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RESUMEN. Se exploré la prevalencia de la bacteria endosimbidtica Wolbachia sp. en adultos de Anastrepha
serpentina (Wied.) (Diptera: Tephritidae) obtenidos mediante un muestreo aleatorio de frutos establecidos en seis
estados de la Republica Mexicana. Se detectd la presencia de la bacteria por la amplificacion del gen de proteina de
superficie de Wolbachia (Wsp) mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Se encontraron 15 hembras
infectadas por Wolbachia de un total de 1,030 ejemplares que fueron analizados, arrojando una prevalencia de 15 %
en la poblacion colectada en Tuxtla Chico, Chiapas, 3.75 % de infeccion en el estado de Chiapas y de todas las
poblaciones analizadas la prevalencia fue de 1.45 % de infeccion. Los resultados sugieren que la asociacién de A.
serpentina con Wolbachia no es comun, debido a los bajos niveles de infeccion registrados en la poblacién de Tuxtla
Chico, Chiapas, y su ausencia en el resto de las poblaciones analizadas.
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Prevalence of Wolbachia in Anastrepha serpentina Wied. (Diptera: Tephritidae) females
from Mexico

ABSTRACT. We explored the prevalence of the endosymbiotic bacteria Wolbachia sp. in adults of Anastrepha
serpentina (Wied.) (Diptera: Tephritidae) obtained from fruits by a random sampling established in six states of
Mexican Republic. The presence of the bacteria was detected by the amplification of the Wolbachia surface protein
(Wsp) by the medium of the polymerase chain reaction (PCR). Fifteen females infected with Wolbachia of 1,030
females analyzed were found, with a prevalence of 15% in the population collected in Tuxtla Chico, Chiapas, 3.75%
of infection in the state of Chiapas, and of all the populations analyzed the prevalence was 1.45% infection. The results
suggest that the association of A. serpentina with Wolbachia is not common, due to the low levels of infection recorded
for the population of Tuxtla Chico, Chiapas, and its absence in the rest of the populations analyzed.
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INTRODUCCION

En diferentes especies de artropodos es comun la presencia de bacterias endosimbidticas que se
transmiten verticalmente entre sus hospedantes (Majerus, 1999) y horizontalmente entre sus
conespecificos y algunas especies aisladas reproductivamente (Rozo y Dussan, 2010); la relacion
que se de entre estos organismos pueden provocar efectos positivos en la aptitud del huésped o
alterar los procesos bioldgicos como la reproduccion (Pérez et al., 2010). Por ello, dichas
interacciones han sido motivo de estudio donde la bacteria intracelular Wolbachia sp. ha generado
interés, ya gque se estima que infecta el 66 % del total de las especies de artropodos (Hilgenboecker
et al., 2008). Esta bacteria se hospeda principalmente en los tejidos somaticos y reproductivos de
sus hospedantes (Dobson et al., 1999), se transmite verticalmente y su presencia provoca
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alteraciones reproductivas como la partenogenesis (Stouthamer et al., 1993), feminizacion del
macho (Rigaud et al., 1991), androcidio (male-killing) (Hurst et al., 1999) e incompatibilidad
citoplasmatica (IC) (Hoffman y Turelli, 1997). Se ha documentado que esta bacteria se encuentra
ampliamente distribuida en especies de tefritidos de los géneros Rhagoletis (Riegler y Stauffer,
2002), Ceratitis (Rocha et al., 2005), Bactrocera (Kittayapong et al., 2000), Dacus (Kittayapong
et al., 2000) y Anastrepha (Coscrato et al., 2009, Martinez et al., 2012).

Las moscas de la fruta del género Anastrepha (Diptera: Tephritidae) son consideradas una de
las plagas mas importantes de frutas y hortalizas en diversas regiones tropicales de América Latina
(Aluja, 1994). En Meéxico, Anastrepha serpentina es una plaga de importancia agricola que
ocasiona pérdidas econdmicas en frutos de la familia Sapotaceae (Reyes et al., 2000). Se ha
reportado la presencia de Wolbachia en adultos de A. serpentina colectados en Sudamérica
(Coscrato et al., 2009; Prezotto, 2012). En México, se desconoce la presencia de esta bacteria en
A. serpentina. El objetivo de este trabajo fue determinar la prevalencia de Wolbachia sp. en adultos
de A. serpentina colectados en diferentes sitios de México.

MATERIALES Y METODO

Se establecieron doce sitios de muestreo en seis estados de la Republica Mexicana: Tuxtla
Chico, Chiapas (Lat. 14° 56' 12.97", Long. 92° 10' 1.76"), Raymundo Enriquez, Chiapas (Lat. 14°
51' 56.10", Long. 92° 18' 44.52"), Alvaro Obregon, Chiapas (Lat. 14° 55' 17.06", Long. 92° 22'
43.88"), Frontera Hidalgo, Chiapas (Lat. 14° 46' 31.19", Long. 92° 10' 34.87"), Apatzingéan,
Michoacan (Lat. 19° 4' 53.30", Long. 102° 21' 12.46"), Xalapa, Veracruz (Lat. 19° 32' 29.86",
Long. 96° 54' 36.65"), Paso del macho, Veracruz (Lat. 18° 58' 1.78", Long. 96° 43' 25.11"), Paso
del Toro, Veracruz (Lat. 19° 1'50.62", Long. 96° 8' 7.69"), Ocuituco, Morelos (Lat. 18° 52" 39.65",
Long. 98° 46' 26.17"), Chind, Campeche (Lat. 19° 45' 43.58", Long 90° 29' 35.64"), Villa Nueva,
Oaxaca (Lat. 16° 33'36.73", Long 97° 49' 28.38"), Tuxtepec, Oaxaca (Lat. 18° 5'6.37", Long. 96°
8' 39.67"). Los adultos silvestres de A. serpentina se obtuvieron por dos métodos; el primero, fue
a partir de larvas de frutos infestados de zapote-mamey colectados en campo. Una vez que
emergieron los adultos se separaron por sexo y se alimentaron hasta que alcanzaron la madurez
sexual (14 dias) (Toledo et al., 2001).

El segundo método fue utilizando trampas Multilure® (Better World Manufacturing Inc.,
Fresno, CA) cebadas con atrayentes alimenticios para la captura de adultos silvestres. Los
especimenes atrapados fueron previamente enjuagados con agua destilada estéril y posteriormente
se depositaron en viales de vidrio con tapa (28 mm x 61 mm) con etanol al 96 %, se conservaron
en un ultracongelador a -20 °C hasta su diseccion.

Cien hembras (a excepcion de un sitio que solo fueron 30 hembras) de cada sitio de muestreo,
de 14 dias de edad fueron disectadas en condiciones asépticas. Los abdémenes de cada mosca
fueron separados del tdrax, los cuales fueron transferidos a tubos de micro centrifuga de 1.5 ml.
Un total de 1,030 hembras silvestres (en los 12 sitios de muestreo) fueron disectadas.

La extraccion del ADN total de cada mosca se realizd siguiendo el metodo de
fenol/cloroformo/alcohol-isoamilico (Sambrook y Russell, 2001). Para ello, cada abdomen fue
macerado agregando 500 pl de solucion buffer de lisis [0.05M Tris pH 8.0, 0.3 NaCl, 0.005M
EDTA y 2 % SDS] con un pistilo esterilizado. La calidad del ADN se analizd6 mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1 %. La cuantificacion y pureza del ADN se midi6 en un
espectrofotometro NanoDrop™ Lite Thermo Scientific considerando la relacion de absorbancia
(260/280 nm). Se realizo una PCR touchdown con los primers especificos para amplificar el gen
de proteina de superficie de Wolbachia Wsp81F 5° TGG TCC AAT AAG TGA TGA AGA AAC
TA 3> TM: 57.4 °C y Wsp691R. AAA AAT TAA ACG CTA CTC CAG CTT CT 3’ (Zhou et al.,
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1998), que amplificé un fragmento de ~600 pb. La amplificacion se realizé en un volumen final de
20 pl de reaccion. Cada tubo de reaccion contenia 4 pl MgCI2 [50mM], 2ul de Buffer 10x
(Promega), 0.6 pl [10pM] de primers WspF y WspR, 0.4uL dNTPs L [10 mM], 0.10 pl Taq
polimerasa [5u/pl] (Promega), y 120 ng de ADN. Los perfiles de temperatura comenzaron con una
desnaturalizacion inicial del ADN a 94 °C por 2 min, seguido de 35 ciclos de amplificaciones y
una extension final a 72 °C durante 7 min. Los productos de PCR obtenidos se visualizaron en gel
de agarosa al 1 % con SYBR® GREEN bajo iluminacién UV con una migracion a 80 mV durante
40 min.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se confirmo la calidad del ADN en geles de agarosa (Fig. 1). Se utiliz6 el método de PCR
touchdown con el ADN obtenido y primers especificos para amplificar el gen de proteina de
superficie de Wolbachia. Las muestras que amplificaron mostraron una banda definida de ~600 pb
(Fig. 2). Las muestras de otras poblaciones arrojaron resultados negativos para la amplificacion de
dicho gen.
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Figura 1. Calidad del ADN total obtenido del abdomen de moscas de A. serpentina. Carril inicial,
marcador de tamafio molecular 1KB, 1-24; muestras de ADN total extraido de hembras silvestres.

Un total de 1,030 hembras de A. serpentina fueron analizadas para determinar la prevalencia de
Wolbachia. De acuerdo con los resultados de la PCR se determiné que solamente 15 moscas de la
poblacién de Tuxtla Chico, Chiapas, registraron presencia de la bacteria (Fig. 2), representando
15% de infeccion en las moscas colectadas en esa region. Considerando a toda la poblacion de
Chiapas que fue analizada, la prevalencia fue de 3.75%. Este hecho indicé que aproximadamente
el 98.55% de moscas de la poblacion de A. serpentina de México esta libre de infeccion de dicha
bacteria. Si consideramos a todas las moscas analizadas la prevalencia de Wolbachia fue de 1.45%.
Actualmente existe poca informacion sobre la prevalencia de endosimbiontes en tefritidos,
particularmente en especies del genero Anastrepha. Se ha reportado la presencia de Wolbachia en
A. serpentina en Sudamérica (Coscrato et al., 2009; Prezotto, 2012); sin embargo, no se reporta la
prevalencia de la bacteria endosimbionte. De acuerdo con los resultados hubo presencia de la
bacteria solamente en una poblacion de las 12 poblaciones que fueron analizadas, arrojando una
prevalencia de 1.45% en hembras silvestres de A. serpentina.
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Fig. 2.- Amplificacion por PCR touchdown del gen de proteina de superficie de Wolbachia (Wsp) de moscas de A.
serpentina. Carril 1; Marcador de tamafio molecular 1KB, 1-15; Hembras silvestres de A. serpentina provenientes de
Tuxtla Chico, Chiapas, México. 16; Control positivo de ADN de A. striata, 17; Control negativo.

Nuestros resultados se aproximan a lo reportado en poblaciones de dos biotipos diferentes de
Bemicia tabaci, donde la tasa de infeccion fue de 1.54 % a 66.67 % en diferentes poblaciones de
campo (Ji et al., 2015). No obstante, que la prevalencia determinada en nuestro trabajo es baja
comparada con lo reportado en poblaciones silvestres de otras especies de insectos. Zchori-Fein y
Brown (2002), basados en el método de PCR y secuenciacion del gen 16S rDNA, encontraron que
el 33 % de las poblaciones de B. tabaci campo registraron infeccion por Wolbachia.

Una posible explicacion de la baja prevalencia de la bacteria en adultos de A. serpentina puede
ser por la presencia de antibi6ticos naturales, los factores climaticos como la temperatura, o a los
niveles de densidad de la bacteria en el hospedante como se ha documento en otros estudios
(Majerus, 1999). Ademas se ha reportado que en mosquitos y moscas de la fruta ocurre una
transmision vertical incompleta de la bacteria. Adicionalmente, cuando se ha analizado la
transmision vertical tanto en laboratorio como en campo, se ha observado que en condiciones de
campo la eficiencia de transmision es menor (Majerus, 1999); aunado a que se desconoce la edad
de los adultos analizados ya que fueron capturados en trampas.

CONCLUSIONES

Se confirmo la presencia de Wolbachia en solo una poblacion silvestre de A. serpentina obtenida
a partir de su fruto hospedero Pouteria sapota, colectado en Tuxtla Chico, Chiapas. No se encontro6
la presencia de Wolbachia en hembras de las otras poblaciones analizadas. Pero este hecho no
indica que la bacteria no se encuentre o0 no pueda manifestarse en adultos procedentes de los otros
sitios que fueron muestreados.

Se sugiere realizar estudios para la caracterizacion de la bacteria y esclarecer el tipo de
interaccidn que tiene Wolbachia con hembras de A. serpentina.
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