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RESUMEN 

Los áfidos (Aphididae), además de ser plagas de cultivos de importancia 

económica también tienen un gran potencial como biosensores. Estos insectos 

podrían ser empleados para medir el efecto de cambios en las condiciones 

ambientales a través del tiempo, debido a que responden a éstos con modificaciones 

epigenéticas, como cambios en los patrones de metilación de su ADN.  

Se realizaron bioensayos con temperaturas de 4, 25 y 28°C empleando 

individuos de las especies Toxoptera citricidus y Macrosiphum luteum con el objetivo 

de determinar su supervivencia a condiciones ambientales variables. Se encontró 

que la especie T. citricidus presenta una mortalidad del 100 % con un incremento de 

3°C en la temperatura ambiental, mientras que la especie M. luteum presenta una 

mortalidad del 60 % ante dicha variación, lo cual sugiere que tolera mejor los 

incrementos en la temperatura ambiental en comparación con T. citricidus. Además, 

se encontró que en ambas especies una temperatura cercana a los 4°C, tiende a 

disminuir la mortalidad. 

Se realizó una detección de las bacterias endosimbiontes presentes en 

muestras de áfidos colectadas en diferentes regiones del país. Se analizaron un total 

de 51 muestras pertenecientes a 20 especies diferentes de áfidos. Cuarenta y un 

muestras (80,4 %) poseían simbiosis con la bacteria Buchnera, 14 con Wolbachia 

(27,4 %), nueve con Serratia symbiotica (17,6 %), cinco con Rickettsia (10,0 %), dos 

con Hamiltonella defensa (3,9 %) y dos con Regiella insecticola (3,9 %). De estas 

muestras mencionadas, un total de 21 especies (41,2 %) presentaron infecciones 

con varias especies de bacterias endosimbiontes. En ninguna de las muestras 

analizadas se encontró la presencia de las bacterias Spiroplasma, Rickettsiella o 

PAXS. 

Se estudió el nivel de metilación del ADN en las especies T. citricidus y M. 

luteum empleando la técnica de MS-RAPD. Se comparó el nivel de metilación entre 

individuos de una misma especie pertenecientes a un mismo estadio, también se 

realizaron comparaciones entre individuos pertenecientes a diferentes estadios y 
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comparaciones entre organismos colectados en diferentes fechas. No se encontraron 

diferencias en el nivel de metilación entre individuos del mismo estadio, ni tampoco 

entre individuos de estadios diferentes colectados en el mismo momento, sin 

embargo, sí se encontraron diferencias entre individuos colectados en diferente 

fecha. 

 

Palabras clave: áfidos, bacterias endosimbiontes, Buchnera, Hamiltonella defensa, 

Macrosiphum luteum, modificaciones epigenéticas, mortalidad, MS-RAPD, patrones 

de metilación de ADN, PAXS, Regiella insecticola, Rickettsia, Rickettsiella, Serratia 

symbiotica, Spiroplasma, Toxoptera citricidus, Wolbachia 
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1.  INTRODUCCIÓN 

Los áfidos o pulgones (Aphididae: Hemiptera) son insectos de cuerpo suave, 

chupadores del floema de gran variedad de plantas, que se caracterizan por poseer 

dos sifúnculos en el extremo posterior de su cuerpo (Voegtlin et al., 2003). Los 

sifúnculos son su principal característica diagnóstica y permiten excretar la savia que 

se absorbió pero no fue aprovechada (Kennedy & Mittler, 1953; Miller & Foottit, 

2009). Estos insectos tienen la capacidad de reproducirse tanto sexual como 

asexualmente (Gaoa et al., 2014).  En zonas templadas presentan ambos tipos de 

reproducción, mientras que en zonas tropicales normalmente sólo se reproducen por 

la vía asexual mediante partenogénesis, originando individuos clonales en un tiempo 

muy corto (Gaoa et al., 2014). Por lo tanto, el tamaño de sus poblaciones incrementa 

rápidamente (Hales et al., 1997; Gaoa et al., 2014). 

Al igual que otros insectos, los áfidos son muy sensibles a cambios en la 

temperatura y otras variables climáticas (Kindlmann et al. 2010). Estas variaciones 

en las condiciones ambientales, afectan tanto el desarrollo como la reproducción de 

los áfidos (Hasan et al. 2009; Kindlmann et al. 2010). Debido a su sensibilidad ante 

variaciones de temperatura, los áfidos son considerados excelentes biosensores que 

permiten medir los cambios ocurridos en las condiciones ambientales del ecosistema 

(Hodkinson & Bird, 1998). 

Los áfidos, como cualquier otro ser vivo, pueden responder mediante una serie 

de modificaciones epigenéticas al estrés ocasionado por cambios en las condiciones 

de su entorno (Srinivasan & Brisson, 2012).  En estos organismos la principal 

modificación epigenética es la metilación de ADN, ya que se ha visto que su genoma 

se encuentra altamente metilado (Srinivasan & Brisson, 2012; Flores et al., 2013).  La 

metilación de “novo” del ADN permite que ocurra variabilidad entre individuos 

genéticamente idénticos (Hunt et al., 2010).  Ésta juega un papel muy importante en 

la regulación de la expresión de genes en gran variedad de animales (Moczek & 

Snell-Rood, 2008; Hunt et al., 2010). Se cree que además de cumplir un rol en la 

respuesta a factores ambientales, también interviene en el desarrollo y 



2 
 

comportamiento de los áfidos (Dombrovsky et al., 2009; Hunt et al., 2010; Flores et 

al., 2013).  

Otra estrategia que emplean los áfidos para adaptarse al ambiente es la 

asociación con simbiontes bacterianos (Łukasik et al., 2013).  Esta asociación ocurre 

dentro de los tejidos de los áfidos, en donde algunos endosimbiontes se alojan 

dentro de células especializadas del abdomen llamadas bacteriocitos (Łukasik et al., 

2013).   Estos endosimbiontes le proporcionan a su hospedero nutrientes esenciales 

que no son capaces de obtener mediante su dieta, le ayudan a tolerar mejor el estrés 

causado por patógenos, parasitoides, o por cambios bruscos en las condiciones 

ambientales (Scarborough et al., 2005; Burke et al. 2010; Tsuchida et al., 2010; 

Wernegreen, 2012; Łukasik et al., 2013). Pueden cohabitar varias especies de 

endosimbiontes en un mismo hospedero (Łukasik et al., 2013). 

Debido a que existen evidencias suficientes de que los factores climáticos 

influyen en el estado de metilación de los áfidos y en las especies de bacterias 

endosimbiontes que éstos poseen, se evaluó la mortalidad de los áfidos a diferentes 

temperaturas, se evaluó un protocolo para detectar la presencia de algunas de las 

principales especies de bacterias endosimbiontes de áfidos y se estandarizó un 

protocolo de MS-RAPD que permite estimar la metilación global del ADN. Esto con el 

fin de emplear estas técnicas como herramientas para caracterizar la respuesta 

biológica de los áfidos ante cambios de temperatura ambiental. 

 

2. ANTECEDENTES 

Los áfidos son insectos de gran importancia agrícola (Eastop, 1977). Debido a 

que éstos representan una de las plagas vectoras de virus más comunes, ya que se 

alimentan de la savia de gran variedad de plantas de importancia económica 

(Eastop, 1977; Miller & Foottit, 2009). Más de 250 especies de áfidos se alimentan de 

cultivos agrícolas u hortícolas y pese a que esta cifra solo representa el 5% de las 

especies del mundo, son las causantes de grandes pérdidas económicas a nivel 

mundial (Miller & Foottit, 2009). Al parasitar las plantas también ocasionan diversas 
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afecciones como deformaciones, decaimiento y abolladuras en hojas y flores (Miller 

& Foottit, 2009). Además, debido a la melaza que excretan los áfidos, hacen que se 

desarrollen hongos en las hojas, los cuales ocasionan una disminución de la tasa 

fotosintética y retrasan el desarrollo de la planta y sus frutos (Miller & Foottit, 2009). 

Se predice que con el paulatino incremento de la temperatura ambiental 

producto del cambio climático, las plagas de áfidos se verían favorecidas por las 

nuevas condiciones ambientales (Cannon, 1998; Newton, 2007). En donde las 

especies nativas cambiarán su distribución geográfica (Hódar et al., 2012). Éstas 

empezarán a desplazarse hacia zonas en donde antes no se les encontraba, 

convirtiéndose en especies invasoras (Hódar et al., 2012). Estos cambios en las 

condiciones ambientales conformarán un escenario favorable para que muchas 

plagas se incrementen causando desbalances ecológicos en las zonas colonizadas 

(Hellmann et al., 2008; Hódar et al., 2012).  

De los factores ambientales que pueden influir en las poblaciones de áfidos, la 

temperatura es la más importante (Hasan et al., 2009; Nguyen et al., 2009). Se ha 

visto que conforme disminuye la temperatura, se reduce la fecundidad de los áfidos y 

su desarrollo se hace más lento, lo cual hace que sus poblaciones disminuyan 

(Dixon, 1985; Hasan et al., 2009).  

Una de las estrategias que emplean los áfidos para adaptarse a cambios en las 

condiciones ambientales es la metilación del ADN (Srinivasan & Brisson, 2011). La 

cual consiste en adicionar un grupo metilo (–CH3) al carbono en posición cinco de las 

citosinas, usando S-adenosil metionina como donador, para formar 5-metilcitosina y 

generalmente ocurre en los dinucleótidos CpG (Glastad et al., 2011; Srinivasan & 

Brisson, 2012). Estas citosinas metiladas son más propensas a sufrir mutación 

debido a la desaminación espontánea. Además, la metilación de ADN, llevada a cabo 

por las ADN metiltransferasas (Dnmts) (Srinivasan & Brisson, 2012), incrementa la 

probabilidad de que surjan mutaciones en las que se sustituyan estas citosinas por 

timinas (Hunt et al., 2010; Flores et al., 2013).  
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Para determinar y analizar las variaciones en la metilación de ADN se han 

desarrollado técnicas basadas en tres principios que son: a) digestión con enzimas 

sensibles a metilación, b) conversión con bisulfito de sodio y c) enriquecimiento por 

afinidad (Singh, 2013). Algunos métodos para detectar metilación en los organismos 

son la secuenciación con bisulfito, inmunoprecipitación de ADN metilado, ensayo de 

recuperación de las islas CpG metiladas (MIRA) y PCR de ADN polimórfico sensible 

a metilación (MS-RAPD), entre otros (Singh, 2013). 

La técnica para medir metilación relativa de MS-RAPD se basa en la utilización 

de las enzimas de restricción Msp I y Hpa II; las cuales son isosquisómeros que 

reconocen la secuencia 5'-CCGG-3' y varían en su sensibilidad a la metilación en 

este sitio de restricción (Zilberman & Henikoff, 2007; Salmon et al., 2008).  Hpa II es 

sensible a metilación y es inhibida por la presencia de grupos metilo en cualquiera de 

las citosinas del sitio; mientras que Msp I, es insensible a metilación, solamente es 

bloqueada por la metilación de las citosinas externas (Zilberman & Henikoff, 2007). 

Después de la digestión con estas enzimas, se realiza una amplificación aleatoria de 

los fragmentos de restricción mediante RAPD y de esta forma según los patrones de 

bandas generados, se puede estimar indirectamente el estado de metilación global 

de la muestra de interés. 

Entre las ventajas de este método están que posee un costo muy bajo, 

solamente requiere de instrumentación básica de laboratorio, requiere poca cantidad 

de ADN, detecta variaciones en la metilación global del ADN con una alta 

sensibilidad y tiene muchas aplicaciones tanto en plantas como en animales (Singh, 

2013). Pese a que el uso de esta técnica se ha utilizado con menos frecuencia que 

otras técnicas similares, por ejemplo MS-AFLPs, se ha utilizado para estudiar el nivel 

de metilación global en diferentes organismos, principalmente plantas. Actualmente 

se está utilizando para medir variaciones de metilación en respuesta al estrés 

ocasionado por altas temperaturas ambientales en árboles de Quercus (Correia et 

al., 2013), o por sequías en Eucalyptus globulus (Correia et al., 2016); en respuesta 

al estrés ocasionado por metales pesados en plantas de maíz (Erturk et al., 2015) o 

por radiación ultravioleta en Pinus radiata (Annacondia, 2015), entre otros. 



5 
 

Además de emplear la metilación del ADN para adaptarse a diferentes tipos de 

estrés ambiental, los áfidos también establecen simbiosis con bacterias que juegan 

un papel muy importante en su tolerancia y respuesta al estrés (Burke et al. 2010; 

Wernegreen, 2012). Existen dos categorías de asociación, los endosimbiontes 

primarios u obligatorios y los secundarios o facultativos (Nyholm & Graf, 2012). Los 

primarios son aquellos indispensables para la supervivencia y reproducción de su 

hospedero y a su vez no pueden sobrevivir fuera de éste, debido a que su genoma 

se ha reducido y se han perdido genes indispensables para vivir independientemente 

(Koga et al., 2003). Un ejemplo de endosimbionte primario es Buchnera aphidicola, la 

cual está presente en la mayoría de especies de áfidos (Nyholm & Graf, 2012).  Por 

el contrario, los simbiontes facultativos o secundarios no son indispensables para su 

hospedero y se pueden perder o adquirir en el transcurso de su ciclo de vida, estre 

los que se encuentran las especies Serratia symbiotica, Hamiltonella defensa y 

Regiella insecticola (Montllor et al. 2002; Koga et al., 2003). 

Las asociaciones simbióticas entre insectos y bacterias constituyen importantes 

modelos ecológicos que permiten estudiar la respuesta a fluctuaciones ambientales 

(Wernegreen, 2012). S. symbiotica y H. defensa protegen a los áfidos hospederos 

contra el estrés térmico permitiéndoles colonizar hábitats más cálidos (Burke et al. 

2010; Wernegreen, 2012). Por ejemplo, se ha visto que la especie Serratia 

symbiotica ayudan a mitigar los efectos negativos en la fecundidad de los áfidos 

ocasionados por las altas temperaturas ambientales, ya que protegen a los 

bacteriocitos que son las células especializadas en donde se aloja la bacteria 

Buchnera que es indispensable para el áfido (Montllor et al., 2002; Burke et al., 

2010). 

Se ha observado que la interacción entre los simbiontes bacterianos y los áfidos 

es vulnerable a cambios bruscos en las condiciones ambientales (Wernegreen, 

2012). Y como consecuencia, después de un choque de calor, la cantidad de 

bacterias endosimbiontes puede cambiar. Así, la tolerancia térmica del 

endosimbionte bacteriano limita la tolerancia térmica de su hospedero (Burke et al., 

2010; Wernegreen, 2012). Existe evidencia de que muchos de los endosimbiontes 
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primarios son termosensibles, por lo que sus poblaciones disminuyen al aumentar la 

temperatura ambiental, lo cual permite que nuevos endosimbiontes secundarios 

colonicen al hospedero, y éstos van a proteger tanto al endosimbionte primario como 

al áfido del estrés ocasionado por calor (Burke  et al. 2010; Wernegreen, 2012). 

En Costa Rica se han reportado 87 especies de áfidos, por lo que a nivel de 

Centroamérica y el Caribe, es el país con el mayor número de especies de áfidos 

identificadas, ya que posee un 74,6% del total de las especies descritas de esta 

región (114). Sin embargo, aún no existe información sobre las bacterias 

endosimbiontes relacionadas con dichas especies de áfidos, ya que hasta el 

momento solamente se han estudiado sus parasitoides (Zamora, 2009; Villalobos 

Muller et al., 2010).  

En este estudio se emplearán las especies de áfidos Toxoptera citricidus y 

Macrosiphum luteum. Ambas especies son comunes en Costa Rica. T. citricidus 

ocurre en plantaciones comerciales de cítricos así como en árboles de traspatio y es 

vector del virus de la tristeza de los cítricos (CTV) en el país (Lojek & Orlob,1969; 

Voegtlin & Villalobos-Müller, 1992). La especie T. citricidus está ampliamente 

distribuida a nivel mundial, con una temperatura óptima de desarrollo cercana a los 

21,5 °C, pertenece al 3 % de las especies que se reproducen exclusivamente por 

partenogénesis y su ciclo de vida tiene una duración entre 6 y 8 días (Komazaki, 

1982; Ogawa & Miura, 2014). Por otra parte, M.  luteum ha sido poco estudiada y aún 

se desconocen muchos aspectos de su biología y la temperatura óptima a la cual se 

desarrolla. Se ha visto como plaga estacional en orquídeas en el valle central del 

país (comunicación personal Mauricio Montero-Astúa y William Villalobos) y se ha 

reportado en Europa, Hawaii, Australia, India y diversos países de América (Nagrare, 

2006). 
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3.  JUSTIFICACIÓN 

Los áfidos son insectos de gran importancia biológica debido a que son 

organismos cosmopolitas, portan endosimbiontes, poseen una gran sensibilidad a 

variaciones en las condiciones climáticas y además presentan regulación epigenética 

frente a estos cambios (Walsh et al. 2010; Amat-García et al., 2011). Debido a esto 

se busca estandarizar en áfidos un protocolo de MS-RAPD, para medir los cambios 

de metilación global que surgen como producto de variaciones de temperatura. Este 

protocolo sería una herramienta útil para diversos estudios ecológicos donde se 

utilizan a los áfidos como biosensores de cambios en las condiciones climáticas. Así 

mismo, sería una herramienta adicional para comprender la respuesta de las 

poblaciones de áfidos a la temperatura y su dinámica dentro de los sistemas 

productivos. En el campo de la protección de cultivos y epidemiología de 

enfermedades de plantas es de interés entender cómo afectan los factores 

ambientales, como la temperatura, en la dinámica poblacional de insectos. Además 

de utilizar este conocimiento para el desarrollo de modelos de predicción de riesgo 

como una herramienta de manejo de las plagas de áfidos en cultivos de importancia 

económica.    

Además, es importante conocer las diferentes especies de bacterias 

endosimbiontes presentes en las poblaciones de áfidos de Costa Rica. La presencia 

de estas bacterias también es un factor que contribuye a determinar el efecto de la 

temperatura sobre las poblaciones de áfidos y su respuesta a la misma. Se propone 

que la manipulación de endosimbiontes como Wolbachia en áfidos se puede usar 

como una estrategia novedosa de manejo de plagas agrícolas. Este tipo de estudio 

en áfidos es pionero en el país y por tanto, surge la necesidad de estandarizar los 

protocolos para hacer las primeras identificaciones de endosimbiontes en las 

poblaciones de áfidos de Costa Rica. 

La idea de este proyecto surgió debido a que actualmente en Reino Unido se 

realizan muestreos de áfidos utilizando trampas de insectos. Cada cierto tiempo 

éstas succionan muestras de insectos presentes en el aire, con el fin de monitorear a 

través del tiempo la composición de las poblaciones de áfidos en respuesta al 
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cambio climático (Bell et al., 2015). Esa investigación representa un ejemplo de como 

los áfidos pueden ser empleados como biosensores, ya que si se logra determinar 

cómo se comporta la metilación de estos individuos frente a variaciones en las 

condiciones ambientales, éstos permitirían realizar inferencias sobre las condiciones 

climáticas aún cuando no se tengan registros de éstas.  

La investigación propuesta para esta tesis buscó llevar un paso adelante ese 

tipo de estudios, de manera que no solamente se contemple la presencia y número 

de individuos de diferentes especies de áfidos. Sino, que también incluya variables a 

nivel molecular, empleando también la técnica de MS-RAPD (por sus siglas en 

inglés, “Methylation-Sensitive Random Amplified Polymorphic DNA”) que actualmente 

se realiza en árboles con el objetivo de medir las variaciones de metilación de ADN 

que ocurren en éstos como respuesta al cambio climático (Bräutigam et al., 2013; 

Rico et al., 2014). Estas dos ideas sirvieron como fundamento para la iniciativa de 

estandarizar herramientas moleculares en áfidos, con el fin de poder utilizarlos como 

biosensores de cambio climático en un futuro cercano.  

 

4.  HIPÓTESIS Y PREDICCIONES 

-Bioensayos de temperatura: 

Someter a los áfidos a temperaturas de 4 y 28°C afectará la supervivencia de 

éstos en comparación con individuos expuestos a la temperatura ambiental del 

laboratorio (control, ca. 25°C). La temperatura ambiental es uno de los principales 

factores que influye en los organismos ectotermos como los insectos (Kindlmann et 

al., 2010). Se espera que una temperatura más alta que la ambiental favorezca la 

sobrevivencia de los áfidos, debido a que se ha observado que disminuciones de 

temperatura disminuyen el tamaño de las poblaciones de áfidos (Hasan et al., 2009). 

-Detección de endosimbiontes: 

Se espera detectar al menos una especie de endosimbionte en las especies de 

áfidos T. citricidus y M. luteum, así como en las diferentes especies de áfidos que se 
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colecten en el campo, debido a que la mayoría de áfidos poseen al simbionte 

obligatorio Buchnera aphidicola (Li et al. 2011). Además, se ha detectado en otros 

países la presencia de la bacteria endosimbionte Wolbachia en muchas especies de 

áfidos, entre ellas la especie T. citricidus (Wang et al., 2009). 

-Nivel de metilación: 

La metilación del ADN será afectada por variaciones en las condiciones 

ambientales como la temperatura (Flores et al., 2013). Se espera que áfidos que 

estuvieron sometidos a condiciones de temperatura distintas, posean diferencias en 

la tasa de metilación global. Se esperaría que temperaturas más altas originen un 

menor nivel de metilación producto de la desmetilación (activación) de los genes que 

codifican las proteínas de choque térmico y otros genes involucrados en la respuesta 

al estrés ocasionado por el incremento en la temperatura (Feliciello et al. 2013). 

 

5. OBJETIVOS 

5.1. Objetivo general 

Estandarizar y validar protocolos que permitan la identificación de bacterias 

endosimbiontes y la detección de variaciones en la metilación del ADN de áfidos con 

el fin de emplearlos como biosensores de cambios de temperatura. 

 

5.2. Objetivos específicos 

i. Determinar el efecto en poblaciones monoclonales de las especies de áfidos T. 

citricidus y M. luteum de la exposición a temperaturas alta (28°C) y baja (4ºC) por 

periodos de una semana. 

ii. Estandarizar un protocolo de PCR que permita detectar la presencia de distintas 

especies de bacterias endosimbiontes en diferentes especies de áfidos de Costa 

Rica. 
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iii. Evaluar un protocolo de amplificación aleatoria de ADN polimórfico sensible a 

metilación (MS-RAPD) para la detección de cambios en la metilación relativa global 

de áfidos sometidos a diferentes condiciones de temperatura. 

 

6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Obtención de colonia de áfidos monoclonales 

Se obtuvieron colonias monoclonales de áfidos de las especies T. citricidus y M. 

luteum, sobre plantas de Citrus sp. y Epidendrum sp., respectivamente. Para esto, se 

desarrolló una colonia entera a partir de un solo individuo por especie. De esta forma, 

se aseguró que todos los individuos utilizados en el estudio fueran genéticamente 

idénticos entre sí, debido a que se originaron mediante partenogénesis (clones de su 

progenitor). Las colonias fueron mantenidas en sus respectivas plantas hospederas 

dentro de cajas cubiertas con malla antiáfidos dentro del invernadero del CIBCM (Fig. 

1). 

 

 

Figura 1. Mantenimiento de colonias monoclonales de áfidos de las especies T. 

citricidus y M. luteum dentro de los invernaderos del CIBCM. 
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6.2 Bioensayos con temperatura variable 

Se emplearon áfidos de las colonias monoclonales establecidas de las especies 

T. citricidus y M. luteum (Fig. 2), los cuales fueron sometidos a cuatro bioensayos 

con tratamientos de temperatura ambiente (grupo control), 4°C y 28°C en 

condiciones de laboratorio. Se utilizó un grupo de diez áfidos como unidad 

experimental por cada replica y un total de tres réplicas por tratamiento. En resumen, 

para cada réplica del ensayo, se prepararon nueve cajas, en cada una de éstas se 

colocaron un total de diez ninfas y posteriormente tres cajas se colocaron en la 

incubadora a 28°C, tres cajas en el cuarto frío del CIBCM a 4°C y las tres restantes 

se mantuvieron a temperatura ambiente en el laboratorio 5 del CIBCM (Fig. 3).  

Se emplearon cajas plásticas de aproximadamente 15 x 15 cm, en donde se 

colocó un papel filtro húmedo con agua destilada y sobre éste una hoja de la planta 

hospedera (Epidendrum sp. para M. luteum y Citrus sp. para T. citricidus) con su 

pecíolo envuelto en algodón humedecido, con el propósito de mantener humedad en 

la caja plástica y evitar la deshidratación de la hoja durante el transcurso del ensayo. 
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Figura 2. Colonias monoclonales de M. luteum (A) y T. citricidus (B) 

respectivamente. 

 

 

 

Figura 3. Preparación de cajas para tratamientos de bioensayos con temperatura 

variable. 

 

Para cada uno de los tratamientos se utilizó un datalogger RHT10 (EXTECH 

INSTRUMENTS, Estados Unidos) con el fin de registrar los valores de humedad 

relativa y temperatura en el transcurso del experimento. Cada datalogger se colocó 

dentro de una caja plástica bajo las mismas condiciones de las cajas del tratamiento 

correspondiente. Los dataloggers se programaron para el registro de temperatura y 

humedad relativa cada 3 horas: 12:00, 3:00, 6:00, 9:00 am, 12:00 md, 3:00, 6:00 y 

9:00 pm.  

Cada réplica del bioensayo se llevó a cabo durante un periodo de cinco días, en 

donde diariamente se contó la cantidad de individuos muertos, vivos, ninfas, adultos 

ápteros y adultos alados. Al final del ensayo los áfidos sobrevivientes se colectaron 

en tubos de 1,5 mL con etanol al 95% (vol/vol) y se almacenaron a -35°C.  
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6.3 Extracción de ácido desoxirribonucleíco (ADN) genómico total 

Se realizaron extracciones de ADN a partir de diferentes muestras de áfidos 

utilizando el kit comercial de extracción de ADN NucleoSpin (MACHEREY-NAGEL, 

Alemania) y siguiendo las recomendaciones del fabricante excepto la elución de una 

sola vez con 100 µL. Con el propósito de recuperar la mayor cantidad de ADN 

posible de la columna de extracción esta etapa se realizó en dos pasos sucesivos, 

utilizando 50 µL del amortiguador (“buffer”) de elución en cada ocasión.  

Una vez extraído el ADN, se cuantificó la concentración (ng/μl) y pureza 

(A260/A280 y 260/230) de cada muestra en un espectrofotómetro NanoDrop 2000c 

(ThermoScientific, Estados Unidos), utilizando como blanco el “buffer” de elución del 

mismo kit de extracción. Los ADN obtenidos fueron empleadas para diferentes 

análisis moleculares como detección de bacterias endosimbiontes mediante PCR 

Multiplex y MS-RAPD. 

 

6.4 Detección de bacterias endosimbiontes de áfidos 

 6.4.1 Determinación de bacterias endosimbiontes presentes en diferentes 

especies de áfidos. 

Se colectaron muestras de áfidos de 21 especies diferentes, en distintas 

regiones de Costa Rica (Anexo 1). De cada especie, se analizaron de 2 a 4 muestras 

de 20 individuos cada una. Primero se realizó la identificación taxonómica 

morfológica (a cargo de William Villalobos Muller del Centro de Investigación en 

Biología Celular y Molecular) y posteriormente, fue corroborada molecularmente, 

mediante “barcoding” empleando la región C de la citocromo oxidasa I (COI) y la 

herramienta BLAST.  

Para cada muestra de ADN se realizaron dos reacciones de PCR Multiplex 

según el protocolo de Peccoud et al., 2014, con el objetivo de amplificar la región 

16S del ARN ribosomal de diferentes especies de bacterias endosimbiontes a partir 
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del ADN genómico total extraído de las muestras de áfidos colectadas. Con este 

protocolo se utiliza un iniciador “forward” universal (16SA1) y diferentes iniciadores 

“reverse” que son específicos para diferentes bacterias y dependiendo del tamaño 

del amplicón que generan, permite detectar las especies de bacterias: Spiroplasma 

sp., Regiella insecticola, Hamiltonella defensa, Rickettsiella sp., Buchnera sp., 

Serratia symbiotica, Rickettsia sp. y el simbionte del áfido del guisante tipo X (PAXS), 

según el tamaño de los fragmentos amplificados (Peccoud et al., 2014) (Cuadro 1). 

Cada reacción de PCR multiplex consistió de 1,8 µL de agua libre de nucleasas, 

5 µL de Dream Taq PCR Master Mix (2 X) (Thermo Scientific, Lituania), 0,2 µL de 

cada iniciador a una concentración de 10 µM (excepto el iniciador PAUS16SR en la 

PCR multiplex 1 que se emplearon 0,1 µL) y 2 µL de ADN, para un volumen final de 

reacción de 10 µL. El perfil térmico utilizado para esta reacción fue 94 °C por cinco 

minutos, 30 ciclos de 94 °C por 30 s, 58 °C por 30 s y 72 °C por un minuto, con un 

ciclo de extensión final a 72°C por 5 min (Peccoud et al., 2014). 

Se realizó también una PCR convencional para amplificar la región 16S del 

ARNr del endosimbionte Wolbachia sp. empleando los iniciadores W-Specf y W-

Specr (Werren & Windsor, 2000). Adicionalmente, para amplificar esa región de la 

bacteria Buchnera sp. se emplearon los iniciadores Buch16S1F y Buch16S1R 

(Tsuchida et al. 2002). Para ambas reacciones, se emplearon 5,5 µL de agua libre de 

nucleasas, 12,5 µL de Dream Taq PCR Master Mix (2 X), 1 µL de cada iniciador a 10 

µM y 5 µL de ADN. El perfil térmico empleado para la amplificación de la región 16S 

de Wolbachia sp. fué: 2 min a 95°C, dos ciclos de: 2 min a 95° C, 1 min a 60° C y 1 

min a 72° C, seguido de 35 ciclos de: 30 s a 95° C, 1 min a 60° C y 45 s a 72° C y un 

ciclo de extensión final de 5 min a 72°C (Werren & Windsor, 2000). Para Buchnera 

sp. el perfil térmico empleado fue de 10 min a 95° C seguido de 35 ciclos de: 30 s a 

95° C, 30 s a 55 °C y 1 min a 72 °C y finalmente una extensión final de 10 min a 72 

°C (Tsuchida et al. 2002). Todas las reacciones descritas anteriormente fueron 

realizadas en un termociclador MJ Mini (BioRad, Estados Unidos).  

Los fragmentos amplificados mediante las diferentes reacciones de PCR fueron 

visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % y teñidos en una 
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disolución de GelRed® al 0,0003% y finalmente se visualizaron en un transiluminador 

de luz ultravioleta. 

Cuadro 1. Iniciadores empleados para detectar bacterias endosimbiontes en áfidos 

Iniciador Secuencia (5’–3’) Especificidad 
Tamaño del 
amplicón (pb) 

16SA11,2 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG General - 
Spi1500R1 ATCATCAACCCTGCCTTTGG Spiroplasma sp. 1500 
PAUS16SR1 TCGGACGCCATAACACTAGG Regiella insecticola 840 

PABS480R1 GGTATTCGCATTTATCGCTTC Hamiltonella defensa 480 

P136Ric-470R1 TGGGTACCGTCACAGTAATCGA 
Rickettsiella sp. 300 

P136F1 GGGCCTTGCGCTCTAGGT 
PAXS F2 AGTTTGATCATGGCTCAGATTG 

PAXS 500 
PAXS R2 GCAACACTCTTTGCATTGCT 
Buch270R2 TGCCTTGGTAGGCTATTACTC Buchnera sp. 270 
PASS1140R2 TTTGAGTTCCCGACTTTATCG Serratia symbiotica 1140 
Ric600R2 TTTGAAAGCAATTCCGAGGT Rickettsia sp. 600 
Buch16S1F3 GAGCTTGCTCTCTTTGTCGGCAA 

Buchnera sp. 432 
Buch16S1R3 CTTCTGCGGGTAACGTCACGAA 
W-Specf4 CATACCTATTCGAAGGGATAG 

Wolbachia sp. 438 
W-Specr4 AGCTTCGAGTGAAACCAATTC 

1 Iniciadores de la PCR Multiplex 1 (Peccoud et al., 2014) 
2 Iniciadores de la PCR Multiplex 2 (Peccoud et al., 2014) 
3 Iniciadores específicos para detectar Buchnera (Tsuchida et al. 2002) 
4 Iniciadores específicos para detectar Wolbachia (Werren & Windsor, 2000).  
 
 

6.4.2 Barcoding de especies de áfidos utilizando la región C de la 

Citocromo Oxidasa I. 

Para corroborar la identificación morfológica de cada una de las especies de 

áfidos a las que se les realizó la detección de endosimbiontes, se amplificó la región 

c de la Citocromo oxidasa I.  Cada una de las reacciones de PCR se llevÓ a cabo en 

tubos de 0.2 mL en un volumen final de reacción de 25 µL. Cada mezcla consistió de 

0,4 µL de cada uno de los iniciadores con una concentración inicial de 10 µM 

(“forward” y “reverse”), 12,5 µL de la solución de Dream Taq PCR Master Mix (2 X), 5 

µL de ADN y 6,7 µL de agua libre de nucleasas. Se emplearon los iniciadores 

LCO1490 y HCO2198 descritos por Vrijenhoek (1994).  En las mezclas de los 

controles negativos se sustituyó el volumen del ADN con agua libre de nucleasas. 

Cada una de estas reacciones se realizó en un termociclador PTC-200 (MJ 

Research, Canadá).  
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Posteriormente, se secuenciaron los productos de PCR obtenidos mediante el 

servicio de secuenciación de Macrogen, Korea. Las secuencias de la región de 

interés fueron editadas en el programa BioEdit (versión 7.0; Hall 2004) y comparadas 

con secuencias disponibles en el GenBank utilizando la herramienta BLAST del 

Centro Nacional para la Información en Biotecnología (NCBI, 

htttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/).   

 

6.4.3 Barcoding de especies de bacterias endosimbiontes utilizando la 

región 16S del ARN ribosomal. 

Se realizó una comprobación de las especies de bacterias endosimbiontes que 

se detectaron con el PCR Multiplex. Para esto se utilizaron algunas de las muestras 

de ADN que resultaron positivas para una determinada especie de bacteria y se 

realizó un PCR empleando solamente el imprimador general del PCR Multiplex 

(16SA1) junto con el imprimador específico para dicha especie de endosimbionte por 

reacción.  

Se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % en TAE para visualizar 

los fragmentos amplificados. Posteriormente, aquellos productos de PCR que 

amplificaron correctamente se enviaron a secuenciar mediante el servicio de 

secuenciación de Macrogen, Korea. Las secuencias obtenidas fueron editadas 

utilizando el programa BioEdit (versión 7.0; Hall 2004) y posteriormente se utilizó la 

herramienta BLAST para compararlas con secuencias disponibles en la base de 

datos del GeneBank. 

 

6.4.4 Análisis filogenético con las regiones de la citocromo oxidasa I de 

áfidos y la región 16S del ARN ribosomal de bacterias endosimbiontes. 

Se realizaron dos filogenias, una de ellas empleando las secuencias de ADN 

obtenidas al amplificar la región de la citocromo oxidasa I de diferentes especies de 

áfidos y la otra se realizó empleando secuencias de la región 16S del ARN ribosomal 
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de bacterias endosimbiontes de áfidos. Se utilizó el método estadístico de máxima 

similitud y el modelo de Neighbor-joining con 1000 de iteraciones de “Bootstrap” en 

ambos casos, debido a que fué el modelo que más se ajustaba a los datos. Para esto 

se empleó el programa MEGA 6 (Tamura et al., 2013). Se realizó una electroforesis 

en gel de agarosa al 1,5 % en TAE para visualizar los fragmentos amplificados. 

Posteriormente, los productos de PCR que amplificaron de acuerdo al tamaño de 

banda esperado se enviaron a secuenciar directamente empleando los servicios de 

Macrogen (Korea). Las secuencias obtenidas fueron editadas utilizando el programa 

BioEdit (versión 7.0; Hall 2004) y posteriormente se utilizó la herramienta BLAST 

para compararlas con secuencias disponibles en la base de datos del GenBank. 

 

6.5 Preparación de láminas fijas con las especies de áfidos estudiadas 

Utilizando individuos preservados en etanol al 70 % (vol/vol) pertenecientes a 

las 20 especies de áfidos a las cuales se les realizó la detección de endosimbiontes, 

se procesaron para preparar láminas fijas que se visualizaron por microscopía de luz 

para reconocer las características morfológicas de cada especie. En total se 

elaboraron 69 láminas fijas de individuos adultos ápteros y alados de las diferentes 

especies de áfidos, las cuales se realizaron según el protocolo de clarificación y 

montaje de Voegtlin et al. (2003). 

 

6.6 Amplificación aleatoria de ADN polimórfico sensible a metilación (MS-

RAPD) 

6.6.1 Estandarización de la técnica MS-RAPD. 

Para determinar los cambios epigenéticos ocurridos en el ADN de los áfidos se 

utilizó MS-RAPD, la cual es una modificación de la técnica de amplificación aleatoria 

de ADN polimórfico, RAPD (por sus siglas en inglés), que permite estimar 

indirectamente el nivel de metilación global del ADN. Sin embargo, esta técnica no 
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había sido utilizada previamente en áfidos, por lo tanto inicialmente se realizó una 

estandarización del método.  

Se probó un total de 20 iniciadores de la serie A (OPA - 01 al OPA - 20) de la 

casa comercial Operon® (Operon Technologies, Estados Unidos), empleando seis 

muestras de ADN genómico obtenidas cada una a partir de un individuo adulto y seis 

muestras obtenidas a partir de grupos de 20 áfidos, para un total de 12 muestras de 

cada una de las especies, M. luteum y T. citricidus. Para la reacción de PCR se 

utilizaron 7,6 µL de agua libre de nucleasas, 10 µL de Dream Taq PCR Master Mix (2 

X), 0,4 µL del iniciador OPA (10 µM) y 2 µL de ADN. La amplificación de los 

fragmentos de ADN se realizó utilizando el siguiente perfil térmico: 94°C por cinco 

minutos, seguido de 40 ciclos a 94°C por 45 segundos, 36°C por 45 segundos y 

72°C por un minuto, por último, un ciclo de elongación final a 72°C por cinco minutos, 

en un termociclador PTC-200 (MJ Research, Canadá).  

Finalmente, 5 µL de cada uno de los productos de PCR, se visualizaron 

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % en amortiguador TAE 1 X (Tris-

acetato-EDTA; Tris-Base 40 mM; ácido acético 20 mM; EDTA 1 mM) durante un 

periodo aproximado de 45 - 60 minutos a 95 V, empleando marcador molecular de 1 

Kb (SM0312; ThermoScientific, Estados Unidos). Al finalizar la electroforesis, se 

tiñeron los fragmentos de ADN amplificados en una disolución de GelRed ® al 

0,0003% en agitación constante, durante un periodo de 30 minutos. Al finalizar la 

tinción, se visualizaron los fragmentos de ADN bajo luz ultravioleta en un 

transiluminador.  

Tras evaluar los 20 iniciadores (Cuadro 2) con ambas especies de áfidos, se 

seleccionaron los tres iniciadores que originaron la mayor cantidad de bandas 

consistentes para cada una de las especies. Se eligieron OPA 08, 11 y 13 para M. 

luteum y OPA 01, 07 y 09 para T. citricidus. Utilizando estos tres iniciadores se 

realizó la primera prueba de la técnica de MS-RAPD empleando muestras de ADN 

de uno y 20 áfidos adultos de cada especie. Se eligieron las muestras con las que se 

obtuvieron bandas de mejor calidad de las muestras que previamente fueron 

utilizadas en la prueba de todos los iniciadores OPA. Se seleccionaron tres muestras 



19 
 

de uno y tres muestras de 20 individuos para cada especie de áfido en estudio. De 

cada trío de muestras seleccionadas se procuró elegir una con baja concentración de 

ADN (~10 ng/ µL), otra con concentración intermedia (~50 ng/ µL) y una con una alta 

concentración (~100 ng/ µL). El objetivo fue determinar cuál concentración de ADN y 

cuantos individuos eran necesarios para poder obtener un patrón de bandas.  

Las muestras de ADN seleccionadas fueron digeridas con el kit para análisis de 

metilación de ADN EpiJet (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos), el cual 

contiene las enzimas de restricción Msp I y Hpa II. Para la digestión, se tomaron 10 

µL de cada muestra de ADN, con 1 µL de cada una de las enzimas de restricción 

(Msp I y Hpa II), 7 µL de agua libre de nucleasas y 2 µL de buffer 10 X, para un 

volumen final de 20 µL. Las muestras fueron incubadas a 37°C durante un periodo 

de una hora y para finalizar la reacción se incubaron a 90°C durante 10 minutos, 

según el protocolo del fabricante. 

Posteriormente, se procedió a amplificar los fragmentos de restricción. Para 

ésto se realizó un procedimiento convencional de RAPDs, empleando los 3 

iniciadores más informativos seleccionados previamente para cada una de las dos 

especies de áfidos y utilizando las mismas condiciones de amplificación. La 

visualización de los fragmentos amplificados se realizó mediante electroforesis en gel 

de agarosa con las mismas condiciones descritas previamente.   

Se realizaron dos réplicas con el fin de determinar si los resultados de los MS-

RAPDs eran consistentes. Sin embargo, para el análisis de los patrones de bandas 

obtenidos en las dos réplicas realizadas, solamente se eligieron aquellas bandas que 

fueron consistentes en ambas réplicas, con el propósito de realizar un análisis más 

parsimonioso y evitar sobre- o subestimación del grado de metilación. 

Con el objetivo de corroborar ausencia de inhibidores o degradación de los 

ADN, se realizaron amplificaciones de la región de la Citocromo Oxidasa I a todas las 

muestras empleadas para el análisis de MS–RAPD, como un control positivo.  
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Cuadro 2. Total de iniciadores (Operon technologies, USA) de la serie A probados 

con las especie T. citricidus y M. luteum 

Iniciador Secuencia de ADN 

OPA-01 5’-CAGGCCCTTC-3’ 
OPA-02 5’-TGCCGAGCTG-3’ 
OPA-03 5’-AGTCAGCCAC-3’ 
OPA-04 5’-AATCGGGCTG-3’ 
OPA-05 5’-AGGGGTCTTG-3’ 
OPA-06 5’-GGTCCCTGAC-3’ 
OPA-07  5’-GAAACGGGTG-3’ 
OPA-08  5’-GTGACGTAGG-3’ 
OPA-09  5’-GGGTAACGCC-3 
OPA-10 5’-GTGATCGCAG-3’ 
OPA-11  5’-CAATCGCCGT-3’ 
OPA-12 5’-TCGGCGATAG-3’ 
OPA-13 5’-CAGCACCCAC-3’ 
OPA-14 5’-TCTGTGCTGG-3’ 
OPA-15 5’-TTCCGAACCC-3’ 
OPA-16 5’-AGCCAGCGAA-3’ 
OPA-17 5’-GACCGCTTGT-3’ 
OPA-18 5’-AGGTGACCGT-3’ 
OPA-19 5’-CAGGCCCTTC-3’ 
OPA-20 5’-GTTGCGATCC-3’ 

 

 

6.6.2 MS-RAPD para comparar el estado de metilación entre áfidos de 

diferentes estadios. 

Se colectaron tres ninfas, tres adultos ápteros y tres adultos alados de las 

especies M. luteum y T. citricidus en tres fechas diferentes (04/12/2015, 07/01/2016 y 

el 01/04/2016 para T. citricidus y 07/01/2016, 03/03/2016 y 01/04/2016 para M. 

luteum). Se obtuvieron registros de las condiciones ambientales (temperatura y 

humedad) durante las semanas en las que se realizó la colecta de especímenes 

utilizando un datalogger colocado dentro de una caja en el invernadero (mismas 

condiciones a las que están expuestas las colonias). Posteriormente, se realizó 

extracción del ADN a cada uno de los individuos colectados, según el protocolo 

mencionado anteriormente. 
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Seguidamente, alícuotas independientes de cada muestra de ADN aislada, 

fueron digeridas con una de las dos enzimas de restricción sensibles a metilación. Se 

utilizó el par de enzimas Msp I (insensible a metilación) y Hpa II (sensible a 

metilación). La digestión con ambas enzimas se realizó de la forma descrita 

anteriormente utilizando 10 µL de cada muestra de ADN siguiendo las 

especificaciones del fabricante. 

Posteriormente, se eligió uno de los tres iniciadores para RAPD seleccionados  

previamente para cada una de las especies. En el caso de T. citricidus se seleccionó 

el OPA-09, mientras que para la especie M. luteum se seleccionó el iniciador OPA-

13. Con dichos iniciadores se realizó un RAPD según protocolo anteriormente 

mencionado, con cada una de las muestras de ADN previamente habían sido 

digeridas con las enzimas de restricción. Finalmente, se realizaron electroforesis en 

gel de agarosa al 1,5 % utilizando amortiguador TAE para algunas de las muestras, 

mientras que para otras se utilizó el analizador de fragmentos QIAxcel (QIAGEN, 

Estados Unidos). En ambos casos, los patrones de bandas fueron digitalizados en 

una matriz de datos binomial de presencia y ausencia para su posterior análisis 

estadístico. 

Adicionalmente, se realizó la detección de bacterias endosimbiontes a todas las 

muestras analizadas en esta etapa, de la manera descrita previamente en el 

apartado 6.4.1. Los resultados de metilación y diversidad de endosimbiontes fueron 

utilizados para realizar comparaciones según el estadío del individuo y según la 

fecha en la que se colectaron. 

 

6.7 Análisis de los resultados 

6.7.1 Análisis estadístico de resultados obtenidos en bioensayos.  

Con los conteos de mortalidad registrados diariamente para cada uno de los 

tratamientos de temperatura durante los bioensayos, se comprobó que no se 

cumplen los supuestos de homocedasticidad y normalidad por lo que se realizó una 
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prueba de Kruskal-Wallis con el objetivo de comparar la mortalidad observada en 

cada uno de los tratamientos. Seguidamente se realizaron comparaciones pareadas 

utilizando la prueba no paramétrica de Wilcoxon con el fin de determinar cuáles 

tratamientos fueron diferentes entre sí. Ambas pruebas se realizaron en el programa 

estadístico JMP 13 (SAS Institute Inc., Cary, N. C., USA). Por último, se realizó una 

corrección de los datos utilizando la fórmula de Abbott (Abbott, 1925). Dicha fórmula 

permite corregir la mortalidad de cada tratamiento con base en la mortalidad 

registrada en el grupo control.  

 

6.7.2 Análisis de los resultados de MS-RAPD. 

Con el patrón de bandas de los diferentes fragmentos de ADN obtenidos del 

análisis de MS-RAPD, se realizó una matriz binomial de presencia / ausencia que se 

analizó utilizando el paquete msap del programa R 3.2.2 (R Core Team, 2015).  Este 

paquete está diseñado para analizar los resultados de la técnica MSAP, en la cual se 

utilizan las mismas enzimas de restricción sensibles a metilación empleadas en la 

técnica MS-RAPD, pero en lugar de amplificar los fragmentos de restricción con 

RAPDs, se realiza mediante polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados 

(AFLP). Debido a esto la interpretación de los resultados obtenidos con este paquete 

debe realizarse de manera diferente.  

En el caso de la técnica MSAP solamente se obtiene una banda cuando ocurre 

un corte por parte de alguna de las dos enzimas, debido a que se utilizan 

adaptadores que se unen a las puntas pegajosas de los fragmentos de restricción y 

posteriormente los imprimadores se pegan a estos adaptadores, por lo tanto la 

presencia de una banda implica que existió un corte en el sitio de restricción. Por el 

contrario, en la técnica MS-RAPD la presencia de una banda significa que no un 

hubo corte por parte de las enzimas y en este caso como el ADN no fue digerido fue 

posible la unión del iniciador y fue posible la amplificación del fragmento.  

Debido lo anterior los resultados que se obtienen con el paquete msap deben 

ser interpretados de manera inversa. Por ejemplo, en MSAP si se obtuvo una banda 
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con ambas enzimas (Msp I y Hpa II) significa que el sitio de restricción se encuentra 

sin metilar, mientras que ese mismo patrón en MS-RAPD significa que ese sitio se 

encuentra completamente metilado. 

Utilizando el paquete msap se evaluó la diferenciación en el nivel de metilación 

entre muestras del mismo estadio y de la misma especie. Con este paquete, también 

se comparó el estado de metilación de áfidos de diferentes estadios, en donde se 

realizaron comparaciones estadísticas (AMOVA e Índice de Shannon) para 

determinar si existían diferencias en el estado de metilación de ninfas, adultos 

ápteros y adultos alados.  Posteriormente, se realizó el mismo análisis utilizando los 

mismos datos, pero ordenándolos según su fecha de colecta (sin importar su 

estadío) para evaluar diferencias en el estado de metilación en respuesta a la fecha 

en la que los individuos fueron colectados. 

Seguidamente con los datos de temperatura y humedad correspondientes a las 

semanas en las que se realizó la colecta de individuos, se hizo un análisis de 

varianza (ANOVA) para determinar si existían diferencias significativas entre la 

temperatura y humedad promedio registradas durante estas fechas.  

Adicionalmente se realizaron comparaciones pareadas de cada una de las 

categorías de metilación por semana utilizando una prueba HSD (honestly significant 

difference) de Tukey (Abdi & Williams, 2010) con un α = 0, 05 en el programa 

estadístico JMP 13 (SAS Institute Inc., Cary, N. C., USA). 

 

7. RESULTADOS 

7.1 Bioensayos con temperatura variable 

En el caso de la especie T. citricidus se encontraron diferencias en la mortalidad 

observada entre los tratamientos de temperatura (J = 19,86; gl = 2; P < 0,001). Los 

tratamientos 28°C y 4°C fueron significativamente distintos (P < 0,0001) entre sí y el 

tratamiento de 28°C fue significativamente distinto del grupo control (P = 0,0004) 

(Cuadro 3). Se observó que el número total de individuos vivos, es decir, los 
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sobrevivientes a los tratamientos más las ninfas nacidas durante el bioensayo , en el 

caso de la especie T. citricidus, disminuyó al cabo de los cinco días de la prueba en 

los dos tratamientos y en el grupo control (Fig. 4).  El tratamiento a 28°C fue el que 

mostró una mayor disminución en la cantidad de individuos, ya que al final del 

bioensayo presentó un 100% de mortalidad, lo cual fue consistente en las cuatro 

réplicas del bioensayo (Figs. 4 y 5). En esta especie, en ninguno de los tratamientos 

se observó reproducción.  

 

Cuadro 3. Probabilidad asociada a las comparaciones pareadas (Wilcoxon) 

realizadas entre los resultados de mortalidad obtenidos en cada uno de los 

tratamientos de temperatura realizados con la especie T. citricidus. 

Comparación entre tratamientos Probabilidad 

TA y 4°C 0,097 
TA y 28°C 0,0004* 
4°C y 28°C < 0,0001* 

* Probabilidades significativas según un criterio de P ≤ 0.05. 
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Figura 4. Promedio (cuatro repeticiones) de individuos vivos (ninfas + sobrevivientes) 

de la especie T. citricidus registrados durante cada día de bioensayo a tres 

temperaturas. Barras indican el error estándar. TA: Temperatura ambiente. 
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Figura 5. Mortalidad observada en cada réplica de los bioensayos de temperatura 

variable realizados con la especie T. citricidus. TA: Temperatura ambiente. 

 

También se encontraron diferencias en la mortalidad de los tratamientos con la 

especie M. luteum (J = 15,58; gl = 2; P = 0,0004) y con las comparaciones pareadas 

se comprobó que todos los tratamientos fueron diferentes entre sí (Cuadro 4).  Se 

observó que el número total de individuos en el grupo control tendió a incrementar a 

través de los días, lo que indica que existió reproducción en este grupo. Mientras que 

en el tratamiento a 4°C la cantidad de individuos se mantuvo constante. En las cuatro 

réplicas del bioensayo realizado con la especie M. luteum, el tratamiento a 4°C fue el 

que presentó la menor mortalidad (Fig. 7). Por el contrario, en el tratamiento a 28°C 

la cantidad total de individuos disminuyó a través de los días. Esta tendencia en el 
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tratamiento de 28°C fue igual a lo observado en la especie T. citricidus; sin embargo, 

en M. luteum la mortalidad no llegó al 100 % como en el caso de T. citricidus (Fig. 6).   

 

 

Cuadro 4. Probabilidad asociada a las comparaciones pareadas (Wilcoxon) 

realizadas con los resultados de mortalidad obtenidos en cada uno de los 

tratamientos de temperatura realizados con la especie M. luteum.  

 

Comparación entre tratamientos Probabilidad 

TA y 4°C 0,0441* 
TA y 28°C 0,0096* 
4°C y 28°C 0,0004* 

* Probabilidades significativas según un criterio de P ≤ 0.05. 
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Figura 6. Promedio (cuatro repeticiones) de individuos vivos (ninfas + sobrevivientes) 

de la especie M. luteum registrados durante cada día de bioensayo a tres 

temperaturas. Barras indican el error estándar. TA: Temperatura ambiente. 
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Figura 7. Mortalidad observada en cada replica de los bioensayos realizados con 

temperatura variable utilizando la especie M. luteum. TA: Temperatura ambiente. 

 

Al corregir los datos empleando la fórmula de Abbott, se comprobó que en el 

tratamiento a 4°C disminuye el porcentaje de mortalidad en ambas especies. Para el 

caso de la especie T. citricidus en el tratamiento a 4°C la mortalidad disminuyó un 

43,89 % con respecto a la mortalidad registrada en el grupo control, mientras que 

para el caso de M. luteum esta disminución en la mortalidad fue de un 37,33 %. Por 

el contrario, el porcentaje de mortalidad aumenta en el tratamiento a 28°C, en donde 

en la especie T. citricidus alcanza el 100 %, mientras que en M. luteum mostró un 

58,71 % con respecto a la observada en el grupo control (Fig. 8). 
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Figura 8. Variación de la mortalidad observado en los tratamientos de temperatura 

(4°C y 28°C) de M. luteum y T. citricidus con respecto al grupo control control 

(temperatura ambiente) después de realizar la corrección de Abbott. 

 

7.2 Detección de Endosimbiontes 

Se colectaron 49 muestras correspondientes a un total de 20 especies de áfidos 

pertenecientes a 12 géneros (Cuadro 5 y Anexo 1). La figura 9 muestra un ejemplo 

de una electroforesis en gel de agarosa para visualizar los productos del PCR 

multiplex. De las muestras analizadas se detectó que, 41 (83,7 %) poseían simbiosis 

con la bacteria Buchnera, 14 con Wolbachia (28,6 %), nueve con Serratia symbiotica 

(18,4 %), cinco con Rickettsia (10,2 %), dos con Hamiltonella defensa (4,1 %) y dos 

con Regiella insecticola (4,1 %). En ninguna de las muestras analizadas se logró 

detectar la presencia de las bacterias Spiroplasma, Rickettsiella, ni PAXS (Cuadro 6).  

Se observaron infecciones únicas (14 %) así como infecciones múltiples con 

diferentes especies de bacterias endosimbiontes. La muestra en la que se detectó el 

mayor número de endosimbiontes fue T. citricidus (TC26) con cuatro especies. 

Seguidamente, se encontraron tres especies de bacterias en las especies Picturaphis 

pojanii (PC4 y PC11), Macrosiphum rosae (A8 y A10), Aphis gossypii (365 A y B) y 

Aphis craccivora (363 A y B). Por el contrario, no se detectó ningún endosimbionte en 

las muestras de las especies Cerataphis lataniae (39 y 40), Aphis nerii (AN28 y 
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AN30), Neophylaphis varicolor (NV18) y Tinocallis kahawaluokani (382 A y 382 B) 

(Cuadro 6).  Se detectaron nuevas asociaciones simbióticas que no habían sido 

reportadas previamente, entre estás están la asociación de A. sambuci, M. salviae, 

N. varicolor y  P. pojani con Wolbachia, G. psidii con S. symbiotica, P. pojani con H. 

defensa y C. aegopodii con R. insecticola. 
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Cuadro 5. Muestras1 de áfidos colectadas para la detección molecular de bacterias 

endosimbiontes 

Especie de áfido N2 Códigos Localidad Planta hospedera 

Aphis craccivora 2 363 (A), 363 (B) Guácima, Alajuela Gliricidia sepium 
Aphis gossypii 5 AG1, AG21 

370 
365 (A), 365 (B) 

Cartago 
Moravia, San José 

Los Angeles, Cartago 

Citrus sp. 
Epidendrum radicans 

Citrus sinensis 
Aphis helianthi 2 AH35, AH36 Alajuela Helianthus annuus 

Aphis nerii 2 AN28, AN30 Sabanilla, San José Sin identificar 

Aphis sambuci 2 AS6, AS7 Ujarrás, Alajuela Sambucus sp. 

Aphis spiraecola 2 AS14, AS20 Cartago Sin identificar 

Brevicoryne brassicae 2 375 (A), 375 (B) Alajuela Cucumis sativus 

Cavariella  aegopodii 2 CA15, CA16 Coronado, San José Pimpinella anisum 

Cerataphis lataniae 2 39, 40 Heredia Vainilla sp. 

Greenidea psidii 2 GP22, GP23 San Pedro, San José Psidium sp. 

Macrosiphum luteum 3 ML21, MLA, MLB Sabanilla, San José Epidendrum sp. 

Macrosiphum rosae 2 A8, A10 Coronado, San José Rosa sp. 
Macrosiphum salviae 2 376 (A), 376 (B) Tres Ríos, San José Tetradenia riparia 

Macrosiphum sp. 2 369 (A), 369 (B) Moravia, San José Rosa sp. 

Melanaphis sacchari 2 381 (A), 381 (B) Santa Cruz, Guanacaste Sorghum bicolor 

Neophylaphis varicolor 4 NV18, NV19, 364(A), 
364(B) 

San Pedro, San José Podocarpus sp. 

Picturaphis pojanii 2 PC4, PC11 Coronado, San José Phlebodium 
pseudoaureum 

Sitobion avenae 3 362 (A), 362 (B) 
SA26 

Sabanilla, San José 
Cerro Buena Vista, San José 

Pennisetum purpureum 
Poaceae 

Tinocallis 
kahawaluokani 

2 382 (A), 382 (B) San Francisco de Dos Ríos, San José Lagerstroemia indica 

Toxoptera aurantii 2 TA24, TA27 Coronado, San José Origanum vulgare 

Toxoptera citricidus 2 TC26, TC37 Sabanilla, San José Citrus sp. 

 
1 Cada muestra corresponde a la extracción de ADN de un grupo de 20 individuos de la colonia 
respectiva. 
2 Total de muestras por especie de áfido 
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa para visualizar los productos de la región 

16S del ARN ribosomal de bacterias endosimbiontes amplificados mediante PCR 

multiplex en muestras de diferentes especies de áfidos. Se utilizó marcador 

molecular de 1 Kb Fermentas SM 0313. A: Regiella insecticolla, B: Serratia 

symbiotica, C: Rickettsia sp., D: Buchnera sp., CN: Control negativo. 
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Cuadro 6. Especies de endosimbiontes detectados1 en las diferentes especies de 

áfidos analizadas.  

 

*En negrita se resaltan las asociaciones simbióticas que no habían sido descritas hasta el momento. 
1 X: Detección de bacterias endosimbiontes en una determinada especie de áfido. 
2 EE : Número de especies de endosimbiontes totales por cada especie de áfido.  
3 EA : Número de especies de áfidos en que se detectó una especie de endosimbionte en particular.  
 
 

Como se resume en el Cuadro 7, la mayoría de las especies de áfidos (60% 

aproximadamente), poseen solo uno o dos endosimbiontes. En tres especies no se 

logró detectar ninguna bacteria endosimbionte y por el contrario, en una especie de 

áfido (Toxoptera citricidus) se detectó un total de cuatro especies de bacterias 

endosimbiontes (Anexos 2 y 3).  

 

 

 

 

 

Especie Wolbachia 
Buchner

a 
Serratia 

symbiotica 
Rickettsi

a 
Hamiltonell
a defensa 

Regiella 
insecticola 

Total 
EE2

 

A. craccivora X X  X   3/6 

A. gossypii  X X X   3/6 

A. helianthi  X     1/6 

A. nerii       0/6 
A. sambuci X X     2/6 

A. spiraecola  X     1/6 

B. brassicae  X     1/6 
C. aegopodii  X    X 2/6 
C. lataniae       0/6 
G. psidii  X X    2/6 
M. luteum  X     1/6 
M. rosae X X X    3/6 
M. salviae X X     2/6 
Macrosiphum sp.  X     1/6 
M. sacchari  X     1/6 
N. varicolor X X     2/6 
P. pojanii X X   X  3/6 
S. avenae X X X    3/6 
T.  
kahawaluokalani 

      0/6 

T. aurantii  X X    2/6 
T. citricidus X X X X   4/6 
Total EA3 8 / 21 18 / 21 6 / 21 3 / 21 1 / 21 1 / 21  
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Cuadro 7. Bacterias endosimbiontes encontradas por especie de áfidos 

Total de 

endosimbiontes 

encontrados 

Número de 

especies de 

áfidos (%) 

Número de 

muestras1(%) 

0 3 (14) 8 (16,3) 

1 6 (28,5) 19 (38,9) 

2 6 (28,5) 13 (26,5) 

3 5 (24) 8 (16,3) 

4 1 (5) 1 (2) 

1 Cada muestra corresponde a la extracción de ADN de un grupo de 20 individuos de la colonia 

respectiva 

Se observó que la detección de la bacteria Buchnera no fue consistente entre el 

PCR multiplex (Peccoud et al., 2014) y PCR tradicional realizado con iniciadores 

específicos (Tsuchida et al. 2002) para amplificar la región 16S de esta especie. En 

el caso del PCR multiplex, se detectó al endosimbionte Buchnera en 23 (47 %) de las 

49 muestras evaluadas. Mientras que con el PCR realizado con iniciadores 

específicos para Buchnera (Tsuchida et al. 2002) se determinó que 37 (75,5 %) de 

las 49 muestras poseían la bacteria.  

Al realizar la comprobación mediante “Barcoding” de indentificación de las 

especies de áfidos incluidas en este estudio, en el 80 % de las muestras (19 / 24) 

concordó la identificación morfológica con la identificación molecular. Sin embargo, 

se encontraron discrepancias entre ambos métodos en el 20 % (5 / 24) de las 

especies a las que se les realizó esta comprobación (Cuadro 8).  Esto se observó en 

las especies identificadas morfológicamente como: Picturaphis pojanii, Toxoptera 

aurantii, Aphis gossypii, Aphis craccivora y Macrosiphum salviae. 

También se encontraron discrepancias en la identidad de los endosimbiontes 

presentes en los áfidos entre la detección de endosimbiontes específicos mediante 

PCR multiplex y la secuenciación de algunos de esos productos (Cuadro 9). En este 

caso se encontró que un 30 % (7 / 23) de los casos analizados adicionalmente por 

secuenciación, los resultados de ambos métodos no concordaron. Se observó que 

las especies de bacterias endosimbiontes identificadas mediante el PCR Multiplex 



34 
 

como Serratia symbiotica y Rickettsia sp. al realizar el BLAST poseían un mayor 

porcentaje de similitud (98-99%) con el simbionte Arsenophonus sp.  

 

Cuadro 8. Comparación1 de la identificación morfológica y de la identificación 

molecular de especies de áfidos utilizando la región de la Citocromo Oxidasa I. 

Código 
de 

muestra 

Identificación 
morfológica 

Identificación molecular 
Número de 

acceso 
% de 

similitud 
% de 

cobertura 

AG1 Aphis gossypii Aphis gossypii gb|EU930156.1| 100 100 

PC4 Picturaphis pojanii Brachycaudus spiraeae gb|EU189672.1| 95 100 

AS6 Aphis sambuci Aphis sambuci gb|KR043542.1| 100 100 

A8 Macrosiphum rosae Macrosiphum rosae gb|DQ499035.1| 99 100 

A9 Macrosiphum rosae Macrosiphum rosae gb|KJ502205.1| 99 100 

AS14 Aphis spiraecola Aphis spiraecola dbj|AB506735.1| 99 100 

CA16 Cavariella aegopodii Cavariella aegopodii gb|KR041595.1| 99 100 

NV18 Neophyllaphis varicolor Neophyllaphis sp. gb|KF199852.1| 99 100 

M21 Aphis gossypii Aphis gossypii gb|EU930156.1| 99 100 

GP22 Greenidea psidii Greenidea psidii gb|EU701673.1| 100 97 

TA25 Toxoptera aurantii Scymnus sp gb|KJ168024.1| 92 100 

SA26 Sitobion avenae Sitobion avenae gb|KJ742384.1| 96 100 

AN28 Aphis nerii Aphis nerii dbj|AB506733.1| 100 100 

29 Aphis nerii Aphis nerii dbj|AB506733.1| 100 100 

31 Aphis gossypii Aphis taraxacicola gb|KF639079.1| 88 92 

AG32 Aphis gossypii Aphis gossypii gb|KJ669654.1| 100 99 

36 Aphis spiraecola Aphis spiraecola AB506735.1 100 98 

362 Sitobion avenae Sitobion avenae KR038196.1 97 100 

363 Aphis craccivora Aphis rumicis GU324628.1 99 98 

364 Neophyllaphis varicolor Neophyllaphis sp. KF199852.1 99 100 

375 Brevicoryne brassicae Brevicoryne brassicae JQ240190.1 99 99 

376 Macrosiphum salviae Illinoia menziesiae KR038570.1 95 100 

381 Melanaphis sacchari Melanaphis sacchari KJ083111.1 99 99 

382 Tinocallis kahawaluokalani Sarucallis kahawaluokalani* EU701898.1 100 100 

1En negrita se muestran las inconsistencias entre la taxonomía morfológica y la molecular 

*Clasificación taxonómica anterior 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/297501403?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AN7WTJWN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/835449043?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=AHXVPNDU015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/284520715?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=AHYUGRH2015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/557477193?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=AJ09E1SN014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/374092786?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=AJ0VTYVW015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/592747599?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=AJ5JYYF2014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/188503765?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=AJ6D6SWG015
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Cuadro 9. Comparación1 de la identificación de bacterias endosimbiontes realizada 

mediante el PCR multiplex y la comprobación realizada por Megablast utilizando la 

región 16S del ARN ribosomal. 

Código 
de 

muestra 

Resultado de PCR 
múltiplex 

Resultado del BLAST 
Número de 

acceso 
% de 

similitud 
% de 

cobertura 

A8 Serratia symbiotica Serratia symbiotica gb|KM579593.1| 99 95 

A9 Serratia symbiotica Serratia symbiotica gb|KM579593.1| 99 100 

A10 Serratia symbiotica Serratia symbiotica gb|KM579593.1| 99 100 

TC26 Serratia symbiotica Arsenophonus sp. gb|DQ115536.1| 99 100 

TC28 Serratia symbiotica Arsenophonus sp. gb|AY264673.1| 99 100 

TC35 Serratia symbiotica Arsenophonus sp. gb|JN990929.1| 98 100 

PC4 Hamiltonella defensa Hamiltonella defensa ref|NR_074961.1| 99 100 

PC5 Hamiltonella defensa Hamiltonella defensa ref|NR_074961.1| 99 100 

11 Hamiltonella defensa Hamiltonella defensa ref|NR_074961.1| 99 100 

A13 Hamiltonella defensa Hamiltonella defensa gb|KF835615.1| 100 100 

TC26 Rickettsia sp. Arsenophonus sp. gb|JN990929.1| 99 100 

TC28 Rickettsia sp. Arsenophonus sp. gb|JN990929.1| 99 100 

TC35 Rickettsia sp. Arsenophonus sp. gb|JN990929.1| 99 100 

PC4 Buchnera sp. Buchnera aphidicola gb|L81121.1| 95 100 

AS6 Buchnera sp. Buchnera aphidicola gb|L81121.1| 95 97 

CA15 Regiella insecticola Regiella insecticola AC192956.2 99 95 

CA16 Regiella insecticola Regiella insecticola AB780460.1 99 99 

CA17 Regiella insecticola Regiella insecticola AB780460.1 99 100 

9 Serratia symbiotica Serratia symbiotica KT175992.1 99 99 

27 Serratia symbiotica Serratia symbiotica AY822593.1 99 99 

363 Rickettsia sp. Buchnera aphidicola KT175936.1 95 100 

362B Buchnera sp. Buchnera aphidicola CP002302.1 96 100 

375A Buchnera sp. Buchnera sp. HE575572.1 99 99 

1En negrita se muestran las inconsistencias entre la identificación mediante PCR multiplex y el 

Megablast 
 
 
 
 
 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/257229077?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=AMWDR6AU014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559767111?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=2YHSB23P014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559767111?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=2YHSB23P014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/347300781?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=AHUE74V4014
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La filogenia realizada para la región de la citocromo oxidasa mitocondrial I (COI) de 

las diferentes especies de áfidos, muestra que la mayoría de las diferentes especies 

de áfidos se agruparon dentro del mismo clado que la respectiva secuencia de 

referencia (obtenida del GenBank) para la misma especie. Lo que confirmó la 

taxonomía morfológica (Fig. 10). Se observa que muestras de las especies Aphis 

nerii y Melanaphis sacchari son similares y se agrupan dentro del mismo subclado. 

Además, se encontró que la secuencia de Cerataphis lataniae (39) en 99% de las 

veces agrupó en el mismo clado que la especie Brevicoryne brassicae y no con la 

secuencia de Cerataphis lataniae de referencia obtenida del GenBank (Fig. 10). 
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 AB506733.1 Aphis nerii

 Toxoptera aurantii TA25

 Grenidea psisii GP22

 Neophyllaphis varicolor NV18

 Neophyllaphis varicolor 364

 HQ632647.1 Cerataphis lataniae

 KR036550.1 Tinocallis ulmifolii

 Tinocallis kahawaluokalani 382

 Aphis nerii AN28

 Aphis nerii AN29

 Melanaphis sacchari 381

 KJ083215.1 Melanaphis sacchari

 Aphis spiraecola AS14

 Aphis helianthi 34

 Aphis helianthi 36

 AB506738.1 Aphis spiraecola

 EU701434.1 Aphis helianthi

 Aphis craccivora 363

 AB506718.1 Aphis craccivora

 Aphis gossypii AG1

 KF639078.1 Aphis taraxacicola

 Aphis gossypii M21

 Aphis gossypii 32

 Aphis gossypii 31

 AB506732.1 Aphis gossypii

 AB506734.1 Aphis rumicis

 KR043542.1 Aphis sambuci

 Aphis sambuci AS6

 EU701938.1 Toxoptera citricida

 EU701934.1 Toxoptera aurantii

 Brevicoryne brassicae 375

 KR085075.1 Brevicoryne brassicae

 KR582378.1 Macrosiphum rosae

 Macrosiphum rosae A9

 Macrosiphum rosae A8

 DQ499036.1 Macrosiphum euphorbiae

 Macrosiphum salviae 376

 EU701738.1 Macrosiphum sp.

 JX507421.1 Acyrthosiphon pisum

 Sitobion avenae SA26

 Sitobion avenae 362

 HQ392574.1 Sitobion avenae

 KR344313.1 Cavariella aegopodii

 Cavariella aegopodii CA16

 KX381832.1 Brachycaudus spiraeae

 Picturaphis pojanii PC4

 AB439540.1 Neophyllaphis podocarpi

 KT852985.1 Bemisia tabaci

 
 

Figura 10. Árbol filogenético (Neighbor-joining) realizado con secuencias de ADN de 

la región citocromo oxidasa I mitocondrial (658 pb) obtenidas de las especies de 

áfidos a las que se les realizó la detección de endosimbiontes. 
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En la figura 11 se muestra la filogenia realizada con secuencias de la región 

16S del ARN ribosomal de bacterias endosimbiontes. Se observa que las especies 

identificadas mediante el PCR Multiplex como Rickettsia y Serratia symbiotica pero 

identificadas como Arsenophonus sp. mediante el BLAST, en la filogenia se agrupan 

dentro del mismo clado que la secuencia de referencia de Arsenophonus obtenida 

del GenBank (JN990929.1) y a la vez estas secuencias difieren de las identificadas 

mediante PCR Multiplex y mediante Megablast como Serratia symbiotica. 

Se observó además que las especies que mediante el PCR Multiplex fueron 

identificadas como Buchnera sp. y mediante el BLAST como Buchnera aphidicola, en 

la filogenia no agrupan dentro del mismo clado con las secuencias de B. aphidicola 

de referencia obtenidas del GenBank (KT175936.1 y FJ357480.1).  
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 Serratia symbitica A10

 Serratia symbiotica A8

 Serratia symbiotica A9

 Serratia symbiotica 27

 KF751206.1 Serratia symbiotica

 Regiella insecticola CA15

 Regiella insecticola CA17

 Regiella insecticola CA16

 KY550361.1 Hamiltonella defensa

 Hamiltonella defensa A13

 Hamiltonella defensa A11

 Rickettsia 363

 Buchnera 375

 Buchnera 362

 Rickettsia TC28

 JN990929.1 Arsenophonus

 Rickettsia TC35

 Rickettsia TC26

 Serratia symbiotica TC28

 Serratia symbiotica TC26

 KP710491.1 Regiella insecticola

 KT175936.1 Buchnera aphidicola

 FJ357480.1 Buchnera aphidicola

 AB780468.1 Rickettsiella

 U42084.1 Rickettsia

 JX943567.1 Spiroplasma

 Wolbachia TC45

 Wolbachia A10

 Wolbachia A8

 Wolbachia A9

 Wolbachia TC43

 JN109158.1 Wolbachia

 Wolbachia TC38

 Wolbachia PC5

 Wolbachia PC11

 Wolbachia PC4

 Wolbachia AS7

 Wolbachia AS6

 
Figura 11. Filogenia (Neighbor-joining) realizada con secuencias de ADN de la 

región 16S del ARN ribosomal de bacterias endosimbiontes de diferentes especies. 

En el recuadro rojo se señalan las secuencias identificadas mediante el PCR 
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Multiplex como Serratia simbiótica y Rickettsia pero según el BLAST corresponden a 

Arsenophonus sp. 

Las especies de áfidos a las cuales se les realizó la detección de bacterias 

endosimbiontes y fueron preservadas en láminas fijas se muestran en la Figura 12. 

Se prepararon de tres a cinco láminas por cada especie de áfido, para un total de 65. 

Se observó que el tiempo que tardan las diferentes especies de áfidos en clarificarse 

es variable; depende de factores como estadio y tamaño del áfido, presencia 

oausencia de alas, entre otros factores. Debido a esto, al clarificar un individuo se 

debe de controlar constantemente su estado y velar por que se conserve integro a 

través del proceso y no sobreexponerlo al calor o los reactivos empleados en el 

protocolo para evitar daños en las estructuras más delicadas del organismo y de 

interés taxonómico como las patas, antenas y sifunculos. 

 



41 
 

 

Figura 12. Especímenes adultos de diferentes especies de áfidos preservados en 
láminas fijas para la identificación morfológica. A: Toxoptera citricidus (áptero), B: 
Aphis craccivora (áptero), C: Aphis nerii (alado), D: Macrosiphum rosae (alado), E: 
Aphis spiraecola (áptero), F: Aphis spiraecola (alado), G: Brevicorine brassicae 
(áptero), H: Cavariella aegopodii (áptero), I: Cerataphis lataniae (alado), J: 
Macrosiphum luteum (áptero), K: Macrosiphum salviae (áptero), L: Tinocallis 
kahawaluokalani (alado), M: Picturaphis pojani (áptero), N: Aphis sambuci (áptero), 
O: Toxoptera aurantii (alado), Barra: 1000 µm. 
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7.3 Estandarización de Protocolo de MS-RAPD 

En ninguna de las dos especies (T. citricidus y M. luteum) se observó 

variabilidad en los patrones de bandas obtenidos con RAPDs en muestras de ADN 

(no digerido) de áfidos de la misma colonia al probar los 20 iniciadores de la serie A 

(Operon techinologies, Estados Unidos). En este protocolo se seleccionaron los tres 

iniciadores que presentaron el mayor número de bandas para cada especie y a la 

vez, que éstas fueran suficientemente intensas y bien definidas. Iniciadores con esas 

características son los más útiles para realizar el análisis de MS-RAPD, ya que al 

digerir con las enzimas sensibles a metilación se tendría mayor certeza de que 

cualquier variación en el patrón de bandas que se observe es producto de diferencias 

en el nivel de metilación y no a variabilidad genética entre los individuos. En el caso 

de la especie T. citricidus, se seleccionaron los iniciadores OPA 01, 07 y 09, mientras 

que para la especie M. luteum se escogieron los iniciadores OPA 08, 11 y 13. El 

Cuadro 10 muestra la cantidad de fragmentos de diferente tamaño que fueron 

amplificados con cada uno de los 20 imprimadores probados en ambas especies de 

áfidos.  

Cuadro 10. Iniciadores Operon de la serie A (OPA) probados y la cantidad total de 
bandas amplificadas con cada iniciador en las dos especies de áfidos utilizadas. 

Iniciador 
Total de bandas observadas con  

T. citricidus M. luteum 

 OPA-01T 1 3 
OPA-02 0 0 
OPA-03 2 1 
OPA-04 5 7 
OPA-05 2 3 
OPA-06 0 0 

  OPA-07 T 2 5 
  OPA-08 M 3 2 
  OPA-09 T 4 8 

OPA-10 5 5 
   OPA-11 M 1 2 

OPA-12 5 3 
  OPA-13M 2 2 
OPA-14 1 0 
OPA-15 2 2 
OPA-16 1 1 
OPA-17 1 2 
OPA-18 4 5 
OPA-19 0 0 
OPA-20 0 0 

T Iniciadores seleccionados para el análisis de MS-RAPD de la especie T. citricidus 
M Iniciadores seleccionados para el análisis de MS-RAPD de la especie M. luteum 
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Una vez seleccionados tres iniciadores por especie de áfido, se evaluó la 

metodología de MS-RAPD en seis muestras por especie, tres de un solo individuo y 

tres de 20 individuos. Se realizó el procedimiento de MS-RAPD y se estimó la 

proporción de regiones completamente metiladas, hemimetiladas, con metilación en 

las citosinas internas y la proporción de regiones sin metilar para la especie T. 

citricidus y para M. luteum.  Los resultados que se obtuvieron se muestran en el 

cuadro 11. Al comparar el estado de metilación entre individuos/muestras de la 

misma especie, no se encontraron diferencias significativas ni en M. luteum (F = 

0,333; P = 0,097) ni en T. citricidus (F  = 0,261; P = 0,800). 

 

Cuadro 11. Estimación del estado de metilación global de individuos adultos de las 

especies de áfidos M. luteum y T. citricidus 

Especie Shannon 
Sitios de 

restricción 

Completamente 
metilado 

HPA+/MSP+ 

Metilación en 
citosinas 
internas 

HPA+/MSP- 

Hemimetilado 
HPA-/MSP+ 

Sin metilar 
HPA-/MSP- 

T. citricidus 
0,556 

(±0,100) 
12 0,216 0,168 0,183 0,433 

M. luteum 
0,580 

(±0,110) 
12 0,167 0,309 0,048 0,476 

 

Se observó que la concentración de ADN y la cantidad de individuos por 

muestra no influyen en el resultado del análisis de metilación mediante la técnica de 

MS-RAPD, ya que tanto en muestras de ADN obtenidas a partir de un individuo, así 

como las muestras obtenidas a partir de 20 individuos, esta técnica permitió obtener 

patrones de metilación de dichas muestras. Además, se observaron leves 

discrepancias entre las dos réplicas de MS-RAPD realizadas, en donde presentaron 

algunas bandas solamente en una de las dos réplicas (Figs. 13 y 14). 
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Figura 13. Dos réplicas (A y B) del análisis de MS-RAPD realizado con tres muestras 

de un individuo y tres muestras de 20 individuos de la especie M. luteum utilizando el 

iniciador OPA 08. En cada trio, el carril identificado como 1 corresponde a la muestra 

sin digerir, los carriles 2 y 3 corresponden a las digestiones con la enzima Msp I y 

Hpa II, respectivamente. Los cuadros señalan algunas de las inconsistencias 

observadas entre ambas réplicas, en A se resaltan todas las bandas presentes en la 

primera réplica que no se encontraron en la segunda réplica (B). M: Marcador 

molecular de 1 Kb (SM 0313, Fermentas). 
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Figura 14. Dos réplicas (A y B) del análisis de MS-RAPD realizado con tres muestras 

de un individuo y tres muestras de 20 individuos de la especie T. citricidus utilizando 

el iniciador OPA 01. En cada trio, el carril identificado como 1 corresponde a la 

muestra sin digerir, los carriles 2 y 3 corresponden a las digestiones con la enzima 

Msp I y Hpa II, respectivamente. Los cuadros señalan algunas de las inconsistencias 

observadas entre ambas réplicas, en A se resaltan todas las bandas presentes en la 

primera réplica que no se encontraron en la segunda réplica (B). M: Marcador 

molecular de 1 Kb (SM 0313, Fermentas). 

 

 

7.4 Comparación del nivel de metilación y endosimbiontes de áfidos de 

diferentes estadios  

Al comparar el estado de metilación global de individuos pertenecientes a 

diferentes estadios de la especie T. citricidus, se encontró que éstos no poseen 

diferencias en el nivel de metilación. No se encontraron diferencias en la cantidad de 
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regiones completamente metiladas (F = 0,535; P = 0,592), en las regiones con 

metilación en las citosinas internas (F = 0,448; P = 0,643), en las regiones 

hemimetiladas (F = 0,048; P = 0,953), ni en las regiones sin metilar (F = 0,933; P = 

0,407). En el Cuadro 12 se muestra la proporción de regiones en cada una de estas 

categorías que fueron encontradas en ninfas, adultos ápteros y adultos alados de la 

especie T. citricidus. Al realizar la misma comparación con individuos de distintos 

estadios de la especie M. luteum, al igual que en el caso de T. citricidus, no se 

encontraron diferencias en la cantidad de regiones completamente metiladas (F = 

0,676; P = 0,518), en las regiones con metilación en citosinas internas (F = 1,698; P = 

0,204), en las regiones hemimetiladas (F = 1,423; P = 0,260) ni en las regiones sin 

metilar (F = 0,459; P = 0,637) de individuos de estadios distintos (Cuadro 12). 

 

Cuadro 12. Comparación de la metilación estimada entre estadios de las especies 

Toxoptera citricidus y M. luteum. 

 

 

 

 

 

 

 

. 

 Al realizar la determinación de endosimbiontes en muestras de T. citricidus, se 

encontraron diferencias entre las especies de bacterias endosimbiontes encontradas 

en muestras de diferentes estadios. Las bacterias Buchnera, Wolbachia, Rickettsia y 

Serratia symbiotica se encontraron en todos los estadios (ninfas, adultos alados y 

 
Estadio 

Completamente 
metilado 

Hpa+/Msp+ 

Metilación 
en citosinas 

internas 
Hpa+/Msp- 

Hemimetilado 
Hpa-/Msp+ 

Sin metilar 
Hpa-/Msp- 

T
. 
c
it

ri
c

id
u

s
 

Ninfas 0,50 0,17 0,11 0,22 

Ápteros 0,42 0,28 0,11 0,19 

Alados 0,56 0,22 0,08 0,14 

M
. 
lu

te
u

m
 

Ninfas 0,22  0,33 0,04 0,41 

Ápteros 0,33 0,11 0,11 0,45 

Alados 0,26 0,15 0,26 0,33 
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ápteros), pero por el contrario, las especies Hamiltonella defensa y Regiella 

insecticola solamente se encontraron en adultos alados y ápteros (Fig. 15).  
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Figura 15. Total de individuos de T. citricidus de distintos estadios en los que se 

detectó la presencia de diferentes especies de bacterias endosimbiontes. Cada color 

representa una especie de endosimbionte. 

 

Al realizar esta misma comparación de los simbiontes presentes en individuos de la 

especie M. luteum, las bacterias Buchnera y Wolbachia se detectaron en individuos 

de los tres estadios, igual a lo observado en la especie T. citricidus. También se 

detectó la especie H. defensa únicamente en una ninfa (Fig. 16) y a diferencia de T. 

citricidus en M. luteum no se logró detectar la presencia de S. symbiotica, Rickettsia 

sp. ni. R. insecticola. 
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Figura 16.  Total de individuos de M. luteum de distintos estadíos en los que se 

determinó la presencia de diferentes especies de bacterias endosimbiontes. Cada 

color representa una especie de simbionte. 

 

7.5 Comparación del nivel de metilación y endosimbiontes de áfidos colectados 

en diferentes semanas  

En ambas especies de áfidos se encontraron diferencias en el grado de 

metilación que presentaron los individuos colectados en diferentes fechas (Cuadro 

13). Al hacer comparaciones pareadas del grado de metilación detectado en 

individuos colectados en semanas diferentes, en el caso de T. citricidus, se 

encontraron diferencias en la proporción de regiones sin metilar de los individuos 

colectados en las semanas ITC (04/12/2015) y IITC (07/01/2016) y entre los individuos 

colectados en las semanas IITC (07/01/2016) y IIITC (01/04/2016). Además, se 

encontró que el promedio de temperatura y humedad ambiental registradas durante 

esas semanas (II y III) de muestreo fueron significativamente distintas (Cuadro 14). 

En el caso de la especie M. luteum también se encontraron diferencias entre el grado 

de metilación detectado en individuos colectados de las semanas IML (07/01/2016) y 

IIML (03/03/2016) y entre los individuos de las semanas IML (07/01/2016) y IIIML 

(01/04/2016). En ambos casos las diferencias se encontraron en la proporción de 
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regiones completamente metiladas y en la proporción de regiones hemimetiladas. Se 

encontraron diferencias significativas entre las condiciones de temperatura y 

humedad promedio registradas durante las semanas IML y IIIML (Cuadro 14). 

 

Cuadro 13. Comparación del estado de metilación de individuos de T. citricidus y M. 

luteum colectados en tres diferentes fechas con diferentes condiciones climáticas. 

Las letras a y b denotan las similitudes y/o diferencias entre los valores de metilación, temperatura y 

humedad obtenidas en las diferentes semanas de muestreo 

 

Cuadro 14. Probabilidad asociada a las comparaciones pareadas (Wilcoxon) del 

estado de metilación de individuos de T. citricidus y M. luteum colectados en 

semanas diferentes. 

* En negrita se muestran las probabilidades significativas según un criterio de P ≤ 0.05. 

 

 
Semana 

Temperatura 
promedio (°C) 

Promedio 
de Humedad 

relativa 

Completamente 
metilado 

Hpa+/Msp+ 

Metilación 
en citosinas 

internas 
Hpa+/Msp- 

Hemimetilado 
Hpa-/Msp+ 

Sin metilar 
Hpa-/Msp- 

T
. 
c
it

ri
c

id
u

s
 

I TC 21.6 a 81.4 a 0.39 a 0.36 a 0.11 a 0.14 a 

II TC 21.5 a 79.6 a 0.56 a 0.14 a 0.03 a 0.28 b 

III TC 23.7 b 75.1 b 0.53 a 0.17 a 0.17 a 0.14 a 

M
. 
lu

te
u

m
 

I ML 21.5 a 79.6 a 0.25 a 0.14 a 0.25 a 0.36 a 

II ML 21.2 a 76.7 b 0.58 b 0.08 a 0.06 b 0.28 a 

III ML 23.7 b 75.1 b 0.50 b 0.22 a 0.02 b 0.25 a 

 
Semanas 

Completamente 
metilado 

Metilación 
en citosinas 

internas 
Hemimetilado Sin metilar 

Temperatura 
promedio 

Humedad 
promedio 

T
. 
c
it

ri
c

id
u

s
 

I vs II 0,9998 0,1236 1,00 0,0497* 0,1493 0,3757 

II vs III 0,4561 0,9647 0,4484 0,0497* 0,0014* 0,0431* 

I vs III 0,4456 
0,1950 0,4536 1,00 0,0120* 0,3436 

M
. 
lu

te
u

m
 

I vs II 0,0001* 0,8432 0,0496* 0,6106 0,4941 0,1559 

II vs III 0,2326 0,3589 0,9322 0,9456 0.0014* 0,7103 

I vs III 0,0012* 0,6839 0,0227* 0,4222 0,0045* 0,0431* 
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Al comparar los endosimbiontes detectados en las muestras de áfidos según la 

fecha en la que fueron colectadas, se observó que en la semana II de muestreo 

Wolbachia fue el único endosimbionte detectado y esta especie fue la única que se 

encontró en las tres semanas de muestreo. Mientras que en la semana III fue en la 

que se encontró un mayor número de especies endosimbiontes (seis especies) (Fig. 

17).  Las diferencias en las especies de endosimbiontes detectadas en los áfidos, en 

este estudio, parecen estar más relacionadas con la fecha de colecta que con el 

estadio del hospedero en el caso de la especie T. citricidus.  
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Figura 17. Total de individuos de T. citricidus (colectados en tres semanas distintas) 

en los que se determinó la presencia de diferentes especies de bacterias 

endosimbiontes. Cada color representa una especie de endosimbionte. 

 

En la especie M. luteum, al agrupar los resultados según la fecha de colecta, se 

observó el mismo comportamiento para Buchnera y Wolbachia entre las tres 

semanas y H. defensa solo fue detectada en la semana II (Fig. 18). En el caso de 

esta especie debido a las pocas detecciones no se puede determinar si existe un 

patrón asociado a la semana de colecta de los áfidos.  
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Figura 18. Total de individuos de M. luteum (colectados en tres semanas distintas) 

en los que se determinó la presencia de diferentes especies de bacterias 

endosimbiontes. Cada color representa una especie de simbionte. 

 

8. DISCUSIÓN 

8.1 Bioensayos 

Según los resultados obtenidos, tanto en individuos de la especie M. luteum así 

como de la especie T. citricidus ocurre un incremento en la mortalidad al someterlos 

a temperaturas de 28°C (Figs. 4-7). Esto concuerda con resultados obtenidos por 

Komazaki (1982) y por Díaz & Fereres (2005) quienes encontraron también que la 

mortalidad más elevada ocurrió a una temperatura de 28° C, según bioensayos 

realizados con diferentes especies de áfidos, entre ellas T. citricidus.  

El incremento en la mortalidad que experimentan los áfidos al ser sometidos a 

cambios en la temperatura ambiental se debe a que éstos no son capaces de regular 

su temperatura corporal (Wennergren & Landin, 1993; Neven, 2000; Russell & 

Moran, 2006; Nguyen et al., 2009). El calor les ocasiona perturbaciones 

mitocondriales, puede ocasionar desnaturalización de las proteínas, afectar el 

sistema nervioso y endocrino, producir pérdida de bacterias endosimbiontes 
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primarias, entre otras afectaciones, que pueden llevar finalmente a la muerte del 

organismo (Nguyen et al., 2009). Se ha documentado también en los áfidos que los 

incrementos de temperatura ambiental pueden afectar la composición de su cutícula, 

haciéndolos más propensos a sufrir deshidratación e incrementar su mortalidad 

(Nguyen et al., 2009). No obstante, los áfidos son capaces de adaptarse y resistir 

ligeros cambios en las condiciones ambientales (Neven, 2000).  

Por el contrario, se observó una disminución de la mortalidad en ambas 

especies de áfidos al exponerlas a una temperatura de 4° C (Figs. 4-7).   Esa misma 

tendencia fue descrita en estudios previos en la especie T. citricidus (Komazaki, 

1982; Díaz & Fereres, 2005). A temperaturas más bajas se da una reducción en el 

metabolismo, un retraso en el ciclo reproductivo y hace que el tiempo de desarrollo 

de los áfidos sea mayor, ocasionando una disminución en la mortalidad, contrario a 

lo que se observa a temperaturas ambientales más elevadas (Ebert & Cartwright, 

1997). 

En este estudio se observó reproducción en la especie M. luteum en el grupo 

control (25°C) y a 28°C (Fig. 4). En el caso de T. citricidus, en ningún tratamiento 

ocurrió reproducción (Fig. 6). Lo cuál difiere de lo observado por estudios previos, 

que han encontrado que la especie T. citricidus alcanza su máxima tasa de 

reproducción y crecimiento poblacional a una temperatura cercana a los 27°C debido 

a que es una especie adaptada a temperaturas altas (Komazaki, 1982). Bajo las 

condiciones de laboratorio en las que fue estudiada esta especie, es probable que la 

temperatura a la cuál alcanza la tasa máxima de reproducción sea menor a 27 °C, ya 

que los ámbitos de temperatura reportados en la literatura pueden variar 

dependiendo de la especie de la planta hospedera (Komazaki, 1982). En el caso 

mencionado, las observaciones fueron realizadas sobre Citrus unshiu y C. aurantium 

(Komazaki, 1982). Este comportamiento en el que la tasa reproductiva disminuye 

cercano a los 29° C se ha observado también en otras especies de áfidos como 

Aphis citricola, A. gossyppii y Macrosiphum euphorbiae (Komazaki, 1982).  
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8.2. Detección de Endosimbiontes 

Se encontró que la mayoría de las muestras analizadas poseían simbiosis con 

la bacteria Buchnera aphidicola (83,7 %) (Cuadro 6), lo que concuerda con lo 

esperado ya que esta bacteria es el endosimbionte obligatorio y está presente en 

todas las especies de áfidos proporcionándoles aminoácidos y vitaminas esenciales 

(Sabater-Munoz et al., 2001; Koga et al., 2003). Sin embargo, en un 16,3% de las 

muestras analizadas, no se logró detectar la presencia de Buchnera (Cuadro 6). La 

causa más probable de la falta de detección de Buchnera en algunas de las 

muestras, puede deberse a que el método de detección mediante PCR tradicional y 

Multiplex no sea siempre capaz de determinar la presencia de esta especie. Estudios 

previos han encontrado que la detección de bacterias mediante PCR Multiplex puede 

verse afectada por la presencia de otras especies de bacterias que se encuentran en 

mayor concentración (Mason et al., 2001). Por lo cual es probable que Buchnera esté 

presente en concentraciones tan pequeñas que en algunos casos fue imposible 

detectarla mediante las técnicas empleadas. 

Se encontraron diferencias entre los resultados obtenidos mediante ambos 

métodos de detección. En el caso del PCR tradicional permitió detectar esta especie 

en 37 de las 49 muestras analizadas, mientras que con el PCR Multiplex solamente 

se logró detectar en 23 de las muestras. La detección por ambos métodos solamente 

fue consistente en 18 muestras (Anexo 2). Estos resultados sugieren que el PCR 

tradicional fué más eficiente en la detección de esta bacteria, aún cuando sus 

concentraciones sean bajas ya que es un PCR específico para una sola especie de 

bacteria, a diferencia del PCR Multiplex en donde se tienen varios iniciadores 

simultanéamente, lo cuál hace que el porcentaje de éxito de esta técnica sea menor. 

Sin embargo, las diferencias observadas indican que probablemente aún cuando se 

empleen ambos métodos para realizar la detección de Buchnera sp., se puede estar 

subestimando su presencia en las muestras analizadas.  

Es poco frecuente que Buchnera esté ausente en áfidos, sin embargo se ha 

visto que es posible que la simbiosis se pierda bajo condiciones específicas 

(Douglas, 1998).  Un ejemplo de ello es la competición de ciertas especies de 
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bacterias facultativas por los recursos del áfido. En dicha competición es probable 

que los simbiontes facultativos lleguen a reemplazar completamente a Buchnera 

(Gómez-Valero et al., 2004). Tal es el caso del endosimbionte facultativo Rickettsia, 

el cual se ha visto que disminuye las poblaciones de Buchnera tras competir con esta 

por los recursos limitados, energía y nicho endocelular (Sakurai et al.,2005). Otro 

ejemplo es la especie Serratia symbiotica que es capaz de reemplazar a Buchnera 

aphidicola y PAXS (Sakurai et al.,2005; Lamelas et al., 2008). Pese a que ésta es 

una de las principales causas de la ausencia de Buchnera, no fué lo que ocurrió en 

este caso, ya que en las muestras en las que no se detectó Buchnera tampoco se 

detectó ninguna otra especie de endosimbionte, debido a lo cual no se puede 

asegurar de que se trate de una competición entre especies de simbiontes. 

Cuando un áfido pierde el endosimbionte Buchnera, puede sufrir un retraso en 

su crecimiento, esterilidad o muerte. La asociación con endosimbiontes facultativos 

pueden compensar las funciones de Buchnera sp. y son capaces de ocupar su nicho 

simbiótico (Koga et al., 2003). Sin embargo, lo más común es encontrar al 

endosimbionte Buchnera sp. coexistiendo con otras especies de simbiontes 

facultativos (Augustinos et al.,2011) como se observó en 45 % de las muestras 

analizadas (que representan un 57,1 % de todas las especies de áfidos analizadas) 

en esta investigación (Cuadro 6). 

El segundo endosimbionte que se detectó en mayor proporción en las muestras 

analizadas fue Wolbachia sp. Se encontró en el 28,6% de las muestras (Cuadro 6), 

esto comprende ocho de las 21 especies de áfidos analizadas (Aphis craccivora, A. 

sambuci, Macrosiphum rosae, M. salviae Neophyllaphis varicolor, Picturaphis pojanii, 

Sitobion avenae y Toxoptera citricidus). Existen pocos estudios sobre la presencia de 

Wolbachia en áfidos. El primer reporte de este endosimbionte fue en las especies T. 

citricidus y A. craccivora (Augustinos et al., 2011), esto concuerda con lo observado 

en esta investigación, en donde también se detectó la especie Wolbachia sp. en esas 

dos especies de áfidos (Cuadro 6). Otros estudios han detectado la presencia de 

Wolbachia en Aphis nerii, Toxoptera auranti, Cavariella sp., Neophyllaphis podocarpi, 

en Sitobion avenae y S. miscanthi y han reportado la ausencia de Wolbachia en 
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Acyrthosiphom pisum (Tsuchida et al., 2002; Augustinos et al., 2011). Se ha 

observado que la prevalencia de las infecciones con Wolbachia varían mucho entre 

las diferentes poblaciones de áfidos (Augustinos et al., 2011). Aparentemente, debido 

a que existen ciertas familias de áfidos que son más propensas que otras a ser 

infectadas por Wolbachia (Augustinos et al., 2011). Esta investigación, pionera en 

este campo en Costa Rica, evidencia nuevas asociaciones áfido- endosimbionte, 

previamente no informadas, en el caso de Wolbachia con las especies de áfidos 

Aphis sambuci, M. salviae, Neophyllaphis varicolor y Picturaphis pojanii. Además se 

encontró por primeras vez simbiosis entre Greenidea psidii y S. symbiotica, 

Picturaphis pojanii y H. defensa y Cavariella aegopodii con R. isecticolla.  

También se detectó al endosimbionte Serratia symbiotica entre las muestras 

analizadas, en seis especies: A. gossypii, G. psidii, M. rosae, S. avenae, T. aurantii y 

T. citricidus; las cuales comprenden el 30 % del total de especies de áfidos 

analizadas (Cuadro 6). Sin embargo este simbionte se ha reportado principalmente 

en las especies Acyrthosiphon pisum, Aphis craccivora, A. fabae, Cinara cedri y al 

igual que en esta investigación, en Sitobion avenae, (Tsuchida et al., 2006; Lamelas 

et al. 2008; Chen et al., 2009; Najar-Rodríguez et al., 2009; Łukasik et al., 2013). Se 

ha visto que S. symbiotica tiene un papel biológico muy importante y es capaz de 

proteger a los áfidos contra el estrés causado por variaciones de temperatura, 

incluso se ha sugerido que pueden proteger a sus hospederos de los parasitoides 

(Montllor et al., 2002; Guay et al.,2009; Brady et al., 2014). 

Por otra parte, los endosimbiontes Hamiltonella defensa, Regiella insecticola y 

Rickettsia sp. se encontraron en una menor frecuencia en las muestras analizadas. 

Se ha comprobado que tanto H. defensa así como R. insecticola le confieren a los 

áfidos resistencia a hongos entomopatógenos y contra parasitismo de avispas. Los 

áfidos complementan su sistema inmune innato con los mecanismos de defensa de 

sus bacterias endosimbiontes (Nyholm & Graf, 2012). En el caso de Rickettsia, esta 

se ha visto que influye en el éxito reproductivo, adaptación, el tamaño del cuerpo y la 

fecundidad de sus áfidos hospederos; efectos que pueden ser incrementados por 

factores ambientales como la temperatura (Sakurai et al., 2005). También se ha 
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asociado con protección contra hongos patógenos de sus hospederos (Brady et al., 

2014). 

En la mayoría de las muestras de especies de áfidos estudiadas solamente se 

logró la detección de una especie de endosimbionte y solamente a un 2% (una 

especie de áfido) de las muestras se les detectó cuatro endosimbiontes (Cuadro 7). 

Sin embargo, como nuestro análisis se realizó como una primera prospección de los 

endosimbiontes en colonias de cada especie de áfido en estudio (muestra 

compuesta por 20 individuos) se desconoce si un mismo individuo porta las cuatro 

especies de endosimbiontes. La tendencia que la mayoría de las muestras 

analizadas presenten un único endosimbionte concuerda con lo encontrado por 

estudios previos en donde se ha visto que lo normal es que los áfidos hospeden 

entre una y dos especies de simbiontes (Zytynska et al., 2016). Tener múltiples 

infecciones puede beneficiar a los áfidos incrementando su resistencia y adaptación, 

pero eso implica un mayor costo nutricional y energético para ellos (Oliver et al., 

2014). Además, se ha visto que dentro de las poblaciones de endosimbiontes que 

habitan un mismo hospedero pueden darse interacciones positivas y negativas que 

determinan el número máximo de posibles endosimbiontes que un hospedero pueda 

tener (Zytynska et al., 2016). 

Las diferencias entre las poblaciones de bacterias endosimbiontes observadas 

en las muestras de áfidos analizadas pueden deberse a la localización geográfica, a 

factores ambientales o a la diversidad de plantas de las que se alimenta su 

hospedero, ya que se ha observado que estas variables pueden influir en las 

poblaciones de bacterias simbiontes que habitan en los áfidos (Thomas & Blanford, 

2003; Zhao et al., 2016; Zytynska et al., 2016). Además, se sabe también que las 

poblaciones de bacterias asociadas a áfidos pueden variar dependiendo del sexo, del 

genotipo y de la dieta del áfido hospedero (Zhao et al., 2016).  

En general, las comunidades bacterianas de las especies de áfidos todavía han 

sido muy poco estudiadas (Zhao et al., 2016).  Hay especies como, por ejemplo, 

Aphis gossypii, en las que hay reportadas muchas especies de endosimbiontes, esto 

puede deberse a que esta especie es una de las más estudiadas en comparación 
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con otras especies en las que no se han reportado endosimbiontes (Brady et al., 

2014). Brady et al. (2014) sugieren que la cantidad de endosimbiontes que se 

encuentren en una especie de áfido depende del esfuerzo de muestreo. En este 

trabajo se analizó de una a tres colonias de cada especie de áfidos (Cuadro 5), por lo 

tanto, se requiere mayor número de colonias para tener un mejor estimado de las 

especies de endosimbiontes que podrían asociarse en el país a una especie de áfido 

en particular.  

Se encontraron diferencias entre los endosimbiontes detectados entre las dos 

muestras de cada especie de áfidos de una misma colonia. Lo cual sugiere que la 

técnica del PCR multiplex empleada en algunos casos falló en la detección de la 

totalidad de bacterias endosimbiontes presentes en cada muestra. Al tratarse de 

muestras de la misma especie de áfido y misma colonia obtenidas en el mismo 

momento se descarta la posibilidad de que sus endosimbiontes difieran, ya que los 

simbiontes obligatorios se heredan verticalmente, es decir de la madre a su progenie, 

mientras que los endosimbiontes facultativos se pueden heredar tanto vertical como 

horizontalmente de un hospedero a otro. Se esperaría que áfidos de una misma 

colonia posean las mismas especies de bacterias endosimbiontes (Gómez-Valero et 

al., 2004; Lamelas et al., 2008; Oliver et al., 2010; Zhao et al., 2016).  Se ha 

determinado que la transmisión maternal de bacterias endosimbiontes en colonias en 

condiciones de laboratorio es cercana al 100% (Oliver et al., 2010). Además de una 

posible limitación de la técnica empleada, la diferencia puede ser explicada también 

por diferencias en las concentraciones de bacterias endosimbiontes entre las dos 

muestras analizadas. Como se mencionó previamente, es probable que la detección 

mediante PCR no sea capaz de realizarse con éxito cuando las concentraciones de 

bacterias son muy bajas (Mason et al., 2001).  

Finalmente, las diferencias observadas entre la identificación morfológica y 

molecular en el caso de P. pojanii y M. salviae (Cuadro 8), se debe a que no existen 

secuencias de ADN de estas especies depositadas en el GenBank, lo que hace 

imposible corroborar la identidad de estas mediante BLAST. En el caso de Toxoptera 

aurantii y Aphis gossypii el porcentaje de similitud con la especie asignada por el 
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BLAST fue de 92 y 88 % respectivamente, por lo cual se puede concluir que esta 

identificación no es correcta. Esto se debe a que los fragmentos amplificados no 

tenían la longitud mínima requerida para realizar taxonomía molecular utilizando la 

región de la citocromo oxidasa I, la cual debe ser de 658 pb para la identificación de 

animales (Foottit et al., 2008). Por lo que el tamaño de los fragmentos amplificados 

no fue suficiente (~600 pb) para poder identificar correctamente estas dos especies, 

como se esperaba, ya que de ambas existen secuencias depositadas en el 

GenBank.  

Se encontraron algunas diferencias en la identificación de bacterias 

endosimbiontes realizada mediante el PCR multiplex y después de realizar la 

comprobación amplificando con el iniciador general y el iniciador específico del PCR 

multiplex (se eligió el iniciador de acuerdo a la bacteria de endosimbionte detectada) 

y secuenciando el amplicón. Este fue el caso de las muestras de la especie T. 

citricidus TC35, TC28 y TC26, las cuales según el tamaño del amplicón del PCR 

multiplex poseían a los simbiontes Rickettsia (600 pb) y Serratia symbiotica (1140 

pb), pero al realizar el BLAST con la secuencia del amplicón tuvieron una mayor 

similitud con el simbionte Arsenophonus sp. (99% de similitud). Las secuencias 

correspondientes al endosimbionte detectado, además agruparon dentro del mismo 

clado (Fig.11) que la secuencia de referencia Arsenophonus (JN990929.1) obtenida 

del GenBank. Por lo tanto, a pesar de que el protocolo de PCR empleado no permitía 

amplificar a la especie Arsenophonus, parece que realmente corresponden a esta 

especie y no a Rickettsia o a Serratia symbiotica como indicaba el PCR multiplex. 

Esto puede deberse a que ocurrió una amplificación inespecífica con los iniciadores 

utilizados. 

La región 16S del ARN ribosomal es una de las más utilizadas en la taxonomía 

molecular de bacterias, sin embargo tiene ciertas limitaciones, ya que estudios 

previos han encontrado que el uso de la región 16S del ARNr está sometido a un 

margen de error, debido a la presencia de multiples copias de esta región en el 

genoma y esto incrementa la probabilidad de que el molde para la amplificación del 

ADN durante una PCR sea heterogéneo. Cuando el fragmento se amplifica a partir 
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de un molde heterogéneo, se aumenta la probabilidad de obtener secuencias con 

quimeras o artefactos de la técnica (Schloss et al., 2011). Por esto surge la 

necesidad de emplear otras regiones para complementar este tipo de análisis como 

la región rpoB, 23S y 18S del ARNr bacteriano (Dahllöf et al., 2000; Arneodo & 

Ortego, 2014). 

 

8.3. MS-RAPD 

8.3.1 Estandarización de la técnica. 

No se encontraron diferencias genéticas entre los individuos de la misma 

colonia para las dos especies de áfidos en estudio usando la técnica MS-RAPD 

(Cuadro 11), tal como es de esperar, debido a que son colonias clonales 

establecidas a partir de un único individuo. Esto se determinó ya que no se 

observaron diferencias en los patrones de bandas obtenidos con la amplificación 

aleatoria (RAPD) utilizando ADN genómico (sin digerir) de muestras de una misma 

colonia y especie (Anexo 4). Con esta comprobación, se redujo la posibilidad de que 

en las secuencias de ADN de estos individuos existieran mutaciones que 

ocasionaran variabilidad genética entre las muestras de una misma especie. Pese a 

que erróneamente se cree que los áfidos de una misma colonia son genéticamente 

muy homogéneos, existe evidencia de que en los áfidos originados mediante 

reproducción asexual, frecuentemente ocurren inserciones, repeticiones o 

transposiciones que introducen variabilidad adaptativa a su genoma (Delmotte et al., 

2003; Lushai et al., 2003; Wilson et al., 2003; Loxdale, 2008). 

Es indispensable comprobar que no se detecte variación genética entre las 

muestras que se utilizan con la técnica de MS-RAPD, ya que estudios previos han 

reportado que la presencia de mutaciones puede modificar los sitios de restricción e 

impedir la amplificación, ocasionando variaciones en la cantidad y el tamaño de los 

fragmentos obtenidos con este tipo de análisis (Salmón et al., 2008). Además, al 

comprobar que no detecte variación genética entre muestras de una misma especie 

se garantiza que cualquier variación en el patrón de amplicones obtenidos sea 
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producto de diferencias en el estado de metilación de las muestras y no a variaciones 

en la secuencia de ADN.  

Con el análisis de MS-RAPD, no se encontraron diferencias en el grado de 

metilación entre individuos de una misma especie y estadio (Cuadro 12). La 

metilación del ADN les permite a los áfidos adaptarse a cambios en el fotoperiodo, 

hospederos, pesticidas y sobrevivir a cambios climáticos (Loxdale & Lushai, 2003; 

Lushai et al., 2003; Molinier et al., 2006; Loxdale, 2008; Flores et al., 2013; Pasquier 

et al., 2014). Varios estudios han informado que el estado de metilación puede variar 

en respuesta a la dieta o al crecimiento y desarrollo del organismo (Flores et al., 

2013; Fulneček & Kovařík, 2014; Pasquier et al., 2014). Por lo cual si las condiciones 

de los áfidos monoclonales fueron las mismas, no se esperaría que exista diferencia 

en su estado de metilación. Dado que éstos individuos se originaron a partir de una 

sola hembra partenogénica, correspondían a un mismo instar y se desarrollaron en el 

mismo entorno con condiciones ambientales idénticas. 

No se observaron bajo nuestras condiciones diferencias en los resultados de 

MS-RAPD con muestras con diferente concentración de ADN provenientes de uno o 

20 áfidos (Anexo 4). Se concluyó por lo tanto, que con la cantidad (en promedio 10 

ng/µl) de ADN de un solo áfido es suficiente para evaluar variaciones de metilación. 

Esto concuerda con que la técnica de MS-RAPD se basa en la amplificación 

mediante PCR, el cual es un método muy sensible capaz de amplificar el ADN 

aunque solamente se cuente con una copia única de este.   

Las diferencias de las bandas observadas en ambas réplicas, pueden ser 

producto de una digestión incompleta ocasionada por causas ajenas a la metilación, 

lo cual puede originar resultados con falsos positivos (Laird, 2010). Se ha reportado 

también que en algunos casos el corte de las enzimas Msp I y Hpa II pueden ser 

inconsistentes (Fulneček & Kovařík, 2014). Debido a esto, es recomendable realizar 

varias réplicas para garantizar la repetibilidad del análisis y considerar solamente 

aquellas bandas que sean consistentes en todas las réplicas, tal y como se realizó en 

este caso (Figuras 13 y 14).   



61 
 

8.3.2 Comparación de estado de metilación global y endosimbiontes de 

áfidos. 

Se encontró que en T. citricidus y M. luteum, la proporción de regiones 

completamente metiladas ronda el 20% aproximadamente (Cuadro 11); lo que 

concuerda con lo esperado, ya que estudios previos ha encontrado que los áfidos 

poseen una baja proporción de regiones hipermetiladas (Field et al., 2004).  No se 

encontraron diferencias en el nivel de metilación de individuos de estadios diferentes. 

La hipótesis inicial en este caso fue que existieran diferencias entre estadios, debido 

a que los patrones de metilación varían durante el crecimiento y desarrollo de los 

organismos (Srinivasan & Brisson, 2012). Sin embargo, también se debe considerar 

que en la transición de un estadio a otro algunas regiones pueden experimentar 

cambios de metilación y otras regiones no depende exclusivamente de regulaciones 

epigenéticas como la metilación de ADN, sino que en esta transición se encuentran 

involucrados otros factores, como por ejemplo, la acción de la hormona juvenil (JH) 

(Ogawa & Miura, 2014).  

Otro aspecto a considerar es que en algunos insectos como Tribolium 

castaneum (Coleoptera) se ha observado que durante la transición de un estadio a 

otro, algunos genes se metilan mientras que otros se demetilan simultáneamente. 

Así, el nivel de metilación global se mantiene constante, debido a la compensación 

entre la metilación y demetilación de los genes del organismo (Feliciello et al., 2013). 

En este caso no se puede descartar la posibilidad de que en la transición de un 

estadio a otro esté ocurriendo una compensación de la metilación y demetilación de 

ciertos genes, ya que la técnica empleada solamente permite estimar el nivel de 

metilación global y no permite determinar cómo varía la metilación en regiones 

específicas. 

Se encontraron diferencias significativas en el nivel de metilación entre 

individuos colectados en fechas distintas (Cuadro 13). Estas diferencias pueden 

deberse al efecto de variaciones de temperatura y humedad ambiental durante los 

días en que se colectaron los individuos. En ambas especies, T. citricidus y M. 

luteum se observó que cuando simultáneamente se presentaron diferencias entre la 
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temperatura y la humedad ambiental, también se encontraron diferencias en la 

metilación observada entre individuos colectados en esas mismas fechas; a 

diferencia de cuando solamente se observaron diferencias en la humedad promedio 

o solo en la temperatura promedio (Cuadro 14). Se ha observado que los niveles de 

metilación pueden variar en respuesta a cambios en las condiciones climáticas o por 

estrés ambiental, debido a que el control epigenético de los genes juega un papel 

muy importante en procesos de adaptación y aclimatación ante este tipo de estrés 

(Srinivasan & Brisson, 2012; Correia et al., 2013).  

Existen estudios de las variaciones en los niveles de metilación en diferentes 

organismos como respuesta a factores ambientales. Utilizando la técnica de MS-

RAPD encontraron que en el gorgojo castaño de la harina (Tribolium castaneum) el 

estrés ocasionado por el calor ambiental induce demetilación en el ADN (Feliciello et 

al., 2013). Otros estudios encontraron en plantas de Quercus suber que durante 

periodos de estrés ambiental en estas plantas, la metilación del ADN se comportaba 

de manera dinámica, en donde simultáneamente ocurrían eventos de metilación y 

demetilación, lo cuál les permite a estas plantas la aclimatación y supervivencia 

(Correia et al. 2013). 

Se observaron diferencias entre la diversidad de endosimbiontes detectados en 

los individuos colectados en las tres semanas (Figura 17). Se observó que en la 

especie T. citricidus, los individuos colectados en la semana II fueron los que 

presentaron el menor número de endosimbiontes (solamente 1) y la mayor 

proporción de regiones sin metilar en comparación con los individuos colectados en 

las otras semanas. También se encontró que los individuos de T. citricidus 

colectados durante la semana III fueron los que presentaron el mayor número de 

especies endosimbiontes (un total de seis) y esto coincide con que esta semana fue 

la que presentó la temperatura más alta y la humedad más baja de todas las 

semanas de muestreo. Estas diferencias en la diversidad de especies 

endosimbiontes observada entre semanas puede deberse a que las poblaciones de 

bacterias endosimbiontes tienden a cambiar conforme varían las condiciones 
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ambientales, provocando que unas especies se pierdan y/o se sustituyan por otras 

diferentes (Douglas, 1998).   

Con las observaciones realizadas, se puede concluir que tanto los factores 

ambientales como la temperatura y la humedad, así como la diversidad de 

endosimbiontes podrían estar influyendo sobre las variaciones de metilación 

observadas entre áfidos colectados en diferentes semanas. Sin embargo, para 

determinar el efecto directo de las condiciones ambientales en la metilación de los 

áfidos, se debe de continuar investigando y experimentando durante largos periodos 

con el fin de comprender cuanto de la variación en el nivel de metilación puede 

deberse a los endosimbiontes presentes en los áfidos y cuanto es producto de 

cambios en las condiciones climáticas. Se deben de continuar estandarizando la 

técnica para sensar cambios de metilación direccionados al genoma de los áfidos, 

sin que interfiera la presencia de los endosimbiontes. Ya que se ha visto que la 

presencia de endosimbiontes o parasitoides puede interferir en los patrones de 

bandas obtenidos mediante un análisis de MS-RAPD (Mandrioli & Manicardi, 2015). 

Este trabajo inició el proceso de prueba y estandarización de la técnica MS-

RAPD para que pueda ser empleada para determinar las variaciones de metilación 

del ADN de los áfidos que ocurren en respuesta a cambios en las condiciones 

climáticas. En esta investigación se eligió medir el estado de metilación de individuos 

colectados en semanas diferentes y no los individuos sobrevivientes de los 

bioensayos, ya que se quería determinar las variaciones de metilación y 

endosimbiontes realizando comparaciones por semana de colecta y por estadio del 

individuo. En el caso de los áfidos sobrevivientes a los bioensayos, en su mayoría 

eran ninfas y no permitían realizar dicha comparación. Según los resultados 

obtenidos, es factible utilizar el MS-RAPD para determinar el nivel de metilación de 

áfidos, sin embargo es necesario continuar probando la técnica durante un largo 

periodo para que permita comprender la correlación que existe entre la metilación del 

ADN de los áfidos y las condiciones climáticas y que al analizar su estado de 

metilación se pueda obtener información indirecta de las condiciones ambientales. 
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A pesar de tener ciertas limitaciones, está técnica tiene grandes ventajas, entre 

las cuales destacan: su bajo costo, sencillez, permite analizar varias áreas del 

genoma simultáneamente, requiere de muy poca cantidad de ADN y no se requiere 

conocer la secuencia de ADN completa del organismo que se está analizando 

(Wilson et al., 2003). Además es una técnica rápida, accesible y muy versátil. Esto 

hace que pueda emplearse en insectos, plantas e incluso en humanos, generando 

una amplia gama de aplicaciones que van desde estudios de caracterización de los 

estados de metilación a través del desarrollo hasta análisis de las variaciones de 

metilación ocasionadas por diferentes tipos de estrés ambiental. Un ejemplo de esto 

es el estudio de las variaciones de metilación en plantas de algodón producto de 

estrés por salinidad del suelo (XueLin et al., 2009) y estudios de cambios de 

metilación en respuesta al estrés ocasionado por patógenos (Li et al., 2011).  

En el caso de plantas, se encuentra en voga este tipo de estudios en donde se 

trata de elucidar las variaciones epigenéticas en respuesta a perturbaciones 

climáticas. Un ejemplo de esto, es el estudio realizado con la especie Quercus ilex 

utilizando la técnica MSAP, donde encontraron que en plantas expuestas a sequía 

disminuyó el porcentaje de loci con metilación en las citosinas internas y un 

incremento en el porcentaje de loci completamente metilados, encontraron 

diferencias significativas en metilación de plantas sometidas a estrés y las que no. 

Esto demuestra que los árboles se aclimatan rápidamente a cambios ambientales 

mediante modificaciones epigenéticas (Rico et al.,2014). Estudios de la metilación 

global del ADN de Quercus suber empleando la técnica de MS-RAPD encontraron 

que por encima de los 55°C los árboles comienzan a sufrir de estrés por calor 

ambiental y la metilación del ADN es diferente a la observada en temperaturas de 25, 

35 y 45°C (Correia et al., 2013). 

Esta técnica tiene muchísimo potencial para estudiar diversas perturbaciones 

ambientales a través de organismos biosensores, que permitan por ejemplo 

determinar variaciones en el estado de metilación en respuesta a otros factores de 

estrés como contaminación con metales pesados, cambios en pH de suelo y fuentes 

de agua, aumento de residuos de fertilizantes y plaguicidas, contaminación con 
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solventes, presencia de toxinas, estrés hídrico, monitoreo ecotoxicológico, entre 

muchas otras aplicaciones. Además de otro tipo de implicaciones ecológicas, como 

por ejemplo, estudiar la dinámica poblacional y diversidad de áfidos o bien cualquier 

otro organismo. 

Un aspecto importante a considerar es que puede existir una desconexión 

temporal entre la exposición al estrés y el efecto epigenético. Ciertos agentes 

causantes de estrés pueden ocasionar variaciones epigenéticas que perduran mucho 

tiempo después de haber estado expuestas al estrés. Si bien es cierto estudiar las 

variaciones epigenéticas es un campo prometedor, a la vez es un proceso complejo 

que depende de muchos factores y que debe entenderse mejor antes de poder 

utilizarlo para hacer inferencias sobre las condiciones ambientales y los procesos 

biológicos. Se debe conocer por ejemplo la prevalencia de una marca epigenética 

después del estrés ambiental para poder correlacionarlas y emitir conclusiones 

certeras. En algunos organismos las marcas epigenéticas no ocurren al mismo 

tiempo que la perturbación o el estrés ambiental, sino que el cambio epigenético 

ocurre mucho tiempo después (Head et al., 2012). 

 

9. CONCLUSIONES 

La especie T. citricidus parece ser más sensible a los incrementos en la 

temperatura ambiental en comparación con la especie M. luteum, debido a que en el 

tratamiento de temperatura alta fue la especie que presentó un 100% de mortalidad. 

Por el contrario, se encontró que la temperatura baja (4°C aproximadamente) en 

ambas especies tiende a disminuir la mortalidad. 

Se realizaron las primeras detecciones de bacterias endosimbiontes en áfidos 

de Costa Rica. El análisis se limitó a los taxones bacterianos que se pueden detectar 

con los iniciadores empleados (un total de 8). Se encontró la presencia de Buchnera, 

Wolbachia, Serratia symbiotica, Rickettsia, Hamiltonella defensa y Regiella 

insecticola y además por amplificación inespecífica se detectó a la especie 

Arsenophonus sp. entre las muestras analizadas. No se detectó a las bacterias 
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Spiroplasma sp., Rickettsiela sp. ni PAXS. Cabe resaltar que se detectaron nuevas 

asociaciones áfido: endosimbionte previamente no informadas a nivel científico. Se 

encontró por primera vez la asociación de Wolbachia con las especies de áfidos 

Aphis sambuci, M. salviae, Neophyllaphis varicolor y Picturaphis pojanii. Además, se 

detectaron simbiosis entre Greenidea psidii y S. symbiotica, Picturaphis pojanii y H. 

defensa y Cavariella aegopodii con R. isecticolla que tampoco habían sido 

reportadas previamente.  

Al realizar comparaciones de las especies de endosimbiontes presentes en 

áfidos de diferentes estadios y en áfidos colectados en semanas diferentes se 

encontró que existe una variación en la presencia o concentración de 

endosimbiontes en el tiempo o con respecto al estadio del ciclo de vida en las 

especies de áfidos: Macrosiphum luteum y Toxoptera citricidus, empleados en este 

estudio.   

Se logró estandarizar un protocolo de MS-RAPD que nunca antes había sido 

implementado en áfidos y permite estimar la metilación relativa global de estos 

organismos. En la estandarización de la técnica MS-RAPD se encontró que no todos 

los iniciadores OPA son útiles para este tipo de análisis. Se observó que casos en 

donde el iniciador generaba poca cantidad de fragmentos de ADN de diferente 

tamaño, no eran tan informativos ni útiles para esta técnica como aquellos 

imprimadores que generaban una mayor cantidad de fragmentos de ADN. Además, 

no se observaron diferencias en el protocolo al realizarlo con muestras de ADN a 

partir de uno o de 20 áfidos (con concentraciones de ADN desde 2,3 a 198 ng/µL), ya 

que fue posible obtener resultados del estado de metilación a partir de muestras de 

ADN provenientes de un individuo así como en muestras de 20 individuos.  

No se encontraron diferencias en el grado de metilación de individuos de 

diferentes estadios, pero sí se encontraron diferencias en el grado de metilación de 

individuos colectados en diferentes fechas. Posiblemente, estas diferencias en el 

nivel de metilación se deban a las condiciones ambientales que se presentaron 

durante las fechas en las cuales se colectaron los individuos. 
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Ahora que se logró estandarizar un protocolo de MS-RAPD, este puede ser 

empleado en el estudio de la metilación de áfidos e incluso otros organismos. La 

experiencia con esta técnica en plantas demuestra que su uso en la evaluación de 

cambios de metilación en respuesta al ambiente, es un campo prometedor y puede 

ser aplicado con éxito también a otros organismos. 

 

10. RECOMENDACIONES 

Para estudios posteriores en los que se desee detectar bacterias 

endosimbiontes en áfidos, se recomienda emplear otras regiones del genoma 

bacteriano como la región 23 S y la región intergénica para confirmar la detección de 

endosimbiontes adicionalmente a la región 16S que se empleó en este análisis 

(Arneodo & Ortego, 2014). Especialmente para el endosimbionte Buchnera sp., para 

el cuál en esta tesis se encontraron diferencias entre el resultado obtenido con el 

PCR convencional y con el PCR multiplex. 

 Otra alternativa para casos en los que mediante el PCR Multiplex y mediante el 

PCR convencional no fue posible detectar ningún endosimbionte, 

complementariamente se podría emplear el PCR en tiempo real (qPCR) para 

cuantificar la concetración y detectar bacterias endosimbiontes presentes en una 

muestra de áfido (Dunbar et al., 2007). De esta forma se podrían detectar aquellos 

endosimbiontes que se encuentran en concentraciones muy bajas y que 

normalmente es difícil detectarlas mediante las técnicas convencionales. También se 

puede utilizar la secuenciación de última generación (NGS) para realizar un análisis 

de metagenómica y de esta forma determinar la identidad de todas las bacterias 

endosimbiontes presentes en un determinado individuo. 

Para el montaje de láminas fijas de áfidos se recomienda utilizar únicamente 

individuos que hayan sido colectados recientemente o bien, preservados en etanol 

de 70%. Esto ya que individuos preservados por largos periodos de tiempo o 

preservados en etanol con una mayor concentración, son más rígidos y quebradizos, 

dificultando el montaje. Además durante el proceso de clarificación de los 
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especímenes, se recomienda monitorear los tiempos de exposición al calor, ya que 

se observó que ciertas especies o estadios son más susceptibles a sufrir daños 

debido al calor. 

Para estudios empleando la técnica de MS-RAPD, se recomienda emplear más 

de un iniciador, con el fin de que el análisis sea más robusto e informativo. Ya que se 

observó que cuando se emplean pocos iniciadores el análisis es menos exacto 

debido a que se detecta menos varibilidad en la cantidad de regiones hemimetiladas, 

sin metilar, completamente metiladas y con metilación en las citosinas internas. 

Debido a la metodología de registro y cálculo de proporciones de estados de 

metilación, la escala se vuelve categórica y pocas categorías, entre menor es el 

número de bandas potenciales que se generan. Es conveniente siempre elegir 

aquellos iniciadores que presenten bandas consistentes, definidas y en mayor 

cantidad. 

También, se recomienda medir cambios en el estado de metilación de genes 

específicos que tengan relación directa con la respuesta al estrés por temperatura o 

humedad, de forma complementaria a la técnica de MS- RAPD; por ejemplo medir el 

estado de metilación en los genes de que codifican para proteínas de shock térmico 

como por ejemplo el gen que codifica para la proteína Hsp70 que está involucrado 

con la respuesta al estrés por temperatura en Homoptera (Zhao & Jones, 2012). 

Para estudiar variaciones en el estado de metilación en respuesta a condiciones 

ambientales, se recomienda también incluir otras variables ambientales como por 

ejemplo la radiación ultravioleta, hacinamiento, duración del fotoperiodo y presencia 

de parasitoides, las cuales se ha visto que influyen en el estado de metilación (Walsh 

et al., 2010; Correia et al., 2013; Mandrioli & Manicardi, 2015). No obstante, tales 

estudios requieren equipo especializado para controlar todas esas variables y el 

análisis de los datos será de mayor complejidad. 

Debido a que se sabe que tanto las condiciones climáticas como las especies 

de endosimbiontes que albergan los áfidos pueden influir en el estado de metilación 

de éstos, es necesario continuar estandarizando la técnica con el objetivo de que 
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ésta sea más específica y permita determinar el estado de metilación de los áfidos 

sin que la presencia de endosimbiontes o incluso parasitoides afecte el resultado.  
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12. ANEXOS 
Anexo 1. Concentración de ADN de cada una de las muestras obtenidas a partir de 
20 áfidos a las cuales se les realizó la detección de sus bacterias endosimbiontes. 

Código Especie Cn de ADN (ng/µL) 

ML21 Macrosiphum luteum 90,6 
ML (A) Macrosiphum luteum 117,4 
ML (B) Macrosiphum luteum 147,4 
TC26 Toxoptera citricidus 140,1 
TC37 Toxoptera citricidus 225,3 
AG1 Aphis gossypii 79,3 
AG21 Aphis gossypii 174,1 

365 (A) Aphis gossypii 110,8 
365 (B) Aphis gossypii 112,3 

370 Aphis gossypii 99,7 
PC4 Picturaphis pojanii 166 
PC11 Picturaphis pojanii 167,1 
AS6 Aphis sambuci 509,9 
AS7 Aphis sambuci 380,6 
A8 Macrosiphum rosae 253,7 
A10 Macrosiphum rosae 236,3 

AS14 Aphis spiraecola 257,2 
AS20 Aphis spiraecola 139,8 
CA15 Cavariella  aegopodii 239,3 
CA16 Cavariella  aegopodii 297,9 
NV18 Neophylaphis varicolor 223,9 
NV19 Neophylaphis varicolor 287,4 

364 (A) Neophyllaphis varicolor 168,4 
364 (B) Neophyllaphis varicolor 208,2 
GP22 Grenidea psidii 347,3 
GP23 Grenidea psidii 303,5 
TA24 Toxoptera aurantii 352,6 
TA27 Toxoptera aurantii 190,7 
SA26 Sitobion avenae 315,6 
AN28 Aphis nerii 250,7 
AN30 Aphis nerii 891,2 
AH35 Aphis helianthi 234,5 
AH36 Aphis helianthi 521,3 

39 Cerataphis lataniae 255,8 
40 Cerataphis lataniae 184,7 

362 (A) Sitobion avenae 103,1 
362 (B) Sitobion avenae 89,2 
363 (A) Aphis craccivora 142,0 
363 (B) Aphis craccivora 120,9 
369 (A) Macrosiphum sp. 156,0 
369 (B) Macrosiphum sp. 149,7 
375 (A) Brevicoryne brassicae 100,1 
375 (B) Brevicoryne brassicae 230,9 
376 (A)  Macrosiphum salviae 137,6 
376 (B) Macrosiphum salviae 130,2 
381 (A) Melanaphis sacchari 125,3 
381 (B) Melanaphis sacchari 101,7 
382 (A) Tinocallis kahawaluokani 201,1 
382 (B) Tinocallis kahawaluokani 211,9 
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Anexo 2. Especies de bacterias endosimbiontes detectadas en ADN genómico total 
extraído a partir de muestras de áfidos de 20 individuos.  

 Bacterias endosimbiontes detectadas 

Códigos de 
muestra 

PCR específico  PCR multiplex 

Wolbachia Buchnera  Buchnera S. symbiotica Rickettsia H. defensa R. insecticola 

ML21  + +     
TC26 + +  + +   
TC37 + +      
AG1  +      
AG21  +      
PC4 +  +   +  
PC11 + + +   +  
AS6 +  +     
AS7 + + +     
A8 + + + +    
A10 + + + +    

AS14  +    +  
AS20  +      
CA15  +     + 
CA16  +     + 
NV18        
NV19  +      
GP22  + + +    
GP23  +      
TA24  +  +    
TA27  +  +    
SA26  + +     
AN28        
AN30        
AH35  +      
AH36  +      

39        
40        

362 (A) + + +     
362 (B)  + +     
363 (A) + + +  +   
363 (B) + + +  +   
364 (A) +  +     
364 (B)   +     
365 (A)  + + + +   
365 (B)  + + + +   
369 (A)  + +     
369 (B)  + +     

370  +      
375 (A)  + +     
375 (B)  + +     
376 (A) + + +     
376 (B) + + +     
ML (A)  +      
ML (B)  +      
381 (A)  +      
381 (B)        
382 (A)        
382 (B)        



84 
 

Anexo 3. Bacterias endosimbiontes detectadas en muestras de diferentes especies 

de áfidos. 

1 EE = Especies de endosimbiontes 
2 Total de muestras diferentes especies de áfidos obtenidas a partir de 20 individuos  
 

 

Anexo 4.  Electroforesis en gel de agarosa al 1% para visualizar los fragmentos 

amplificados con el OPA-07 utilizando muestras de ADN genómico total de 1 y 20 

individuos de la especie T. citricidus. A= Concentración de ADN alta, M: 

Concentración media, B: Concentración baja. 

Especie N Wolbachia Buchnera 
S. 

symbiotica 
Rickettsia 

H. 
defensa 

R. 
insecticola 

Total 
de 

EE1 

M. luteum 3 0 / 3 3 / 3 0 / 3 0 / 3 0 / 3 0 / 3 1/6 

T. citricidus 2 2 / 2 2 / 2 1 / 2 1 / 2 0 / 2 0 / 2 4/6 

A. gossypii 5 0 / 5 5 / 5 2 / 5 2 / 5 0 / 5 0 / 5 3/6 

P. pojanii 2 2 / 2 2 / 2 0 / 2 0 / 2 2 / 2 0 / 2 3/6 
A. sambuci 2 2 / 2 2 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 2/6 

M. rosae 2 2 / 2 2 / 2 2 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 3/6 

A. spiraecola 2 0 / 2 2 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 1/6 
C. aegopodii 2 0 / 2 2 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 2 / 2 2/6 
N. varicolor 4 1 / 4 3 / 4 0 / 4 0 / 4 0 / 4 0 / 4 2/6 
G. psidii 2 0 / 2 2 / 2 1 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 2/6 
T. aurantii 2 0 / 2 2 / 2 2 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 2/6 
S. avenae 3 1 / 3 3 / 3 1 / 3 0 / 3 0 / 3 0 / 3 3/6 
A. nerii 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0/6 
A. helianthi 2 0 / 2 2 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 1/6 
C. lataniae 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0/6 
A. craccivora 2 2 / 2 2 / 2 0 / 2 2 / 2 0 / 2 0 / 2 3/6 
Macrosiphum sp. 2 0 / 2 2 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 1/6 
B. brassicae 2 0 / 2 2 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 1/6 
M. salviae 2 2 / 2 2 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 2/6 
M. sacchari 2 0 / 2 1 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 1/6 
T.  kahawaluokalani 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0/6 

Total de  muestras2 
4
9 

14 / 49 41 / 49 9 / 49 5 / 49 2 / 49 2 / 49 - 
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Anexo 5. Total de bandas obtenidas con MS-RAPDs en muestras de ADN de 1 y 20 

individuos de las especies T. citricidus y M. luteum. 

Muestra Individuos 
Cn 

ADN 
(ng/uL) 

Especie Primer 

Replica 1 Replica 2 

S.D* 
Msp 

I 
Hpa 

II 
S.D* 

Msp 
I 

Hpa 
II 

18 1 2,9 M. luteum OPA-8 3 2 4 2 2 5 
 5 1 2,3 M. luteum OPA-8 4 4 4 3 4 4 
19 1 8,2 M. luteum OPA-8 4 3 4 3 3 4 
52 20 110,6 M. luteum OPA-8 4 4 5 4 3 4 
54 20 138,9 M. luteum OPA-8 5 3 4 4 4 4 
57 20 198 M. luteum OPA-8 4 3 4 4 3 3 
18 1 2,9 M. luteum OPA-11 3 0 0 3 1 3 
5 1 2,3 M. luteum OPA-11 3 3 3 3 3 4 

19 1 8,2 M. luteum OPA-11 2 2 2 3 2 1 
52 20 110,6 M. luteum OPA-11 2 2 3 2 2 3 
54 20 138,9 M. luteum OPA-11 2 2 3 2 2 3 
57 20 198 M. luteum OPA-11 2 2 0 2 1 3 
18 1 2,9 M. luteum OPA-13 3 1 1 1 1 1 
5 1 2,3 M. luteum OPA-13 4 1 1 1 1 1 

19 1 8,2 M. luteum OPA-13 4 1 1 1 1 1 
52 20 110,6 M. luteum OPA-13 4 1 1 1 1 1 
54 20 138,9 M. luteum OPA-13 2 1 1 1 1 1 
57 20 198 M. luteum OPA-13 4 1 1 1 1 1 
50 1 60,4 T. citricidus OPA-1 1 1 1 2 1 2 
34 1 48,1 T. citricidus OPA-1 1 1 1 2 1 2 
22 1 9,9 T. citricidus OPA-1 1 1 1 2 1 2 
26 20 12,3 T. citricidus OPA-1 1 1 1 2 1 2 
38 20 13,9 T. citricidus OPA-1 1 1 1 2 1 1 
46 20 22,3 T. citricidus OPA-1 1 1 1 2 1 1 
50 1 60,4 T. citricidus OPA-7 3 1 3 2 1 1 
34 1 48,1 T. citricidus OPA-7 3 1 1 2 1 2 
22 1 9,9 T. citricidus OPA-7 3 1 3 2 1 2 
26 20 12,3 T. citricidus OPA-7 0 3 1 2 2 1 
38 20 13,9 T. citricidus OPA-7 3 3 2 2 2 1 
46 20 22,3 T. citricidus OPA-7 2 3 1 2 3 1 
50 1 60,4 T. citricidus OPA-9 3 3 3 3 4 3 
34 1 48,1 T. citricidus OPA-9 5 4 3 3 5 6 
22 1 9,9 T. citricidus OPA-9 4 4 4 3 4 4 
26 20 12,3 T. citricidus OPA-9 4 4 4 3 3 2 
38 20 13,9 T. citricidus OPA-9 4 3 3 3 0 3 
46 20 22,3 T. citricidus OPA-9 3 2 1 3 2 1 

*S.D : ADN sin digerir 
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Anexo 6. Resumen de los principales resultados obtenidos al realizar comparaciones 

de metilación y endosimbiontes según el estadío y semana de colecta de áfidos de la 

especie T. citricidus. 

 
Comparación entre 

estadíos 
Comparación entre semanas 

Endosimbiontes 
 

-Adultos (alados y 
ápteros) únicos con 
R. insecticola y H. 
defensa 
 

-Semana III presentó el mayor 
número de endosimbiontes (6) 
 
- Semana II presentó el menor 
número de endosimbiontes (1) 
 
 

Metilación 
 
 

-Sin diferencias 
 
 

-Semana II presentó diferencias 
en la cantidad de regiones sin 
metilar 
 
 

Condiciones 
ambientales 
 

NA1 
 

-Semana III presentó la 
temperatura más alta 
 
-Semana III presentó la humedad 
más baja 

1 NA = no aplica. 

Anexo 7. Resumen de los principales resultados obtenidos al realizar comparaciones 

de metilación y endosimbiontes según el estadío y semana de colecta de áfidos de la 

especie M. luteum. 

 
Comparación entre 

estadíos 
Comparación entre semanas 

Endosimbiontes 
 
 
 

-Ninfas únicas con H. 
defensa  
 
 

-Semana II única en la que se 
detectó H. defensa 
 
 

Metilación 
 
 

-Sin diferencias 
 
 

-Semana I presentó diferencias 
en la cantidad de regiones 
hemimetiladas y 
completamente metiladas 
 
 

Condiciones 
ambientales 
 

NA1 
 

-Semana III presentó la 
temperatura más alta 
 
-Semana I presentó la humedad 
más alta 

1 NA = no aplica. 




