Berasategui et al. 2016). Por
ejemplo, algunos simbiontes (Buchnera aphidicola) del afido Acyrthosiphon pisum sintetizan
riboflavina y aminoacidos (Douglas 2009; Eleftherianos et al. 2013). Las termitas viven en
asociacion con bacterias degradadoras de lignina (Wernegreen 2012; Hongjie et al. 2017; Xu et

al. 2020) y son un ejemplo clasico de coevolucion insecto-simbionte (Yan et al. 2021).

La funcién bioldgica de la interaccion insecto-simbionte para digerir las dietas, absorber
nutrientes o producir nutrimentos fue la primera que se comprobd, pero hay otras funciones que se
describieron mas recientemente (Jang y Kikuchi 2020). Por ejemplo, algunas bacterias intestinales
producen enzimas digestivas que degradan compuestos toxicos como fitotoxinas, plaguicidas,
polietileno y colorantes que contribuyen a la adaptacion ambiental de sus huéspedes y que,
potencialmente, pueden tener aplicaciones practicas en la industria y cuidado del ambiente (Jang
y Kikuchi 2020). Para conocer la microbiota intestinal se usan técnicas como la secuenciacion del
gen del ARNr 16S (Metataxondmica) y las dependientes del cultivo de cepas en medios sélidos o
liquidos (Yun et al. 2014; Callegari et al. 2020; Gorrens et al. 2021).

Recientemente se sugirié que las bacterias simbidticas de Dactylopius spp. pueden ser
responsables de la formacion del acido carminico, una hidroxiantraquinona producida por el
insecto que se emplea como colorante natural; sin embargo, ninguno de estos estudios ha
demostrado un vinculo directo entre la presencia o actividad de estos simbiontes con la formacion

de colorantes (Ramirez-Puebla et al. 2010; Kannangara et al. 2017; Vera-Ponce et al. 2017,



Rasmussen et al. 2018). En consecuencia, parece que Dactylopiidae debe ser capaz de sintetizar
los colorantes de novo a partir de metabolitos simples como la glucosa presente en la savia del
floema de las plantas (Rasmussen et al. 2018). Petitpierre (1995) observd que unos escarabajos
del género Timarcha spp., al alimentarse de su planta huésped Galium spp. (Rubiaceae),
acumulaban antraquinonas en el estado larval y adulto y esto les proporcionaba proteccion contra
sus depredadores. La acumulacién de antraquinonas puede reflejarse incluso en un tercer nivel
tréfico. Por ejemplo, cuando tres depredadores de Dactylopius spp. (un diptero, un lepidoptero y
un coccinelido) consumieron su presa éstos adquirieron acido carminico y lo usaron como
mecanismo de defensa o repelencia contra hormigas depredadoras (Eisner et al. 1980, 1994). De
estos depredadores dos especies se consideran especificas (Hyperaspis trifurcata y Leucopina
bellula) y tienen preferencia por Dactylopius opuntiae, que tiene menor concentraciéon de acido
carminico (3-5%) que la especie cultivada D. coccus (19-25%). El tercer depredador es una larva
de lepiddptero, Laetilia coccidivora, y tiene la capacidad de alimentarse de las dos especies de
Dactylopius y otras especies de Pseudococcidae (Flores-Alatorre et al. 2014; Barreto-Garcia et
al. 2020), y de regurgitar acido carminico como mecanismo antidepredacion (Eisner et al. 1980,
1994).

Se considera que la produccion de acido carminico en insectos del género Dactylopius esta
asociado con su sistema inmune (De La Cruz Hernandez-Hernandez et al. 2003) y como un
mecanismo antidepredacién (Eisner et al. 1980, 1994). El acido carminico o sus precursores
afectan desfavorablemente algunos parametros bioldgicos y demogréaficos de sus depredadores
(Barreto-Garcia et al. 2020; Trejo-Reyes et al. 2021), y es probable que para el aprovechamiento
de estas presas (Dactylopius spp.) se necesite una microbiota particular en sus depredadores.
También es probable que la capacidad de un depredador generalista para alimentarse de la especie
de mayor concentracion de acido carminico pudiera estar influenciada por la misma razoén, pues
se sabe que la microbiota esta involucrada en estos procesos y es afectada por la dieta en otros
insectos (Ley et al. 2008; Yun et al. 2014). EIl analisis de la diversidad bacteriana dentro de un
huésped puede contribuir a mejorar la comprension del papel ecoldgico de los simbiontes de
insectos con sus huéspedes (Gorrens et al. 2021), y la interaccidén también sucede en depredadores

y sus presas (Jang y Kikuchi 2020).



La hipotesis que existen simbiontes en los depredadores de Dactylopius spp., que les
permiten alimentarse de esas presas, y que difieren entre depredadores de la especie silvestre o
cultivada se soporta en al menos tres hechos: 1.- Hay relativamente un reducido nimero de
depredadores de Dactylopius spp. (Vanegas-Rico et al. 2010; Barreto-Garcia et al. 2020). 2.-
Existen bacterias y hongos que metabolizan colorantes (Anand et al. 2010; Cortazar Martinez et
al. 2012; De Almeida et al. 2017) como la antraquinona (Prasad 2015; Velayutham et al., 2018),
trifenilmetano, tintes azoicos (Deng et al. 2008) y reactivo azul 19 (Hai-Hong et al. 2019); la
metabolizacion sucede siempre y cuando esas bacterias, generalmente aisladas de manera libre en
medios acuosos, tengan una fuente extra de carbono como glucosa, sacarosa, fructosa y de
nitrégeno (como extractos de levadura). 3.- Muchos géneros bacterianos tienen la capacidad de
metabolizar grupos de colorantes al que pertenece el acido carminico (hidroxiantraquinonas). Bajo
este contexto, los objetivos de este trabajo fueron: a) Identificar la diversidad de especies
bacterianas cultivables asociadas al tracto intestinal de tres especies de depredadores de D.
opuntiae y D. coccus (larvas de L. coccidivora, larvas de L. bellula y larvas y adultos de H.
trifurcata); b) Comparar las especies mas comunes en un depredador generalista y especialista; ¢)
Determinar si las bacterias aisladas del intestino de los depredadores tienen la capacidad de

metabolizar el acido carminico.



CHAPTER 1. BACTERIA ASSOCIATED TO THE INTESTINAL TRACT OF THREE
PREDATORS OF Dactylopius opuntiae (HEMIPTERA: DACTYLOPIIDAE)
1.1. ABSTRACT

Insects depend on gut bacteria for many metabolic functions including detoxification. Dactylopius
(Hemiptera: Dactylopiidae) species (e.g. D. opuntiae and D. coccus) produce carminic acid
possibly acting as part of their immune response to predation; thus predators of Dactylopius species
may require intestinal symbionts to metabolize carminic acid acquired from their prey. The average
content of carminic acid in D. opuntiae and D. coccus is 3-5% and 19-25% respectively; the
predators Leucopina bellula and Hyperaspis trifurcata are specialists on D. opuntiae while Laetilia
coccidivora feeds on both D. opuntiae and D. coccus. We determined the diversity of bacteria
associated with the gut of these predators to test the hypothesis that it would vary significantly
depending on the level of prey specialism. Bacteria were isolated from the intestine of Le. bellula,
L. coccidivora and H. trifurcata larvae and also adults of H. trifurcata. Bacteria were identified
morphologically and by partial sequencing of the 16S rRNA gene. The greatest bacterial diversity
was found in L. coccidivora and H. trifurcata adults, followed by H. trifurcata larvae. The lowest
diversity was found in Le. bellula. Sequencing revealed the presence of Bacillus cereus,
Enterococcus gallinarum and E. casseliflavus in L. coccidivora larvae; Enterobacter sp. in larvae
of H. trifurcata; Lactococcus lactis in adults of H. trifurcata; and Staphylococcus sp. in larvae and
adults of H. trifurcata. Bacillus pumilus was only found in Le. bellula. The possible role of these
bacteria in the ability of predators to feed on D. opuntiae and D. coccus is discussed.

Keywords: wild nopal mealybug, bacterial diversity, 16S rRNA.

Este manuscrito se prepard y envio en el formato a la Revista Microbial Ecology



1.2.  INTRODUCTION

Insects have complex symbiotic inter or intracellular associations with various microorganisms
[1,2]. These microorganisms can be free in the intestinal lumen or in the body [1]. The microbial
community is diverse, but bacteria are the most abundant microorganisms in these associations
[3]. The intestine of insects harbours bacteria with specific physiological functions [2,4]; for
example, some are responsible for supplementing dietary deficiencies in amino acids and vitamins
[5,6]. Many of bacteria that have symbiotic association with insects belong to the families
Enterobacteriaceae, Bacillacea, Pseudomonacea, Staphylococcaceae and Enterococcaceae [7] and
produce enzymes that break down natural and synthetic organic molecules into forms that can be
assimilated by the host [8]. For example, Lactobacillus and Enterobacteria in the digestive tract
of coleopterans, are important for digestion of celluloses and lignocellulosic compounds [9].
Perhaps one of the most explored bacterial populations is the one associated with the midgut of
termites where a great diversity of bacteria associated with the breakdown of lignin or aromatic
compounds, and fixation of nitrogen [4,10]. Despite this, interactions between insects and

symbionts still represent a largely unstudied [11].

Predator-prey biological model that include carminic acid production by insects in the genus
Dactylopius have not been studied previously. It is known that the concentration of carminic acid
varies between species and stages of development. For example, carminic acid content is 3-5% of
the dry weight of D. opuntiae but 19-25% of the dry weight of D. coccus [12, 13]. It has been
suggested that carminic acid is produced as a defence compound within the immune system of D.
coccus [14], most likely targeted at limiting predation [15,16] . This might account for the limited
number of known predators of species in the genus Dactylopius. Currently, D. opuntiae is
considered one of the most important global pests of Opuntia ficus-indica (L.) (Caryophyllales:
Cactaceae) [17]. Dactylopius coccus is also a pest of O. ficus-indica although damage and losses
are not as important as those caused by D. opuntiae [18]. Only in Ethiopia, D. coccus has been
reported as a highly significant pest [19]. In fact, the economic importance of D. coccus in some
parts of Mexico is not as a pest but as a source of carminic acid which is used as a natural colourant
[20].

Although the anti-predatory effect of carminic acid on natural enemies of Dactylopius species has

long been suggested, only two specialist predators have been reported, the coccinellid Hyperaspis



trifurcata Schaeffer (Coleoptera: Coccinellidae), and the dipteran Leucopina bellula Williston
(Diptera: Chamaemyiidae); these species use the carminic acid acquired form predation of
Dactylopius species, to repel predatory ants [15,16]. The generalist predator, Laetilia coccidivora
Comstock (Lepidoptera: Pyralidae), has also been reported preying on Dactylopius species; they
excrete the carminic acid when threatened by other predators [15]. The ability to metabolize
carminic acid has a fitness cost for predators; carminic acid from the consumption of D. coccus
has negative effects on the development and reproductive capacity of L. coccidivora [13]. Larvae
of the specialist predator, Le. bellula, have received attention as predators of D. opuntiae [21]
because they feed on all development stages [17]. Both larvae and adults of the specialist H.
trifurcata [18], have been associated with D. opuntiae in the field and occasionally feed on
commercially established colonies of D. coccus [20]. This apparent preference for D. opuntiae
over D. coccus could be due to the difference in carminic acid concentrations present in the two
species of prey. However, larvae of L. coccidivora are one of the most voracious generalist
predators of both D. opuntiae and D. coccus, suggesting that they are not affected by the difference
in carminic acid concentration [17]; as a result they can cause considerable losses in commercial

production of D. coccus [20].

Various studies have demonstrated the ability of bacteria to metabolize dyes, and that the
efficiency of this varies amongst species [22]. Some Bacillus species have the ability to metabolize
dyes such as recalcitrant anthraquinone, triphenylmethane and azo dyes [23]. Enterobacter species
are known for their capacity for biodegradation of the anthraquinone group including reagent blue
19 [22]. Enterococcus species have the ability to metabolize anthraquinones using carbon sources
such as glucose, sucrose and fructose, as well nitrogen sources such as yeast extracts [24].
Staphylococcus species have the ability to metabolize anthraquinones [25], and Lactococcus can
metabolize dyes such as reagent black 5 [26]. Carminic acid is an anthraquinone and all these
bacterial genera have the ability to metabolize anthraquinones. Bacterial species within these
genera can grow in nutrient-rich culture media such as Luria Bertani [22,27], and R2A, the latter
of which is a medium low in nutrients that allows growth of bacteria that are inhibited by high
nutrient concentrations [27]. Both media, Luria Bertani and R2A, are frequently used in the
isolation of intestinal bacteria from insects [28]. The diversity of bacteria in the intestines of
predators is an indicator of the complexity of the assimilation process which can require several

steps to metabolize carminic acid.



The preference of Le. bellula and H. trifurcata for D. opuntiae over D. coccus in response to lower
concentrations of carminic acid (in D. opuntiae), and the capacity of L. coccidivora to feed on both
D. opuntiae and D. coccus in addition to other insect species, suggests variation in the bacterial
community of these contrasting predatory species as a mechanism for differences in prey
preference. Based on this, the objective of this study was to compare the diversity of bacterial
species associated with the intestinal tract of larvae of L. coccidivora and Le. bellula, and the larvae

and adults of H. trifurcata, all predators of D. opuntiae and D. coccus.
1.3. MATERIALS AND METHODS
2.2.1. Predators

The three species of predators were obtained from laboratory colonies maintained at the Colegio
de Postgraduados, Texcoco, Mexico State. They were fed on different development stages of their
natural prey (D. opuntiae) ad libitum, according to the methodologies described by Barreto-Garcia
et al., [13]. To maintain the natural bacterial diversity of the insects in the colonies, field-collected
predators were introduced into the colonies every 10 weeks. Prior to introduction into colonies,
field-collected predators were maintained under observation for 15 days, to avoid the introduction
of pathogens. Groups of each predator species and developmental stage were established (n = 10
individuals per group): third instar larvae (L3) of Le. bellula, fifth instar larvae (L5) of L.
coccidivora, fourth instar larvae (L4) and adults of H. trifurcata. Each group of individuals were
then placed in Ziploc® bags and exposed to CO> for 20 minutes; all individuals were then
transferred to an ethyl acetate chamber for 15 minutes. Subsequently, individuals were surface-
sterilized with 1% sodium hypochlorite for 5 minutes, rinsed six times with sterile distilled water,
and placed individually onto sterile absorbent paper [29]. Finally, the intestine of each individual
was extracted using entomological forceps (No. 5) through a longitudinal cut made with a sterile
scalpel. The ten intestines from each group of insects were placed in 100 mL of Luria-Bertani
Broth (Dibico, USA) which was incubated at 550 rpm and room temperature for 48 h for Le.
bellula and L. coccidivora, and 72 h for H. trifurcata. Differences in incubation time were

necessary to achieve sufficient bacterial growth for further analysis.



2.2.2. Isolation of bacterial colonies

Cultures from the Luria-Bertani (LB) broth were logarithmically diluted from 10 to 10, From
each dilution, 0.1 ml was inoculated in triplicate into 9 cm Petri dishes of Luria Bertani agar
(Dibico, USA) and R2A (Difco, USA) culture media, and distributed with a Digralsky bacterial
loop. The plates were incubated at 30 °C until bacterial growth was observed. Bacteria were
purified using the cross-streak technique [30] and preserved in 80 % glycerol at -20 ° C prior to

evaluation.
2.2.3. Morphological characterization of bacteria

After 24, 48 and 72 h incubation at 30°C bacterial colonies were characterized morphologically
using a stereoscopic microscope (Leica Model EZ4, Germany). The form of the colonies was
classified as circular, irregular or filamentous, and the margin as undulate, filamentous or entire.
The surface or elevation of colonies was considered as flat, convex or umbonate. Pigmentation
was categorized as yellow, white, cream or greyish; and the texture as membranous or butyrose,

according to the criteria described by Seeley et al., [30].

Microscopic characterization was done using Gram staining according to the protocol described
by Seeley et al., [30]. The preparations of each bacterial smear were observed under oil immersion
in an optical microscope (Leica Model DM500, Germany) at 100 X objective magnification. All
bacterial colonies were classified according to the Gram staining results, and their morphology as

cocci, bacilli, coccobacilli or spirals based on the criteria described by Seeley et al., [30].
2.2.4. Taxonomic placement of bacteria

Bacterial identification was achieved by amplifying a region of the 16S gene of the rDNA with the
universal  primers 8F (5"-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) and 1492R (5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3") [31]. DNA was extraction from pure bacterial colonies using
the DNeasy Plant Mini kit (Qiagen®, USA), following the manufacturer’s instructions. The quality
and quantity of DNA in each sample was verified by spectrophotometry in a Nanodrop™
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). The reaction mix for PCR
was prepared in a final volume of 25 pL: 17.37 uL of nuclease-free water (Promega®, USA), 5
uL of 5X Buffer, 0.2 mM of ANTP (Promega®, USA), 0.4 uM of each primer, 1.25 U of DNA



polymerase (Promega®, USA) and 1 pL of DNA (15-25 ng uL~ ). Amplifications were made in
a Thermal Cycler (BioRad) with an initial denaturation cycle at 95 ° C for 15 min; 30 cycles of 95
° C for 1 min, 54 ° C for 1 min, an extension at 72 ° C for 2 min; and a final extension at 72 ° C
for 10 min [32]. To identify the PCR products, an agarose gel electrophoresis (Promega®, USA)
was run and visualized on a transilluminator. The PCR products were sent to Macrogen Inc.

(Korea) for direct sequencing.

Sequences were edited using Bioedit v.7.2.5 software [33], and compared with the National Center
for Biotechnology Information (NCBI) database using the basic local alignment tool BLAST
implemented in GenBank, as well as with sequences from the European Nucleotide Archive. Based
on BLAST analyses, sequences with the highest similarity (e-score closer to zero) to the sequences
obtained in this study were retrieved and used as references for identification. Sequences were
analysed using Maximum Likelihood analysis based on the Tamura-Nei model with MEGA ver.
5. Software [34]. The robustness of branches was estimated by bootstrap analysis with 1000
repetitions [35].

1.4. RESULTS

A total of 45 bacterial colonies (morphotypes) were obtained from the intestinal tract of the three
predators. Of these, 26 were isolated using the LB medium and 19 using the R2A medium (Table
1). There was a large diversity of margin, colour, form and elevation amongst the morphotypes
(Table 1). Phylogenetic analysis, all with 100% probability, grouped the 45 morphotypes into eight
species distributed amongst five genera, specifically the: genus Enterobacter (n = 21); species
Staphylococcus sciuri (n = 1); species S. capitis (n = 2); species Bacillus cereus (n = 3); species B.
pumilus (n = 7); species Enterococcus gallinarum (n = 1); species E. casseliflavus (n = 1); species

Lactococcus lactis (n = 9) (Fig. 1).
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Figure 1 Phylogenetic tree of bacteria isolations obtained from Dactylopius opuntiae predators: larvae of
Leucopina bellula, Laetilia coccidivora and Hyperaspis trifurcata (larvae and adults) and their taxonomic
placement to genus and specie based on sequences of the 16s ribosomal RNA gene
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Table 1. Bacterial isolates obtained in this study from three predators of Dactylopius coccus and
Dactylopius opuntiae. Species were determined after phylogenetic analysis of partial 16S sequences. LB =

Luria-Bertani, R2A = medium with low nutrient concentrations.

Predator Isolate Genus/Species  Medium Margin Colour Form Elevation Texture Gram GenBank
Blleu Bacillus pumilus LB Undulate cream circular rugose membranous + MW632053

B2Leu Bacillus pumilus LB Undulate cream circular rugose membranous + MW632054

. B3Leu Bacillus pumilus LB Undulate cream circular rugose membranous + MW632055
Il;:lliﬁfgma B4leu Bacillus pumilus LB Undulate cream circular rugose membranous + MW632056
Larvae B5Leu Bacillus pumilus LB Undulate cream circular rugose membranous + MWe32057
B6Leu Bacillus pumilus R2A Undulate white circular umbonate membranous + MW632058

B7Leu Bacillus pumilus R2A Undulate white circular umbonate membranous + MW632059

B8Lc ggltﬁ;giztr:r?us LB entire yellow circular convex smooth + MW632060

- B9Lc (I:E;stggﬁglgt\:/iis LB entire yellow circular convex smooth + MW632061
I(?gcez::jliatlora B10Lc Bacillus cereus LB entire white circular convex smooth + MW632062
Larvae BlllLc Bacillus cereus R2A filamentous white rhizoid flat smooth + MW632063
B12Lc Bacillus cereus R2A filamentous white rhizoid flat smooth + MW632064
B13Htl Enterobacter sp. LB entire white circular convex smooth - MW632065
B14Htl Enterobacter sp. LB entire white circular convex smooth - MW632066
B15HtI Enterobacter sp. LB entire white circular convex smooth - MW632067
B16HtI Enterobacter sp. LB entire white circular convex smooth - MW632068
B17Htl Enterobacter sp. LB entire white circular convex smooth - MW632069
B18HtI Enterobacter sp. LB entire white circular convex smooth - MW632070
B19HtI Enterobacter sp. LB entire white circular convex smooth - MW632071
B20HtI Enterobacter sp. LB entire white circular convex smooth - MW632072
B21Htl Enterobacter sp. LB entire white circular convex smooth - MW632073
Hyperaspis MW632074

trifurcata B22Htl Enterobacter sp. LB entire white circular convex smooth -

Larvae B23Htl S(t:ziil?nylococcus LB entire yellow circular convex smooth + MW632075
B24Htl Enterobacter sp. LB entire cream circular convex smooth - MW632076

B25Htl Enterobacter sp. R2A entire cream circular convex smooth - MW632077

B26HtI Enterobacter sp. R2A entire cream circular convex smooth - MW632078

B27Htl Enterobacter sp. R2A entire cream circular convex smooth - MW632079

B28HtI Enterobacter sp. R2A entire cream circular convex smooth - MW632080

B29HtI Enterobacter sp. R2A entire cream circular convex smooth - MW632081

B30HtI Enterobacter sp. R2A entire cream circular convex smooth - MW632082

B32Htl Enterobacter sp. R2A entire cream rhizoid convex smooth - MW632083

B33Htl Enterobacter sp. R2A entire cream rhizoid convex smooth - MW632084

B34Htl Enterobacter sp. R2A entire cream circular convex smooth - MW632085

B36HtI Enterobacter sp. R2A entire cream circular convex smooth - MW632086

B37Hta Lactococcus lactis LB entire cream circular flat smooth + MW632087

B38Hta Lactococcus lactis LB entire cream circular umbonate smooth + MWE32088

B39Hta Lactococcus lactis LB entire cream circular umbonate smooth + MW632089

B40Hta Lactococcus lactis LB entire cream circular umbonate smooth + MWE32090

B41Hta Lactococcus lactis LB entire cream circular umbonate smooth + MW632091
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Predator Isolate Genus/Species  Medium Margin Colour Form Elevation Texture Gram GenBank
:—Il’?/fzi(iigls B42Hta Lactococcus lactis LB entire cream circular umbonate smooth + MW632092
Adult B44Hta Lactococcus lactis R2A entire cream circular raised smooth + MW632093
B45Hta i;z:)ri)tf?sllococcus R2A entire white circular raised smooth + MW632094
B46Hta i;z:)ri)tf?sllococcus R2A entire white circular raised smooth + MW632095
B47Hta Lactococcus lactis R2A entire cream circular umbonate smooth + MW632096
B48Hta Lactococcus lactis R2A entire cream circular flat smooth + MW632097
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1.5. DISCUSSION

This study is the first description of culturable bacteria from the intestines of the Le. bellula,
Laetilia coccidivora and Hyperaspis trifurcata) the most important predators of Dactylopius
opuntiae and D. coccus. The diversity of the bacteria present corresponded with groups known to
be capable of metabolizing dyes, pigments and high molecular weight compounds [25]. Therefore,
it is likely that the bacteria we found have a functional role in these predators. The diversity of
intestinal bacteria found in the generalist predator L. coccidivora was greater than the two
specialist predators, Le. bellula and Hyperapis trifurcata, this could be related to their feeding
habits and the ability of L. coccidivora to feed on both species of Dactylopius regardless of the
carminic acid content. The effect of the diet on the composition of gut microbial communities in
insects has been widely accepted [36] because they are involved in the metabolism of ingested

compounds and in other beneficial metabolic processes [37].

Gut bacteria contribute to the nutrition of insects in different ways; these the production of
compounds and enzymes that break down complex molecules into simpler forms that are easier to
assimilate, thereby improving digestion [38]. We found E. gallinarum, E. casseliflavus in L.
coccidivora. These two Enterococcus species have been reported before as part of the microbiota
of Musca domestica (Diptera: Mussisidae) and Blattella germanica (Blattodea: Blattelidae); both
were associated with resistance to various groups of antibiotics including aminoglycosides,
streptomycin and kanamycin (E. casseliflavus); and streptomycin, neomycin and tetracycline (E.
gallinarum) [41]. Enterococcus casseliflavus is one of the most widely distributed bacteria in
Lepidoptera [7]. Many of the known Enterococcus species are common symbionts in the intestinal
tract of insects and have important functions [42]. Some Enterococcus species produce bactericidal
substances that selectively target invasive bacteria, but have no effect on ubiquitous members of
gut fauna [7]. They can also increase intestinal pH providing the conditions necessary to
metabolize complex molecular substances [43]. Similarly, some Enterococcus species can
metabolize methyl red dye [40] and anthraquinone dye (acid blue 25) [24]; carminic acid is an
anthraquinone dye.

We also found B. cereus in L. coccidivora. This genus is frequently found in the intestines of
insects and, in some predators may play an important role in the degradation of carminic acid

acquired during feeding on D. opuntiae. Some researchers have shown that Bacillus species have
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the ability to metabolize dyes, for example, one Bacillus sp. isolate could metabolize more than
98% of the toxic azo dye methyl red it was provided with [39]. Furthermore, B. cereus, B. pumilus,
B. subtilis and B. megaterium could metabolize 50-60% of the Congo red, Bordeaux and blue dyes
they were provided with [40]. We suggest that this is why B. pumilus, the only species found in

Le. bellula larvae, could be related to metabolism of carminic acid.

We found Enterobacter sp. and S. sciuri in H. trifurcata larvae. Enterobacter species are known

to assimilate phenolic compounds and metabolize anthraquinones, such as reagent blue 19 [22,44].

We only found S. sciuri in the larval stages of H. trifurcata, although it has also been found in
larvae of the beetle Anoplophora chinensis (Coleoptera: Cerambicidae) [2]. It has been reported
that S. sciuri can metabolize remasol bright blue dye via secretion of enzymes such as laccase,

manganese and lignin peroxidase [25].

We found La. lactis, and S. capitis in H. trifurcata adults. Previous reports showed that members
of Lactococcus produce lactic acid, hydrogen peroxide, diacetyl, carbon dioxide and bacteriocins
with antimicrobial activity activity [36, 45]. Lactococcus species also metabolize dyes such as
reagent black 5 (> 99% in 5.5 h) [26]. The genus Staphylococcus has been isolated from other
insects such as Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), and has been shown to break
down insecticides [8] and metabolize dyes [25]. Staphylococcus species have been found in larvae
and adults of Anoplophora chinensis Thomson (Coleoptera: Cerambycidae) [2], which is in line
to our findings. As they are present throughout the entire life cycle, this suggests that these
microorganisms have a beneficial function for the insect. We suggest that, finding bacteria from
the genus Staphylococcus in larvae and adults of H. trifurcata, is strongly correlated with their role
as a top predator; both developmental stages evaluated feed on more than one developmental stages

of D. opuntiae, including partial consumption of gravid females.

In conclusion, bacterial diversity found in the generalist predator L. coccidivora (larvae) was
greater than in the two specialist predators, Le. bellula (larvae) and H. trifurcata (larvae and
adults). Bacterial species isolated from the intestinal tract of the three predators of Dactylopius,
are known to be capable of metabolizing anthraquinone dyes, to which carminic acid belongs,
suggesting a relationship between the capacity to metabolize carminic acid and the diversity of

bacteria in the gut of specialist and generalist predators. Our methods enabled identification of
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culturable bacterial species; this is important because it will allow us to determine the ability of
these bacteria to metabolize carminic acid experimentally. Additional studies should also focus on
identifying bacterial species that are not culturable as these could also have an important role in

the metabolism of carminic acid.
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CAPITULO 2. BACTERIAS DEL INTESTINO DE TRES DEPREDADORES DE
Dactylopius spp. (HEMIPTERA: DACTYLOPIIDAE) ;PUEDEN ESTAS
METABOLIZAR EL ACIDO CARMINICO?

2.1. INTRODUCCION

Los insectos establecen interacciones simbioticas con microorganismos para aprovechar
los recursos alimenticios (Augustinos et al. 2015), y en estas simbiosis las bacterias son el grupo
dominante en el aparato digestivo (Hongoh 2010; Engel y Moran 2013; Rozadilla et al. 2020). A
esta microbiota se le considera catalizadora primaria de nutrientes, debido a la gran cantidad de
enzimas necesarias para metabolizar compuestos inaccesibles o toxicos en los alimentos de sus
huéspedes (Douglas 2009; Engel y Moran, 2013; De Almeida et al. 2017; Sivakumar et al. 2017).

La microbiota intestinal (simbiontes) de insectos tiene una relevancia increible en el
aprovechamiento de sus plantas huéspedes (Hongoh 2010; Engel y Moran 2013; Augustinos et al.
2015), o en la metabolizacion de compuestos de defensa y hasta de algunos insecticidas (De
Almeida et al. 2017; Sivakumar et al. 2017; Gilbert 2020). También se ha documentado la
importancia de esa microbiota en insectos xil6fagos (Xu et al. 2020) y hematdfagos (Eleftherianos
et al. 2013) para el aprovechamiento de sus dietas (Douglas 2009; Eleftherianos et al. 2013). Esa
microbiota puede adaptarse a cambios en la dieta por induccién de enzimas o cambios
poblacionales en la comunidad microbiana (De Almeida et al. 2017; Sivakumar et al. 2017), varias
de esas enzimas son producidas por bacterias de las familias Enterobacteriaceae, Bacillacea,
Pseudomonadacea, Staphylococcaceae y Enterococcaceae (Paniagua-Voirol et al. 2018). La
diversidad de la microbiota puede ser indicador de la complejidad de procesos que se necesitan
para aprovechar sus dietas; por ejemplo, la degradacion de compuestos aromaticos o ligninas
(Sivakumar et al. 2017; Callegari et al. 2020; Xu et al. 2020). Para que las bacterias anaerdbicas
0 aerobicas puedan degradar sustancias complejas, incluidos los colorantes, necesitan fuentes
adicionales de carbono y nitrégeno (Aruna et al. 2015; Hai-Hong et al. 2019). En algunos trabajos
experimentales de laboratorio estas fuentes de carbono y nitrégeno se pueden proporcionar en los
medios de cultivo; por ejemplo, el medio Zhou y Zimmermann modificado (ZZ) (Aruna et al.
2015; Prasad 2015).

A pesar de la evidencia del papel relevante de los simbiontes en insectos herbivoros,

xiléfagos u hematofagos, la referencia de simbiontes en insectos depredadores para aprovechar sus

16



presas es menos frecuente (Polin et al. 2015; Park et al. 2018). La relacidon coevolutiva de los
insectos del género Dactylopius spp. (Hemiptera: Dactylopiidae) y sus depredadores puede
proporcionar un modelo Gtil para documentar ese tipo de simbiosis. Dactylopius spp. €s un grupo
monogenérico que produce acido carminico (hidroxiantraquinona), una sustancia que se explota
como colorante natural (Dapson 2005; Rasmussen et al. 2018). Esta sustancia participa en el
sistema inmune de estos insectos (De La Cruz Hernandez-Hernandez et al. 2003) y mas
comunmente se relaciona como un mecanismo antidepredacion (Eisner et al. 1980; Eisner et al.
1994; Barreto-Garcia et al. 2020). La existencia de un nimero relativamente escaso de insectos
depredadores de ese genero (Vanegas-Rico et al. 2010), el bajo porcentaje de sobrevivencia de
otros depredadores gque se alimentan de especies de D. opuntiae (Pacheco-Rueda et al. 2011) y el
efecto desfavorable en pardmetros bioldgicos y demogréaficos de dos de sus depredadores mas
comunes, el especialista Hyperaspis trifurcata (Coleoptera: Coccinellidae) y el generalista Laetilia
coccidivora (Lepidoptera: Pyralidae), cuando se alimentaron de Dactylopius coccus (la especie
que tiene mayor concentracion de acido carminico 19-25%), pueden respaldar la hipotesis del
acido carminico como mecanismo antidepredador (Barreto-Garcia et al. 2020; Trejo-Reyes et al.
2021).

Con estos antecedentes se formul6 la hipdtesis que los depredadores de Dactylopius spp.
albergan simbiontes microbianos en su intestino, y éstos tienen capacidad para metabolizar el acido
carminico. Esta propuesta se soporta al menos en dos hechos, a) Se aislaron e identificaron varias
especies de bacterias del intestino de tres depredadores comunes de Dactylopius spp. (Capitulo
dos de esta tesis); y b) Algunas bacterias de géneros similares tienen la capacidad de metabolizar
colorantes del grupo de las antraquinonas; por ejemplo: Bacillus sp. (Deng et al. 2008),
Enterobacter sp. (Hai-Hong et al. 2019), Enterococcus sp. (Prasad 2015) y Staphylococcus sp.
(Velayutham et al. 2018). En este contexto, el objetivo de este trabajo fue determinar si las
bacterias Bacillus cereus, B. pumilus, Enterococcus gallinarum, Staphylococcus capitis, S. sciuri
y Enterobacter sp., aisladas del intestino de tres depredadores de Dactylopius spp. pueden

metabolizar el acido carminico.
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2.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Cepas bacterianas

Se aislaron seis cepas del intestino de tres depredadores (Le. bellula, L. coccidivora e H.
trifurcata) de Dactylopius spp., siguiendo la metodologia descrita en el Capitulo dos de este
trabajo. Las bacterias Bacillus pumilus, B. cereus, Enterococcus gallinarum, Staphylococcus
capitis, S. sciuri y Enterobacter sp. se caracterizaron morfoldgicamente y se identificaron por la
amplificacion y secuenciacion parcial del gen 16S ARN. Una vez aisladas y purificadas se

preservaron a -20 °C en tubos criogénicos con glicerol al 80% (Capitulo 2).

2.2.2. Solucién de acido carminico

El &cido carminico que se utilizd en los ensayos fue grado reactivo (Meyer®). Se pesaron
y disolvieron 1.052 g de colorante en polvo en 100 mL de agua destilada estéril. La solucion se
homogeneizo y se filtré en un recipiente estéril, con esto se obtuvo una solucion de 10,000 ppm;
esta solucion se uso posteriormente para adicionar al medio de cultivo sélido para la realizacion
de algunos ensayos preliminares. La longitud de onda méxima del acido carminico fue de 494 nm
(Stapelfeldt et al. 1993).

2.2.3. Cultivo en caldo con &cido carminico

Para evaluar la posible metabolizacion del &cido carminico, por las cepas bacterianas, se
utilizé medio liquido Zhou y Zimmerman modificado (Prasad 2015), al cual se le adicion6 acido
carminico. El medio liquido estuvo compuesto por sulfato de amonio (NH).SO40.5 g/L, fosfato
monopotasico (KH2PO4) 2.66 g/L, fosfato de sodio dibasico (Na2HPO4)4.32 g/L, glucosa 5 g/L
y extracto de levadura 1 g/L, aun pH de 7.0 (Aruna et al. 2015; Prasad 2015).

Para la preparacion del medio liquido (caldo), primero se colocd el caldo Zhou y
Zimmerman modificado (Prasad 2015) en matraces de cristal con 97 mL, se esterilizd, una vez frio
se le adiciond el acido carminico a 100 ppm, se agitd y después se inoculd 1 mL de suspension
bacteriana de cada una de las cepas con 3x108 UFC/mL. Los tratamientos fueron el resultado de
las seis especies de bacterias a una concentracion de &cido carminico (100 ppm). El testigo fue el
medio de cultivo liquido con colorante (sin inoculo de ninguna cepa bacteriana), que también sirvid

para calcular la longitud de absorbancia maxima, y un blanco adicional que s6lo fue el medio
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liquido sin colorante (Salazar y Castellanos 2018). Cada tratamiento tuvo tres repeticiones. Los

matraces se colocaron en un agitador orbital Shaker a 120 rpm a 30° C durante siete dias.

2.2.4. Cinética de metabolizacion del acido carminico en medio liquido

Para el analisis de la metabolizacion del cido carminico, el matraz se agitd y se tomé una
alicuota de 5 mL en un tubo estéril, y éste se centrifug6 a 10,000 rpm durante 15 minutos a 4° C
(para separar células y sobrenadante). EI sobrenadante se paso a un tubo nuevo y se coloco 1 mL
en cada una de las celdas del espectrofotometro UV-Vis para liquidos (Spectronic Genesys 5®).
De cada muestra se hicieron tres mediciones de absorbancia, a una longitud de onda de 494 nm en
tres intervalos de tiempo (0, 72 y 168 h) (Karim et al. 2018). EI mismo procedimiento se realizé
para el testigo (sin cepa bacteriana) y el blanco. Para estimar el porcentaje de decoloracion del

acido carminico en cada tratamiento se utilizo la formula siguiente.

Decoloracion (%) = Ao-Ac x 100  donde:
Ao

Ao: Absorbancia inicial
Ac: Absorbancia posterior al tratamiento

2.2.5. Andlisis estadistico

Para evaluar las variables de interés, concentracion de acido carminico (CAC) y porcentaje
de decoloracion (PDD), primero se validaron los supuestos de normalidad, posteriormente se
realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA). Cuando se detectaron diferencias se realiz6 una prueba
de comparacién de medias (Tukey, 0.05). Adicionalmente, los datos se ajustaron a una regresion
entre la concentracion de acido carminico Yy el porcentaje de decoloracion. Los andlisis se

realizaron con el programa R Core Team, R version 4.0.5
2.3. RESULTADOS

Las bacterias aisladas de los intestinos de los tres depredadores de mayor importancia de
D. opuntiae y D. coccus decoloraron el acido carminico en el medio liquido (caldo) Zhou y
Zimmerman enriquecido (fuentes extra de carbono y nitrogeno). En este medio las bacterias
presentaron metabolizacion a las 72 y 168 h en condiciones de agitacion, y se encontré una relacion

muy estrecha entre la decoloracion y la disminucion del acido carminico (R? = 0.995) (Fig. 2y 3).
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Figura 2 Metabolizacion del &cido carminico a las 72 h por las cepas bacterianas de tres depredadores de
Dactylopius sp.
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Figura 3 Metabolizacion del &cido carminico a las 168 h por cepas bacterianas de tres depredadores de
Dactylopius sp.

La metabolizacion expresada como decoloracién en el medio liquido (caldo) tuvo
diferencias significativas a las 72 h (a<0.0001) y 168 h (a<0.0001). A las 72 h E. gallinarum fue
la especie con mayor actividad de decoloracion (95.42 %), seguida por las cepas de B. cereus, B.

pumilus, S. capitis y S. sciuri con porcentajes de decoloracion entre 46 y 52%; Enterobacter sp.
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registré el menor porcentaje de decoloracion (29.1%) (Cuadro 2). El porcentaje de decoloracion
se incremento a las 168 h en todas las cepas. En este periodo todas las cepas lograron decoloracion
mayor al 59%, y una cepa en particular, E. gallinarum, logré decolorar el 100 % (Cuadro 2).

Cuadro 2. Decoloracion de &cido carminico por seis cepas bacterianas aisladas del intestino de tres
depredadores de Dactylopius spp.

Origen de la cepa bacteriana Cepas bacterianas Decoloracion (%)
Depredador 72h 168 h
Laetilia coccidivora-larva Enterococcus gallinarum *95.42 a *100 a
L. coccidivora-larva Bacillus cereus 525b 79.58 b
Leucopina bellula-larva Bacillus pumilus 525b 77.5bc
Hyperaspis trifurcata-adulto Staphylococcus capitis 52.08 b 77.5bc
H. trifurcata-larva Staphylococcus sciuri 46.25b 65.42 cd
H. trifurcata-larva Enterobacter sp 29.17 ¢ 59.17 d
Testigo 0d Oe

*Medias con la misma letra en cada columna no son estadisticamente diferentes (¢=0.05).

2.4. DISCUSION

En este trabajo se comprob6 que algunas cepas bacterianas aisladas del intestino de tres
depredadores de Dactylopius spp. metabolizaron el acido carminico, sustancia que se considera
como parte de un mecanismo antidepredacidn en ese género de insectos (Eisner et al. 1980, 1994;
Barreto-Garcia et al. 2020). Algunos trabajos previos habian demostrado la capacidad de géneros
bacterianos para metabolizar colorantes, y que su eficiencia variaba entre especies (Guadie et al.
2017; Hai-Hong et al. 2019), pero ninguno habia tratado de relacionar simbiontes en depredadores
de insectos que pudieran favorecer el metabolismo de colorantes de su presa, lo que se realizd

como un aporte relevante en este trabajo.

Las seis cepas bacterianas aisladas de los tres depredadores de Dactylopius fueron
eficientes en la metabolizacion del acido carminico (del 59 al 100%). Es probable que esa
capacidad de metabolizar esa sustancia esté relacionada con la biologia del depredador de donde
se aisld. En el caso de las bacterias aisladas de la larva de Laetilia coccidivora (Lepidoptera), E.
gallinarum y B. cereus, fueron las especies que presentaron el mayor porcentaje de decoloracion.
Esto podria relacionarse con su habito depredador generalista y la seleccion biologica que ha tenido

para alimentarse de colorantes u otras sustancias en sus presas. L. coccidivora tiene la capacidad
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de alimentarse de D. coccus, que tiene la mayor concentracion de &cido carminico (19-25%), y de
D. opuntiae (2-5%), ademas de otros pseudocdccidos (Barreto-Garcia et al. 2020).
Staphylococcus sciuri y Enterobacter sp. se aislaron de la larva del coccinélido depredador
especialista H. trifurcata, y S. capitis del adulto. Nuevamente, la biologia del depredador podria
ayudar a relacionar un poco la capacidad de metabolizacion del &cido carminico y su biologia. La
larva de H. trifurcata consume sobre todo a D. opuntiae y otras especies de Dactylopius con baja
concentracion de acido carminico (2-5%) (Vanegas-Rico et al. 2016). Ademas, en este depredador
la capacidad de consumo de la presa sucede en su estado adulto comparado con los estados
inmaduros. En otras palabras, el adulto es el que consume mas del 70% de todo el alimento que
necesita para poder completar su tiempo de desarrollo; por tanto, durante el proceso natural de
seleccidn el adulto estd més expuesto a la necesidad de metabolizar el 4cido carminico de la presa.
Adicionalmente, el adulto prefiere alimentarse de D. opuntiae que de D. coccus lo que se atribuye
a la diferencia en concentracion del acido carminico y probablemente a su capacidad para

metabolizarlo (Vanegas-Rico et al. 2016; Trejo-Reyes et al. 2021).

Bacillus pumilus se aisl6 de larvas de Le. bellula (por ser diptero el adulto no se alimenta
de Dactylopius), y se considera un depredador poco voraz que basa su alimentacion en huevos y
ninfas de D. opuntiae (Vanegas-Rico et al. 2010; Salas-Monzon et al. 2020). En esos estados de
desarrollo es cuando hay menor concentracion de acido carminico en su presa (Vanegas-Rico et
al. 2016; Barreto-Garcia et al. 2020; Salas-Monzon et al. 2020).

Cinco especies de bacterias que se evaluaron en este trabajo son anaerobias facultativas, y
s6lo B. pumilus es aerdbica facultativa, esto aparentemente favorecid su adaptacién a las
condiciones que se propusieron en este trabajo, 30 °C, pH de 7.0 y 120 rpm, y por consiguiente la
expresion de enzimas que favorecieron la decoloracion de la sustancia de interés, tal como lo
mencion6 Chen (2002) para colorantes metabolizados por bacterias. En conclusion, se presentd
evidencia para indicar que los tres depredadores mas comunes de Dactylopius sp. (L. coccidivora,
Le. bellula e H. trifurcata), albergan simbiontes que contribuyen a metabolizar el &cido carminico
de sus presas, una sustancia que se considera toxica para otros depredadores. En este trabajo solo
se evaluaron seis cepas bacterianas como simbiontes de dichos depredadores, es muy probable que

la técnica de medio de cultivo sélido (Luria Bertani y R2A) haya limitado el nimero de especies
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"cultivables™ que se lograron aislar, y por supuesto no permitio conocer los simbiontes obligados

(que no se pueden cultivar) que pueden representar un porcentaje mayor de la microbiota.
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DISCUSION GENERAL

Los insectos escama del genero Dactylopius producen acido carminico que se ha asociado
a su sistema inmune (De La Cruz Hernandez-Hernandez et al. 2003) y sobre todo como un
mecanismo antidepredacion (Eisner et al. 1980, 1994; Barreto-Garcia et al. 2020). Aun con la
presencia de &cido carminico en este género, hay insectos depredadores que se han especializado
en este grupo de presas Yy otros que no pueden desarrollarse en ellas (Vanegas-Rico et al. 2010;
Pacheco-Rueda et al. 2011; Barreto-Garcia et al. 2020). Debido a la gran cantidad de trabajos que
han demostrado la importancia de la flora microbiana en insectos herbivoros, xil6fagos u
hemato6fagos para aprovechar sus recursos alimentarios (Eleftherianos et al. 2013; Hongjie et al.
2017; Ankrah et al. 2018), se propuso probar la hipétesis que los depredadores de Dactylopius spp.
albergan simbiontes microbianos en su intestino, y éstos tienen capacidad para metabolizar el acido

carminico de su presa.

Para probar la hipdtesis de este trabajo se incluyd a las tres especies de depredadores mas
comunes de Dactylopius spp. El lepidéptero generalista Laetilia coccidivora que tiene la capacidad
de alimentarse de especies de Dactylopius con concentraciones contrastantes de acido carminico
(3-5% versus 19-25%), y dos depredadores especialistas, la larva del diptero Leucopina bellula,
y la larva y el adulto del coccinélido Hyperaspis trifurcata, estos especialistas tienen preferencia
por alimentarse sobre D. opuntiae, especie silvestre que tiene una concentracion de &cido
carminico del 3-5% (Barreto-Garcia et al. 2020; Trejo-Reyes et al. 2021).

En el capitulo dos de este trabajo se aislaron bacterias del intestino de los tres depredadores
en los medios de cultivo Luria Bertani y R2A, y se identificaron por la amplificacion y
secuenciacion parcial del gen 16S ARN. Las bacterias aisladas de cada especie depredadora fueron
diferentes. La mayor abundancia de las bacterias cultivables del intestino de los depredadores
fueron con morfologia de cocos y Gram positivas, aunque la literatura indica que las cepas
cultivables representan s6lo una pequefia parte del microbioma (1 al 10%) asociado a un huésped
(Lagkouvardos et al. 2017; Callegari et al. 2020). Adicionalmente, hay muchos factores (pH, etapa
de la vida, entorno del hospedante, etc.) que pueden influir en la estructura de la comunidad
bacteriana (Yan et al. 2021). Aun con todas esas variantes y riesgos, se decidio continuar
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trabajando con las bacterias cultivables por la gran experiencia en ese grupo, y sus posibilidades

de mantenerlas en laboratorio.

Se encontro especificidad bacteriana en el tracto digestivo entre los depredadores: en L.
coccidivora se identificé a Bacillus cereus, Enterococcus gallinarum y E. casseliflavus. Estos
géneros ya se habian reportado en lepiddpteros con funciones importantes en el metabolismo de
algunos compuestos (Paniagua-Voirol et al. 2018). En el adulto de H. trifurcata se aislo a
Lactococcus sp., Lactococcus lactis y Staphylococcus capitis, seguido por H. trifurcata-larva con
una especie de Enterobacter sp. y Staphylococcus sciuri; finalmente, Le. bellula con una sola
especie, Bacillus pumilus. Estos géneros de bacterias han sido reportados en tractos intestinales de
otros insectos (Lehman et al. 2009), pero nunca se habian relacionado con su participacion en
metabolizacion del acido carminico. En el caso de Enterobacter se les ha encontrado la capacidad
de metabolizar compuestos complejos (Paniagua-Voirol et al. 2018). En algunos estudios se ha
encontrado que la diversidad bacteriana en el intestino de los depredadores esta relacionada con
los habitos alimenticios por ejemplo: la familia Enterobacteriaceae, Enterococcaceae,
Streptococcaceae, Staphylococcaceae son abundantes en depredadores (Kudo et al. 2019), y
varios de los géneros bacterianos que encontramos pertenecen a estas familias en la cual cumplen

funciones importantes en el metabolismo de compuestos especificos (Kudo et al. 2019).

En el capitulo tres se evaluo la capacidad de dichas bacterias para metabolizar el &cido
carminico. Para evaluar esto se hicieron ensayos en cajas Petri con medio sélido Luria Bertani
(Blanquez et al. 2019), se sembraron las cepas con diferentes concentraciones de acido carminico
(200 a 1000 ppm), y todas las bacterias crecieron sin problema. Ademas, se encontrd evidencia de
cambios de color en el medio sélido. No obstante, no fue posible determinar el grado de
metabolizacion del acido carminico a través de la decoloracion en el medio sélido. Por ello se
eligio realizar la evaluacidn en un medio liquido (caldo), éste permiti6 evaluar la metabolizacion
del colorante por las bacterias a través de la decoloracién en un espectrofotometro, pero fue
necesario que el caldo tuviera una fuente adicional de carbono y nitrogeno, el medio minimo
MSM9 y medio modificado Zhou y Zimmerman solos (Aruna et al. 2015; Hai-Hong et al. 2019)
no fueron Utiles para observar decoloracién; aparentemente el carbono (glucosa) y el nitrégeno

(extracto de levadura) fueron utiles porque esas fuentes organicas complejas favorecen una
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biodegradacion eficiente en varias especies bacterianas y sustratos (Aruna et al. 2015; Prasad
2015).

Seis cepas bacterianas aisladas de los tres depredadores (Enterococcus gallinarum y
Bacillus cereus de L. coccidivora; Staphylococcus capitis del adulto de H. trifurcata, y
Staphylococcus sciuri y Enterobacter sp. de la larva de H. trifurcata; Bacillus pumilus de Le.
bellula) metabolizaron el acido carminico en medio liquido (caldo) a las 72 y 168 h, todas ellas
presentaron porcentajes de decoloracion del 59 al 100%. Hasta donde conocemos, esta es la
primera ocasién que se prueba una hipétesis para este modelo de depredador-presa con una
sustancia compleja como el acido carminico, se demostrd la existencia de simbiontes en los
depredadores que contribuyen a la metabolizacion de un compuesto complejo y tdxico de la presa,

lo que aparentemente les ha permitido explotar un recurso que muchas otras especies no pueden.

Es muy probable que la metodologia (medio sélido en caja Petri) haya limitado el nimero
de especies bacterianas que se pudieron aislar y cultivar de los depredadores de Dactylopius spp.
Ademas, las cepas no cultivables pueden representar un porcentaje mucho mayor de especies del
microbioma asociado a un huésped (Lagkouvardos et al. 2017; Callegari et al. 2020), y
probablemente haya muchos otros simbiontes que tienen un papel relevante en la metabolizacion
del &cido carminico en cada especie de depredador. A todo esto pueden incluirse muchas otras
variantes para la metabolizacion del acido carminico; por ejemplo, que si se hacen evaluaciones a
diferente pH, con diferentes sustancias y concentraciones (mas glucosa, mas nitrégeno, etc.), con
mezclas de especies de simbiontes, etc. En realidad, los hallazgos de este trabajo representan una
ventana de oportunidades para entender la relacion de los depredadores con presas que tienen
compuestos toxicos en insectos, y se necesita mucho trabajo para demostrar la importancia de los
simbiontes en la relacion depredador presa en insectos. Un trabajo adicional es evidenciar que
enzimas son eficientes para metabolizar el colorante, y los genes que estan involucrados en este
metabolismo. Si bien el primer objetivo puede ser entender la relacion de estos complejos en la
interaccion presa-depredador, en un futuro algunos complejos bacterianos podrian ser utilizadas
en procesos de bioremedacidn con sustancias complejas; por ejemplo, muchos colorantes que son

un problema en el ambiente y representan retos complejos para su atencion.
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CONCLUSION GENERAL

En conclusion, se presento evidencia para indicar que los tres depredadores mas comunes
de Dactylopius spp., L. coccidivora, Le. bellula e H. trifurcata, albergan simbiontes en sus
intestinos que contribuyen a metabolizar el acido carminico de sus presas, una sustancia que se
considera toxica para otros depredadores. Es muy probable que la técnica de medio de cultivo en
este trabajo (medio s6lido) haya limitado el niUmero de especies "cultivables” que se lograron
recuperar, y no permitié conocer los simbiontes obligados que pueden representar un porcentaje

importante de la microbiota.
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