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RESUMEN

Aedes aegypti es el mosquito transmisor de enfermedades virales como el dengue,
chikungunya, zika y fiebre amarilla. Los mosquitos tienen una variedad de
microorganismos que cumplen con diversas funciones. Estudios han sugerido la
importancia del microbioma para la digestion de nutrientes, el metabolismo, la
produccion de huevos, el desarrollo y la respuesta inmune. Sin embargo, la importancia
fisiolOgica de estas bacterias en la resistencia a los insecticidas no se ha establecido. El
objetivo del estudio fue evaluar si la susceptibilidad al insecticida permetrina y
deltametrina se altera modificando el microbioma en Ae. aegypti usando antibioticos
(penicilina-estreptomicina y gentamicina). Los mosquitos adultos se alimentanron con
una solucidn de sacarosa al 10% mezclada con antibioticos, para después, ser expuestos
a la dosis diagndéstico de permetrina y deltametrina. Los mosquitos sobrevivientes a la
dosis diagnostico fueron colectados para la extraccion de ADN total y se secuenci6 el gen
bacteriano del ARN ribosomal 16S en Illumina® MiSeq ™. Se encontr6 a nivel filum a
Proteobacteria (92,4%) y Bacteroidetes (7,6%) como residente natural en Ae. aegypti.
Cuando se modifico la microbiota, se observd una disminucion en la supervivencia
cuando se expusieron a permetrina y un aumento cuando se expusé a deltametrina. Las
especies mas abundantes fueron Pantoea agglomerans (38.40%) y Pseudomonas
azotoformans-fluorescens-synxantha (14,20%) con permetrina, y Elizabethkingia
meningoseptica (38,4%), Pseudomonas azotoformans-fluorescens-synxantha (26.1%)
cuando se exponen a la deltametrina siendo un comienzo para el desarrollo de nuevas

estrategias de control de vectores.



ABSTRACT

Aedes aegypti is the vector that transmits viral diseases such as dengue, chikungunya,
zika and yellow fever. Mosquitoe species have a variety of microorganisms that fulfill
various functions. Several studies have suggested the importance of the microbiome for
nutrient digestion, metabolism, egg production, development and immune response.
However, the physiological importance of these bacteria in resistance to insecticides has
not yet been established. The objective of the study was to evaluate the susceptibility to
permethrin and deltamethrin insecticide, modifying its microbiome by antibiotics in Ae.
aegypti. The adult mosquitoes were fed with a solution of sucrose mixed with antibiotics,
and then were exposed to the diagnostic dose of permethrin and deltamethrin. The
surviving mosquitoes were collected for total DNA extraction and the 16S ribosomal
RNA bacterial gene was sequenced in Illumina® MiSeq ™. Proteobacteria (92.4%) and
Bacteroidetes (7.6%) were found at filum level as a natural resident in Ae. aegypti. When
the microbiota was modified, a decrease in survival was observed when exposed to
permethrin and an increase when exposed to deltamethrin. The most abundant species
were Pantoea agglomerans (38.40%) and Pseudomonas azotoformans-fluorescens-
synxantha (14.20%) with permethrin, and Elizabethkingia meningoseptica (38.4%),
Pseudomonas azotoformans-fluorescens-synxantha (26.1%) when exposed to

deltamethrin being a start for the development of new vector control strategies.



1. INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por insectos vectores se han convertido en
preocupacion de la salud mundial. La incidencia y prevalencia de dichas enfermedades
ha ido en aumento en las Ultimas décadas; esto como resultado de la expansién del alcance
geografico de los insectos vectores, el transporte mundial, la urbanizacién no planificada

y el cambio climatico (Jupatanakul et al. 2011).

Los virus dengue, zika, fiebre amarilla y chikungunya, son los arbovirus mas importantes
causantes de enfermedades emergentes a nivel mundial. Estos virus son transmitidos por
Aedes aegypti y Aedes. albopictus. Aungue se han realizado avances hacia el desarrollo
de una vacuna, no hay cura para dichas enfermedades (Villamil-Gomez et al. 2016). La
mayoria de los programas de control de estos vectores dependen de gran medida de la
aplicacion de insecticidas quimicos (Musso y Gubler, 2015). Sin embargo, existe la
preocupacién sobre el impacto ambiental de este enfoque, asi como el rapido desarrollo
de resistencia por parte de los mosquitos (Nkya et al. 2013). Estos problemas han creado
la necesidad del desarrollo de métodos para el control de la transmision de estos virus
(Ramirez et al. 2012).

Un microbioma es un area de vida microbiana, la cual es la suma de los todos los
genomas de microorganismos que viven dentro de un ecosistema (Weiss y Aksoy, 2011).
Los insectos albergan microorganismos que colonizan y crecen dentro de sus tejidos,
principalmente en el sistema digestivo. Estos microorganismos estan implicados en
diversos procesos fisioldgicos, incluidos la digestion de los alimentos, la nutricion, la
fijacion del nitrogeno y reproduccién (de O Gaio et al. 2011). Los resultados de estas
nuevas investigaciones han ayudado a la mejor comprension del papel que desempefian
comunidades dentro de su ecosistema (Weiss y Aksoy, 2011). La caracterizacion de la
estructura de la comunidad microbiana permitira comprender la funcion que desempefian
dentro de un ecosistema (Wang et al. 2011). Existen estudios que han evaluado la

microbiota de Ae. aegypti, sin embargo, poco se sabe de la funcidn que estos desempefian



en la exposicion a los insecticidas. Es por ello que el presente proyecto evalu6 el papel

del microbioma de Ae. aegypti en la exposicion a insecticidas permetrina y deltametrina.



2. ANTECEDENTES

2.1 Mosquitos-Vectores

Aedes aegypti es considerado vector potencial de los virus que producen
enfermedades tales como el dengue, chikungunya, fiebre amarilla y zika (Smith et al.
2016). Ae. aegypti es una especie altamente domesticada que se ha adaptado al entorno
urbano (Rodriguez et al. 1999). Este mosquito es principalmente encontrado en las
regiones tropicales y sub-tropicales de América del sur, Africa y el sur de Asia pero ahora
ha incrementado dramaticamente su asentamiento en areas mas templadas (Kantor,
2016). Aedes aegypti es un mosquito que se cria en recipientes. Las hembras gravidas
prefieren depositar sus huevos por encima del nivel del agua en las firmes paredes de los

recipientes (Rodriguez Cruz, 2002).

En la actualidad ha habido un aumento en la incidencia de dengue, zika, fiebre
amarilla y chikingunya en todo el mundo. Esto se ha asociado al aumento de la frecuencia
de la actividad epidémica y la expansion de la distribucidn tanto el mosquito vector. Cada
afio se calcula que a nivel mundial ocurren entre 40 y 50 millones de casos de
enfermedades arbovirales . Los aumentos en la distribucion y en la intensidad de la
transmision se ven agravados por la falta de antivirales o vacunas comercialmente

disponibles para cualquiera de las enfermedades (Birmingham, 2015).

La prevencion y el control de las enfermedades producidas por los flavivirus
dependen béasicamente del vector. Existen dos estrategias usadas comunmente. La
estrategia de erradicacion que implica cobertura universal de todos los criaderos del
mosquito en todas las casas de todas las localidades infestadas en el pais, para la
eliminacidn total del vector y la subsecuente vigilancia permanente contra la reinfestacion
(Rodriguez Cruz, 2002). El costo inicial de esta estrategia es alto, pero una vez eliminado
el mosquito, el costo de vigilancia contra la reinfestacién es mucho menor y se evita
totalmente la transmisién de todas las enfermedades que trasmita el vector. La estrategia

de control integrado tiene como base evitar epidemias y muertes. Se identifican las areas



con mayor riesgo y se concentran los esfuerzos en estas areas para reducir, pero no para
erradicar el vector. El costo de la estrategia de control es menor que el costo de la fase de
ataque de la estrategia de erradicacion, pero mayor que la fase de mantenimiento de la
estrategia de erradicacion (Rodriguez Cruz, 2002). Después de algunos afios de ejecucion
de esta estrategia, el costo de control podria ser mayor que el costo de la erradicacién. En
México, el control de estos mosquitos depende del uso de insecticidas, sin embargo, como
en muchos otros paises, la efectividad de programas de control de vectores se ve

comprometido por el desarrollo a resistencia a los insecticidas (Ponce Garcia, 2016).

2.2 Resistencia a insecticidas

La aplicacion de insecticidas es una de las medidas de control mas importante
hacia este vector y los piretroides son el grupo quimico mas empleado para reducir sus
poblaciones (Marriel et al. 2016). El control de Ae. aegypti se basa actualmente en el
manejo del habitat (para reducir los criaderos de larvas) y el uso de insecticidas(Smith et
al. 2016). Desde los afios 50s en México, el programa de control de vectores ha dependido
del uso de una serie de insecticidas, sin embargo, como en muchos otros paises, la
efectividad de dichos programas ha visto comprometido por el desarrollo de resistencia a

los insecticidas (Ponce-Garcia, 2016).

La lista de insecticidas seguros y rentables se ha reducido significativamente en
los dltimos afios por diversas restricciones ademas de la resistencia, como la falta de
apoyo para investigacion en el desarrollo de nuevas moléculas, los largos procesos y
costos de registro (Zaim y Gillet, 2002). Por tal motivo, los programas de control hoy dia
se encuentran en la busqueda de nuevas estrategias y/o herramientas que aseguren un
mejor manejo de la resistencia (Ranson y Lissenden, 2016). Entre estas, se encuentran la
rotacién de insecticidas, el uso de mezclas (OMS, 2012), aceites esenciales (Fujiwara et
al. 2017) y extractos vegetales; el desarrollo herramientas innovadoras como la
paratransgénesis (la manipulacion de simbiontes para la produccion de moléculas
efectoras anti-patdgeno) el uso de mosquitos genéticamente modificados técnica del
macho estéril (SIT), (Araujo et al. 2015) y el desarrollo de vacunas (WHO, 2016). La



caracterizacion molecular y bioguimica es otra herramienta importante en el desarrollo
de marcadores para el monitoreo de la resistencia, asi como el modelado molecular de los

sitios receptores de piretroides en el canal de sodio (Dong et al. 2014).

La sostenibilidad del control de vectores con insecticidas enfrenta dos
limitaciones importantes. Primero esta el desarrollo de la resistencia. En segundo lugar,
se encuentra el numero limitado de nuevos insecticidas que se comercializan para el
control de vectores. Como consecuencia, en la actualidad quedan pocos insecticidas
disponibles para el control de vectores (Smith et al. 2016). Los piretroides son los
insecticidas que se utilizan ampliamente para el control de A. aegypti y A. albopictus
adultos. Algunos de los mas utilizados son la permetrina, deltametrina, cipermetrina y
ciflutrina para tratamientos de pulverizacion residual y espacial, normalmente en

anticipacion o durante una epidemia (Liu et al. 2006).

La resistencia puede deberse a uno o a la suma de varios mecanismos, siendo la
alteracion del sitio blanco y la actividad enzimatica elevada los mecanismos mas
frecuentes (Lol et al.2013). Ademas, existen factores ambientales que pueden ser clave
en la resistencia tales como la presencia de contaminantes, las interacciones bioticas entre

los mosquitos y su microbioma (Nkya et al.2013).

Se han identificado dos mecanismos principales de resistencia a los
piretroides en los mosquitos Aedes: mayor desintoxicacion a través de las
monooxigenasas del citocromo P450 y mutaciones en Vssc (es decir, resistencia
a la caida o kdr). Ambos mecanismos pueden estar presentes, pero la importancia
relativa de cada mecanismo en diferentes poblaciones parece variar (Saavedra-
Rodriguez et al. 2015). Dado a la gran variedad de mecanismos de resistencia que
ha desarrollado Ae. aegypti a piretroides, es importante el entendimiento de la
fisiologia del mosquito para la busqueda de nuevas estrategias para el control de

sus poblaciones.



2.3 Microbiomas en insectos

Los insectos son el grupo de animales méas exitoso, tanto en términos de diversidad
como de supervivencia en varios nichos ecologicos. Se estima que el intestino de los
insectos contiene 10 veces mas microorganismos que las células totales y 100 veces mas
genes microbianos que los genes animales (Krishnan M. et al. 2014). Se conoce que,
algunos microorganismos han co-evolucionado y desarrollado una relacion simbiotica
con los insectos ( Dennison, N. J., 2014) a pesar de ello la complejidad y diversidad de
las asociaciones es baja a comparacién con los hospedadores eucariotas superiores (Weiss
B. y Aksoy S., 2011).

De los primeros estudios de simbiontes en insectos han descrito que el papel de
estos va relacionado con la nutricién, incluida la suplementacion dietética, la tolerancia a
las perturbaciones ambientales y el mantenimiento y / o mejora del homeostasis del
sistema inmunitario del hospedador (Weiss y Aksoy, 2011; Ricci et al. 2012). Otros
estudios también sugieren la importancia de la microbiota de los insectos en la activacion
y mantenimiento de su sistema inmune basal actividad y cebado inmune (Dennison,
2014). Existen diversos factores que influyen en el establecimiento de la microbiota en el
intestino de los insectos entre ellos se encuentra la dieta, el pH, la especificidad del

huésped la etapa de la vida y el entorno del huésped. (Colman, 2012).

Estudios realizados previamente en la clase Insecta han determinado el papel de
la microbiota en diferentes especies, como Drosophila, en la que la microbiota participa
en el desarrollo, la funcion hormonal, la inmunidad innata y la expresion génica (Douglas
2011; 2014). Investigaciones recientes han resaltado la importancia del microbioma en
funciones especificas en los insectos como lo observado en las hormigas Tetraponera, los
cuales participan en la fijacion del nitrogeno, en el metabolismo de la lignocelulosa en
termitas y en afidos en el control de la reproduccién por parte Buchnera sp. (Douglas,
2009, Colman, 2012). En Hymenoptera son pocos los estudios basados en intestino

bacteriano, solo existen investigaciones sobre Apis mellifera donde encontraron



Snodgrassella alvi, Gilliamella apicola, Acetobacteraceae y Lactobacillus (Corby-Harris
et al. 2014). Otro ejemplo, la bacteria facultativa Hamiltonella hace que los afidos
fitofagos sean mas resistentes a los parasitos avispas, mientras que el simbionte primario
Buchnera aphidicola proporciona aminoacidos esenciales (Douglas, 1998). La bacteria
Wigglesworthia glossinidi se cree que proporciona vitaminas a la mosca tsetse
hematdfago, un importante vector de la tripanosomiasis africana o la enfermedad del
suefio, y los beneficios fuentes de carbono y la proteccion contra el insecto anfitrion
(Akaman et al.2002).

2.4 Microbiota intestinal de Ae. aegypti

La composicion de la microbiota intestinal del mosquito puede variar
dependiendo de factores como la especie, el sexo y la etapa de vida del mosquito, su
origen geografico comportamiento de alimentacion. El ciclo de vida del mosquito
consiste en etapas de larvas y pupas acuaticas y una etapa de adultos terrestres. Debido a
esto, los habitats son completamente diferentes durante su ciclo de vida, es por ello que
el microbioma del mosquito puede ser distinto (Jupatanakul, y Dimopoulos, 2014; Wang,
2015). El contenido intestinal de los mosquitos generalmente se limpia cuando el insecto
sufre metamorfosis y muda durante las transiciones de larvas a pupas y pupas a adultos y
asi pudiendo ser repoblado con nuevas bacterias (Moll et al. 2001). Estudios recientes
describen que los mosquitos adquieren las bacterias durante las etapas de larvas a partir
de los hébitats acuaticos en el que se desarrollan y los adultos lo pueden adquirir de su

régimen dietético a partir del néctar o sangre (Coon et al. 2016).

La microbiota del mosquito se ha encontrado que tiene un papel muy importante
en la fisiologia; en la nutricidn, se ha observado que bacterias como Enterobacter sp. y
Serratia sp. participan en procesos de digestion y al ser eliminadas estas bacterias atrasa
procesos digetivos (de O Gaio, 2019). De la misma manera, se sabe que la microbiota
puede influenciar la reproduccién modulando comportamiento de apareamiento de
mosquitos, preoviposicion y reproduccion, ademas se sabe que en Cx. pipiens bacterias

como Klebsiella sp. y Aeromonas sp., potencian la oviposicion (de O Gaio, 2019).



En el caso de los mosquitos del genero Aedes, se ha descrito que en el intestino
medio de la especies Aedes triseriatus en condiciones de laboratorio, contiene la
presencia de las bacterias pertenecientes a la familia Enterobactériaceae como
Enterobacter sp., Klebsiella sp., y Serratia sp. Recientemente, se ha demostrado que las
poblaciones silvestres de Ae. albopictus y Ae. aegypti abrigan principalmente
Proteobacteria y Firmicutes, incluyendo los géneros Acinetobacter sp., Asaia sp., Delftia
sp., Pseudomonas sp., Wolbachia sp., y Bacillus sp., asi como miembros de la familia
Enterobacteriaceae. Existen varios estudios en donde caracterizan la microbiota en Ae.
aegypti de areas endémicas de Panama se observo los phylums mas predominantes fueron
Proteobacteria y Firmicutes. De manera similar, se aislaron mosquitos Ae. aegypti
(Rockefeller) del género Bacillus, Elizabethkingia, Enterococcus, Klebsiella, Pantoea,
Serratia y Sphingomonas (Gusmao et al. 2010). Pocos estudios han tratado de vincular
las infecciones patdgenas con alteraciones en la composicion del microbioma del insecto-
vector. Sin embargo, algunas investigaciones han demostrado el papel de la microbiota
como modulador de la competencia del vector en Anopheles durante la infeccion por
Plasmodium (Dennison et al. 2014; Abdul-Ghani et al. 2012). En Aedes atropalpus, se ha
determinado la microbiota intestinal y se ha asociado con variaciones en la supervivencia,

el tamafio y la produccion de huevos (Coon et al. 2016).

Recientemente han sido propuestas nuevas estrategias de control basadas en la
manipulacion organismos simbiontes. Un ejemplo de esto en accion es el uso de la
bacteria endo simbionte Wolbachia. (Iturbe-Ormaetxe, 2011). Esta bacteria tiene un
impacto en el desarrollo de algunas especies de mosquitos ya que acorta la vida de los
insectos y tiene efectos indirectos en la replicacion y diseminacion de patdgenos que
afectan a la capacidad de transmision vectorial (McMeniman, 2009). La complejidad de
la microbiota difiere mucho entre especies de insectos y entre individuos. Sin embargo,
el beneficio de esta se ve reflejado en funciones fisiolégicas como la mejora de la
nutricion en dietas pobres en nutrientes, en la digestion y la desintoxicacion de
compuestos nocivos, en el desarrollo y mantenimiento del sistema inmune a través de la

promocion del desarrollo y el acondicionamiento del huésped y sus sistemas

10



reproductores dentro de los insectos y esta va depender de la dieta, ubicacion y estilo de

vida del insecto anfitrion (Engel y Moran, 2013).

2.5 Técnicas gendmicas

Las herramientas moleculares utilizadas para el analisis e identificacion de la
comunidad microbiana han experimentado un rapido desarrollo en las Ultimas dos
décadas. Las técnicas moleculares modernas proporcionan una visién de la biodiversidad
microbiana contenida en insectos (Meyer y Kircher, 2010). Las tecnologias de
secuenciacion de nueva generacion (NGS) ofrecen formas novedosas y rapidas para
caracterizacion de todo el genoma y perfiles de ARNm, ARN pequefios, regiones de
factores de transcripcion, estructura de patrones de metilacion de cromatina y ADN,
microbiologia y metagenémica (Ansorge, 2009). Se han utilizado previamente varias
técnicas para el estudio de comunidades microbianas tales como la ténica de
fingerprinting y la electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) y Analisis
Automatizado del Espaciador Intergénico Ribosémico (ARISA) (Brodie et al.2006). En
la actualidad, la secuenciacion del gen 16S rRNA se ha empleado en una variedad de
estudios enfocados en la evaluacion de la diversidad y las relaciones filogenéticas de los
microbios intestinales demostrandose ser una herramienta poderosa para comprender 1os
factores que dan forma a las comunidades microbianas, tanto por su potencial informativo
como predictivo. Los enfoques de metagendmica tienen un gran potencial para abordar
aspectos funcionales de la microbiota intestinal aviar, particularmente para la
comparacion entre huéspedes con diferentes caracteristicas dietéticas, fisioldgicas y de
historia de vida. Las técnicas de secuenciacién masivas son una poderosa herramienta
para la caracterizacion de la diversidad microbiana intestinal, ya que evita la necesidad
de cultivar (Tringe et al.2005). Estudios basados en la secuenciacion de ADN pueden
proporcionar perfiles taxonémicos completos de las diferentes especies que forman

unidades ecoldgicas.
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3. JUSTIFICACION

Las enfermedades como dengue, chikungunya, fiebre amarilla y zika son hoy en
dia son un problema de salud pablica. El control de estas enfermedades Gnicamente es a
través del control del vector ya que no existe una vacuna para la mayoria de estas
enfermedades. Los sistemas de control se basan principalmente en la colocacion periodica
de insecticidas residuales como tratamientos focales en habitats de larvas, sin embargo, a
pesar de las medidas de control la tendencia epidemioldgica de estas enfermedades es
méas frecuente. El impacto de estas enfermedades en la salud publica y su réapida
propagacion global trae como consecuencia altos costos hacia el sector salud y las
epidemias ocasionan un impacto negativo en el desarrollo socioeconémico de los paises.
Debido a que estas enfermedades sdlo pueden persistir donde sus vectores (Ae. aegypti y
Ae. albopictus) estén presentes, es necesario la basqueda de nuevas estrategias para el
manejo y control de estos. Aunque la informacién sobre la naturaleza de las bacterias
asociadas a los mosquitos estd aumentando, sus funciones y potencial todavia no se han
explorado. Esto se debe en parte a la complejidad de las interacciones en términos de
poblacion bacteriana dindmica influenciada por diferentes factores bioticos y abidticos.
La aplicacion de la secuenciacion de nueva generacion debe mejorar nuestro
conocimiento de los patrones microbianos y sus funciones en la biologia de los
mosquitos. El analisis de esta investigacion permitird una mejor comprension de la
dindmica y funcion del microbioma asociado a mosquitos y su respuesta a los

insecticidas.
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4. HIPOTESIS

El microbioma de poblaciones de Ae. aegypti aumenta la supervivencia de las

poblaciones expuestas a insecticidas permetrina y deltametrina.
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5. OBJETIVOS

5.1. General
Evaluar la susceptibilidad a los insecticida permetrina y deltametrina, mediante la

modificacion del microbioma por antibidticos en poblaciones de Ae. aegypti.

5.2 Especificos

1. Caracterizar el microbioma en poblaciones silvestres de Ae. aegypti .

2. Determinar el porcentaje de mortalidad en poblaciones silvestres de Ae. aegypti y
con modificacion de microbioma mediante la adicién de antibidticos, por exposicion a
dosis diagnostico de permetrina y deltametrina

3. Determinacion del microbioma en individuos supervivientes a dosis diagndstico

de los insecticidas piretroides.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Material Bioldgico

El estudio se realizo utilizando colecciones de Ae. aegypti de la localidad San
Lorenzo con antecedentes de resistencia, correspondiente al municipio de Uman en el
estado de Yucatan, las cuales fueron mantenidas en condiciones de insectario
(temperatura media 27°C + 2 °C y una humedad relativa de 75 % % 5%, con un
fotoperiodo 12:12 (luz: oscuridad) en el insectario de Entomologia Médica de la Facultad

de Ciencias Biologicas de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon.

6.2 Insecticidas

Los insecticidas empleados para las pruebas de susceptibilidad fueron dos
piretroides: permetrina grado técnico, de 99.5% pureza (Chemservice, West Chester, PA,
USA) y deltametrina grado técnico de 99.5% pureza (Chemservice, West Chester, PA,
USA).

6.3 Antibioticos

Para modificar la microbiota de los mosquitos se utiliz6 dos antibioticos de amplio
espectro: Gentamicina en solucion de 50mg/mL en agua destilada (Gibco Life
Tecnologies™) y penicilina estreptomicina [+] 10 000 unidades / ml de penicilina, [+]

10,000 pg / ml de estreptomicina (gibco Life Tecnologies™).

6.4 Tratamiento con antibioticos

Una vez completado el ciclo de desarrollo larvario de los mosquitos colectados,
las pupas fueron transferidas a vasos de precipitado para la emergencia de adultos en

jaulas entomoldgicas de 25x25x25 cm (Bug Dorm-1) previamente desinfectadas con
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etanol al 70% a las cuales se les aplic una solucion de sacarosa al 10% estéril, 24 h post
emergencia se seleccionaron lotes de entre 100-125 hembras para cada ensayo biolégico
con acceso solo a sacarosa al 10% (testigo) y/o el tratamiento con antibioticos en solucion
con sacarosa al 10%.

El tratamiento correspondiente se suministrd durante 3 dias consecutivos a partir
del primer dia de emergencia de las hembras, utilizando como vehiculo sacarosa al 10%.
Las concentraciones evaluadas fueron de 10 U/mL y 15 pg/mL de penicilina+
estreptomicina y gentamicina respectivamente, los tratamientos fueron retirados 24 h

previas al bioensayo.

6.5 Bioensayos

Los bioensayos se realizaron de acuerdo al método de botellas del CDC (Brogdon
y McAllister, 1998), 20 a 25 hembras de 4-5 d de edad fueron expuestas a la dosis
diagnostico recomendada en dicho protocolo (DD, permetrina: 15 pug/botella y

deltametrina: 10pg/botella), ademas de un testigo sin insecticida.

Este proceso fue realizado por cuatro repeticiones. Los ejemplares que
sobrevieron al tiempo diagnostico (TD, 30 min para ambos piretroides) registrandose la
la supervivencia para calcular el porcentaje de mortalidad para después ser transferidos a
vasos de recuperacion y almacenados a -80°C para los ensayos moleculares. Los ensayos
bioldgicos se sometieron a condiciones controladas (temperatura media 27°C + 2 °C y

una humedad relativa de 75 % + 5%).

6.6 Extraccion de ADN

A partir de un pool de 100 individuos, las muestras se procesaron y analizaron
con el Servicio ZymoBIOMICS® - Secuenciacion metagenoémica dirigida (Zymo
Research, Irvine, CA). Se utilizd el kit ZymoBIOMICS® DNA Miniprep (Zymo

Research, Irvine, CA).
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6.7 Preparacion dirigida de la biblioteca

La secuenciacion dirigida del gen del ARN ribosomal 16S bacteriano se realizd
usando el kit de preparacion de la biblioteca NGS Quick-16S ™ (Zymo Research, Irvine,
CA). Los cebadores 16S bacterianos amplificaron la region V1-V2 o V3-V4 del gen 16S
rRNA. Estos primers fueron disefiados a medida por Zymo Research para proporcionar
la mejor cobertura del gen 16S y mantener una alta sensibilidad. La biblioteca de
secuenciacion se prepar6 usando un proceso de preparacion de biblioteca en el que las
reacciones de PCR se realizaron en termocicladores de PCR en tiempo real para controlar
ciclos y, por lo tanto, evitar la formacion de quimera de PCR limite. Los productos de
PCR se cuantificaron con lecturas de fluorescencia de qPCR y se combinaron en base a
lamolaridad igual. La biblioteca final agrupada se limpid con el Select-a-Size DNA Clean
& Concentrator ™ (Zymo Research, Irvine, CA), luego se cuantific6) con TapeStation®

y Qubit®.

6.8 Secuenciacion

La biblioteca final se secuenci6 en Illumina® MiSeq ™ con un kit de reactivo v3

(600 ciclos). La secuenciacion se realizd con > 10% de PhiX spike-in.

6.9 Analisis de datos

Las secuencias unicas de amplicon se dedujeron de lecturas crudas utilizando el
programa Dada2 (Callahan et al.2016). Las secuencias quiméricas también se eliminaron
el programa Dada2. La taxonomia se asignd mediante un script interno con nuestra propia
base de datos 16S seleccionada como referencia. La taxonomia se asigné utilizando
Uclust de Qiime v.1.9.1 con la base de datos Greengenes 16S como referencia. Se
realizaron analisis de visualizacion de la composicién, diversidad alfa y diversidad beta
con Qiime v.1.9.1 (Caporaso et al. 2010). Si corresponde, la taxonomia que tiene una

abundancia significativa entre los diferentes grupos fue identificada por LEfSe (Segata et
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al.2011) usando configuraciones predeterminadas. Otros analisis como heatmaps,

Taxa2SV_deomposer y PCoA graficas se realizaron con scripts internos.
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7. RESULTADOS

7.1 Bioensayos de modificacion de microbiota y exposicion a los insecticidas de Ae
aegypti

Se trabajo con una cepa silvestre de Ae. aegypti del estado de Yucatan. Se
seleccionaron diferentes lotes de mosquitos para realizar los bioensayos. Los lotes
alimentados Unicamente con sacarosa 10% sin una exposicion a insecticida fueron
utilizados como control los cuales mostraron el 100% de supervivencia. Los lotes
alimentados con sacarosa 10% expuestos al insecticida permetrina mostraron una
supervivencia de 12.3% y para deltametrina de 5.8%. Lotes de mosquitos alimentados
con sacarosa al 10% vy tratados con antibiéticos (penicilina/estreptomicina 10 U/mL y
gentamicina 15 ug/mL expuestos a permetrina mostraron supervivencia del 6.3% y 4%
respectivamente observandose un aumento de la mortalidad con respecto al grupo
expuesto a insecticidas sin modificacion de la microbiota. (P<0.05). La supervivencia de
los lotes expuestos a deltametrina tratados con penicilina/estreptomicina 10U/mL
aumentaron un 2.2% con respecto a los no tratados, lo mismo se observo en el lote tratado

con gentamicina 15 pg/mL aumentando 3.1% su porcentaje de supervivencia (Figura. 1).

7.2 Comunidades microbianas de Ae. aegypti

Un total de 148,300 secuencias crudas, fueron generadas a partir de mosquitos
adultos de Ae. aegypti. Proteobacteria (92.4%) y Bacteroidetes (7.6%), fueron los phylum
bacterianos mas abundantes encontrado en mosquitos adultos de Ae. aegypti en sus
condiciones normales alimentados con sacarosa al 10% (Grupo control). Brevemente, la
diversidad bacteriana del control utilizado en este estudio estuvo predominantemente
compuesta de las clases Gammaproteobacterias 91.6%, Flavobacteriia 7.63%,
Betaproteobacteria 0.5% y Alphaproteobacteria 0.3%. Los dérdenes presentes en este
grupo fueron Enterobacteriales 77.7%, Pseudomonales 13.64%, Flavobacteriales 7.63%,
Burkhorderiales 0.5%, Aeronomadales 0.2%. En general, Enterobacteracea 74.77%,
Pseudomonacea 13.16% y Flavobacteracea 7.63% fueron las familias mas abundantes.

El género Pantoea 43.03% fue el méas abundante siendo la especie Pantoea agglomerans
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la que méas predomind. Otras especies encontradas fueron: Serratia marcescens (17.25%),
Serratia marcens-nemathodiphila (17.15%), Pseudomonas azotoformans-fluorescens-
synxantha (12.9%), Elizabethkingia meningoseptica (5.62%), Chryseobacterium zeae
(2%) (Figura 2).
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Figura 1. Porcentajes de supervivencia en una poblacidn de adultos de A. aegypti utilizando Bioensayo de
botellas del CDC (* diferencia entre tratamientos con respecto a los grupos expuestos a insecticida P<0.05).
A: grupo control, B: expuestas a insecticida permetrina, C: modificacion de microbioma con penicilina-
estreptomicina expuestas a permetrina, D: modificacion de microbioma con gentamicina expuesta a
permetrina, E: expuestas a insecticida deltametrina ,F: modificacién de microbioma con penicilina-
estreptomicina expuestas a deltametrina y G: modificacidn de microbioma con gentamicina expuesta a

deltametrina.
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Figura 2. Abundancia taxonémica de mosquitos Ae. aegypti alimentados con sacarosa (grupo control).

Dentro de las comunidades bacterianas se determinaron especies patdgenas para
el ser humano residentes en Ae. aegypti como el complejo Acinetobacter baumannii-
calcoaceticus, Burkholderia-Burkholderia-Paraburkholderia cepacia-contaminans-lata,
Aeromonas dhakensis-hydrophila-taiwanensis, Klebsiella pneumoniae-
guasipneumoniae, Pantoea agglomerans-eucrina, Pseudomonas azotoformans-
fluorescens-synxantha, Pseudomonas fluorescens-fragi, Pseudomonas fluorescens-

synxantha, Serratia marcescens, Serratia marcescens-nematodiphila y Sphingomonas

7.3 Supresion de la microbiota de Ae. aegypti
Cuando los lotes fueron tratados con penicilina/estreptomicina 10U/mL, su biota
se reduce unicamente al phylum Proteobacteria (99.99%) mientras que los lotes tratados

con gentamicina 15 ug/mL el 96.23% fue representado por el del phylum Proteobacteria
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y un 3.77% Firmicutes. A su vez, se observd que los lotes tratados con
penicilina/estreptomicina 10 U/mL mostraron la supresion de la familia
Enterobacteracea, familia mayormente encontrada en los lotes control, predominando las
familias Comammonodacea con 86% y Pseudomonacea con 13.2% especificamente el
género Delfia (86.0 %) y Pseudomonas (13.36%). Los lotes expuestos con el gentamicina
presentaron 95.2% de la familia Alcaligenacea, teniendo solo un 1.1% del total a la
familia Enterobacteracea, exhibiendo el predominio de géneros no reportados en el lote
control: Bordetella (95.2%), Sthaphylococcus (3.7%) y Serratia (1.1%). (Tabla 1).

7.4 Exposicidn a permetrina

Se determinaron las comunidades microbianas en la exposicion a los insecticidas.
el phylum maés abundante fue Proteobacterias (74.1%) y Bacteroidetes (26%),
comparando los mosquitos tratados con penicilina/estreptomicina expuestos a permetrina
el mayor porcentaje lo representd el phylum Proteobacteria (97.1%) y Bacteroidetes
(2.43%); mientras que los mosquitos tratados con gentamicina expuestos a permetrina
solo se obtuvieron lecturas del phylum Proteobacterias (99.9%). Dentro del phylum
Proteobacteria la clase mayormente representado fueron las Gammaproteobacteria para
los 3 tratamientos expuestos al insecticida. Al igual la clase Flavobacteria fue la segunda
maés abundante (25.8%) en los mosquitos solo expuestos al insecticida; se observd una
disminucidn de esta clase en los mosquitos tratados con penicilina/estreptomicina (-10.61
veces) y no se presencia de esta clase en los mosquitos tratados con gentamicina.

Tabla 1. Abundancia taxonémica después de la supresion de la microbiota mediante antibidticos en Ae.
aegypti.
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Control

7.6

924

7.6

0.5
91.6
0.3

7.6

0.5
0.2
77.7
13.6
0.4

7.6

0.2
77.7
0.5
13.6
0.4
0.4

5.6

0.4

43
34.4
13.2

14

5.6

0.4

43
17.2
17.1
12.9

1.8

Penicilina+
Estreptomicina
PHYLUM

99.9
0.1
CLASE

86.1
13.7
0.2
ORDEN

86

0.1

13.2

0.7
FAMILIA

85.9

0.1

13.2

0.2

0.6
GENERO

85.9

0.1

13.2

0.8
ESPECIE

85.9

0.1
13.1
0.9

Gentamicina

3.8
96.2

3.8
95.2

3.7
95.2

11

3.7

11

95.2

3.7

95.2

11

3.7
95.2

0.6
0.5

Bacteroidetes
Firmicutes
Proteobacteria
Otros (<1%)

Flavobacteriia

Bacilli
Betaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Otros (<1%)

Flavobacteriales
Bacillales
Burkholderiales
Aeromonadales
Enterobacteriales
Pseudomonadales
Otros (<1%)

Flavobacteriaceae
Staphylococcaceae
Cormmaminadaceae
Aeromonadaceae
Enteribacteriaceae
Moraxellaceae
Pseudomonadaceae
Aeromonadaceae
Otros(<1%)

Chryseobacterium
Elizabethkingia
Staphylococcus
Bordetella

Delftia

Pantoea

Serratia
Pseudomonas
Otros (<1%)

Chryseobacterium zeae

Elizabethkingia meningoseptica

Staphylococcus arlettae

Bordetella hinzii-petrii

Delftia lacustris-tsuruhatensis

Pantoea agglomerans-eucrina

Serratia marcescens

Serratia marcescens-nematodiphila

Pseudomonas azotoformans-fluorescens-synxantha
Otros (<1%)
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Las familias mayormente encontradas fueron Enterobacteraceae (51.6%),
Flavobacteracieae (25.8%), Pseudomonadaceae (14.20%) y Moraxellaceae (7.6%) en
los mosquitos solo expuestos al insecticida. Para los mosquitos tratados con
penicilina/estreptomicina se observa un claro aumento de la familia Pseudomonadaceae
(93.9%) y una disminucion de la familia Moraxellaceae (2.4%). Los mosquitos tratados
con gentamicina predominan 2 familias: Enterobacteraceae (57.9%) y Aeromonadaceae
(41.7%). Los géneros que se pudieron encontrar en los mosquitos expuestos al insecticida
fue Pantoea con un 38.4% de la poblacién microbiana teniendo como Unica especie
Pantoea agglomerans. En segundo lugar, encontramos a el género Elizabethkingia con la
especie Elizabethkingia meningoseptica (22.63%). Otras especies encontradas fueron
Pseudomonas azotoformans-fluorescens-synxantha 14.20 %, Acinetobacter baumannii-
calcoaceticus 6.1%, Serratia marcens 5.65 %, Serratia marcens-nemathodiphila 5.57 %,
Chryseobacteriums zeae 3.04% Klebsiella pneumonie 1.96%, Acinetobacter johnsonii
1.3%. En los mosquitos expuestos a permetrina tratados con penicilina-estreptomicina, la
modificacion de la microbiota nos permitié determinar a la especie P. azotoformans-
fluorescens-synxantha en un 93,70%, E. meningoseptica 2,40% y A. baumannii-
calcoaceticus 6.1%. En el caso de las poblaciones tratadas con gentamicina expuestas a
permetrina su comunidad bacteriana estuvo compuesta por Aeromonas dhakensis-
hydrophila-taiwanensis 41.7%, Serratia marcescens 28.8% Yy Serratia marcescens-
nematodiphila 29.10%. Ademas, fueron encontradas otras especies no reportadas en los
lotes no expuestos a insecticidas, sin embargo, la proporcion fue <1% (Tabla 2).

Tabla 2. Abundancia a nivel especie después de la supresién de la microbiota mediante antibi6ticos en
mosquitos tratados con antibidticos. A, mosquitos alimentados con sacarosa 10%; B, mosquitos
alimentados con sacarosa 10% Yy expuestas a dosis diagnostico de permetrina; C, mosquitos alimentados
con sacarosa 10% tratados penicilina/estreptomicina 10 U/mL expuestos a dosis diagnéstico de permetrina;
D, mosquitos alimentados con sacarosa 10% tratados gentamicina 15 pug/mL expuestos a dosis diagnéstico
de permetrina.
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04 6.1 15 Acinetobacter baumannii-calcoaceticus
13 01 Acinetobacter johnsonii
129 142 937 02 Pseudomonas azotoformans-fluorescens-synxantha
13 14 17 02 Others

7.5 Exposicion a deltametrina

Para la determinacién de las comunidades microbianas en mosquitos expuestos a
deltametrina fueron dominadas por los phylum Proteobacteria (54.8%) y Bacteroidetes
(38.9%). De igual manera los mosquitos tratados con penicilina-estreptomicina expuestos
a deltametrina los filos mas representativos fueron Proteobacteria (46.2%) Yy
Bacteroidetes (53.8%). Caso contrario ocurrio con los tratados con gentamicina expuestos
a deltametrina donde existe una disminucién en los porcentajes de Bacteroidetes a solo
un 5.7% y un aumento en el phylum Proteobacteria a 69% asi como la presencia del
phylum Firmicutes con 25.3% esto con respecto al control Unicamente alimentado con
sacarosa. La clase Gammaproteobacteria fue la més abundante para los tratamientos
expuestos Unicamente al insecticida con un 55%, de la misma manera esta clase estuvo
presente al modificar la biota con penicilina-estreptomicina con un 39%, mientras que la
clase Flovobacteria representd 39% y 54% respectivamente. Para el tratamiento de
gentamicina la clase Betaproteobacteria se presentd6 con un 555% vy las
Gammaproteobacterias con 13.5%. Para este mismo tratamiento los Bacillus
representaron un 25.3% y la clase Flavobacteria representd solo el 5.7%. Los érdenes mas

representativos en el tratamiento solo expuesto con insecticida y el tratado con penicilina-
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estreptomicina fueron Flavobacteriales 39% y 54% seguido de Pseudomonadales 28% y
38% respectivamente. En el orden Enterobacteriales el tratamiento control solo con
insecticida presentd una abundancia de 24% mientras que en los tratamientos de
modificacion de microbiota se observa un notable decremento de hasta un 1% en el
tratamiento modificado con penicilina-estreptomicina en tanto que el tratamiento
modificado con gentamicina no estuvo presente. La familia Flavobacteriaceae fue una
familia mayormente representada en los tratamientos expuestos a deltametrina (39%) y
el que fue tratado con el antibidtico penicilina-estreptomicina (54%), observandose un
incremento de esta familia al momento de exponerse al insecticida comparado con los
mosquitos controles que solo presentaron un 7.6% de esta familia. La especie
perteneciente a esta familia encontrada en los mosquitos con insecticida y los tratados
con penicilina-estreptomicina fue Elizabethkingia meningoseptica. Caso contrario se
observo en los mosquitos tratados con gentamicina que en donde esta familia se vio
disminuida hasta el 5.6% representada con la especie Flavobacterium lindanitolerans. La
familia Staphylococcaceae solo fue encontrada en los mosquitos con biota modificada
con gentamicina representando un 25.3% de la especie Staphylococcus arlettae. De igual
manera en estos mosquitos la familia Alcaligenaceae se encontr6 en un 55% con la
especie Bordetella hinzii-petrii, no presentdndose en los otros tratamientos. La familia
Enterobacteriaceae que componia el mayor porcentaje en los mosquitos no expuestos a
insecticida (78%), al momento de exponerse al insecticida sufre un decremento a un 24%
y al modificar la biota con los tratamientos de antibioticos se observa una disminucion de
la familia a 1% en los mosquitos tratados con penicilina estreptomicina y ausencia en los
mosquitos tratados con gentamicina. Especies encontradas en mayor proporcién como
biota nativa de los mosquitos sin insecticida tal como P. agglomerans-eucrina, S.
marcescens y el complejo S. marcescens-nematodiphila disminuyeron en los tratamientos
expuestos a deltametrina y en los tratados con antibidticos prevalecieron en porcentajes
<1%. Para el caso de la familia Pseudomonadaceae se observé un aumento de la
concentracion en los tratamientos expuestos a deltametrina y los modificados con
penicilina-estreptomicina con respecto a los mosquitos no expuestos con la especie

mayormente caracteristica el complejo Pseudomonas azotoformans-fluorescens-
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synxantha. Diferente a lo observado con los tratamientos modificados con gentamicina

donde fue erradicada esta poblacion (Tabla 3).

Tabla 3 . Abundancia a nivel especie después de la supresion de la microbiota mediante antibioticos en
mosquitos tratados con antibi6ticos. A, mosquitos alimentados con sacarosa 10%; B, mosquitos
alimentados con sacarosa 10% y expuestas a dosis diagnostico de deltametrina; C, mosquitos alimentados
con sacarosa 10% tratados penicilina/estreptomicina 10U/mL expuestos a dosis diagnostico de
deltametrina; D, mosquitos alimentados con sacarosa 10% tratados gentamicina 15 pg/mL expuestos a
dosis diagnéstico de deltametrina.

Bacillus mojavensis-subtilis-tequilensis

Serratia marcescens-nematodiphila
Acinetobacter baumannii-calcoaceticus
Pseudomonas azotoformans-fluorescens-synxantha
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8. DISCUSION

Los insectos son el grupo de organismos méas amplio con una gran diversidad de
estilos de vida, lo cual depende directamente de las asociaciones que estos tienen con los
microorganismos (Douglas, 2014; Guégan, et al. 2018). Las adaptaciones de los
mosquitos a las presiones selectivas han obligado a determinar nuevas formas de abordaje
para su control, a pesar de la informacion existente pocos estudios relacionan la respuesta
a los insecticidas con la microbiota, es por ello que en este estudio realizamos la
descripcion por primera vez de la microbiota de una poblacion de Ae. aegypti del sur de
México con técnicas de secuenciacion, asi como la caracterizacion de bacterias clave en

respuesta a 2 insecticidas piretroides.

Previamente se han realizado estudios determinando la microbiota de mosquitos
en diferentes regiones que han permitido conocer la diversidad microbiana de estas
especies. En nuestro estudio la microbiota natural de la poblacion de Ae. aegypti (control)
determinada fue predominantemente dominada por los phylum Proteobacteria y
Bacteriodetes, coincidiendo con lo reportado en poblaciones de mosquitos en otras
regiones como las encontradas en Ae. aegypti, de poblaciones de areas endémicas de
Panamé, en donde se encontraron la predominancia de los phylum Proteobacteria y
Firmicutes (Ramirez et al. 2012) y con lo encontrado en intestino de An. gambiae que
predominantemente estuvo dominado por Proteobacteria and Bacteroidetes (Wang, Y. et
al. 2011). Las poblaciones de nuestro grupo control las especies predominantes fueron P.
agglomerans-eucrina, S. marcescens-nematodiphila, P. azotoformans-fluorescens-
synxantha y E. meningoseptica. Con anterioridad estos mismos generos de bacterias han
sido aislados en otras especies de mosquitos como A. gambie y A. funestus de Kenia y
Mali, aislandose principalmente las especies E. coli y P. agglomerans (Straif et al. 1998).
Similarmente en mosquitos de Ae. aegypti (Rockefeller) fueron aisladas los géneros
Bacillus, Elizabethkingia, Enterococcus, Klebsiella, Pantoea, Serratia y Sphingomonas
(Terenius et al. 2012). En Brasil, se detectaron en poblaciones de Ae. aegypti los géneros
Pseudomonas, Acinetobacter y Aeromonas spp. como mas abundantes (David et al.
2016). Similarmente en Ae. aegypti se detectd Asaia, Bacillus, Enterobacter,

Enterococcus, Klebsiella y Serratia como los géneros mas predominantes (Gusmao, D.
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S et al. 2010). De la misma manera en especies de Anopheles provenientes de Vietnam,
se encontrd como componente principal de la microbiota intestinal a Acinetobacter spp.
(Ngo et al. 2016). Tchioffo et al. detecto en diferentes poblaciones de Anopheles como
biota central a Pseudomonas, Comamonas, Acinetobacter, Rhizobium, Burkholderia y
miembros de la familia Enterobacteriaceae (Tchioffo et al. 2016). Como microbiota
central fue identificada Acinetobacter junii, Ac. calcoaceticus, Aeromonas culicicola,
Bacillus thuringiensis, Microbacterium oxydans, Pantoea agglomerans, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, Stenotrophomonas maltophila en intestino de
Culex quinquefasciatus (Pidiyar et al. 2004).

La especie mas representativa en nuestro grupo control fue P. agglomerans que
se caracteriza por ser una enterobacteria patdgena en seres humanos considerada como
un microorganismo oportunista. Esta ha sido aislada de diversas fuentes ecoldgicas como
plantas, frutas y vegetales, también encontrada en heces humanas y de animales
incluyendo como simbiontes en insectos (Segado Arenas et al. 2012; De Maayer et al.
2017). Se ha asociado con la produccion de fenoles en Schistocerca gregaria como
compuestos antioxidantes (Dillon y Charnley, 1995). Se ha informado en la mosca del
gusano ardndano formando una asociacion mutualista realizando procesos esenciales del
ciclo de nitrégeno (Potrikus y Breznak, 1977; Walterson y Stavrinides, 2015). De la
misma forma en el mosco la bacteria P. agglomerans participa en la fijacion de nitrégeno
creando un ambiente rico en nitrégeno ideal para el desarrollo de huevos y larvas
(MacCollom et al. 2009).

Previamente se ha conocido que los mosquitos adultos pueden contener una
diversidad bacteriana concentrada principalmente en bacterias aerobias y anaerobias
facultativas gramnegativas (Coon et al. 2014; Coon et al. 2016). Las poblaciones de
bacterias difieren debido a el habitat en el que interaccionan ya que depende de la
alimentacion, a través de plantas, fuente de azUcar o mediante la sangre en mosquitos
hembras (Guégan et al. 2018). Se sabe que muchas de las asociaciones relacionadas entre
las comunidades bacterianas de un insecto son mutualistas en donde el huésped
proporciona a las bacterias nutrientes y habitat, teniendo selectividad por las condiciones

fisicoquimicas presentes en el intestino del huésped (e.g. pH alcalino, potencial redoxs,
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nivel de oxigeno debajo de 5%, etc.; Dada et al. 2014). Se ha reportado que muchas de
las bacterias gramnegativas son frecuentemente encontradas en el intestino medio de
insectos vectores influyendo en el crecimiento diferencial contribuyendo a la modulacion
de la competencia vectorial (Azambuja et al. 2005). En mosquitos las bacterias del
phylum Proteobacteria, especialmente la familia Enterobacteriaceae, los cuales son los
componentes principales del microbioma del intestino medio, pueden tolerar el estrés
redox de la digestion de sangre (Jupatanakul et al. 2014). Ademas, en reportes sefialan
que la modificacion de la microbiota intestinal con antibioticos como carbenicilina y
tetraciclina reduce la abundancia de bacterias cultivables impactando en funciones como
la rotura de la sangre y la ovoposicion (Minard et al. 2013). Algunos estudios sugieren el
rol potencial de las bacterias como especies de Enterobacter y Serratia cuyo papel dentro
del mosquito es la actividad hemolitica para el procesamiento de la sangre (Minard et al.
2013). Teniendo como antecedente que las enterobacterias poseen un papel importante
dentro de la fisiologia de los mosquitos se modificé la microbiota de nuestra poblacion
reduciendo especies importantes de enterobacterias para ver su impacto dentro de la
respuesta a los insecticidas. Al enfrentar nuestras poblaciones de Ae. aegypti modificadas
con penicilina-estreptomicina y enfrentadas al insecticida permetrina encontramos la
disminucion de la supervivencia 6% en comparacion con el control y las poblaciones
modificadas con el antibidtico gentamicina disminuyeron 8% en comparacion con el
control. La microbiota presente dentro de las poblaciones modificadas con penicilina-
estreptomicina fue determinada en > del 90% por la especie P. azotoformans-fluorescens-
synxantha, mientras que en los tratamientos con gentamicina A. dhakensis-hydrophila-
taiwanensis y S. marcescens-nematodiphila 29.10%. Las cepas adscritas al género
Pseudomonas son bacterias gramnegativas, ubicuas, caracterizadas por necesidades
nutricionales primarias y presentes en diversos entornos (suelo, material organico en
descomposicion, polvo atmosférico, vegetacion y agua), con una amplia gama de plantas
y animales (Andreani et al. 2015). Este género ha sido encontrado como parte de la
comunidad bacteriana en insectos, algunas investigaciones sefialan la efectividad toxica
de P. aeruginosa en diferentes especies de larvas de mosquitos del género Aedes,
Anopheles, Culex y Culiseta. En experimentos in vivo con cultivos de P. fluorescens se

han encontrado efectividad contra pupas de 3 especies de mosquitos vectores An.
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stephensi, Cx. quinquefasciatus y Ae. aegypti (Prabakaran et al. 2009). De la misma
manera Nabar, BM y Lokegaonkar, (2015) sefialan el poder larvicida de metabolitos
extraidos de especies de Pseudomonas spp. y Sadanandane y colaboradores en el 2003
sefialan que la especie P. fluorescens posee metabolitos activos contra las larvas y pupas
de mosquitos de Cx quinquefasciatus (Sadanndane et al. 2003; Brammacharry y Paily,
2012). Asi sucesivamente con la modificacion de la microbiota con el antibi6tico
gentamicina la presencia del complejo A. dhakensis-hydrophila-taiwanensis. Este género
de bacterias gramnegativas presente en un gran nimero de ambientes (acuaticos, peces,
alimentos, mascotas domesticadas, especies de invertebrados, aves, garrapatas e insectos
y suelos naturales) (Figueras et al. 2005; Janda y Abbott, 2010), estos han sido aislados
de intestinos de mosquitos Cx. quinquefasciatus (Pidiyar et al. 2002; Pidiyar et al. 2004).
Estos géneros al igual que Pseudomonas spp. han sido asociados a la degradacion de
insecticidas piretroides (Lee et al. 2004). Del mismo modo se ha reportado a la especie
A. hydrophila la presencia de enzimas quitinoliticas con actividad contra Cx.
quinguefasciatus en condiciones de laboratorio (Halder et al. 2012). Como se pudo
observar en nuestros resultados al modificar la microbiota se eliminaron enterobacterias
que pueden tener un rol importante en el mantenimiento de la respuesta a los insecticidas,
quedando bacterias que previamente ya se ha reportado que debido a sus metabolitos
producidos pueden comprometer el funcionamiento fisioldgico del mosco y por eso se

observa una disminucion de la sobrevivencia de los moscos.

Contrario a lo esperado, la respuesta en la exposicion a deltametrina fue diferente
a lo observado en el grupo de permetrina. Existe un incremento a la sobrevivencia del
mosquito durante la exposicion a deltametrina, 2.2 % tratados con penicilina-
estreptomicina y 3.1% tratados con gentamicina. La microbiota en las poblaciones
expuestas a deltametrina tratada con el antibiético penicilina-estreptomicina las especies
predominante fueron E. meningoseptica y P. azotoformans-fluorescens-synxantha
mientras que las expuestas a gentamicina B. hinzii-petrii y S. arletta. En el caso de la
bacteria E. meningoseptica que fue la méas abundante en la modificacion con penicilina-
estreptomicina, son bacilos gramnegativos, no maéviles, no formadoras de esporas ubicuo

en la naturaleza (Kim et al. 2005). Estos miembros de este género se encuentran en
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habitats himedos y entornos hospitalarios, en particular en suministros de agua (Kampfer
et al. 2011). En mosquitos, se ha reportado que esta bacteria es capaz de modular los
efectos anti-Plasmodium, prolongando asi la vida util del vector del mosquito infectado
(Akhouayri, 2013). Aunado a esto, ha sido repetidamente detectada en condiciones de
laboratorio siendo parte importante de la funcionalidad en el mosquito (Wang etal. 2011).
Se sabe que la especie E. anophelisis es una especie dominante en la microbiota intestinal
del mosquito A. gambiae (Kampfer et al. 2011; Akhouayri, 2013; Gusméo et al. 2010;
Rani et al. 2009, Boissiere et al. 2012) y E. meningoseptica ha sido encontrada en Cx.
quinquefasciatus (Terenius et al. 2012). lgualmente, el género Elizabethkingia fue
detectado en 68% en poblaciones de mosquito colectadas en Camerin (Chen et al. 2015).
En el caso de la especie Bordetella sp. que fue la bacteria mas abundante en la
modificacion con gentamicina; esta se puede encontrar en varios ambientes acuaticos y
fuentes ambientales terrestres, asocidndose también a plantas (Shamim et al. 2019). El
género Bordetella ha sido aislado en mosquitos adultos de la especie A. stephensi
(Chavshin, 2012). B. hinzii es comUnmente aislada de tractos respiratorios de pajaros
siendo perjudicial personas inmunocomprometidas (Weiss, 2006). A pesar de que estas
especies no son comunes dentro de las microbiotas en mosquitos, puede encontrarse en
bajas cantidades dentro del ecosistema intestinal o en tejidos dentro del mosco
cumpliendo con una conexion ecoldgica intrigante con el comportamiento y la proteccion
frente a condiciones adversas (Kukutla et al. 2013). Estudios recientes han demostrado el
papel de las bacterias simbiéticas en procesos de desintoxicacion (Itoh et al. 2018). Esto
se ha observado en artropodos con el fenitrotion aplicado en campos agricolas, el cuél
presenta degradacion por bacterias como Pseudomonas, Flavobacterium y Burkholderia
(Kikuchi et al. 2012). De la misma forma se ha encontrado que Bacillus cereus, aislado
del intestino de la polilla P. xilostella presenta una alta degradacion del pesticida
indoxacarb (Ramya et al. 2016), a su vez Enterobacter asburiae y P. agglomerans fueron
encontrados en la degradan el acefato (b. Ramya et al. 2016). Asimismo, la especie
Citrobacter fue aislada de intestinos de B. dorsalis, capaz de hidrolizar triclorfon
(McFall-Ngai et al. 2013). Ultimamente en un estudio se determin6 los efectos de los
insecticidas piretroides sobre la microbiota de An. albimanus, encontrandose diferencias

con respecto a los mosquitos no expuestos a piretroides determinando a Klebsiella,
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Pantoea and Asia como especies clave en la resistencia a piretroides An. albimanus (Dada
et al. 2019). En nuestro estudio no encontramos especies sin antecedentes para el
metabolismo de deltametrina sin embargo pudimos observar en nuestros resultados en la
exposicion a deltametrina el aumento de la resistencia que puede deberse a la
participacion de estas bacterias durante el proceso de desintoxicacion. Es de suma
importancia en un futuro poder estudiar la participacion de ellas dentro de los mecanismos

de desintoxicacion en mosquitos ya que la informacidn que se tiene a la fecha es limitada.
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10. CONCLUSION

Se caracterizo el microbioma en la poblacion silvestre de Ae. aegypti teniendo
como especies abundantes a E. meningoseptica, P. agglomerans-eucrina,

Serratia marseecens y P. azotoformans.

El porcentaje de mortalidad en mosquitos expuestos a permetrina aumenta en
poblaciones con microbiota modificada presentado como las especies mas
representativas de bacterias a Aeromonas dhakensis-hydrophila-taiwanensis,

Serratia marcescens y Serratia marcescens-nematodiphila y Pseudomonas

sp.

No hubo influencia de la microbiota en los mosquitos expuestos a deltametrina
presentandose como las especies mas representativas a bacterias como
Elizabethkingias meningoseptica, Pseudomonas sp., Bordetella hinzii-petrii,

Staphylococcus arlettae y Stenotrophomonas maltophilia.
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