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Aspectos cualitativos y cuantitativos de la infección con Wolbachia en la tribu 

Naupactini (Coleoptera, Curculionidae) y su relación con la reproducción 

Resumen 

La tribu Naupactini comprende una gran diversidad de gorgojos neotropicales con alta 

incidencia de reproducción partenogenética en los que es frecuente la infección con 

Wolbachia pipientis. Esta bacteria aumenta su prevalencia global a través de la 

manipulación de la reproducción de sus hospedadores y de una elevada tasa de 

transferencia horizontal, lo que la convirtió en la mayor pandemia desde el origen de la 

vida. Existe una asociación entre la densidad de Wolbachia, el modo reproductivo y la 

bacteriota residente de los miembros de esta tribu, tal que las especies partenogenéticas 

presentan alta densidad de Wolbachia y coinfección con Rickettsia sp., mientras que las 

especies de reproducción sexual están infectadas con baja densidad o libres de la infección 

con Wolbachia y coinfectadas con Spiroplasma sp. 

En el presente trabajo se estudió la importancia de la densidad de Wolbachia en la 

reproducción de los linajes partenogenéticos del naupactino Pantomorus postfasciatus. 

Además, se estudió la localización y densidad tisulares de dicho microorganismo y su 

colocalización con otros miembros dominantes de la bacteriota no solo en P. 

postfasciatus, sino también en gorgojos que se reproducen sexualmente, a saber: 

Naupactus dissimulator y Naupactus xanthographus. Finalmente, se identificaron 

posibles genes candidatos de Wolbachia que podrían estar involucrados en la transición 

hacia la partenogénesis y también posibles agentes de transferencia horizontal de este 

endosimbionte. 

A partir de una serie de experimentos de cura con antibiótico y cuantificaciones relativas 

mediante PCR en tiempo real, se estableció que altas densidades de Wolbachia y/o 

Rickettsia sp. resultan indispensables para la reproducción de los linajes partenogenéticos 

de P. postfasciatus. Asimismo, se observó que la distribución de Wolbachia es ubicua en 

los tejidos de sus hospedadores, tanto en especies infectadas con alta densidad 

(reproducción partenogenética) como en especies infectadas con baja densidad 

(reproducción sexual) y co-localiza con altas densidades de las bacterias Rickettsia sp. o 

Spiroplasma sp. en toda su distribución, respectivamente. 

Utilizando técnicas de secuenciación de próxima generación se obtuvieron las secuencias 

genómicas de dos cepas de Wolbachia asociadas a gorgojos partenogenéticos y fueron 

comparadas con cepas inductoras de la partenogénesis, identificándose 36 genes propios 

de cepas asociadas a hospedadores diplo-diploides con reproducción partenogenética. 

Finalmente, el hallazgo de larvas en la cavidad abdominal de diversas especies de 

Naupactini condujo a la identificación de varios parasitoides a través del análisis del 

código de barras del ADN (DNA barcoding). Dos casos pertenecieron a la familia 

Tachinidae (Diptera) y otro a la familia Braconidae (Hymenoptera); en este último se 

verificó la infección con la misma cepa de Wolbachia que su hospedador, por lo que se 

hipotetiza que algunos parasitoides podrían actuar como vehículos de la transmisión 

horizontal. 

Palabras clave: Wolbachia – gorgojos – partenogénesis – carga bacteriana – 

endosimbiontes – transferencia horizontal  
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Qualitative and quantitative aspects of Wolbachia infection in the Naupactini tribe 

(Coleoptera, Curculionidae) and its relationship with reproduction 

Abstract 

The Naupactini tribe harbours a great diversity of Neotropical weevils with a high 

incidence of parthenogenetic reproduction in which infection with Wolbachia pipientis is 

frequent. This bacterium that increases its prevalence by manipulating the reproduction 

of its hosts, and its high rate of horizontal transfer has made it the biggest pandemic since 

the origin of life. In this group of insects, there is an association between Wolbachia 

density, reproductive mode, and resident bacteriota, such that parthenogenetic species 

exhibit high Wolbachia density and coinfection with Rickettsia sp., while sexually 

reproducing species are infected with low density or free of infection with Wolbachia and 

coinfected with Spiroplasma sp. 

The main focus of this work was to study the importance of Wolbachia density in the 

reproduction of the parthenogenetic lineages of the naupactine weevil Pantomorus 

postfasciatus. In addition, the tissue localization and density of this microorganism and 

its colocalization with other dominant members of the bacteriota were studied not only in 

P. postfasciatus but also in sexually reproducing weevils, namely: Naupactus 

dissimulator and Naupactus xanthographus. Finally, possible candidate genes involved 

in the transition to Wolbachia-mediated parthenogenesis and possible agents of horizontal 

transfer of this endosymbiont were identified. 

Through a series of curing experiments with antibiotic and relative quantifications by 

real-time PCR, it was established that high densities of Wolbachia and/or Rickettsia sp. 

are essential for the reproduction of parthenogenetic lineages of P. postfasciatus. 

Likewise, it was observed that Wolbachia is ubiquitously distributed in the tissues of its 

hosts, both in species infected with high density (parthenogenetic reproduction) and in 

species infected with low density (sexual reproduction) and co-localizes with high 

densities of Rickettsia sp. or Spiroplasma sp. in all tissues analyzed, respectively. 

Using next-generation sequencing techniques, the genomic sequences of two Wolbachia 

strains associated with parthenogenetic weevils were obtained and compared to other 

parthenogenesis-related strains. This allowed the identification of 36 genes exclusively 

shared between strains associated with parthenogenetic diplo-diploid hosts. Finally, the 

discovery of larvae in the abdominal cavity of various Naupactini species led to the 

identification of several parasitoids through DNA barcoding analysis. Two cases 

belonged to the Tachinidae family (Diptera) and another to the Braconidae family 

(Hymenoptera); in the latter, infection with the same Wolbachia strain as its host was 

verified, leading to the hypothesis that some parasitoids may act as vehicles for horizontal 

transmission. 

Keywords: Wolbachia – weevils – parthenogenesis – bacterial load – endosymbionts – 

horizontal transfer 
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1. INTRODUCCIÓN GENERAL 

La reproducción es el proceso que garantiza la perpetuidad de la vida tal como la 

conocemos. Es el motor que impulsa las relaciones entre los organismos. A lo largo de la 

historia de la vida, han aparecido numerosos mecanismos que permiten que los 

organismos se perpetúen bajo las circunstancias ecológicas más variadas y no es casual 

que en los insectos, uno de los grupos más diversos y exitosos, se presente un gran abanico 

de estrategias reproductivas que comprenden desde la reproducción sexual hasta 

múltiples formas de partenogénesis. Esta multiplicidad les permite producir una cantidad 

extraordinaria de descendientes que explican su éxito y abundancia a pesar de sus cortos 

ciclos de vida (Kumar, 2022). 

1.1 Partenogénesis: La concepción inmaculada 
La partenogénesis se refiere a la reproducción a partir de oocitos no fecundados y su 

descubrimiento y estudio se remonta a la época de Aristóteles. El gran filósofo efectuó 

las primeras observaciones de este fenómeno en abejas, aunque sus reflexiones no fueron 

revisitadas y formalizadas hasta 1845, cuando Jan Dzierzon, sacerdote y apicultor polaco, 

describió cómo las reinas y obreras eran producto de la reproducción sexual, mientras que 

los zánganos se desarrollaban a partir de huevos no fecundados (Dzierzon, 1845). Si bien 

entre 1650-1750 otros autores realizaron observaciones similares en la polilla Orgyia 

gonostigma (Scopoli 1763) (Goedart, 1667) y en áfidos (Bonnet, 1745), se puede 

considerar que el trabajo de Dzierzon marcó el inicio formal del estudio de la 

partenogénesis, poniendo en jaque a la reproducción sexual como la única estrategia 

reproductiva en animales (Phillips, 1903; Mendelsohn et al., 2001).  
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Desde ese momento hasta la actualidad, la comunidad científica ha debatido 

concienzudamente las implicancias de este fenómeno y ha necesitado reestructurar las 

definiciones que hasta entonces utilizaba. ¿De qué hablamos cuando hablamos de 

partenogénesis? En primer lugar, hablamos de unisexualidad. Es importante no confundir 

partenogénesis con reproducción asexual ya que ésta última no involucra la formación de 

gametas, mientras que en la partenogénesis la descendencia surge como consecuencia de 

un proceso de gametogénesis (Boyden, 1950). Hablar de unisexualidad es más apropiado, 

considerando que los individuos partenogenéticos cuentan con una identidad sexual 

definida y son capaces de producir gametas (Rodriguero, 2022). 

La partenogénesis puede caracterizarse en base a distintos criterios, aunque a grandes 

rasgos podemos hacer una primera distinción basada en el sexo de la progenie: 

arrenotoquia, si los oocitos se desarrollan como machos haploides (propia de los 

sistemas de determinación del sexo por haplodiploidía1) y telitoquia, cuando la progenie 

está constituida por hembras diploides. La partenogénesis telitóquica es generalmente 

considerada como partenogénesis sensu stricto (Vershinina & Kuznetsova, 2016) y a ella 

nos referiremos con ese término de aquí en adelante. A su vez, la telitoquia puede ser 

meiótica o automíctica, cuando ocurre la meiosis y la ploidía se restaura a partir de la 

fusión de dos productos meióticos, o bien ameióica o apomíctica, en la cual las gametas 

no sufren una reducción meiótica y la progenie se produce de manera clonal. Una 

descripción exhaustiva de los diferentes tipos de partenogénesis y mecanismos 

involucrados puede encontrarse en Rodriguero (2022). 

                                                 
1 En este sistema, el sexo está determinado por el número de conjuntos cromosómicos que tiene un 
individuo. Los machos se desarrollan a partir de oocitos no fecundados y son haploides (su número 
cromosómico es n). Las hembras son producto de la unión de un oocito y un espermatozoide y son 
diploides (2n). 
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La sexualidad y la unisexualidad son polos opuestos de un continuo que abarca las 

distintas formas en que los organismos se reproducen. Las ventajas de cada modo 

reproductivo constituyen, a grandes rasgos, las desventajas de su contraparte. Si el doble 

costo de la sexualidad lo constituyen los machos (porque representan el 50% de la 

progenie y no son capaces de producir descendencia sin el concurso del sexo opuesto) 

(Maynard Smith, 1978), la partenogénesis cuenta con una doble ventaja en comparación. 

Sin embargo, a pesar de sus costos, la reproducción sexual está ampliamente distribuida 

en la naturaleza. Así, dos de las principales teorías que permiten explicar la paradoja de 

la sexualidad, es decir, por qué un sistema tan costoso es tan ubicuo, también permiten 

entrever las principales desventajas de la unisexualidad, y son el trinquete de Muller 

(“Muller’s ratchet”) y la hipótesis de la Reina Roja (“The Red Queen Hypothesis”). 

El trabajo de Muller sobre mutagénesis lo llevó a comparar el mecanismo de 

acumulación de mutaciones en linajes donde no ocurre la recombinación genética con un 

trinquete, es decir, un mecanismo unidireccional e irreversible (Muller, 1964). Este 

fenómeno lleva a la reducción drástica del tamaño poblacional debido al colapso genético 

(“mutational meltdown”) y se da de manera acelerada en poblaciones originalmente 

pequeñas (Gabriel et al., 1993).  

A su vez, la hipótesis de la Reina Roja, desarrollada por Van Valen (1973), ofrece 

una explicación para la probabilidad de extinción constante dentro de un grupo 

taxonómico, aludiendo que cada incremento en el éxito reproductivo (“fitness”) de una 

unidad evolutiva se contrarresta con pérdidas en el éxito reproductivo de otras, 

manteniendo el balance (Van Valen, 1977). Este razonamiento luego fue tomado por Bell 

(1982) para explicar la tensa dinámica de coevolución entre hospedadores y parásitos, y 

de esta manera explicar la ventaja que tenían los linajes sexuales por sobre aquellos donde 

no había recombinación (Martin, 2015; Rodriguero, 2022). La recombinación es 
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justamente lo que permite a los linajes sexuales producir progenie más diversa y genotipos 

raros que puedan desarrollar resistencia contra los parásitos, mientras que los linajes 

unisexuales no pueden generar estos genotipos novedosos y son proclives a la extinción 

(Martin, 2015). 

A pesar de estas desventajas, la partenogénesis ha demostrado ser más ventajosa que 

la reproducción sexual bajo condiciones particulares y a corto plazo. Lo curioso (o no) es 

que todas las condiciones correlacionan entre sí. La unisexualidad es más frecuente en 

linajes considerados plaga (Stenberg & Lundmark, 2004; Hoffmann et al., 2008); a su 

vez, tanto la unisexualidad como la condición de especie plaga también están asociadas 

con amplios rangos geográficos, ambientes estables y poliploidía. Todas estas 

condiciones subsanan de algún modo y por un corto tiempo (en términos evolutivos) las 

desventajas discutidas que presenta la unisexualidad a largo plazo. 

En ambientes poco favorables (e.g., altas latitudes, islas, desiertos, ambientes 

marginales, baja densidad biótica) la partenogénesis permite una rápida colonización 

gracias a que la perpetuación de la especie no depende de que las hembras encuentren un 

macho y entonces pueden aprovechar la totalidad de los recursos disponibles, además de 

que potencialmente una única hembra podría fundar una población estable (Roughgarden, 

1972; Vrijenhoek, 1998; Kearney, 2005; Martin, 2015). Asimismo, colonizar áreas 

novedosas más allá del rango ancestral de los linajes sexuales implica limitar las 

interacciones bióticas con enemigos naturales, por lo que en estos ambientes los linajes 

partenogenéticos podrían escapar del efecto de la Reina Roja (Glesener & Tilman, 1978; 

Martin, 2015).  

Por otra parte, los ambientes estables y la poliploidía, rasgo muy común en especies 

partenogenéticas, contrarrestan las desventajas de la falta de recombinación. En un 
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ambiente estable la recombinación que viene de la mano de la sexualidad podría “romper” 

el desequilibrio de ligamiento entre las variantes alélicas que conforman un genotipo 

exitoso, mientras que la unisexualidad se encargaría de perpetuar dichas combinaciones 

(Glesener & Tilman, 1978; Vrijenhoek, 1979). La acumulación de mutaciones deletéreas 

seguiría siendo problemática, pero la poliploidía permite enmascarar estas mutaciones, 

de modo que los linajes unisexuales perduren más tiempo (Stenberg & Lundmark, 2004; 

Lundmark & Saura, 2006). Además, estudios de asociación entre el modo reproductivo y 

la acumulación de mutaciones han producido resultados mixtos (Tvedte et al., 2019), por 

lo que aún queda un largo camino por recorrer, experimentalmente, para evaluar el 

alcance de las teorías propuestas. 

Si bien la reproducción por partenogénesis no es muy frecuente, es un fenómeno 

sumamente extendido en insectos (Normak, 2014; Vershinina & Kuznetsova, 2016; 

Gokhman & Kuznetsova, 2018) y que ha surgido de manera independiente en múltiples 

ocasiones (Normak, 2003; Van Der Kooi et al., 2017). Su estudio desde el punto de vista 

filogenético permite observar que es una característica asociada a nodos terminales 

(“twiggy distribution”) (Schwander & Crespi, 2009; Ng & Smith, 2014). Esta distribución 

es precisamente uno de los principales argumentos para justificar que la unisexualidad en 

animales es un fenómeno de corta duración que representa un “callejón sin salida” para 

la evolución (Maynard Smith 1978; Lynch et al., 1993; Simon et al., 2003). La concepción 

de que los linajes unisexuales no tienen futuro a largo plazo está dada por las desventajas 

mencionadas previamente; sin embargo, el patrón filogenético asociado con la 

unisexualidad puede ser explicado por otros motivos que no necesariamente impliquen 

altas tasas de extinción (Schwander & Crespi, 2009). Una opción es que la tasa de 

transición de la sexualidad a la unisexualidad sea baja, lo que a su vez podría explicarse 

por las importantes barreras a nivel citológico y fisiológico que requieren ser sorteadas 
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para garantizar el mantenimiento de la ploidía y el desarrollo de oocitos sin fertilización 

(Engelstädter, 2008; Schwander & Crespi, 2009; Galis & van Alphen 2020; Rodriguero, 

2022).  

La partenogénesis puede ser de origen espontáneo, híbrido, contagioso o infeccioso 

(Normark, 2003; Simon et al., 2003; Martin, 2015; pero ver Rodriguero, 2022). En el 

primer caso, surge a partir de mutaciones que devienen en el desarrollo espontáneo de 

oocitos no fertilizados. La hibridación interespecífica es la ruta hacia la partenogénesis 

más documentada en animales, aunque los mecanismos que conducen a la unisexualidad 

producto de la hibridación no son claros. En vertebrados se ha propuesto que la 

hibridación conduce a la desregulación de la meiosis y esterilidad del híbrido, creando 

oportunidades para el surgimiento y fijación de mecanismos citológicos que garanticen 

la producción de gametas y restauren o mantengan la ploidía (Vrijenhoek, 1998). El 

origen contagioso de la partenogénesis supone el origen de linajes unisexuales 

secundarios producto del aislamiento reproductivo incompleto entre linajes 

partenogenéticos y sexuales.  

Particularmente, en esta tesis resulta de fundamental importancia el origen infeccioso 

de la partenogénesis, que hace referencia a la adquisición de este modo reproductivo a 

partir de la infección con un endosimbionte de transmisión maternal. Todos los casos 

reportados de partenogénesis inducida por endosimbiontes son ocasionados por bacterias 

de los géneros Wolbachia, Rickettsia o Cardinium (Koivisto & Braig 2003; Ma & 

Schwander 2017; Van Der Kooi et al., 2017; Rodriguero, 2022). Actualmente, los casos 

confirmados de partenogénesis inducida por endosimbiontes se verifican en organismos 

con determinación de sexo haplo-diploide, como insectos de los órdenes Hymenoptera y 

Thysanoptera y ácaros del género Bryobia (Van Der Kooi et al., 2017); sin embargo, hay 

evidencia para sospechar que este fenómeno también podría ocurrir en organismos diplo-
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diploides como el colémbolo Folsomia candida (Willem 1902) (Hafer & Pike, 2010), la 

mariquita Nephus voeltzkowi (Weise 1910) (Magro et al., 2020), el gorgojo del agua del 

arroz Lissorhoptrus oryzophilus (Kuschel 1951) (Chen et al., 2012) y gorgojos de la tribu 

Naupactini (Rodriguero, 2009; Rodriguero et al., 2010a, 2021). 

Las bacterias del género Wolbachia parecen ser las responsables más frecuentes de 

la partenogénesis inducida por endosimbiontes (Ma & Schwander, 2017). ¿Cómo logran 

estas bacterias desencadenar la maternidad en hembras vírgenes? La mayoría de los casos 

reportados establece que Wolbachia provoca la duplicación genómica dentro de los 

oocitos de especies haplo-diploides (“gamete duplication”) (Stouthamer, 2009; Ma & 

Schwander, 2017), convirtiendo a la partenogénesis arrenotóquica en telitóquica. Los 

mecanismos subyacentes que garantizan estas alteraciones continúan siendo el objeto de 

estudio de numerosas investigaciones (Newton & Slatko, 2019; Wu et al., 2020). 

1.2 Wolbachia pipientis Sancte Spiritus 
Wolbachia pipientis (Hertig 1936) son bacterias endosimbióticas Gram-negativas que se 

transmiten por vía maternal. Pertenecen a la familia Anaplasmataceae del orden 

Rickettsiales y, como son la única especie del género, suelen ser referidas únicamente 

como Wolbachia. Llamadas “Rickettsia de Culex pipiens” desde su descubrimiento 

(Hertig & Wolbach, 1924) hasta su nombramiento oficial (Hertig, 1936), estas bacterias 

fueron primeramente observadas en las gónadas del mosquito Culex pipiens (Linnaeus 

1758) (Hertig & Wolbach, 1924). No fue hasta la década del ‘70 que se asoció a esta 

bacteria con la incompatibilidad reproductiva observada entre machos infectados y 

hembras no infectadas de esta especie (Yen & Barr, 1971, 1973), y luego pasarían unos 

años más hasta que se empezara a reportar la presencia de Wolbachia en una amplia gama 

de organismos, incluyendo artrópodos y nematodes (Kellen et al., 1981; Hsiao & Hsiao, 

1985; Richardson et al., 1987; Binnington & Hoffmann, 1989). Dada la imposibilidad de 
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cultivar esta bacteria, el advenimiento de técnicas moleculares como la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés), que permite la detección del ADN 

de la bacteria en una muestra, ha producido que el trabajo realizado en torno a Wolbachia 

se incremente exponencialmente.  

Las bacterias del orden Rickettsiales constituyen un grupo diverso de bacterias 

intracelulares que sostienen relaciones parasitarias, mutualistas y comensales con sus 

hospedadores. Los géneros relacionados Anaplasma, Ehrlichia y Rickettsia (Figura 1.1 

A), típicamente tienen ciclos de vida que incluyen un vector invertebrado y un hospedador 

mamífero, aunque también se encuentran especies estrictamente asociadas a 

invertebrados (Werren et al., 2008). A diferencia de los miembros de estos otros géneros, 

hasta el momento no se ha registrado la infección con Wolbachia en vertebrados.  

Actualmente, la diversidad genética de Wolbachia puede clasificarse en al menos 17 

supergrupos2 posibles, cada uno integrado por numerosas cepas, originalmente 

delimitados en base a análisis filogenéticos a partir de los genes 16S ARNr (Figura 1.1 

B), que codifica para la subunidad menor del ribosoma de procariotas, ftsZ (proteína del 

ciclo celular) y wsp (proteína de superficie de Wolbachia) (Kaur et al., 2021). Luego, 

Baldo et al., (2006) idearon el sistema de tipificación MLST por sus siglas en inglés 

(“Multi-Locus Sequence Typing”), basado en el análisis de cinco genes conservados (ftsZ, 

gatB, coxA, hcpA, y fbpA) que permite una discriminación más robusta que la basada en 

un único marcador y estandarizada para la comunidad científica. 

                                                 
2 Los principales linajes evolutivos de Wolbachia se denominan "supergrupos" y difieren notablemente 
en la distribución y biología de sus hospedadores (Gerth et al., 2014). Fueron originalmente descritos por 
Werren et al., (1995b) y bautizados como tales por Zhou et al., (1998) a partir de estudios filogenéticos 
utilizando los genes 16S ARNr y ftsZ, y wsp, respectivamente. 
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Figura 1.1 Filogenia y evolución de Wolbachia. Representación esquemática de (A) relaciones filogenéticas de 
Wolbachia y miembros de la familia Anaplasmataceae, con Rickettsia como grupo externo, y (B) un árbol filogenético 
consenso basado en la secuencia 16S ARNr sin raíz de los principales supergrupos de Wolbachia. Las posiciones 
filogenéticas de los supergrupos son actualmente tentativas y están basadas en trabajos publicados previamente en 
función de análisis de genes únicos y multigénicos. Los colores corresponden a diferentes patrones de asociaciones 
hospedador-Wolbachia en los supergrupos. El supergrupo E tiene una etiqueta multicolor, ya que la evidencia de 
fenotipos asociados con Wolbachia en sus hospedadores es sugestiva pero no concluyente. Un símbolo de fago 
representa supergrupos de Wolbachia con evidencia genómica de presencia del profago WO (ver Kent & Bordenstein, 
2010). Tomado y modificado de Kaur et al., 2021. 

La prevalencia global de Wolbachia está estimada en alrededor de un 20% de acuerdo 

a trabajos experimentales (Werren et al., 1995a; Werren & Windsor, 2000; Duron et al., 

2008); sin embargo, estos estudios subestimaron la prevalencia de la infección por la 

utilización de uno o unos pocos individuos por especie para la caracterización, asumiendo 

que cuando la bacteria está presente, las frecuencias de infección dentro de cada especie 

son altas, aunque esto puede no ser así (Hilgenboecker et al., 2008). Se han realizado 

varios meta-análisis modelando la frecuencia de infección intraespecífica, lo que permitió 

obtener un resultado más preciso del porcentaje de infección global (Hilgenboecker et al., 

2008; Zug & Hammerstein, 2012; Weinert et al., 2015). En base a dichos estudios, se ha 

concluido no solo que la prevalencia de infección oscila entre 40-66%, sino que las 

distribuciones resultantes sugieren un patrón de “casi todos o casi ninguno” en referencia 

a los individuos infectados, que implica que las frecuencias de infección dentro de cada 

especie suelen estar representadas o por valores muy altos o por valores muy bajos. 
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Si bien la alta prevalencia de esta bacteria es motivo suficiente para profundizar en 

su estudio, otra característica interesante de Wolbachia son las diversas manipulaciones 

reproductivas que ejerce sobre sus hospedadores (Figura 1.2), que incluyen: i) 

feminización de machos genéticos; ii) partenogénesis telitóquica (origen infeccioso de la 

partenogénesis); iii) androcidio (“male killing”), que implica la mortalidad de la 

descendencia masculina de las hembras infectadas, lo cual confiere una ventaja a la 

descendencia femenina, particularmente en especies que practican el canibalismo; iv) 

incompatibilidad citoplasmática, que es el fenotipo más reportado y consiste en la 

mortalidad de los embriones provenientes de cruzamientos entre machos infectados y 

hembras no infectadas, lo cual confiere una ventaja reproductiva a las hembras infectadas. 

Qué fenotipo se expresa (si acaso alguno) dependerá de factores propios del hospedador, 

de la bacteria, de la relación entre ambos y también de la interacción con otros simbiontes 

(Charlat et al., 2003; Kaur et al., 2021). 

Las alteraciones reproductivas que genera Wolbachia son consecuencia de la gran 

presión de selección que implica la herencia maternal de estos endosimbiontes. En este 

contexto, los machos representan “callejones sin salida” evolutivos para el pasaje de estos 

microorganismos a la siguiente generación, lo que ha llevado a la fijación de mecanismos 

que producen un incremento en el éxito reproductivo de las hembras infectadas a expensas 

de los machos (Dobson, 2003; Engelstädter & Hurst, 2009). En conjunto, estas estrategias 

se conocen como “parasitismo reproductivo” (Werren et al., 2008; Hurst & Frost, 2015) 

y permiten incrementar la frecuencia de la infección dentro de una determinada población. 
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Figura 1.2 Fenotipos inducidos por Wolbachia. La feminización da como resultado machos genéticos que se 
desarrollan como hembras (en los órdenes Hemiptera, Isopoda y Lepidoptera). La inducción de la partenogénesis 
implica la reproducción de hembras vírgenes (en los órdenes Acari, Hymenoptera y Thysanoptera). El androcidio 
elimina a los machos infectados y suele evolucionar en aquellos casos en los que se da el canibalismo entre los 
miembros de la progenie; las hembras infectadas sobreviven y obtienen una ventaja de la muerte de sus hermanos 
(en los órdenes Coleoptera, Diptera, Lepidoptera y Pseudoscorpionida). La incompatibilidad citoplasmática impide el 
apareamiento exitoso entre machos infectados y hembras que carecen de Wolbachia (en los órdenes Acari, 
Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Hymenoptera, Isopoda, Lepidoptera y Orthoptera). Tomado y modificado de Werren 
et al., 2008. 

El increíble éxito de Wolbachia en parte tiene que ver con la eficiencia de su 

transmisión vertical, que se ve favorecida por los distintos fenotipos que incita en sus 

hospedadores y que permiten incrementar considerablemente su continuidad en las 

próximas generaciones. Sin embargo, su enorme prevalencia se debe a su capacidad de 

“saltar” entre hospedadores, lo que la convierte en la conquistadora más versátil.  

La falta de congruencia entre las reconstrucciones filogenéticas de las cepas de 

Wolbachia y sus hospedadores da cuenta de múltiples eventos de transmisión horizontal 

(O’Neill et al., 1992; Werren et al., 1995b; Schilthuizen & Stouthamer, 1997; Gerth et 

al., 2013). Más aún, los resultados de múltiples análisis filogenómicos sugieren que han 

ocurrido numerosos eventos de cambio de hospedador entre artrópodos e intercambios 

antiguos entre artrópodos y nematodes (Gerth et al., 2014; Gomes et al., 2022). Incluso 

se estima que Wolbachia se encuentra en equilibrio epidemiológico debido a que la 

frecuencia con que nuevos taxones adquieren la infección es similar a la frecuencia con 

que las infecciones existentes se pierden (Bailly-Bechet et al., 2017). 
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El éxito del establecimiento de una nueva infección depende de que ésta sortee cuatro 

grandes obstáculos, cada uno con desafíos particulares que pueden superarse o no, 

dependiendo de factores tanto del hospedador como de la bacteria (Sanaei et al., 2021). 

En primer lugar debe ocurrir la transferencia física de la bacteria a una hembra de una 

nueva especie; luego Wolbachia debe ser capaz de proliferar dentro de este nuevo entorno 

individual y alcanzar la línea germinal; como tercer proceso se debe dar la transmisión 

maternal exitosa; por último, Wolbachia debe lograr diseminarse dentro de la nueva 

población hospedadora. 

Se han reportado casos de adquisición de Wolbachia a partir de canibalismo y 

predación en isópodos (Le Clec'h et al., 2013), mediados por plantas (Li et al., 2017) y 

parasitoides (Huigens et al., 2004; Ahmed et al., 2015). Estos estudios ponen en evidencia 

que Wolbachia aprovecha al máximo las distintas instancias de interacción que se dan 

entre los organismos, por lo que su transferencia entre especies que comparten el mismo 

nicho ecológico es esperable y es uno de los factores a tener en cuenta cuando se observan 

cepas de Wolbachia cercanamente emparentadas presentes en hospedadores que pueden 

no estarlo. 

1.3 La tribu Naupactini: el hogar de las madres 
vírgenes 
Los gorgojos de la familia Curculionidae (Coleoptera, Curculionidea) (“gorgojos 

verdaderos” o “true weevils”) constituyen el grupo más numeroso y diverso dentro de los 

insectos, con alrededor de 4.600 géneros y 51.000 especies descritas (Oberprieler et al., 

2007). Habitan los ambientes más disímiles, desde el Ártico hasta las islas subantárticas, 

en playas, montañas y desiertos, pero es en los trópicos húmedos donde alcanzan su 

mayor diversidad y riqueza (Zimmerman, 1994; Oberprieler et al., 2007). Sus fuentes de 

alimento son tan variadas como los lugares que colonizan, probablemente ninguna planta 
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pasa desapercibida para ellos y esta diversidad también se extiende a qué partes de las 

plantas son las que aprovechan (Zimmerman, 1994; Oberprieler et al., 2007). El impacto 

ecológico que ejercen es igual de heterogéneo: existen especies polinizadoras (Eriksson, 

1994; Terry, 2001; Norman et al., 2018; Salzman et al., 2021), especies mirmecófilas3 

(Fall, 1912; Hustache & Bruch, 1936; Pérez-Lachaud & Lachaud, 2014), especies 

predadoras (Zwolfer & Bennett, 1969; Barker, 2006) y varias especies de importancia 

económica por los daños que ocasionan a múltiples cultivos (e.g., Chen et al., 2005; 

Fuentes et al., 2017). Coincidentemente, tres subfamilias con especies de importancia 

económica también se destacan por una alta incidencia de partenogénesis: Scolytinae 

(escarabajos de la madera), Cyclominae y Entiminae (gorgojos de rostro corto) (Lanteri 

& Normark, 1995; Gokhman & Kuznetsova, 2018). 

Las primeras observaciones de partenogénesis en gorgojos evidenciaron que en este 

grupo: i) la partenogénesis es de tipo apomíctica (ameiótica); ii) para una misma especie 

pueden existir linajes partenogenéticos y linajes sexuales con distribuciones geográficas 

diferentes (más amplias en el caso de linajes partenogenéticos); iii) si bien existen 

especies partenogenéticas diploides, la partenogénesis suele asociarse con la poliploidía, 

existiendo especies tri-, tetra-, penta-, hexa- y decaploides; iv) la partenogénesis y la 

poliploidía podrían haber surgido de manera simultánea; sin embargo, no son fenómenos 

independientes entre sí; y v) la partenogénesis en este grupo tendría un origen híbrido 

(Suomalainen, 1940; Suomalainen , 1950; Smith, 1971; Suomalainen & Saura, 1973; 

Saura et al., 1993). 

                                                 
3 Organismos que pueden encontrarse en asociación estrecha con hormigas. Pueden estar integrados a la 

colonia (i.e., si interaccionan con las hormigas y han sido aceptados en su sociedad) o no. En general el 
término hace referencia a asociaciones mutualistas, pero también puede utilizarse para interacciones 
comensalistas o incluso parasitarias (Kistner, 1982). 
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Para la década de 1990 se habían publicado varios estudios de curculiónidos 

partenogenéticos, principalmente citando especies de Europa, Japón y América del Norte 

(e.g., Suomalainen, 1940; Takenouchi, 1965, 1976; Lokki et al., 1976), con pocas o 

ninguna mención de especies de América del Sur (e.g., Sanderson, 1973). Esto cambió 

cuando Lanteri & Normark, (1995) publicaron el primer trabajo exhaustivo sobre la 

extensión de la partenogénesis en gorgojos de la tribu Naupactini (subfamilia Entiminae) 

a partir del análisis taxonómico y las proporciones de sexos encontradas en poblaciones 

naturales. Así, se reportaron 31 especies potencialmente partenogenéticas debido a la 

ausencia estricta de machos o bien por la observación de una desproporcionada relación 

entre hembras y machos. Experimentos de cría y estudios citológicos serían necesarios 

para demostrar efectivamente la reproducción partenogenética en la mayoría de las 

especies (e.g., Normark, 1996), aunque la sostenida ausencia de machos en poblaciones 

naturales es un buen augurio.  

Naupactini es una tribu de gorgojos de rostro corto perteneciente a la subfamilia 

Entiminae con cerca de 500 especies descriptas, la mayoría de ellas distribuidas en la 

región Neotropical, principalmente en América del Sur (Lanteri et al., 2002b). La 

asiduidad de la partenogénesis telitóquica dentro de esta tribu ha favorecido su dispersión 

en ambientes perturbados (i.e., ecosistemas agrarios), con la consecuente colonización de 

nuevas áreas distantes de su rango geográfico original (Alonso-Zarazaga, 1999; Lanteri 

et al., 2002b; Lanteri et al., 2013). Numerosas especies de Naupactini son consideradas 

plagas en los países donde han sido accidentalmente introducidas por los daños que 

ocasionan a cultivos de importancia económica (Chadwick, 1965; Madge et al., 1992; 

Hardwick, 1999; Gyeltshen & Hodges, 2006; Lanteri et al., 2013). En conjunto, la 

profundización del estudio de esta tribu resulta sumamente interesante no solo desde el 
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punto de vista evolutivo, sino también con miras hacia generar estrategias de control para 

las especies invasoras perjudiciales que, coincidentemente, suelen ser partenogenéticas. 

En esta línea, la comparación de filogenias basadas en caracteres morfológicos y 

haplotipos mitocondriales en el complejo de especies Aramigus tessellatus (Say 1824) 

evidenció que ambos conjuntos de marcadores son altamente incongruentes entre sí, lo 

que indicaría historias evolutivas diferentes y favorecería la hipótesis del origen híbrido 

de la partenogénesis en este complejo (Normark & Lanteri, 1998). Sin embargo, el 

descubrimiento de Wolbachia en A. tessellatus (Werren et al., 1995b) abrió una nueva 

puerta para explorar el origen de la partenogénesis en esta tribu y la historia evolutiva 

compartida entre hospedadores y simbiontes (Rodriguero, 2009).  

En las últimas décadas, el entendimiento que se tiene sobre la relación entre 

Wolbachia y la tribu Naupactini se ha complejizado sobremanera. Inicialmente, 

Rodriguero et al., (2010a) estudiaron la posibilidad del origen infeccioso de la 

partenogénesis, con Wolbachia como la causante de la transición a la unisexualidad, 

mediante el análisis del estado de infección y tipificación de cepas en 29 especies de 

Naupactini con distintos modos reproductivos (8 especies de reproducción sexual y 21 

especies partenogenéticas). Encontraron una asociación significativa entre el modo 

reproductivo y la presencia o ausencia de la infección con Wolbachia, de modo que las 

especies partenogenéticas estaban infectadas y las especies de reproducción sexual no. 

Este patrón macroevolutivo se replica a nivel microevolutivo en Pantomorus 

postfasciatus (Hustache 1947) (Elías-Costa, et al., 2019). 

Pantomorus postfasciatus cuenta con un sistema reproductivo mixto, es decir, existen 

linajes que se reproducen por partenogénesis, mientras que aún existen poblaciones donde 

pueden encontrarse machos de esta especie. Los estudios genético-poblacionales llevados 
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a cabo por Elías-Costa et al., (2019) revelaron que los linajes partenogenéticos se 

encontraban infectados con Wolbachia, mientras que no detectaron la infección en 

poblaciones bisexuales. Asimismo, identificaron un proceso especiogénico incipiente 

entre linajes bisexuales y partenogenéticos muy posiblemente mediado por Wolbachia y 

la señalaron como posible inductora de la partenogénesis en P. postfasciatus. 

Posteriormente, un experimento de cura con antibióticos efectuado con esta especie 

permitió establecer un vínculo entre la viabilidad de la progenie de los linajes 

partenogenéticos y la densidad relativa de Wolbachia (Rodriguero et al., 2021). Entonces, 

si bien en un principio Rodriguero et al., (2010a) señalaron una relación entre la presencia 

de la infección y la partenogénesis, estudios ulteriores señalaron que la densidad o carga 

de la bacteria es un factor de fundamental importancia en especies unisexuales. Así, la 

relación entre Wolbachia y la partenogénesis no solo tiene un componente cualitativo, 

sino también cuantitativo. Rodriguero et al., (2021) sugieren la existencia de un umbral 

de densidad bacteriana necesario para la reproducción en linajes partenogenéticos de P. 

postfasciatus, aunque no pudieron discriminar si esta bacteria sería necesaria para la 

división del huevo no fecundado, la oogénesis o ambos procesos. Más aún, en un estudio 

posterior se describen infecciones con bajas densidades de Wolbachia (i.e., no detectables 

por métodos convencionales como la PCR de punto final, pero sí a partir de métodos más 

sensibles como la PCR en tiempo real), en especies de reproducción sexual estricta como 

Naupactus dissimulator (Boheman 1840) y Naupactus xanthographus (Germar 1824) (da 

Cruz Cabral et al., 2020). Estos hallazgos no solo refuerzan la idea de partenogénesis 

infecciosa en estos insectos, sino que inmediatamente conducen a la pregunta “¿por qué 

la densidad de Wolbachia se mantiene en un nivel tan bajo en ciertas especies de 

Naupactini que no experimentaron la transición a la partenogénesis?” La respuesta puede 
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estar encerrada en las interacciones con otros miembros de la bacteriota (da Cruz Cabral 

et al., 2022). 

Por otro lado, existe una gran diversidad de cepas de Wolbachia que afectan a 

especies de la tribu Naupactini. Se identificaron 11 cepas diferentes asociadas a 23 

especies con linajes partenogenéticos, todas pertenecientes al supergrupo B (Rodriguero 

et al., 2010a; Cabrio et al., 2022). Del análisis de estas cepas se desprenden varias 

cuestiones interesantes. En primer lugar, se aprecia la existencia de cepas ampliamente 

distribuidas en contraste con cepas que solo afectan a una o dos especies hospedadoras. 

En particular, la cepa wNau1 se identificó en el 30% de las especies estudiadas 

(Rodriguero et al., 2010a) y también se la encontró en microhimenópteros parasitoides 

(Braconidae, Hymenoptera) (Mengoni Goñalons et al., 2014; Rodriguero et al., 2014). 

Esta abundancia de hospedadores habla de numerosos eventos de transferencia 

horizontal, de modo que puede considerarse una cepa “superpropagadora” (Sanaei et al., 

2021).  

Además, se observa una enorme tasa de transferencia horizontal, tal como lo reflejó 

el análisis filogenético realizado por Cabrio et al., (2022). Las autoras observaron que el 

conjunto de cepas descripto para las especies del complejo Pantomorus-Naupactus 

(Naupactini) conforma un grupo polifilético con variados niveles de divergencia, aunque 

se observan cepas cercanamente emparentadas que forman un grupo monofilético. 

Entonces, la evolución de la infección con Wolbachia en este grupo de insectos podría 

haberse dado probablemente por una serie de eventos de transferencia horizontal, 

posibilitados por un lado por el parentesco filogenético entre hospedadores y por otro por 

ambientes ecológicos compartidos. 
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Finalmente, merece una mención especial la cepa wNau5 que, si bien se ha detectado 

solo en dos especies de Naupactini, puede considerarse sumamente exitosa en cuanto a 

que es la cepa característica de Naupactus cervinus (Boheman 1840), una de las especies 

de la tribu que más ha incrementado su distribución geográfica a partir de la introducción 

accidental en otros países, donde generalmente es considerada una plaga de cultivos de 

importancia económica (Chadwick, 1965; Elgueta, 1993; Lanteri et al., 2002a,b) y en la 

cual la infección se halla fijada. Además, se ha encontrado evidencia indirecta para 

hipotetizar la transmisión horizontal de esta cepa entre N. cervinus y un 

microhimenóptero parasitoide (Fernandez Goya et al., 2022), como también entre N. 

cervinus y P. postfasciatus (Elías-Costa et al., 2019). 

1.4 Especies de Naupactini involucradas en este 
trabajo 
Las especies de Naupactini son polífagas, aunque es frecuente observar preferencias por 

ciertas familias de plantas. Las hembras de esta tribu cuentan con un ovipositor largo y 

flexible que utilizan para depositar numerosos huevos aglutinados con una sustancia 

cementante en hendiduras formadas por dos superficies, como pueden ser los puntos de 

contacto entre el suelo y la hojarasca, grietas en troncos o ramas, debajo del cáliz de las 

flores o frutos, entre dos hojas o en un doblez de una hoja (Lanteri et al., 2002b). Las 

larvas son subterráneas, viven libremente en el suelo alimentándose de las raíces y 

atraviesan numerosos estadios que culminan con la pupación dentro de una celda de tierra 

(Lanteri et al., 2002b). Tienen una única generación anual y los adultos emergen del suelo 

a lo largo de la temporada de verano de modo que en una misma estación podemos 

encontrar individuos de distintas edades.  

En el presente trabajo de tesis se estudiaron cuatro especies de Naupactini que pueden 

resultar perjudiciales para distintos cultivos: Pantomorus postfasciatus (Figura 1.3A), 
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Naupactus cervinus (Figura 1.3B), Naupactus dissimulator (Figura 1.3C) y Naupactus 

xanthographus (Figura 1.3D). 

 
Figura 1.3 Especies de Naupactini utilizadas en este trabajo: Pantomorus postfasciatus (A), Naupactus cervinus (B), 
Naupactus dissimulator (C) y Naupactus xanthographus (D). En todos los casos la barra de escala representa 1 mm. 

Pantomorus postfasciatus se asocia con vegetación arbórea y pastizales en las 

provincias Chaqueña y Pampeana y además se encuentra ocasionalmente en alfalfares de 

la provincia de Córdoba (Figura 1.4A) (Lanteri, 1994; Lanteri et al, 2002b). Se ha citado 

como perjudicial para cítricos en Corrientes, donde en 1990 los adultos causaron daños 

en el follaje y en las flores, y las larvas en las zonas del cuello y las raíces (Lanteri et al., 

2002b). Su presencia ha sido reportada en Paraguay, Uruguay y Brasil, donde también se 

la ha encontrado dañando cítricos (Lanteri et al., 2002a; Guedes et al., 2005). Cuenta con 

linajes de reproducción sexual no infectados con Wolbachia y con linajes 
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partenogenéticos infectados con alta densidad de wNau1 (Elias-Costa et al., 2019; da Cruz 

Cabral et al., 2020). 

Naupactus cervinus tiene una distribución ancestral asociada a los bordes de la selva 

en galería de la selva paranaense (Rodriguero, 2009; Rodriguero et al., 2016), aunque 

actualmente ha extendido su distribución hacia otras regiones (Figura 1.4B) (Rodriguero 

et al., 2016, 2019, 2023). Reviste gran importancia económica, especialmente en los 

países donde fue introducida. En la Argentina es dañina para cítricos, alfalfa, plantas de 

jardín, diversos frutales y forestales (Lanteri, 1994; Lanteri et al., 2002b; Del Rio et al., 

2010); en Estados Unidos y Australia es perjudicial para cítricos (Smith et al., 1997; 

Lanteri et al., 2002b); en Brasil para cítricos, café y rosáceas (Lanteri et al., 2002a, b; 

Guedes et al., 2005); en Chile para alfalfa, bananos, cítricos, damasco, durazno, 

frambuesa, frutilla, maíz, manzano, palta, remolacha, trébol rosado y diversas gramíneas 

(Elgueta, 1993). Esta especie se reproduce por partenogénesis y no se conocen 

poblaciones sexuales actuales (Rodriguero et al., 2010b). Todas las poblaciones 

estudiadas se encuentran infectadas con wNau5 (Rodriguero et al., 2010b). 

Naupactus dissimulator se asocia con la vegetación de la selva en galería del río 

Paraná, desde Misiones hasta el Río de la Plata en Buenos Aires (Lanteri et al., 2002b). 

Su distribución geográfica es la más acotada entre las especies estudiadas y no se tienen 

reportes de introducción en otros países (Figura 1.4C). En Argentina se ha reportado que 

causa daños en cítricos, yerba mate y duraznero (Bosq, 1943; Lanteri et al., 2002b). De 

reproducción sexual estricta, no cuenta con linajes partenogenéticos; sin embargo, tanto 

machos como hembras se encuentran infectados con densidades bajas de wNau1 en parte 

de su rango de distribución (da Cruz Cabral et al., 2020). 
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Naupactus xanthographus se asocia principalmente con vegetación arbórea de la 

provincia Chaqueña, habiendo extendido su área de distribución hacia zonas más áridas 

(Figura 1.4D). Su biología ha sido bien estudiada en Chile por los importantes daños que 

ocasiona en diversos cultivos, especialmente la vid (Caballero, 1968; González et al., 

1992; Elgueta, 1993). En Argentina ocasiona daños en alfalfa, vid, fruta fina y plantas de 

jardín, como ligustro y rosal (Lanteri, 1994; Lanteri et al., 2002b; Del Rio et al., 2010), 

aunque los daños ocasionados no han alcanzado la magnitud de los que ocurren en Chile. 

También de reproducción sexual estricta, existen linajes donde machos y hembras están 

infectados con bajas densidades de wNau1, aunque también existen poblaciones 

completamente libres de infección (da Cruz Cabral et al., 2020). 

 
Figura 1.4 Distribución geográfica en Argentina de distintas especies de Naupactini. A. Pantomorus postfasciatus. B. 
Naupactus cervinus. C. Naupactus dissimulator. D. Naupactus xanthographus. La barra de escala representa 1000 km. 
Los mapas de las distribuciones fueron tomados del Catálogo Naupactini (Coleoptera: Curculionidae) especies de 
Argentina y Uruguay (Lanteri & del Río, 2023). 

 

1.5 Objetivos e Hipótesis 
El presente trabajo de tesis pretende profundizar el conocimiento que se tiene sobre las 

interacciones entre la bacteria endosimbiótica Wolbachia pipientis y distintas especies de 

gorgojos de la tribu Naupactini, con especial foco en la reproducción.  

Las hipótesis y objetivos asociados de este trabajo son: 
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Hipótesis I: La reproducción de los linajes partenogenéticos de Pantomorus 

postfasciatus depende de la densidad de Wolbachia. 

Objetivo asociado: Evaluar la relación entre la densidad de la cepa wNau1 y la 

viabilidad de la progenie en poblaciones partenogenéticas del gorgojo P. postfasciatus a 

partir de un experimento de cura con un antibiótico efectivo contra Wolbachia, 

controlando los efectos secundarios del compuesto y el posible efecto sobre otros 

simbiontes. 

Hipótesis II: Wolbachia colocaliza en forma ubicua con otros simbiontes 

dominantes en distintas especies de Naupactini.  

Objetivo asociado: Determinar la colocalización y densidad de los simbiontes más 

abundantes en distintas especies de Naupactini infectadas con Wolbachia. 

Hipótesis III: Las cepas de Wolbachia que infectan a especies de gorgojos capaces 

de reproducirse partenogenéticamente presentan ciertas características genómicas 

comunes entre sí y posiblemente con otras cepas que inducen este mismo fenotipo en 

otros artrópodos, particularmente aquellos con sistema de determinación del sexo diplo-

diploide. 

Objetivo asociado: Secuenciar, ensamblar y anotar funcionalmente los genomas de 

las cepas de Naupactini wNau1 y wNau5 y realizar un análisis genómico-comparativo 

con el fin de evidenciar familias de genes que podrían estar involucradas en la transición 

a la unisexualidad en este grupo de insectos. Adicionalmente se incluirán en el análisis 

cepas inductoras de partenogénesis, particularmente en especies de artrópodos con 

sistema de determinación del sexo diplo-diploide. 

Hipótesis IV: Los parasitoides podrían actuar como vehículos de la transmisión de 

Wolbachia entre especies de Naupactini. 
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Objetivo asociado: Explorar el parasitoidismo como posible ruta de transferencia 

horizontal de la infección con Wolbachia en la tribu Naupactini mediante la identificación 

de especies de parasitoides encontradas en este grupo, a través de un análisis de código 

de barras del ADN, el diagnóstico de la infección de las mismas y la caracterización de 

la cepa de Wolbachia con la cual estén infectadas. 

 

Con el abordaje de estos objetivos y la integración de los resultados se espera aportar 

información original sobre el rol de las bacterias endosimbióticas, particularmente 

Wolbachia, haciendo foco en el factor densidad y su relación con los distintos modos 

reproductivos reportados para la tribu Naupactini. A su vez, la caracterización de dos 

nuevos genomas de Wolbachia representa un avance en el esfuerzo colectivo por 

reconstruir la historia evolutiva de esta bacteria.  
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2. ESTUDIO DE LA RELACIÓN ENTRE LA 
DENSIDAD DE WOLBACHIA PIPIENTIS  Y 
LA REPRODUCCIÓN EN LINAJES 
PARTENOGENÉTICOS DE PANTOMORUS 
POSTFASCIATUS. 

2.1. Introducción 

2.1.1 Antecedentes de partenogénesis infecciosa 
La partenogénesis infecciosa, o inducida por endosimbiontes, ha sido demostrada en 

numerosas especies de insectos haplo-diploides (Ma & Schwander 2017; Van Der Kooi 

et al., 2017). En ellas, la eliminación de los endosimbiontes a partir de un tratamiento con 

un antibiótico o de un tratamiento con calor generalmente ocasiona que la progenie de 

hembras vírgenes esté constituida por machos haploides en lugar de hembras diploides. 

La restauración de la bisexualidad proporciona evidencia directa del papel de los 

endosimbiontes en la inducción de la partenogénesis en sus hospedadores. Este fue el 

enfoque utilizado por Stouthamer et al., (1990) cuando descubrieron la partenogénesis 

inducida por endosimbiontes en avispas del género Trichogramma (Westwood 1833) 

(Hymenoptera, Trichogrammatidae), y desde entonces se ha aplicado para revelar este 

fenómeno en diversos grupos taxonómicos, incluidos tisanópteros (Arakaki, 2001; Kumm 

& Moritz, 2008), ácaros (Weeks & Breeuwer, 2001) y numerosas especies de avispas 

(Stouthamer et al., 1990; Stouthamer & Werren, 1993; Zchori-Fein et al., 2004; Kremer 

et al., 2009). 

Contrariamente, es sumamente difícil, y muchas veces imposible, demostrar 

formalmente la partenogénesis inducida por endosimbiontes en especies diplo-diploides. 

Si la partenogénesis tiene causas genéticas se esperaría que las hembras tratadas 
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continuaran produciendo huevos diploides que pueden o no ser viables dependiendo de 

si el tratamiento incide en la biología del hospedador (e.g., por efectos tóxicos), y que, de 

ser viables, darían como resultado una progenie enteramente femenina. Por otro lado, la 

postura de huevos haploides tras el tratamiento sugeriría que los endosimbiontes son la 

causa de la partenogénesis. Sin embargo, en las especies diplo-diploides los huevos 

haploides solo darán lugar a un nuevo individuo si son fertilizados por el esperma de un 

macho. Por lo tanto, para comprobar que la partenogénesis es de tipo infecciosa, las 

hembras curadas de sus endosimbiontes deben aparearse con machos de un linaje de 

reproducción sexual para producir descendencia viable y bisexual. A su vez, estos 

cruzamientos pueden devenir en posturas inviables ya que los rasgos sexuales clave, 

especialmente la capacidad de fertilizar óvulos, generalmente se deterioran en las 

hembras partenogenéticas (Van der Kooi & Schwander, 2014). Alternativamente, la 

inviabilidad de la progenie proveniente de la cópula entre hembras tratadas con machos 

de la misma especie también podría deberse a que los endosimbiontes sean necesarios 

para la oogénesis exitosa, de manera independiente del fenómeno de partenogénesis. Por 

lo tanto, el cruzamiento entre hembras partenogenéticas curadas y machos de otras 

poblaciones puede producir descendencia inviable aun cuando la partenogénesis tenga 

una base infecciosa. A pesar de estas dificultades, la realización de experimentos como 

los mencionados puede proporcionar información útil sobre el sistema en estudio (Ma & 

Schwander 2017).  

Resumiendo, un experimento que resulte en la eliminación de endosimbiontes en 

hembras partenogenéticas de especies diplo-diploides podría confirmar si la 

partenogénesis observada es inducida por endosimbiontes si y solo si i) las posturas de 

las hembras tratadas no son viables, en contraste con las posturas de las hembras no 

tratadas (control), y ii) se recupera la viabilidad de las posturas luego de la cópula exitosa 
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con un macho de una población de reproducción sexual y se obtiene una progenie 

bisexual. Esta demostración requiere de la existencia de linajes bisexuales de la misma 

especie y constituye una primera limitación, ya que los machos pueden ser sumamente 

difíciles de encontrar o incluso haberse extinguido, como es el caso para el colémbolo 

Folsomia candida (Willem 1902) (Fountain & Hopkin, 2005) o para los gorgojos 

Otiorhynchus sulcatus (Fabricius 1775) (Smith, 1932) y Naupactus cervinus (Rodriguero, 

2009). 

Folsomia candida representa actualmente el caso más probable de partenogénesis 

inducida por endosimbiontes, específicamente Wolbachia, en organismos diplo-diploides 

(Ma & Schwander, 2017). Experimentos de cura utilizando el antibiótico rifampicina 

(C43H58N4O12)
4 y tratamiento térmico evidenciaron que esta bacteria es imprescindible 

para garantizar la continuidad de esta especie (i.e., es un simbionte obligado) (Pike & 

Kingcombe, 2009; Timmermans, & Ellers, 2009). Sin embargo, la esterilidad de las 

hembras tratadas no permite aseverar que Wolbachia sea la responsable de la inducción 

de la partenogénesis ya que, en cambio podría estar involucrada en la oogénesis, tal como 

ocurre en la avispa Asobara tabida (Nees 1834) (Dedeine et al., 2001) o en el escarabajo 

de la corteza de palma Coccotrypes dactyliperda (Fabricius 1801) (Zchori‐Fein et al., 

2006). La ausencia de poblaciones bisexuales no infectadas impide poner a prueba la 

hipótesis de que las hembras curadas de la infección son capaces de reproducirse 

sexualmente, lo que podría aclarar el efecto de Wolbachia en esta especie (Pike & 

Kingcombe, 2009; Timmermans & Ellers, 2009). Sin embargo los hallazgos de Riparbelli 

et al., (2006) sugieren que Wolbachia podría ser la responsable de restaurar la ploidía 

                                                 
4 La rifampicina y la tetraciclina son antibióticos efectivos para el tratamiento de la infección con 
Wolbachia. El calor también es un agente exitoso para la disminución de la carga bacteriana. Para una 
revisión, ver Li et al., (2014). 
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induciendo modificaciones en la formación del huso acromático y la segregación 

cromosómica durante la meiosis. 

2.1.2 Wolbachia en la tribu Naupactini 
El hallazgo de Wolbachia en numerosas especies partenogenéticas de la tribu Naupactini 

y su correlación con el modo reproductivo de la especie (i.e., especies infectadas se 

reproducen partenogenéticamente mientras que especies no infectadas exhiben 

reproducción sexual) (Rodriguero et al., 2010a) ha sido el puntapié inicial de una serie de 

investigaciones dedicadas a esclarecer el rol que este endosimbionte ejerce en la 

reproducción de estos gorgojos. En particular, es interesante el caso de Pantomorus 

postfasciatus que cuenta con linajes partenogenéticos infectados con altas densidades de 

la cepa wNAu1, y linajes de reproducción bisexual que carecen de dicha infección (Elías-

Costa, 2019). 

Experimentos de cura con antibióticos en esta especie revelaron que, si bien la 

viabilidad de las posturas de hembras tratadas con tetraciclina (C22H24N2O8) disminuyó 

hasta volverse nula (en contraste con lo ocurrido para las posturas de las hembras control), 

la infección no fue eliminada completamente, sino que las hembras tratadas contaban con 

densidades de Wolbachia significativamente menores que las hembras control 

(Rodriguero et al., 2021). Estos resultados sugieren la existencia de una densidad de 

Wolbachia mínima y necesaria para garantizar la viabilidad embrionaria en linajes 

partenogenéticos de P. postfasciatus y coinciden con lo reportado para la inducción de 

otras manipulaciones reproductivas por parte de Wolbachia, como la incompatibilidad 

citoplasmática (Breeuwer & Werren, 1993), el androcidio (Hurst et al., 2000, 2001; Zeh 

et al., 2005) y la feminización (Negri et al., 2009). 

Similarmente a lo que ocurre con F. candida, los estudios previos sobre P. 

postfasciatus no permiten determinar si el efecto de la infección con Wolbachia se debe 
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a un vínculo con la partenogénesis o con la oogénesis. Sin embargo, la existencia de 

poblaciones bisexuales podría aportar información determinante sobre este interrogante. 

Recientemente, da Cruz Cabral et al., (2022) descubrieron la existencia de otro 

endosimbionte muy abundante en linajes partenogenéticos de P. postfasciatus y que 

corresponde al género Rickettsia. Rickettsia sp., al igual que Wolbachia, pertenece al 

orden Rickettsiales (Anaplasmataceae) y se la ha reportado como un parásito 

reproductivo de artrópodos (e.g., Perlman et al., 2006). Este hallazgo complejizó el 

escenario inicial y requirió estudiar si Rickettsia sp. podría estar involucrada en la 

reproducción de los linajes partenogenéticos de P. postfasciatus. 

2.1.3 Las bacterias del género Rickettsia  
Las bacterias del género Rickettsia son simbiontes intracelulares de eucariotas y están 

estrechamente relacionadas con los géneros Erlichia y Wolbachia (Werren et al., 2008). 

Son particularmente conocidas por causar enfermedades humanas, incluida la fiebre 

manchada de las Montañas Rocosas y el tifus epidémico (Raoult & Roux, 1997; Dumler 

& Walker, 2005; Khardori, 2006). Todas las especies de Rickettsia asociadas a 

vertebrados son transmitidas por artrópodos como parte de su ciclo de vida; sin embargo, 

existe una diversidad de especies, actualmente muy subestimada, que no han sido 

identificadas como patógenas de vertebrados y que no cuentan con un hospedador 

secundario conocido (Perlman et al., 2006; Weinert et al., 2009; Pilgrim et al., 2021). 

Si bien los hospedadores principales de Rickettsia spp. son los artrópodos, se han 

detectado infecciones en una amplia gama de organismos, incluyendo amebas, 

sanguijuelas, algas verdes e hidrozoos (Weinert, 2015). Dentro de Arthropoda, la 

diversidad de hospedadores abarca nueve órdenes de insectos, entre los que destacan 

Coleoptera, Diptera, Hemiptera e Hymenoptera, además de arañas, colémbolos, 

garrapatas y ácaros (Gottlieb et al., 2011). La diversidad de modos de transmisión de 
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Rickettsia spp. es sorprendente e incluye transmisión horizontal, vertical y mixta 

(Perlman et al., 2006; Weinert et al., 2009). La prevalencia de Rickettsia spp. en las 

especies de artrópodos que infecta suele ser baja (<10%), lo que sugiere un rol parasitario, 

ya sea por manipulación reproductiva o por patogénesis de vertebrados o plantas 

(Weinert, 2015). 

En efecto, algunas Rickettsia spp. son manipuladoras reproductivas, induciendo 

partenogénesis (Hagimori et al., 2006; Giorgini et al., 2010), androcidio (Hurst et al., 

1996; Lawson et al., 2001) o bien sesgando la proporción de sexos en una población a 

favor de las hembras infectadas a partir de un mecanismo aún desconocido (Weinert et 

al., 2007; Himler et al., 2011; Asiimwe et al., 2014). Sin embargo, ciertas Rickettsia spp. 

aparentemente actúan como mutualistas obligadas o facultativas (Weinert, 2015). Por 

ejemplo, en los piojos de los libros Liposcelis bostrychophila (Badonnel 1931) y 

Cerobasis guestfalica (Kolbe 1880) (Psocoptera), y probablemente también en el 

escarabajo del dátil C. dactyliperda, la presencia de Rickettsia spp. es necesaria para la 

oogénesis (Perotti et al., 2006; Zchori-Fein et al., 2006), mientras que en los áfidos y 

moscas blancas Rickettsia sp. confiere resistencia contra patógenos (Łukasik et al., 

2013a,b; Hendry et al., 2014). En otros hospedadores, la infección con Rickettsia spp. se 

asocia con una mayor fecundidad (Himler et al., 2011; Asiimwe et al., 2014), 

termotolerancia (Brumin et al., 2011), y podría asociarse con un aumento del tamaño 

corporal (Kikuchi & Fukatsu, 2005). Si bien se conocen algunas asociaciones positivas, 

la mayoría de los casos de infección con Rickettsia spp. actualmente caracterizados tienen 

impacto negativo sobre sus hospedadores (Chen et al., 2000; Montllor et al., 2002; Braig 

et al., 2009).  
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2.1.4 Objetivos 
En base a lo mencionado hasta ahora, el presente capítulo tiene por objetivo general 

evaluar la dinámica de la infección con Wolbachia y su relación con la reproducción en 

linajes partenogenéticos de P. postfasciatus. 

Para ello, se persiguen los siguientes objetivos específicos: 

1. Caracterizar la población de P. postfasciatus a partir de: i) evaluar el efecto del 

paso del tiempo sobre la densidad de Wolbachia; ii) establecer si Rickettsia sp. es 

susceptible al antibiótico utilizado contra Wolbachia (tetraciclina); iii) estudiar la 

distribución de ambos endosimbiontes bacterianos en distintos tejidos de P. 

postfasciatus; iv) estudiar el efecto de la tetraciclina sobre ambos endosimbiontes 

en distintos tejidos; y v) comparar las densidades bacterianas entre distintas 

poblaciones de la Ciudad de Buenos Aires. 

2. Evaluar la relación entre las densidades de la cepa wNau1 y de Rickettsia sp. y la 

viabilidad de la progenie en poblaciones partenogenéticas de P. postfasciatus a 

partir de un experimento de cura con tetraciclina, controlando los efectos del 

compuesto i) sobre la biología del hospedador (i.e., evaluación de los efectos 

secundarios del compuesto, lo cual permitirá establecer si los resultados obtenidos 

son consecuencia de la acción del antibiótico sobre la densidad de Wolbachia o 

un subproducto de su acción sobre la biología del hospedador); y ii) los efectos 

sobre la palatabilidad del alimento suministrado. 

3. Establecer si la cópula entre hembras partenogenéticas tratadas con antibiótico por 

un tiempo prolongado y machos provenientes de poblaciones bisexuales produce 

progenie viable (contraprueba necesaria para comprobar la inducción de 

partenogénesis infecciosa). 
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Con el fin de alcanzar los objetivos detallados, se realizó una caracterización 

detallada de la población de referencia, considerando varios factores relevantes para el 

diseño de experiencias exitosas. Posteriormente, se llevaron a cabo una serie de 

experimentos críticos5 para poner a prueba las hipótesis planteadas, así como también una 

serie de controles rigurosos para garantizar la confiabilidad de los resultados obtenidos. 

Por último, se realizó una contraprueba para discernir los efectos de los endosimbiontes 

estudiados en las distintas etapas del proceso reproductivo. A continuación se presentarán 

los materiales y métodos utilizados, los resultados obtenidos y la discusión de los mismos 

siguiendo el orden mencionado. 

2.2 Materiales y Métodos  
Primeramente se presentan los procedimientos generales llevados a cabo en todos los 

ensayos de cura con antibióticos desarrollados a lo largo de la tesis. Cada experimento 

fue sufriendo modificaciones según el objetivo específico y de acuerdo a las 

particularidades y disponibilidades de cada año. Estas modificaciones se aclararán 

oportunamente para cada experimento. 

2.2.1 Experimentos de cura con antibiótico 

2.2.1.1. Material Biológico 

Se colectaron hembras adultas de P. postfasciatus en distintos puntos de la Ciudad de 

Buenos Aires6 y del partido de Avellaneda (Gran Buenos Aires) (Tabla 2.1 y Figura 2.1) 

a partir de la inspección de la vegetación en canteros y plazas públicas. Se seleccionaron 

aquellos arbustos o árboles que presentaron evidencia de daño en los bordes de las hojas 

(Figura 2.2A, C). La obtención de las hembras se realizó manualmente, revisando las 

                                                 
5 Experimento que tiene la capacidad de determinar de manera concluyente si una hipótesis o teoría en 
particular es preferible a otras hipótesis o teorías que gozan de amplia aceptación en la comunidad 
científica. 
6 Para el caso particular de los puntos de colecta dentro de la Ciudad de Buenos Aires, nos referiremos al 
Barrio como la unidad poblacional. 
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plantas y sustrayéndolas una por una (Figura 2.2B), o utilizando el método de la sábana 

(i.e., golpear la vegetación sobre un cuadrado de tela de 55 x 55 cm que recibe la 

entomofauna que cae al perturbar las plantas) cuando la vegetación resultó ser muy 

frondosa. Dado que son organismos polífagos, este gorgojo se ha encontrado en 

numerosas especies de plantas: petunia o campanita mexicana (Ruellia simplex), lazo de 

amor (Chlorophytum comosum), tilo (Tilia x moltkei), Don Diego de la noche (Mirabilis 

jalapa), burrito (Aloysia polystachya), girasol (Helianthus annuus), margarita amarilla 

(Euryops pectinatus), entre otras. 

Tabla 2.1 Puntos de colecta de P. postfasciatus y sus respectivas coordenadas. 

Punto de colecta Coordenadas 

Avellaneda, GBA -34.6645, -58.35578 
Villa Lugano, CABA -34.68934, -58.46448 
Floresta, CABA -34.62239, -58.49738 
Caballito, CABA -34.61229, -58.43491 
Palermo, CABA -34.5722, -58.41564 
Coghlan, CABA -34.56728, -58.47703 
Ciudad Universitaria, CABA -34.54187, -58.44611 

 

 
Figura 2.1 Puntos de colecta de P. postfasciatus en Ciudad Autónoma de Buenos Aires y Gran Buenos Aires. La barra 
de escala representa 2 km. 
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Figura 2.2 Vegetación afectada por hembras de P. postfasciatus. A. Daño ocasionado apreciable en plantas de 
Mirabilis jalapa (Don Diego de la noche). B. Ejemplares de P. posfasciatus observados en un cantero de Chlorophytum 
comosum (lazo de amor). C. Magnitud del daño ocasionado en un cantero de C. comosum colonizado por P. 
posfasciatus. 
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2.2.1.2 Desarrollo del experimento 

Cada hembra fue colocada individualmente en un pote transparente con tapa perforada, 

con algodón humedecido y un dispositivo de oviposición según Rodriguero et al., (2021) 

(Figura 2.3).  

 
Figura 2.3 Dispositivos experimentales utilizados. A. Pote plástico con algodón humedecido, sustrato de oviposición, 
hembra de P. postfasciatus y tilo como alimento. B. Hembra de P. postfasciatus poniendo huevos en el sustrato de 
oviposición. C. Disposición de los dispositivos experimentales en el laboratorio. 

 

Se utilizó el antibiótico tetraciclina clohidrato (C22H24N2O8) (Farmacia Francesa, 

Argentina), que ha demostrado ser efectivo contra esta bacteria en numerosas especies 
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(Breeuwer & Werren, 1993; Stouthamer & Mak, 2002; Zeh et al., 2005), entre ellas 

gorgojos (Son et al., 2008; Chen et al., 2012) y particularmente en P. postfasciatus 

(Rodriguero et al., 2021). Día por medio se administraron hojas previamente sumergidas 

en agua destilada (grupo control) o en una solución de tetraciclina 2,5 mg/ml (grupo 

tratado) durante 30 min. Esta dosis fue seleccionada entre varias posibilidades por Son et 

al., (2008) para el gorgojo O. sulcatus (Coleoptera, Otiorhynchini) y por Rodriguero 

(2009) para N. cervinus (Coleoptera, Naupactini) y probada exitosamente en P. 

postfasciatus por Rodriguero et al., (2021). Se utilizó una única especie de planta como 

alimento por experimento, elegida en base a la disponibilidad en las inmediaciones y 

respetando en la medida de lo posible las especies donde hubieran sido colectadas las 

hembras. La toma de datos consistió en registrar las siguientes variables: i) el tamaño de 

la postura de cada hembra (i.e., la cantidad de huevos puestos y que constituye un 

estimador de la fecundidad), ii) la viabilidad de las posturas (proporción de larvas 

emergidas) y iii) la densidad de Wolbachia de las hembras. 

Cada postura (Figura 2.4A) fue colocada individualmente en una cápsula de Petri 

debidamente rotulada, acondicionada con papel de filtro humedecido y sellada con papel 

film. Las cápsulas de Petri fueron colocadas en una cámara de incubación, manteniendo 

condiciones constantes y emulando las condiciones estivales del periodo reproductivo: 

humedad relativa del 80%, temperatura de 27,5°C y un fotoperiodo de 16 horas de luz. 

Tres semanas después (tiempo suficiente para el desarrollo de las larvas según lo 

cuantificado por Rodriguero et al., 2021), se registró la viabilidad de las posturas para 

cada placa como cantidad de larvas vivas/total de huevos en la postura (Figura 2.4B). 
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Figura 2.4 Posturas antes (A) y después (B) de la incubación de tres semanas en una cámara de cría con humedad 
relativa del 80%, temperatura de 27,5°C y un fotoperiodo de 16 horas de luz. A. Postura fresca en sustrato de 
oviposición (divisiones en la regla: 1 mm). B. Huevos rotos y larvas de P. posfasciatus vivas sobre papel de filtro (barra: 
2 mm). 

Para estimar la densidad de Wolbachia se extrajo el ADN de cada hembra 

involucrada en el experimento y se realizó la cuantificación relativa utilizando la técnica 

de PCR cuantitativa o PCR en tiempo real (de ahora en más qPCR por sus siglas en 

inglés). 

2.2.2 Cuantificación relativa de la densidad bacteriana 

2.2.2.1 Extracción de ADN 

El ADN genómico total fue extraído siguiendo el protocolo de precipitación por sales o 

“salting out” de Sunnucks & Hales (1996). 

En un tubo de 1,5 ml se agregaron 305 μl de buffer TNES (ver Anexo I) y 5 μl de 

Proteinasa K (10 mg/ml). Luego se introdujo un individuo que fue machacado hasta 

disgregar el material. Este homogenato se incubó durante 2 horas a 55ºC, agitando con 

vortex por 5 seg cada 15 min. Al cabo de ese tiempo, se agregaron 5 μl de ARNasa a cada 

tubo y se incubó durante 30 min a 37°C, sin agitación. 

Posteriormente se agregaron 85 μl de ClNa 5M y se agitó la solución utilizando el 

vortex durante 15 seg. Seguidamente, se precipitaron las proteínas mediante una 

centrifugación a máxima velocidad (i.e., 14.000 rpm) durante 5 min. El sobrenadante fue 
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transferido a un nuevo tubo y se agregó un volumen de etanol 100% frío (390 μl). Se 

invirtió el tubo con cuidado, observando el ADN en suspensión que luego fue precipitado 

por una centrifugación a velocidad máxima durante 5 min. Se descartó la mayor parte del 

alcohol 100% y se procedió a realizar otra centrifugación de 5 min antes de descartar el 

resto del sobrenadante. Se agregó al tubo un volumen de 500 μl de etanol 70% frío, 

realizando una nueva centrifugación a máxima velocidad y descartando el sobrenadante 

en dos pasos como se mencionó previamente.  

Los precipitados fueron secados al aire, abriendo los tubos sobre la mesada, o bien 

en estufa a 37°C durante 10 min. El ADN fue resuspendido en 20 μl de Agua MiliQ y se 

almacenó durante 24 horas a 4°C. Al cabo de ese tiempo, se conservó en freezer a -20°C. 

El ADN extraído se cuantificó mediante espectrofotometría utilizando un equipo 

Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, EEUU) y se verificó que los índices de 

absorbancia 260/280 y 260/230 estuvieran dentro de valores aceptables (1,8-2 y >1,5 

respectivamente). 

2.2.2.2 Principios de la PCR en tiempo real 

La qPCR permite monitorear la amplificación de una secuencia de ADN mientras se 

realiza la reacción, midiendo el incremento de fluorescencia en cada ciclo. Los métodos 

más comunes para la detección de productos de amplificación por qPCR son i) tinción 

con fluoróforos no específicos que se intercalan en el ADN de doble cadena (e.g., la 

tecnología SYBR Green de Thermo Fisher Scientific), y ii) sondas de ADN específicas 

que consisten en oligonucleótidos marcados con un indicador fluorescente que permite la 

detección sólo después de la hibridación de la sonda con su secuencia complementaria 

(e.g., las sondas TaqMan de Thermo Fisher Scientific). 

Para realizar la cuantificación de ADN se evalúa el gráfico de la fluorescencia 

detectada en cada ciclo de la reacción en una escala logarítmica (Figura 2.5). De este 
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modo, se pueden determinar tres fases de la reacción: la fase exponencial (idealmente, la 

cantidad del ADN de interés o amplicón se duplica con cada ciclo), la fase lineal (la 

reacción de amplificación se ralentiza mientras los componentes de reacción se vuelven 

factores limitantes) y la fase meseta o “plateau” (indica el fin de la reacción y la 

fluorescencia se mantiene constante al llegar a la misma).  

 
Figura 2.5 Dinámica de una reacción de PCR cuantitativa (qPCR). Niveles de fluorescencia en las distintas fases de la 
amplificación. Las líneas grises indican el umbral de fluorescencia y el ciclo de cuantificación (Cq) asociado.  

A partir de estos datos se obtiene un valor fundamental para los cálculos de 

cuantificación posteriores: el ciclo de cuantificación (Cq por sus siglas en inglés). El Cq 

representa el ciclo específico en el cual el valor de fluorescencia detectado excede el valor 

umbral (i.e., el máximo nivel de fluorescencia que puede considerarse “ruido”). Cqs bajos 

indican una gran concentración inicial del gen que se está amplificando, mientras que lo 

inverso ocurre para Cqs altos.  

Otro factor de importancia es la eficiencia de la reacción, que nos habla del 

incremento de la cantidad de ADN amplificado por ciclo. En una reacción 100% efectiva, 

la cantidad de ADN de interés se debería duplicar con cada ciclo, de modo que la relación 
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entre la concentración de ADN y el ciclo está dada por la Ecuación 2.1, donde Nn es la 

cantidad de ADN de interés al cabo del ciclo n y N0 es la concentración inicial de ADN 

de interés. 

Nn=N02
n     Ecuación 2.1 

Sin embargo, no solo la eficiencia puede no ser del 100% en una reacción, sino que 

puede variar en el curso de la misma. De hecho, va decreciendo conforme avanza la 

reacción de amplificación debido al decaimiento general de la actividad enzimática y la 

disminución de la concentración de los reactivos disponibles (Rebrikov & Trofimov, 

2006). Entonces, una mejor representación matemática para la eficiencia de la reacción 

está dada por la Ecuación 2.2, siendo E la eficiencia y el valor que nos interesa averiguar 

para poder realizar la cuantificación de ADN. 

Nn=N0E
n     Ecuación 2.2 

La estimación de la eficiencia se puede calcular a partir de la pendiente de una curva 

estándar para cada gen a amplificar, o bien como la eficiencia promedio de cada grupo de 

amplicones7 utilizando un programa informático adecuado.  

El método de la curva estándar implica la preparación de diluciones seriadas de una 

muestra de ADN que hacen que la concentración inicial varíe en varios órdenes de 

magnitud. Luego, los valores de Cq se grafican en función del logaritmo del valor de la 

concentración inicial (o bien el factor de dilución utilizado) y se estima la eficiencia a 

partir de la pendiente de la regresión lineal (Tichopad et al., 2003). Sin embargo, este 

método tiene como desventaja que no solo conlleva labor y costos adicionales, sino que 

los valores de eficiencia varían considerablemente con la cantidad de partida de ADN, 

por lo que errores de precisión en el armado de las diluciones, así como en el pipeteo, 

                                                 
7 El grupo de muestras en las que se utiliza el mismo par de oligonucleótidos. 
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podrían dar resultados erróneos que luego se traducirían en cuantificaciones sesgadas de 

las muestras (Ruijter et al., 2021). 

Actualmente distintos programas informáticos permiten calcular la eficiencia de la 

amplificación para cada muestra ajustando regresiones lineales individuales. Debido a su 

independencia de los posibles errores de dilución del método de la curva estándar y a que 

deriva directamente de la cinética de la reacción, la eficiencia obtenida de esta forma es 

considerada como la eficiencia real (Ruijter et a., 2021). El parámetro más importante 

para su correcta estimación es el de la fluorescencia de base (i.e., la fluorescencia 

registrada cuando aún no se puede determinar la fluorescencia específica de la reacción) 

(Ruijter et al., 2009), y el algoritmo utilizado para calcularla puede diferir entre los 

distintos programas disponibles (Ruijter et al., 2013). La fluorescencia de base se utiliza 

para corregir los datos crudos obtenidos de las reacciones de amplificación que luego son 

utilizados en los análisis de regresión para establecer la eficiencia. Se ha reportado que 

las cuantificaciones más robustas y confiables se obtienen considerando una eficiencia 

para cada grupo de amplicones, calculada como la eficiencia promedio de todas las 

muestras de cada grupo, en lugar de utilizar la eficiencia individual de cada muestra para 

los cálculos de cuantificación (Ruijter et al., 2009) 

Lo deseable es contar con eficiencias entre 90-110%. Eficiencias bajas pueden 

adjudicarse a un pobre diseño de los oligonucleótidos, condiciones no ideales de reacción 

o de concentración de reactivos. Por otro lado, la presencia de inhibidores podría producir 

valores de eficiencia superiores al 100%. 

2.2.2.3 Procedimiento 

En todos los casos, las qPCRs se realizaron en un equipo StepOne Plus (Thermo Fisher 

Scientific, EEUU), utilizando placas de 96 pocillos y adhesivos MicroAmpTM (Thermo 

Fisher Scientific, EEUU) en un volumen final de 20 μl, siguiendo a Bustin et al., (2009) 
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para su diseño y reporte. Para cada reacción se utilizaron 10 μl de MasterMix con tinte 

SYBR® Green intercalante (la marca será aclarada oportunamente para cada 

experimento), 200 nM de oligonucleótidos (Macrogen, Corea) y aproximadamente 100 

ng del templado de ADN genómico total. 

Para cada muestra se amplificaron dos genes: un gen blanco o “target” de la bacteria 

cuya densidad se quiere estimar y un gen endógeno del gorgojo utilizado como referencia 

para normalizar la cantidad de ADN de la bacteria con respecto al ADN del hospedador. 

Como gen blanco se utilizó el gen gatB de Wolbachia, que codifica la subunidad B de la 

asparto/glutamil-tARN amidotransferasa. Se utilizaron los oligonucleótidos específicos 

diseñados por Rodriguero et al., (2021) a partir de la secuencia obtenida para la cepa 

wNau1 por Rodriguero et al., (2010a) (Número de Acceso a GenBank GU573910.1) 

(Tabla 2.2). Como gen endógeno se utilizó la secuencia nuclear ITS1, que corresponde al 

primer espaciador interno transcripto del ARN ribosomal o “internal transcribed spacer”. 

Los oligonucleótidos específicos fueron diseñados en base a la secuencia de N. 

dissimulator (Número de Acceso a GenBank EU748736.1) por da Cruz Cabral et al., 

(2020), que amplifican eficientemente varias especies de la tribu Naupactini, incluida P. 

postfasciatus (Tabla 2.2). 

Tabla 2.2: Secuencias de los oligonucleótidos utilizados para la cuantificación relativa de Wolbachia a partir de PCR 
en tiempo real 

Organismo ID Secuencia (5’-3’) Referencia 

Naupactini ITS1qNd-F 
ITS1qNd-R 

CGCTTATCCGGCCTAGTCG 
AGCGCTACTGTCCGTTTTGA 

Da Cruz Cabral et al., 
2020 

Wolbachia gatBq-F 
gatBq-R 

CTGTGATGCAAATGTTTCT 
CTTATTTCTCCTCCGCTTT 

Rodriguero et al., 
2021 

 

Para el armado de las placas se adoptó un diseño de maximización de muestras 

(“sample maximization” en Hellemans et al., 2007) y las placas se intercalibraron cada 

vez que fue necesario. Se realizaron 3 réplicas técnicas de cada reacción y 3 réplicas 

técnicas de un control negativo (utilizando agua destilada en lugar de ADN como 
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templado) en cada placa, para cada gen amplificado. Las condiciones de ciclado para 

ambos genes fueron 95°C durante 2 min, seguido de 40 ciclos de 15 seg a 95°C y 1 min 

a 60°C según da Cruz Cabral et al., (2020).  

Se verificó la calidad de la amplificación mediante la inspección gráfica de la curva 

de amplificación, es decir, se comprobó que las tres fases de la reacción de amplificación 

se encontraran correctamente representadas (ver Figura 2.5). También se realizó un 

análisis gráfico de la temperatura de fusión (“melting curve”). Dado que en una reacción 

específica se debería observar un único pico en dicha curva (ver Figura 2.6), en caso de 

observarse dos o más picos se podría inferir una amplificación inespecífica y sería 

necesario realizar una corrida electroforética en un gel de agarosa a partir de los productos 

de amplificación para observar la cantidad de bandas resultantes y evaluar potenciales 

fuentes de contaminación.  

 
Figura 2.6 Curvas de temperatura de fusión de qPCR. A. Curva esperada para la amplificación de un único producto 
de qPCR (se observa un único pico). B. Posible amplificación inespecífica (se observan dos picos). Gráfico modificado 
de Ahmed et al., (2018). 

Se utilizó el programa LinRegPCR (Ramakers et al., 2003; Ruijter et al., 2009) para 

analizar los datos crudos de la amplificación a fin de obtener los valores Cq corregidos 

por la fluorescencia base. La estimación de la eficiencia de los oligonucleótidos utilizados 

también se realizó utilizando este programa (i.e., no se realizaron curvas estándar) y 

considerando la eficiencia promedio de cada grupo de amplicones (Ruijter et al., 2009). 
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La corrección de los Cq debido a la intercalibración de las placas se llevó a cabo utilizando 

el programa Factor qPCR (Ruijter et al., 2006; Ruijter et al., 2015). 

2.2.2.4 Cuantificación relativa 

La cuantificación relativa de los simbiontes se estableció a partir del método comparativo 

de Cq (Pfaffl, 2001), que estandariza y relaciona la cantidad de ADN de la bacteria (en el 

numerador) con la cantidad de ADN del hospedador (en el denominador), considerando 

la eficiencia de cada oligonucleótido de acuerdo a la siguiente fórmula: 

𝑅𝑒𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =  
𝐸𝑔𝑎𝑡𝐵

∆𝐶𝑡(𝐶𝑞𝐶𝑎𝑙−𝐼𝑛𝑑)

𝐸𝐼𝑇𝑆1
∆𝐶𝑡(𝐶𝑞𝐶𝑎𝑙−𝐼𝑛𝑑)  Ecuación 2.3 

Donde E es la eficiencia de cada oligonucleótido, CqCal es el Cq promedio 

calibrador para cada gen e Ind es el Cq promedio de todas las réplicas técnicas efectuadas 

para un determinado individuo.  

El principio básico de este método es que una diferencia en el valor del ciclo de 

cuantificación entre dos muestras, es decir la muestra de interés (Ind en la Ecuación 2.3) 

y un calibrador o una muestra de referencia (CqCal en la Ecuación 2.3), se transforma en 

cantidades relativas usando la función exponencial con la eficiencia de la reacción de 

PCR como su base (Hellemans et al., 2006). Se puede seleccionar cualquier muestra como 

calibrador, incluso podría ser cualquier valor de ciclo arbitrario, porque las diferencias de 

magnitud (“fold differences”) reales entre las muestras se mantienen, solo están re-

escaladas (Hellemans et al., 2006). A pesar de esto, es conveniente que el valor calibrador 

utilizado para cada gen sea un promedio para así minimizar la propagación del error 

(Hellemans et al., 2006). Luego, las cantidades relativas para el gen blanco se normalizan 

en función del gen endógeno de referencia. Los valores que puede adoptar esta relación 

serán siempre mayores a cero; valores entre 0-1 indicarían que hay una menor cantidad 
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del ADN de bacteria en comparación con el ADN del hospedador, valores de 1 indicarían 

cantidades semejantes entre los ADNs de la bacteria y del hospedador y valores superiores 

a 1 indicarían que hay una mayor cantidad del ADN de la bacteria con respecto al ADN 

del hospedador. 

Para la cuantificación relativa de Wolbachia, el Cq calibrador correspondió al 

promedio de los Cqs de las reacciones del grupo de las hembras control. Cada muestra 

presentará un valor de relación de cuantificación relativa, y con ese conjunto de datos se 

realizarán los análisis estadísticos pertinentes. 

2.2.3 Análisis estadísticos y confección de figuras 
Todos los análisis estadísticos efectuados en este trabajo se llevaron a cabo en R (R Core 

Team, 2013) a través del entorno integrado RStudio (RStudio Team, 2020). La 

confección de las figuras que se muestran se realizaron utilizando los paquetes ggplot2 

(Wickham, 2016) y sjPlot (Lüdecke, 2023) dentro del mencionado entorno, o bien en el 

programa GraphPad Prism versión 6.0.1 para Windows (GraphPad Software, San Diego, 

CA, EEUU) (www.graphpad.com). 

Los residuos de los modelos ajustados que se analizaron de manera gráfica pueden 

encontrarse en el Anexo II. 

2.2.4 Caracterización de la población de referencia para el estudio 
de la dinámica de la densidad bacteriana a través de experimentos 
de cura con antibiótico 
La caracterización de la población de referencia permitió establecer las condiciones 

óptimas para la realización de los experimentos críticos, así como para una interpretación 

robusta de los resultados obtenidos. 
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2.2.4.1 Efecto de la longevidad sobre la densidad de Wolbachia 

Se colectaron 30 hembras en el barrio de Coghlan (CABA) que fueron mantenidas en un 

único contenedor para estudiar la evolución de la densidad bacteriana en condiciones de 

laboratorio para una población natural. Se sacrificaron grupos de 7-8 hembras cada 10 

días durante un mes a fin de evaluar cómo varía la carga bacteriana a lo largo del tiempo. 

Las extracciones de ADN genómico total y posteriores reacciones de qPCR se 

realizaron siguiendo los protocolos previamente mencionados, utilizando Master Mix 

SYBR™ Select (Thermo Fisher Scientific, EEUU) y los oligonucleótidos especificados 

en la Tabla 2.2 (sección 2.2.2.3). Se estimó la densidad bacteriana a partir de la relación 

expuesta en la Ecuación 2.3 (sección 2.2.2.4). 

Se ajustó un modelo lineal (función lm del paquete stats; R Core Team, 2013) con 

una transformación logarítmica para la “Densidad relativa de Wolbachia” en función del 

“Tiempo”. Se eliminaron los datos aberrantes (“outliers”) y se verificaron exitosamente 

los supuestos de normalidad y homocedasticidad realizando un análisis gráfico de los 

residuos (Anexo II). La normalidad también se evaluó aplicando la prueba de Shapiro-

Wilk (función shapiro.test del paquete stats; R Core Team, 2013). En esta instancia no se 

pudo realizar una prueba de Levene para poner a prueba la homocedasticidad ya que dicha 

prueba estadística no admite variables explicatorias cuantitativas, como lo es el 

“Tiempo”. 

2.2.4.2 Susceptibilidad de Rickettsia sp. al tratamiento con tetraciclina 

2.2.4.2.1 Puesta a punto 
Ante todo, fue necesario realizar la puesta a punto del procedimiento de qPCR para poder 

evaluar la densidad de Rickettsia sp. en las muestras, lo que implicó la amplificación de 

algún gen específico por PCR de punto final, la secuenciación de los productos de PCR 
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obtenidos, el diseño de oligonucleótidos específicos para qPCR a partir de dicha 

secuencia, su posterior síntesis y el establecimiento de su eficiencia. 

Las reacciones de PCR de punto final fueron llevadas a cabo en un termociclador 

Verity (Applied Biosystems, EEUU) y en un volumen de reacción de 20 μl. Se utilizaron 

50–100 ng de ADN como templado, 0,5 μM de cada oligonucleótido (Macrogen, Corea), 

0,1 mM de cada dNTP (Promega, EEUU), 3,0 mM MgCl2, 1,0 unidad de Taq polimerasa 

y 1X de buffer de reacción (Thermo Fisher Scientific, EEUU). Se utilizaron los 

oligonucleótidos específicos para Rickettsia spp. RicCS-AF (5’-TTT AGG CTA ATG 

GGT TTT GGT CAT-3’) y RicCS-AR (5’-TGC CCA AGT TCT TTT AAC ACC TC-

3’), que permiten amplificar el gen gltA que codifica para la citrato sintasa (Sakurai et al., 

2005). El régimen térmico empleado fue una primera incubación a 94°C durante 10 min 

seguido de 40 ciclos de desnaturalización a 94°C durante 30 seg, hibridación 

(“annealing”) a 55°C por 30 seg y elongación a 72°C durante 30 seg, finalizando con una 

última elongación a 72°C por 10 min (modificado de Sakurai et al., 2005). 

Los productos de PCR fueron visualizados a partir de electroforesis (90 V por 30 

min) en un gel de agarosa al 1% teñido con GelRed® (Biotium, EEUU) y luego 

purificados con el método Exo-FastAP (Thermo Fisher Scientific, EEUU). Los 

fragmentos fueron secuenciados en la Unidad de Genómica del Instituto Nacional de 

Tecnología Agropecuaria (INTA), utilizando un secuenciador 3130xl (Applied 

Biosystems, EEUU). Los cromatogramas resultantes se editaron con BIOEDIT v.7.2.5 

(Hall, 1999) y se construyó la secuencia consenso de 475pb (Anexo III). El análisis de 

BLASTn a partir de la secuencia obtenida indicó un 87-89% de similitud con secuencias 

del gen gltA de Rickettsia spp. (e.g., Número de Acceso a GenBank MF590070.1, valor 

E=1e-157 con una cobertura de 97%). 
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El diseño de los oligonucleótidos se llevó a cabo con el programa Primer 3 

(https://primer3.ut.ee/), dejando las condiciones preestablecidas excepto la temperatura 

de fusión (Min 58; Opt: 60; Max: 62), el contenido de GC (Min: 40; Opt: 50; Max: 60) y 

el rango del tamaño del producto (70-180 pb) según Thornton & Basu, (2011) y 

Rodríguez et al., (2015). Los posibles pares de oligonucleótidos fueron evaluados con 

OligoAnalyzer Tool (Integrated DNA Technologies OligoAnalyzer 

(RRID:SCR_001363)) para verificar que no formen bucles (“hairpins”), homodímeros o 

heterodímeros, utilizando el criterio de ΔG<-9 kcal.mol-1 para cada una de las posibles 

estructuras secundarias (Integrated DNA Technologies, n.d.). También se verificó la 

especificidad de los oligonucleótidos a partir del análisis de BLASTn de las secuencias 

(Altschul et al., 1990; Altschul, 1997). Finalmente, se sintetizaron tres pares de 

oligonucleótidos específicos de Rickettsia sp. (dos de diseño original y uno obtenido de 

la bibliografía) en Macrogen (Corea) (Tabla 2.3). 

Tabla 2.3: Secuencias de los oligonucleótidos puestos a prueba para la amplificación de Rickettsia sp. a partir de qPCR 

ID Gen Secuencia (5’-3’) Referencia 

Rick-Pp.1 gltA F: CGGTATCGCATCACTTTGGGG 
R: GGTGACCGAAGCCCATTAATCT 

Este trabajo 

Rick-Pp.2 gltA F: AGATTAATGGGCTTCGGTCACC 
R: ACGTTTCTTTAAGTACTGCCGCA 

Este trabajo 

Rick-gltA gltA F: TGGTATTGCATCGCTTTGGG 
R: TTTCTTTAAGCACTGCAGCACG 

Caspi-Fluger et al., 2011 

 

Para probar los oligonucleótidos específicos primeramente se realizaron reacciones 

de PCR punto final como se indicó más arriba y siguiendo el régimen térmico que se 

usaría en las reacciones de qPCR (detallado en la sección 2.2.2.3). Se realizó una corrida 

electroforética para revelar la amplificación y se observaron bandas para los tres pares de 

oligonucleótidos diseñados. 

Luego, se probaron los oligonucleótidos en reacciones de qPCR llevadas a cabo en 

un equipo StepOne Plus (Thermo Fisher Scientific, EEUU) en un volumen final de 20 μl. 
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Para cada reacción se utilizaron las concentraciones de reactivos y condiciones de ciclado 

especificadas en la sección 2.2.2.3. Se garantizaron seis reacciones para cada par de 

oligonucleótidos (tres réplicas biológicas y dos réplicas técnicas por par). Los datos 

crudos de la amplificación fueron analizados con el programa LinRegPCR (Ramakers et 

al., 2003; Ruijter et al., 2009) para obtener las eficiencias de cada par de oligonucleótidos 

utilizado y así elegir la mejor opción. También se utilizó como criterio el análisis de la 

curva de amplificación, es decir, que las tres fases se hallen correctamente representadas 

(fase exponencial, fase lineal y estado estacionario) y el análisis de la curva de fusión 

(“melting”) de los productos de amplificación. 

Las eficiencias de los tres pares de oligonucleótidos resultaron semejantes (87,7% 

para Rick-Pp.1; 89,5% para Rick-Pp.2; 85,9% para Rick-gltA), pero se decidió utilizar el 

par Rick-Pp.1 en base a la comparación de las curvas de amplificación y de fusión de los 

productos. 

2.2.4.2.2 Análisis de la susceptibilidad de Rickettsia sp. al tratamiento con 

tetraciclina  
Se estudió la densidad relativa de Rickettsia sp. en hembras provenientes de un 

experimento de cura con tetraciclina. Se utilizaron cuatro muestras de cada tratamiento 

(hembras control y hembras tratadas con tetraciclina) de los días 14 y 15 de 

administración de los tratamientos. Todas las hembras pertenecían a la población de 

Coghlan (CABA). 

Se amplificaron los genes ITS1 de P. postfasciatus y gltA de Rickettsia a través de 

qPCR (Tabla 2.4) como se detalló previamente, realizándose dos réplicas técnicas para 

cada gen de cada réplica biológica. Se verificó la calidad de la amplificación mediante la 

inspección gráfica de la curva de amplificación y la curva de fusión. Los resultados crudos 

de la amplificación fueron corregidos con el programa LinRegPCR (Ramakers et al., 



49 

 

2003; Ruijter et al., 2009) y se calculó la densidad relativa de Rickettsia sp. de acuerdo a 

la Ecuación 2.3 (sección 2.2.2.4). Los valores calibradores de cada gen corresponden al 

promedio de los Cq obtenidos para las muestras control. 

Tabla 2.4: Secuencias de los oligonucleótidos utilizados para la cuantificación relativa de Rickettsia sp. a partir de 
qPCR 

Organismo ID Secuencia (5’-3’) Referencia 

Naupactini ITS1qNd-F 
ITS1qNd-R 

CGCTTATCCGGCCTAGTCG 
AGCGCTACTGTCCGTTTTGA 

da Cruz Cabral et al., 
2020 

Rickettsia Rick-Pp.1-F 
Rick-Pp.1-R 

CGGTATCGCATCACTTTGGGG 
GGTGACCGAAGCCCATTAATCT 

Este trabajo 

 

Se evaluó el efecto del tratamiento con tetraciclina sobre la densidad de Rickettsia 

sp., siendo “Densidad relativa de Rickettsia sp.” la variable respuesta y “Tratamiento” la 

variable explicatoria, mediante una prueba t de Student (función t.test del paquete stats; 

R Core Team, 2013). Se estudiaron los supuestos de normalidad y homocedasticidad 

mediante el análisis gráfico de los residuos (Anexo II). Adicionalmente, la normalidad se 

evaluó a partir de la prueba de Shapiro-Wilk (función shapiro.test del paquete stats; R 

Core Team, 2013) y el supuesto de homocedasticidad por medio de la prueba de Levene 

(función leveneTest del paquete car; Fox & Weinsberg, 2009). Los supuestos se 

verificaron satisfactoriamente. 

2.2.4.3 Efecto de la tetraciclina sobre Wolbachia y Rickettsia sp. en distintos 

tejidos de P. postfasciatus 

Dado que la presencia de Wolbachia se ha reportado no solo en las gónadas (lo esperado 

para un parásito reproductivo), sino también en distintos tejidos somáticos de varias 

especies de Naupactini, entre ellas P. postfasciatus (da Cruz Cabral et al., 2020), se 

decidió investigar si el antibiótico afecta a todos los tejidos por igual. Para ello, se 

utilizaron cinco hembras previamente sometidas a un tratamiento prolongado con 

tetraciclina y cinco hembras control que fueron descontaminadas superficialmente a partir 

de un lavado con lavandina 0,05% (30 seg) seguido de tres lavados con alcohol 70% (30 
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seg cada uno). Luego, fueron disecadas utilizando una lupa Stemi 2000-C (Zeiss, 

Alemania) en PBS 1X y en condiciones de esterilidad dadas por dos mecheros. Por cada 

individuo se conservaron tejidos provenientes de: la cabeza (C), el tubo digestivo 

completo (D), el aparato reproductor sin el ovipositor (R) y los restos corporales (T) (i.e., 

el exoesqueleto, el ovipositor, los túbulos de Malpighi y el tejido graso que hubiera 

quedado dentro de la cavidad abdominal) (Figura 2.7). Los tejidos fueron preservados en 

alcohol 100% a -20°C hasta el momento de la extracción del ADN. 

 
Figura 2.7 Pantomorus postfasciatus antes (A) y durante (B) la disección de los tejidos. Punta de flecha negra: tejido 
reproductivo. Punta de flecha amarilla: tejido digestivo. En ambos casos la barra de escala representa 2 mm. 

El ADN fue extraído siguiendo el protocolo de Sunnucks & Hales, (1996) detallado 

previamente (sección 2.2.2.1). La cuantificación y verificación de los índices de 

absorbancia se realizó como ya se explicó. 

Se amplificaron los genes gatB de Wolbachia, gltA de Rickettsia e ITS1 de P. 

postfasciatus a través de qPCR, como ya se mencionó, utilizando SsoAdvanced™ 

Universal SYBR® Green Supermix (BioRad, EEUU) y los oligonucleótidos específicos 

detallados en las Tablas 2.2 y 2.4 (secciones 2.2.2.3 y 2.2.3.2.1, respectivamente). La 

densidad relativa de cada bacteria se estimó de acuerdo a la Ecuación 2.3 (sección 

2.2.2.4), utilizando el promedio de los Cqs obtenidos para las muestras control como 

valores calibradores de cada gen.  
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Los datos se analizaron utilizando cuatro análisis de varianza para evaluar la densidad 

de cada bacteria en los dos tratamientos aplicados y en cada tejido estudiado (función 

Anova del paquete car; Fox & Weinsberg, 2009). Los supuestos de normalidad y 

homocedasticidad fueron verificados exitosamente evaluando los residuos de manera 

gráfica (Anexo II), así como también con las pruebas de Shapiro-Wilk (función 

shapiro.test del paquete stats; R Core Team, 2013) y de Levene (función leveneTest del 

paquete car; Fox & Weinsberg, 2009) respectivamente, en cada caso.  

i) Se comparó la “Densidad relativa de simbionte” en hembras control en función del 

“Simbionte”, “Tejido” y la interacción “Simbionte:Tejido” (factores fijos) y la “Hembra” 

(factor aleatorio); ii) Se calculó un valor promedio de “Densidad relativa de simbionte” 

de cada bacteria por cada hembra y se realizó un ANOVA considerando “Simbionte”, 

“Tratamiento” y la interacción “Simbionte:Tratamiento” como factores fijos y “Hembra” 

como factor aleatorio; iii) Se analizó la “Densidad relativa de Wolbachia” en función del 

“Tejido”, “Tratamiento” y la interacción “Tejido:Tratamiento” (factores fijos), 

considerando la “Hembra” como factor aleatorio y iv) Se analizó la “Densidad relativa de 

Rickettsia sp.” en función de los mismos factores contemplados en iii).  

En todos los casos, las comparaciones múltiples se efectuaron con el método de 

Tukey (función emmeans del paquete emmeans; Lenth, 2020). 

2.2.4.4 Comparación de las densidades relativas de Wolbachia y Rickettsia 

sp. en diferentes poblaciones naturales 

Se investigó la densidad relativa de ambos simbiontes en hembras provenientes de las 

poblaciones de los barrios de Coghlan, Floresta y Lugano (CABA) para distintos años. 

Se cuantificó la densidad relativa tanto para Wolbachia como para Rickettsia sp. en 3-4 

hembras provenientes de cada población, todas colectadas a principios de enero y 

sacrificadas antes de comenzar los experimentos de cura con antibióticos. Las hembras 
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de Coghlan y Lugano fueron colectadas en 2019 mientras que las hembras de Floresta 

fueron colectadas en 2023. 

La amplificación por qPCR se realizó de acuerdo a los protocolos previamente 

establecidos. Se utilizó SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix (BioRad, 

EEUU) y los oligonucleótidos específicos detallados en las Tablas 2.2 y 2.4 (secciones 

2.2.2.3 y 2.2.3.2.1, respectivamente). La densidad relativa de cada bacteria se estimó de 

acuerdo a la Ecuación 2.3 (sección 2.2.2.4). A partir del promedio de Cqs se calcularon 

valores calibradores para cada gen y para cada población. 

Se realizó un ANOVA de dos factores para evaluar la “Densidad relativa de 

simbionte” en función del “Simbionte”, la “Población” y la interacción 

“Simbionte:Población” (factores fijos), con “Hembra” como factor aleatorio, utilizando 

la función anova del paquete stats (R Core Team, 2013). Los supuestos de normalidad y 

homocedasticidad fueron verificados exitosamente evaluando los residuos de manera 

gráfica (Anexo II), así como también con las pruebas de Shapiro-Wilk (función 

shapiro.test del paquete stats; R Core Team, 2013) y de Levene (función leveneTest del 

paquete car; Fox & Weinsberg, 2009) respectivamente. Las comparaciones múltiples se 

llevaron a cabo a partir del método de Tukey (función emmeans del paquete homónimo; 

Lenth, 2020). 

2.2.5 Experimentos críticos desarrollados 
Debido a la biología de P. postfasciatus (e.g., una generación anual) y a la imposibilidad 

de establecer una cría en condiciones de laboratorio, los experimentos de cura con 

antibiótico solo pueden desarrollarse durante el verano y los resultados dependen de 

múltiples condiciones difíciles de estandarizar (e.g., condiciones ambientales 

experimentadas in situ, abundancia de la especie, modificaciones antrópicas de los 

ambientes como la poda y el reemplazo de la vegetación). Cada verano también permitió 
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conocer mejor el sistema bajo estudio y hacer las modificaciones necesarias para ajustar 

el diseño experimental y así obtener resultados concluyentes. 

2.2.5.1 Experimento 1 

El objetivo de este primer experimento fue monitorear la dinámica de la carga de 

Wolbachia8 a lo largo de un tratamiento con un antibiótico a fin de demostrar la 

importancia cuantitativa de la infección. La disminución en la densidad de Wolbachia, 

acompañada por una reducción gradual de la cantidad de huevos eclosionados indicaría 

que el efecto de la infección sobre la reproducción partenogenética no es solo cualitativo 

(presencia/ausencia de la bacteria); además, permitiría estimar el umbral9 a partir del cual 

la misma se desencadena (efecto cuantitativo).  

Experimentos previos realizados por Rodriguero et al., (2021) establecieron que la 

administración sostenida de tetraciclina 2,5 mg/ml durante 14 días es suficiente para 

anular la viabilidad de las posturas. Entonces, se diseñaron dos experiencias, la primera 

destinada a identificar la dosis letal10, estimada a partir de la cantidad de días del 

tratamiento que determina que la viabilidad de las posturas de las hembras tratadas se 

vuelva nula, y la segunda para focalizar y reforzar la cuantificación de la densidad de 

Wolbachia en torno a este día acortando los intervalos de medición. 

Se colectaron hembras partenogenéticas de P. postfasciatus en los barrios de 

Caballito, Coghlan y Lugano (CABA) y en Avellaneda (GBA), en dos ocasiones: primera 

semana de enero de 2019 (n=80) y primera semana de febrero de 2019 (n=56). En ambas 

instancias las hembras fueron divididas en dos grupos experimentales: individuos tratados 

                                                 
8 Al momento de la realización de este experimento se desconocía la coinfección con Rickettsia sp. 
9 Cantidad mínima de bacterias necesaria para desencadenar la reproducción. 
10 La dosis letal es una forma de expresar el grado de toxicidad de una sustancia o radiación y se expresa 
como la dosis a la cual un porcentaje de una muestra de una dada población muere. En este trabajo la 
dosis letal expresa la cantidad de días de ingesta de tetraciclina necesarios para que la densidad de 
Wolbachia sea sub-umbral, y se verá reflejada en la inviabilidad de las posturas de las hembras tratadas. 



54 

 

con tetraciclina 2,5 mg/ml (de aquí en más, “hembras tratadas”) e individuos control (de 

aquí en más, “hembras control”). Para administrar los tratamientos se utilizaron hojas 

alimento de Ruellia simplex (C. Wright) (Acanthaceae) (conocida comúnmente como 

petunia o campanita mexicana). 

Durante enero el registro de los datos se realizó día por medio y consistió en i) 

contabilizar y reservar todas las posturas para estudiar la fecundidad y la viabilidad larval 

y ii) sacrificar tres hembras que hubieran ovipuesto de cada grupo para evaluar la 

dinámica de la densidad de Wolbachia. En febrero se repitió el experimento de la misma 

manera pero la toma de datos se focalizó en torno a la dosis letal establecida en la primera 

experiencia. Se tomaron datos diariamente durante un período de cinco días que abarcó 

desde dos días antes hasta dos días después de la dosis letal (Figura 2.8). 

 
Figura 2.8 Representación esquemática de la administración de los tratamientos y de la toma de datos efectuada 
durante los experimentos realizados en enero y febrero de 2019. La administración de los tratamientos se refiere a 
la renovación de las hojas de alimento, habiendo sido embebidas en la solución correspondiente a cada tratamiento 
(tetraciclina 2,5 mg/ml o agua destilada). La toma de datos consistió en i) registrar el tamaño de las posturas y reservar 
cada postura de manera individual en una cámara de cría para evaluar la viabilidad al cabo de tres semanas de 
incubación y ii) el sacrificio de tres hembras por tratamiento para la estimación de la carga de Wolbachia. 
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En todos los casos, las hembras sacrificadas se guardaron en etanol 100% a 4ºC hasta 

realizar las extracciones de ADN como se explicó previamente (ver sección 2.2.2.1). Las 

qPCRs se llevaron a cabo según el procedimiento mencionado (ver sección 2.2.2.3), 

utilizando Master Mix SYBR™ Select (Thermo Fisher Scientific, EEUU) y los 

oligonucleótidos especificados en la Tabla 2.2. La cuantificación de Wolbachia se estimó 

como se indica en la sección 2.2.2.4. 

2.2.5.1.1 Análisis estadístico 
A partir de un conjunto de datos combinado de las dos experiencias se analizó, por un 

lado, el tamaño de las posturas y, por el otro, la viabilidad de las mismas mediante 

modelos lineales generalizados mixtos (GLMMs). El “Tamaño de las posturas” fue 

modelado con una distribución binomial negativa, siendo “Tiempo”, “Tratamiento” y la 

interacción “Tiempo:Tratamiento” los factores fijos considerados y “Hembra”, 

“Población” y “Experimento” los factores aleatorios considerados (función glmer.nb del 

paquete lme4, Bates et al., 2015). La “Viabilidad de las posturas” se modeló con una 

distribución binomial con “Tiempo”, “Tratamiento” y la interacción 

“Tiempo:Tratamiento” como factores fijos y “Hembra”, “Población” y “Experimento” 

como factores aleatorios (función glmer del paquete lme4, Bates et al., 2015). En ambos 

casos se verificó si los datos presentaban sobre o sub-dispersión aparente mediante la 

evaluación gráfica de los residuos y el cálculo del parámetro de dispersión de los mismos 

(Anexo II). 

La densidad relativa de Wolbachia, estimada a partir de la relación establecida en la 

Ecuación 2.3 (sección 2.2.2.4), se modeló para cada experimento por separado. Para la 

experiencia de enero se planteó un modelo lineal mixto (función lmer del paquete nlme; 

Pinheiro et al., 2020) con una transformación logarítmica de la “Densidad relativa de 

Wolbachia” en función del “Tiempo”, “Tratamiento” y la interacción entre 
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“Tiempo:Tratamiento” (factores fijos). Se consideró la “Población” como factor 

aleatorio. Se verificaron los supuestos de normalidad y homocedasticidad mediante el 

análisis gráfico de los residuos (Anexo II). También se evaluó el supuesto de normalidad 

aplicando la prueba de Shapiro-Wilk (función shapiro.test del paquete stats; R Core 

Team, 2013). En esta instancia no se pudo realizar la prueba de Levene para poner a 

prueba la homocedasticidad ya que dicha prueba estadística no admite variables 

explicatorias cuantitativas, como lo es el “Tiempo”. 

Se evaluó a partir de qué día el antibiótico es efectivo mediante contrastes entre los 

tratamientos para cada punto temporal estimado por el modelo ajustado (función 

estimate_contrasts del paquete modelbased, Makowski et al., 2020). 

Similarmente, para la experiencia de febrero se realizó un ANOVA de efectos mixtos 

(función Anova del paquete car; Fox & Weinsberg, 2009) para evaluar la “Densidad 

relativa de Wolbachia” con el “Tiempo”, “Tratamiento” y la interacción entre 

“Tiempo:Tratamiento” como factores fijos y la “Población” como factor aleatorio. No se 

verificó el supuesto de homocedasticidad debido a la existencia de una marcada diferencia 

en la varianza de los tratamientos (Anexo II), por lo que se utilizó la función varExp del 

paquete nlme (Pinheiro et al., 2020) para modelarla. 

Finalmente, se estudió la relación entre la viabilidad de las posturas y la densidad 

relativa de Wolbachia para cada experiencia. En cada caso se ajustó un modelo lineal 

generalizado (GLM) (función glm del paquete stats; R Core Team, 2013) con distribución 

binomial contemplando la “Viabilidad de las posturas” como variable respuesta y la 

“Densidad relativa de Wolbachia” como variable explicatoria. El análisis de dispersión 

de los residuos indicó sobredispersión en los datos (Anexo II), por lo que se utilizó una 

distribución cuasibinomial para dar cuenta de este fenómeno en ambos conjuntos de 

datos.  
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2.2.5.2 Experimento 2  

Durante enero de 2021 se realizó otro experimento de cura con antibióticos en el 

domicilio personal de quien escribe como consecuencia de las medidas adoptadas a nivel 

nacional por la pandemia de COVID-19, enfermedad provocada por el virus SARS-CoV-

2 (Aislamiento Social Preventivo y Obligatorio (ASPO) - Decreto 297/2020). 

El experimento se llevó a cabo como se describió anteriormente utilizando 60 

hembras colectadas en el barrio de Coghlan (CABA), las cuales fueron separadas en dos 

grupos experimentales: hembras tratadas y hembras control. La administración de los 

tratamientos y la toma de datos se realizaron día por medio durante 16 días. En esta 

instancia también se estudió la factibilidad de la eclosión de los huevos en condiciones 

no controladas. 

2.2.5.3 Experimento 3 

En base a que en el Experimento 1 se obtuvieron una menor viabilidad de las posturas 

que la esperada de acuerdo a Rodriguero et al., (2021) y una gran dispersión en los datos 

de la densidad de Wolbachia en las hembras control (ver sección 2.3.2.1), se decidió 

repetir el experimento de cura con antibióticos y la cuantificación de la densidad relativa 

de Wolbachia para descartar fuentes de variación no controladas como particularidades 

de la cámara de cría, que difirió a la utilizada por Rodriguero et al., (2021), o 

contingencias como los cortes de luz que ocurrieron durante la experiencia. 

Adicionalmente, el descubrimiento de la coinfección con el simbionte reproductivo 

Rickettsia sp. en P. postfasciatus y otras especies partenogenéticas de Naupactini por da 

Cruz Cabral et al., (2022) y el hecho de que esta bacteria también es sensible a la 

tetraciclina (ver sección 2.3.1.3), evidenciaron la necesidad de monitorear la evolución 

de la densidad de Rickettsia sp. en estos experimentos. 
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En el verano de 2022 se determinó que la toma de datos se realizaría diariamente para 

incrementar el tamaño muestral. También, que del total de hembras que se consiguieran 

en los muestreos, 10-12 serían consideradas hembras control, mientras que el resto de las 

hembras serían asignadas al tratamiento con tetraciclina. La mitad de las hembras control 

serían sacrificadas en T0 (antes del comienzo de la administración de los tratamientos) y 

el resto el último día de la toma de datos. De este modo, se utilizaría el promedio de sus 

Cq como calibrador para estimar la densidad bacteriana de todas las hembras (ver 

Ecuación 2.3 en la sección 2.2.2.4), que a su vez tendría en cuenta el efecto del tiempo al 

considerar hembras del comienzo y del final del experimento. 

Esta decisión fue tomada por varios motivos: en principio, para mejorar el ajuste del 

modelo al contar con una mayor cantidad de hembras con densidades decrecientes de 

bacteria y así evaluar cómo se comporta la viabilidad de las posturas a medida que esto 

ocurre. Además, como la cantidad de hembras a las que se tiene acceso cada año es 

limitada y puede ocurrir que algunas hembras no pongan huevos o bien que no lo hagan 

en el momento adecuado, una mayor cantidad de hembras tratadas podría incrementar la 

probabilidad de obtener los datos necesarios para garantizar un buen ajuste. Además, los 

múltiples controles y experiencias realizadas permitieron verificar que el antibiótico 

utilizado no afecta la fecundidad (ver sección 2.3.3.1), el éxito reproductivo de las 

hembras de reproducción sexual (estimado a través de la viabilidad de las posturas) (ver 

sección 2.3.3.1), ni la ingesta de las hembras tratadas (ver sección 2.3.3.2). Entonces, y 

dado que el efecto que se pretendía observar solo ocurre en las hembras tratadas con 

tetraciclina 2,5 mg/ml, se decidió destinar los recursos disponibles a este grupo.  

A fin de obtener la mayor cantidad de datos y de la mejor calidad posible que 

representen el declive de la densidad bacteriana, los registros se realizaron una vez que 
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se empezó a evidenciar el efecto del tratamiento, que trajo aparejada una disminución 

considerable en la varianza asociada (ver sección 2.3.2.1 más abajo). 

Con respecto a la manipulación de las posturas, la escasa viabilidad obtenida en el 

Experimento 1 estimuló la incorporación de un proceso de descontaminación de las 

mismas con una solución de sulfato de cobre (CuSO4) 2% durante 4 min, seguida de tres 

enjuagues con agua destilada para evitar la contaminación con ácaros y hongos. Como no 

fue posible utilizar la misma cámara de cría que en 2019 y la cámara disponible no 

contaba con regulación de la humedad relativa, las placas fueron dispuestas en 

contenedores plásticos junto con un recipiente sin tapa que contenía una solución 

sobresaturada de sulfato de amonio ((NH4)2SO4) a fin de mantener una humedad relativa 

constante del 80% (O'Brien, 1948). Los recipientes plásticos fueron sellados con papel 

film. Finalmente, se observó que rehumedecer el papel de filtro de las placas de Petri con 

las posturas luego de las tres semanas de desarrollo (un día antes del conteo de larvas) 

facilitaba la eclosión.  

2.2.5.3.1 Desarrollo del experimento 
El experimento comenzó con 102 hembras partenogenéticas colectadas en los barrios de 

Coghlan y Floresta (CABA) y en Avellaneda (GBA), 11 de las cuales se destinaron como 

hembras control. La administración del tratamiento se realizó día por medio y se utilizó 

como alimento Chlorophytum comosum (Thunb.) (Baker) (Asparagales, Asparagaceae) 

(comúnmente conocida como lazo de amor). Se tomaron datos (i.e., tamaño de las 

posturas) y se procedió a la conservación de las posturas colectadas y al sacrificio de las 

hembras asociadas a diario entre los días 6-18 del experimento. 

Al cabo de ocho días de iniciada la experiencia casi ninguna hembra había puesto 

huevos y se observó una alta mortalidad. La disección de un par de hembras no evidenció 

anormalidades en el sistema reproductivo, sino que al contrario, se observaron huevos en 
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diferentes estadios de maduración. Se colectaron nuevamente un total de 64 hembras en 

Ciudad Universitaria, Floresta y Palermo (CABA) y se comenzó un nuevo ensayo 

utilizando hojas de Tilia x moltkei (Spaeth) (Malvaceae) (también conocido como tilo) 

como alimento, lo cual garantizó niveles de fecundidad esperados según experiencias 

previas (Rodriguero et al., 2021). Se continuó administrando el tratamiento a las hembras 

del grupo inicial, utilizando la nueva fuente de alimento, observándose una interrupción 

de la mortalidad casi inmediata y patrones de oviposición semejantes a los esperados al 

cabo de siete días de administración. 

La dosis letal no coincidió con los valores hallados previamente por Rodriguero et 

al., (2021) ni en experiencias anteriores (ver sección 2.3.2.1), por lo que se evidenció la 

necesidad de no extrapolar este valor a cualquier población. El experimento se repitió 

nuevamente en enero de 2023 con los ajustes necesarios. 

2.2.5.4 Experimento 4 

Se colectaron 96 hembras en Floresta (CABA) y en Avellaneda (GBA), de las cuales 11 

fueron destinadas como hembras control. Se reservaron las posturas y se sacrificaron 

cinco hembras control antes de comenzar a administrar el tratamiento (T0) y nuevamente 

el último día del experimento (T18). Los tratamientos se administraron día por medio 

durante 18 días y diariamente se reservaron las posturas de 3-5 hembras que luego fueron 

sacrificadas y conservadas en alcohol 100% a -20°C. Las posturas fueron 

descontaminadas con sulfato de cobre 2% durante 4 min y se mantuvieron tres semanas 

en la cámara de cría utilizando una solución sobresaturada de sulfato de amonio para 

mantener la humedad relativa en 80%, como se mencionó previamente. 

Las extracciones de ADN y las qPCRs se realizaron como se mencionó 

oportunamente (ver secciones 2.2.2.1 y 2.2.2.4 respectivamente) utilizando 

SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix (BioRad, EEUU) y los 



61 

 

oligonucleótidos especificados en las Tablas 2.2 y 2.4 (secciones 2.2.2.3 y 2.2.3.2.1, 

respectivamente). Se estimó la densidad de Wolbachia y de Rickettsia como se expresa 

en la Ecuación 2.3, utilizando el promedio de Cqs de las hembras control como calibrador 

(ver sección 2.2.2.4). 

El “Tamaño de las posturas” se modeló a partir de un GLMM con distribución 

binomial negativa (función glmer.nb del paquete lme4, Bates et al., 2015), considerando 

“Tiempo”, “Tratamiento” y la interacción “Tiempo:Tratamiento” como factores fijos y 

“Hembra” y “Población” como factores aleatorios.  

La “Viabilidad de las posturas” se modeló a partir de un GLMM con distribución 

binomial (función glmer del paquete lme4, Bates et al., 2015) con “Tiempo”, 

“Tratamiento”, “Hongos” y las interacciones “Tiempo:Tratamiento” y 

“Tratamiento:Hongos” como factores fijos y “Población” como factor aleatorio. 

En ambos casos se verificó si los datos presentaban sobre o sub-dispersión aparente 

mediante la evaluación gráfica de los residuos y el cálculo del parámetro de dispersión de 

los mismos (Anexo II). La sobredispersión observada para el modelo de “Viabilidad de 

las posturas” fue incorporada al momento de calcular los estimadores y valores de 

significación. 

Las densidades relativas de Wolbachia y Rickettsia sp. se modelaron por separado. 

En ambos casos se utilizó un modelo lineal mixto con una transformación logarítmica 

para la variable respuesta (función lmer del paquete nlme; Pinheiro et al., 2020) en 

función del “Tiempo”, “Tratamiento” y la interacción entre “Tiempo:Tratamiento” 

(factores fijos) y de la “Población” como factor aleatorio. Adicionalmente, para las 

hembras tratadas también se ajustó un modelo lineal mixto con una transformación 

logarítmica para la “Densidad relativa de Simbionte” en función del “Tiempo”, el 

“Simbionte” y la interacción “Tiempo:Simbionte” como factores fijos, y “Hembra” y 
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“Población” como factores aleatorios. Para los tres modelos se verificaron los supuestos 

de normalidad y homocedasticidad mediante el análisis gráfico de los residuos y la prueba 

de Shapiro-Wilk (función shapiro.test del paquete stats; R Core Team, 2013) (Anexo II). 

La prueba de Levene no fue aplicada en estos modelos debido a la inclusión del “Tiempo” 

como variable explicatoria (variable cuantitativa continua). Además, se evaluaron los 

siguientes contrastes utilizando la función estimate_contrasts del paquete modelbased 

(Makowski et al., 2020): i) A partir de qué día es efectivo el antibiótico para cada bacteria 

mediante contrastes entre los tratamientos para cada punto temporal; ii) Si existen 

diferencias en las densidades bacterianas de las hembras control al inicio y al final del 

experimento y iii) Si existen diferencias entre las densidades relativas de los distintos 

endosimbiontes en las hembras tratadas para distintos puntos temporales. 

Finalmente, se estudió la relación entre la viabilidad de las posturas y la densidad 

relativa de cada endosimbionte por separado. En cada caso se ajustó un GLM (función 

glm del paquete stats; R Core Team, 2013) con distribución binomial contemplando la 

“Viabilidad de las posturas” como variable respuesta y la “Densidad relativa” como 

variable explicatoria. El análisis de dispersión de los residuos indicó sobredispersión en 

los datos (Anexo II), por lo que se utilizó una distribución cuasibinomial para dar cuenta 

de este fenómeno en ambos conjuntos de datos.  

2.2.6 Controles experimentales 
La esterilidad de las hembras partenogenéticas luego de la administración prolongada 

(>15 días) de tetraciclina (Rodriguero et al., 2021) podría atribuirse no solo a la 

efectividad del antibiótico contra Wolbachia, afectando la reproducción de las 

poblaciones infectadas, sino que también podría ser una consecuencia de que el 

antibiótico sea nocivo para estos gorgojos y afecte su éxito reproductivo por distintos 

mecanismos que se desconocen. Además, se ignora si el antibiótico afecta la palatabilidad 
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de las hojas ingeridas por las hembras experimentales. Si las hembras ingirieran menos 

alimento, la esterilidad podría además atribuirse a un estado nutricional deficitario. 

Entonces, en este trabajo se realizaron controles experimentales que pretenden verificar 

la inocuidad del antibiótico sobre la integridad fisiológica de las hembras de P. 

postfasciatus. 

2.2.6.1 Evaluación de los efectos de la tetraciclina sobre la biología de P. 

postfasciatus (efectos secundarios) 

En febrero de 2022 se realizó una campaña a las localidades de Recreo (-31.514, -60.668) 

y Santo Tomé (-31.657, -60.789), en la Provincia de Santa Fe, y se colectaron hembras y 

machos en poblaciones de reproducción sexual de P. postfasciatus. Considerando la 

asociación entre modo reproductivo y estado de infección con Wolbachia descubierta por 

Elias-Costa et al., (2019) para esta especie, se procedió a verificar el estado de infección 

con Wolbachia y Rickettsia sp. en 10 individuos de cada población (cinco hembras y 

cinco machos) mediante la extracción de ADN y posterior qPCR (que es una técnica más 

sensible que la PCR de punto final usada por Elias-Costa et al., (2019) y que podría 

revelar cargas bacterianas imperceptibles por este método) siguiendo los procedimientos 

detallados en las secciones 2.2.1.2.1 y 2.2.1.2.3 respectivamente, y utilizando los 

oligonucleótidos detallados en las Tablas 2.2 y 2.4. En todos los casos la infección con 

ambas bacterias resultó indetectable, cumpliéndose la predicción de Elias-Costa et al., 

(2019). 

Al contar con organismos libres de la infección, esta colecta permitió poner a prueba 

los posibles efectos secundarios del antibiótico utilizado en todos los experimentos 

(tetraciclina clohidrato) sobre el tamaño y la viabilidad de las posturas. 

Se mantuvieron 30 parejas provenientes de Santo Tomé en una jaula comunitaria 

durante cinco días antes de comenzar la administración del antibiótico. Luego, las 
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hembras fueron separadas en dos grupos al azar, un grupo control (n=15) y un grupo que 

recibiría el antibiótico (n=15).  

El experimento se desarrolló como se explicó anteriormente, utilizando hojas de Tilia 

x moltkei (especie de tilo predominante en CABA) como alimento. La administración de 

los tratamientos se mantuvo durante 20 días. Tres veces por semana se colectaron y 

cuantificaron las posturas de cada hembra, que fueron descontaminadas sumergiéndolas 

en una solución de sulfato de cobre 2% durante 4 min, seguido de tres lavados con agua 

destilada. Las posturas fueron almacenadas en una cámara de cría durante tres semanas, 

manteniendo las condiciones previamente establecidas. 

Al cabo del tiempo de incubación, las placas de Petri fueron revisadas y se registró 

la viabilidad de las posturas y la presencia de hongos en cada placa. Las hembras 

sobrevivientes al final del experimento (n=27) fueron sacrificadas y almacenadas en 

alcohol 100% a 4°C hasta la extracción del ADN.  

Tanto el tamaño de las posturas como la viabilidad de las mismas fueron evaluadas 

en función del tiempo y del tratamiento mediante GLMMs. El “Tamaño de las posturas” 

fue modelado con una distribución binomial negativa, siendo “Tiempo”, “Tratamiento” 

y la interacción “Tiempo:Tratamiento” los factores fijos considerados y “Hembra” el 

factor aleatorio (función glmer.nb del paquete lme4, Bates et al., 2015). La “Viabilidad 

de las posturas” se modeló con una distribución binomial, con “Tiempo”, “Tratamiento”, 

“Hongos” y las interacciones “Tiempo:Tratamiento” y “Tratamiento:Hongos” como 

factores fijos y “Hembra” como factor aleatorio (función glmer del paquete lme4, Bates 

et al., 2015). En ambos casos se verificó que los datos no presentaran sobre o sub-

dispersión aparente mediante la evaluación gráfica de los residuos y el cálculo del 

parámetro de dispersión de los mismos (Anexo II).  
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2.2.6.2 Experimento de ingesta 

Para estudiar el efecto de la tetraciclina sobre la capacidad de ingesta de los gorgojos se 

llevó a cabo un experimento durante enero de 2021. El desarrollo de todo el experimento 

se realizó en el domicilio particular de quien escribe durante el Aislamiento Social 

Preventivo y Obligatorio (ASPO) (Decreto 297/2020).  

Se colectaron 60 hembras en el barrio de Coghlan (CABA), que previamente al inicio 

del experimento, las hembras se mantuvieron en una jaula comunitaria y en cada esquina 

se colocaron hojas de distintas especies de plantas que podían ser halladas en abundancia 

en las inmediaciones del domicilio. Al cabo de una semana se realizó una estimación 

cualitativa sobre la predilección de las hembras y se definió que para el experimento se 

utilizarían hojas alimento de plantas Liriope muscari (Decne.) (Bailey) (Asparagales, 

Asparagaceae) (conocida como serpentina). Luego, las hembras fueron separadas al azar 

en dos grupos (n=30 hembras control y n=30 hembras tratadas) y se las acondicionó 

individualmente en potes plásticos como ya se ha explicado.  

La administración de los tratamientos y la toma de datos se realizaron como se 

mencionó en la sección 2.2.1.2. El registro consistió en la captura fotográfica de las hojas 

alimento antes y después de ofrecerlas a las hembras. Las superficies foliares fueron 

estimadas con el programa ImageJ v. 1.53e (Rasband, 1997; Schneider et al., 2012) y se 

calculó un valor de ingesta promedio (i.e., superficie foliar consumida) para cada hembra. 

A partir de los datos de las hembras sobrevivientes al finalizar el experimento (n=15 

hembras control, n=19 hembras tratadas), se ajustó un modelo lineal para evaluar el “Área 

consumida promedio” en función del “Tratamiento” y luego se realizó una prueba t de 

Student (función t.test del paquete stats; R Core Team, 2013). Se verificaron 

exitosamente los supuestos de normalidad y homocedasticidad a partir de un análisis 

gráfico de los residuos (Anexo II), sumado a la prueba de Shapiro-Wilk (función 
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shapiro.test del paquete stats; R Core Team, 2013), y la prueba de Levene (función 

leveneTest del paquete car; Fox & Weinsberg, 2009). 

Por otro lado, se evaluó la posible asociación entre la mortalidad durante el 

experimento y el tratamiento administrado a partir de un GLM con distribución binomial. 

Como la variable “Mortalidad” (variable respuesta) es de tipo dicotómica, el parámetro 

de dispersión no es informativo para evaluar el ajuste del modelo, por lo que se realizó 

una prueba de Hosmer-Lemeshow (función hoslem.test del paquete ResourceSelection; 

Lele et al., 2019).  

2.2.7 Contraprueba: ¿Recuperan las hembras partenogenéticas la 
capacidad de reproducirse sexualmente? 
El descubrimiento de poblaciones bisexuales en Santa Fe y la consiguiente obtención de 

machos en grandes cantidades11 permitieron explorar varias preguntas: ¿Existen 

diferencias en los parámetros de fecundidad y viabilidad de las posturas entre hembras 

partenogenéticas y hembras de reproducción sexual? ¿Es posible la cópula en las hembras 

partenogenéticas? La espermateca de las hembras partenogenéticas ¿es funcional? 

¿Pueden hembras partenogenéticas tratadas con tetraciclina, y por ende con una baja 

densidad de Wolbachia y Rickettsia sp., utilizar el esperma de los machos para 

reproducirse? De observarse posturas viables y descendencia bisexual bajo estas 

condiciones se podría constatar la inducción de partenogénesis telitóquica mediada por 

endosimbiontes para esta especie (Ma & Schwander, 2017). 

                                                 
11 Hasta 2022, se conocían pocas poblaciones bisexuales de P. postfasciatus, poco abundantes y algunas 
de ellas extintas debido a la modificación antrópica desde su descubrimiento (e.g., la población de San 
Jerónimo, pcia. de Santa Fe, estaba extinta hacia el año 2018). En 2022 se decidió explorar algunos puntos 
que podrían albergar individuos del sexo masculino a partir de ciertos registros recuperados del sitio 
www.ecoregistros.org y que sugerían la posibilidad de bisexualidad en la localidad de Recreo, pcia. de 
Santa Fe. Una campaña a dicho punto demostró que se estaba en lo cierto al encontrar una población 
muy abundante en la que los individuos copulaban activamente. Otro tanto se comprobó en la cercana 
localidad de Santo Tomé. 

http://www.ecoregistros.org/
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Para abordar estas preguntas se comparó el tamaño y la viabilidad de las posturas 

provenientes de hembras de distinto modo reproductivo y status copulatorio: hembras 

partenogenéticas vírgenes (Pv), hembras partenogenéticas copuladas (Pc), hembras de 

reproducción sexual (S) y hembras partenogenéticas que hubieran recibido un tratamiento 

prolongado con tetraciclina y copuladas (PTc). 

Se aislaron 10 hembras partenogenéticas a las que se les administró un tratamiento 

con tetraciclina 2,5 mg/ml por más de 15 días, y por otro lado, siete hembras 

partenogenéticas a las que no se les administró el antibiótico. Las hembras de ambos 

grupos se colocaron en potes plásticos individuales sin el sustrato de oviposición. 

Además, se colocó un macho de la ciudad de Recreo dentro de cada pote durante tres días 

para permitir la cópula, la cual fue confirmada visualmente. Al cabo del tercer día, los 

machos fueron retirados y se colocaron sustratos de oviposición en cada pote. Las 

hembras tratadas continuaron recibiendo el tratamiento con tetraciclina 2,5 mg/ml a través 

de hojas de tilo hasta la finalización de este experimento. Se revisaron los sustratos de 

oviposición a diario, se registró el tamaño de las posturas de cada hembra, que se 

reservaron para evaluar su viabilidad. La toma de datos se realizó durante cinco días, 

luego de los cuales se tomaron al azar dos hembras de cada condición y se disecaron sus 

espermatecas para evaluar su contenido. Con fines comparativos, también se disecaron 

las espermatecas de dos hembras de reproducción sexual12 y de dos hembras 

partenogenéticas vírgenes. Las espermatecas fueron disecadas en PBS 1X utilizando una 

lupa Stemi 2000-C (Zeiss, Alemania) e inmediatamente sumergidas en una solución de 

ácido acético 65% para poder disgregar el tejido y liberar el contenido espermático. Se 

                                                 
12 Se asume que estas hembras fueron inseminadas en el campo o durante el tiempo que permanecieron 
en contacto con los machos de su población en el laboratorio. Se observaron numerosas parejas en cópula 
desde el momento de la colecta hasta que las hembras fueron separadas de los machos de cada población. 
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tiñeron con Giemsa y los preparados se observaron en un microscopio óptico DMLB 

(Leica, Alemania). 

Las hembras partenogenéticas vírgenes y las hembras de reproducción sexual (n=15 

en cada caso) se mantuvieron en los dispositivos experimentales durante 16-20 días y la 

toma de datos se efectuó día por medio. 

Todas las posturas fueron descontaminadas con sulfato de cobre 2% tal como ya se 

explicó y colocadas en la cámara de cría durante tres semanas bajo las condiciones ya 

especificadas, luego de las cuales fueron revisadas a fin de registrar la viabilidad como el 

número de larvas emergidas/total de huevos. 

El “Tamaño de las posturas” y la “Viabilidad de las posturas” fueron comparadas 

entre “Condiciones”13 (Pv, Pc, PTc y S), con “Hembra” como factor aleatorio, mediante 

GLMMs. El “Tamaño de las posturas” se modeló con una distribución binomial negativa, 

mientras que la “Viabilidad de las posturas” fue modelada con una distribución binomial 

(funciones glmer.nb y glmer del paquete lme4 respectivamente, Bates et al., 2015). En 

ambos casos se verificó que no hubiera sobre- o sub-dispersión de los datos a través de la 

observación gráfica de los residuos (Anexo II) y en caso de existir se la consideró al 

momento de calcular los estimadores y valores de significación.  

2.3. Resultados 
A continuación se presentan los resultados obtenidos. Los valores medios informados se 

expresan siempre con el error estándar de la muestra asociado (SEM por sus siglas en 

inglés) de la siguiente manera: media reportada ±SEM. Para las pruebas estadísticas 

llevadas a cabo se informa el valor del estadístico correspondiente (F para modelos 

                                                 
13 Se define esta variable como cada combinación de modo reproductivo (sexual/partenogenético) y 
status copulatorio (virgen/copulada) estudiada. 
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lineales, t para pruebas t de Student, X2 para ANOVA y z para GLMs y GLMMs), los 

grados de libertad (df) y el valor de significación estadística (p). Para las comparaciones 

de Tukey se informa el valor de significación estadística (p). 

2.3.1 Caracterización de la población de referencia para el estudio 
de la dinámica de la densidad bacteriana a través de experimentos 
de cura con antibiótico 

2.3.1.1 Efecto de la longevidad sobre la densidad de Wolbachia 

El análisis de los datos de amplificación por qPCR estableció que las eficiencias de los 

oligonucleótidos utilizados fueron del 75% para ITS1 de P. postfasciatus y del 60% para 

gatB de wNau1. 

Se observó un efecto significativo del “Tiempo” sobre la “Densidad relativa” de 

Wolbachia (F=4,3; df=23; p=0,0495) (Figura 2.9). El R2 fue 0,158; indicando que el 

modelo explica aproximadamente el 16% de la variabilidad total de los datos. La 

pendiente del modelo ajustado es negativa.  

  
Figura 2.9 Dinámica de la densidad relativa de Wolbachia, expresada en términos de la relación establecida en la 
Ecuación 2.3, para una población natural de hembras partenogenéticas de P. postfasciatus mantenida en condiciones 
de laboratorio. La línea de tendencia representa los valores predichos por el modelo lineal ajustado, con sus 
respectivas bandas de confianza 95% en gris. Los puntos representan las observaciones a partir de las cuales se ajustó 
el modelo. El efecto del tiempo es significativo (F=4,3; df=23; p=0,0495; R2=0,1575). 
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2.3.1.2 Susceptibilidad de Rickettsia sp. al tratamiento con tetraciclina 

La administración de tetraciclina durante un período prolongado de tiempo provocó una 

reducción del 60% de la densidad relativa de Rickettsia sp. en las hembras tratadas 

respecto de las hembras control. Es decir que se detectó un efecto significativo del 

tratamiento sobre la densidad de Rickettsia sp. (t=2,739; df=6; p=0,0338) (Figura 2.10). 

 
Figura 2.10 Efecto del tratamiento con tetraciclina sobre la densidad relativa de Rickettsia sp. Se indica la media 
(altura de las barras), el SEM (bigotes) y los valores individuales (puntos). * indica diferencias significativas entre 
tratamientos (t=2,739; df=6; p=0,0338). 

2.3.1.3 Efecto de la tetraciclina sobre Wolbachia y Rickettsia sp. en distintos 

tejidos de P. postfasciatus 

Las eficiencias de las reacciones de qPCR fueron altas para los tres genes amplificados, 

siendo de 99,7% para ITS1 de P. postfasciatus, 95,7% para gatB de wNau1 y 90,2% para 

gltA de Rickettsia sp. 

Los resultados obtenidos indican que: i) La interacción entre “Simbionte” y “Tejido” 

resultó significativa al comparar la densidad de ambas bacterias en los tejidos de las 

hembras control (Χ2=26,46; df=3; p=7,642e-06). A partir de las comparaciones múltiples 

se observó que la densidad relativa de ambas bacterias es semejante en el tejido 

reproductivo y en la cabeza (p>0,05), pero hay una mayor densidad de Wolbachia en los 

restos corporales (p=0,0247) y una mayor densidad de Rickettsia en el tejido digestivo 

(p=0,0006) (Figura 2.11A); ii) El tratamiento con tetraciclina es efectivo contra ambas 

bacterias estudiadas, aunque el efecto depende de la bacteria (i.e., la interacción 



71 

 

“Simbionte:Tratamiento” resultó significativa; Χ2=6,868; df=1; p=0,00876), siendo 

Rickettsia sp. más susceptible (p=0,0050) (Figura 2.11B); iii) Al analizar la distribución 

de las bacterias en los distintos tejidos para cada tratamiento se observó que cada bacteria 

se distribuye de manera diferente (Χ2=15,191; df=3; p=0,00166 para el análisis de 

Wolbachia y Χ2=11,442; df=3; p=0,00956 para el análisis de Rickettsia sp.). En hembras 

control Wolbachia se encuentra en menor densidad en el sistema digestivo en 

comparación con los otros tejidos, mientras que en las hembras tratadas, tanto el tejido 

reproductivo como el digestivo cuentan con una densidad de Wolbachia 

significativamente menor que la cabeza y los restos corporales (p<0,05) (Figura 2.11C). 

Por otro lado, Rickettsia sp. presenta una distribución homogénea en las hembras control, 

con densidades semejantes en todos los tejidos estudiados, mientras que en las hembras 

tratadas se observa que la densidad en el tejido digestivo es significativamente menor en 

comparación con el tejido reproductivo, la cabeza y los restos corporales (p<0,05) (Figura 

2.11D). 
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Figura 2.11 Cuantificación relativa de la densidad de Wolbachia y Rickettsia sp. expresada como el log10 de la relación establecida en la 
Ecuación 2.3, en distintos tejidos de hembras de P. postfasciatus sometidas a distintos tratamientos. A. Densidad relativa de Wolbachia 
(rosa) y Rickettsia sp. (violeta) en distintos tejidos de hembras control (tratamiento con agua destilada). B. Efecto del tratamiento 
(tetraciclina 2,5 mg/mL) sobre la densidad promedio de Wolbachia (rosa) y Rickettsia sp. (violeta). C. Efecto del tratamiento con antibiótico 
en la densidad relativa y distribución de Wolbachia. D. Efecto del tratamiento con antibiótico en la densidad relativa y distribución de 
Rickettsia sp. Cabeza: celeste; tejido digestivo: verde; tejido reproductivo: rojo; restos corporales: naranja. Las líneas horizontales gruesas 
indican el valor de la mediana, “+” indica la media, las cajas el rango intercuartílico (IQR) y los bigotes 1,5 veces el IQR. * indican diferencias 
significativas (p<0,05) en el modelo planteado. Las medias asociadas a letras diferentes presentan diferencias significativas entre sí (p<0,05, 
comparaciones de Tukey). 

2.3.1.4 Comparación de las densidades relativas de Wolbachia y Rickettsia 

sp. en diferentes poblaciones naturales 

Las eficiencias de las reacciones de qPCR fueron de 82,1% para ITS1 de P. postfasciatus, 

86,0% para gatB de wNau1 y 78,7% para gltA de Rickettsia sp. 

No se detectaron efectos significativos de la especie bacteriana (Χ2=0,092; df=1; 

p=0,761), la población (Χ2=0,0148; df=2; p=0,993) o la interacción entre ambas variables 

evaluadas sobre la densidad relativa bacteriana (Χ2=0,313; df=2; p=0,855) (Figura 2.12). 
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Figura 2.12 Densidad relativa (medias ± SEM) de Wolbachia y Rickettsia sp. en distintas poblaciones naturales de 
hembras partenogenéticas de P. postfasciatus (p>0,05). Las hembras de Coghlan (marrón) y Lugano (celeste) fueron 
colectadas en 2019 y las hembras de Floresta (rosa) en 2023.  

2.3.2 Experimentos críticos desarrollados 

2.3.2.1 Experimento 1 

En base a las dos experiencias desarrolladas en 2019, el tamaño promedio de las posturas 

fue 20,67±0,94 huevos para las hembras control y 18,02±0.92 para las hembras tratadas. 

Al estudiar el tamaño de las posturas en función del tiempo y del tratamiento, no se 

observaron efectos significativos de ninguno de los factores fijos (Tiempo: z=-0,964; 

p=0,335; Tratamiento: z=-1,438; p=0,150; interacción Tiempo:Tratamiento: z=0,880; 

p=0,379) (Figura 2.13A). La viabilidad promedio de las hembras control fue de 25±2% y 

se observó un efecto significativo de la interacción “Tiempo:Tratamiento” (z=-9,323; 

p=2e-16) (Figura 2.13B). La subdispersión del modelo fue incorporada al momento de 

calcular los desvíos y consiguientes niveles de significación. El modelo ajustado establece 

que entre los días 0 y 4 de administración de tratamientos la viabilidad de las posturas de 

hembras tratadas es superior a la viabilidad de las posturas de las hembras control 

(p<0,05), mientras que a partir del día 8 esta relación se invierte hasta el final del 

experimento (p<0,05). La dosis letal (i.e., la que provocó la esterilidad de la especie 

hospedadora) correspondió al día 13 en las dos experiencias realizadas. 
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Figura 2.13 Efecto del tratamiento con tetraciclina 2,5 mg/ml sobre el tamaño (A) y la viabilidad de las posturas (B) 
de hembras partenogenéticas Control (verde) y Tratadas (naranja) durante el Experimento 1. Las líneas de tendencia 
corresponden a los valores predichos por el GLMM ajustado en cada caso con sus respectivas bandas de confianza 
95% asociadas. Los puntos representan las observaciones individuales a partir de las cuales se construyeron los 
modelos. A No hay efectos fijos significativos (p>0,05). B Interacción entre el “Tiempo” y el “Tratamiento” significativa 
(z=-9,323; p=2e-16). 

Las eficiencias de las reacciones de qPCR fueron de 75% para ITS1 de P. 

postfasciatus y 60% para gatB de wNau1. La densidad relativa de Wolbachia, estimada a 

partir de la relación establecida en la Ecuación 2.3 (sección 2.2.2.4), se modeló para cada 

experimento (enero y febrero) por separado. En ambos casos, se observó una marcada 

disminución en la varianza de las hembras tratadas conforme se incrementan los días de 

administración del antibiótico, lo que no ocurrió con las hembras control (Figuras 2.14 y 

2.15). Para la experiencia de enero se observó un efecto significativo de la interacción 

“Tiempo:Tratamiento” sobre la densidad relativa de Wolbachia (F=17,35; df=63; 

p=9,58e-05) (Figura 2.14). No se observaron diferencias significativas entre la densidad 

relativa registrada para las hembras control al comienzo y al final del experimento 

(p=0,218). A partir del día 6 se registran diferencias significativas entre tratamientos 

(p=0,013) de modo que la densidad relativa de Wolbachia en hembras tratadas es menor 

que la registrada para hembras control.  
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Asimismo, se obtuvieron diferencias significativas entre tratamientos para la 

experiencia de febrero (Χ2=11,767; df=1; p=0,0006), pero no así entre tiempos diferentes 

dentro de cada tratamiento (Figura 2.15). 

   
Figura 2.14 Dinámica de la densidad relativa de Wolbachia durante el Experimento 1 (enero), expresada en términos 
de la relación establecida en la Ecuación 2.3 y modelada mediante un modelo lineal mixto para Hembras Control 
(verde) y Hembras Tratadas (naranja). Las líneas de tendencia denotan los valores predichos por el modelo ajustado, 
con sus respectivas bandas de confianza del 95%. Los puntos representan las observaciones individuales a partir de 
las cuales se ajustó el modelo. Existe una interacción significativa entre el “Tiempo” y el “Tratamiento” (F=17,35; 
df=63; p=9.58e-05). 

  
Figura 2.15 Densidad relativa de Wolbachia durante el Experimento 1 (febrero), expresada en términos de la relación 
establecida en la Ecuación 2.3, en (A) Hembras Control (verde) y en (B) Hembras Tratadas (naranja). Las líneas 
horizontales gruesas indican el valor de la mediana, las cajas el rango intercuartílico (IQR) y los bigotes 1,5 veces el 
IQR. Se observaron diferencias significativas entre tratamientos (Χ2=11,767; df=1; p=0,0006). 

Finalmente, la relación entre la viabilidad de las posturas y la densidad relativa de 

Wolbachia resultó no significativa para la experiencia de enero (p=0,208), aunque si se 
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observan los datos de las hembras tratadas con el antibiótico (con fines ilustrativos), se 

aprecia una tendencia positiva entre ambas variables (Figura 2.16). Por otro lado, se 

observó una relación significativa y positiva en la experiencia de febrero (z=3,446; 

p=0,00187) (Figura 2.17); sin embargo no fue posible establecer claramente una densidad 

umbral.  

 
Figura 2.16 Relación entre la viabilidad de las posturas y la densidad relativa de Wolbachia, expresada en términos 
de la relación establecida en la Ecuación 2.3, en Hembras Control (verde) y Hembras Tratadas (naranja) del 
experimento 1 (enero de 2019). Los puntos representan las observaciones individuales que fueron comparadas 
mediante un ANOVA (p=0,208).  

 
Figura 2.17 Relación entre la viabilidad de las posturas y la densidad relativa de Wolbachia, expresada en términos 
de la relación establecida en la Ecuación 2.3, en hembras del Experimento 1 (febrero de 2019). La línea de tendencia 
representa los valores predichos por el GLM ajustado, con sus respectivas bandas de confianza 95% en gris. Los puntos 
representan las observaciones a partir de las cuales se ajustó el modelo. La relación entre las variables es positiva y 
significativa (z=3,446; p=0,00187). 
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Los resultados obtenidos, sumados a las inconsistencias observadas con los valores 

de viabilidades de las hembras control en comparación con experimentos previos 

(Rodriguero et al., 2021), al hecho de que las eficiencias de los oligonucleótidos utilizados 

para las qPCR no fueron las óptimas y a la detección de mejoras que se podrían introducir 

en el diseño experimental (e.g., utilizar una mayor cantidad de hembras tratadas) 

promovieron la necesidad de repetir este experimento en los años subsiguientes. 

2.3.2.2 Experimento 2 

En 2021 las hembras no ovipusieron durante la totalidad del experimento. Las 

condiciones ambientales alteradas debido al ASPO difirieron considerablemente de las 

que se experimentan regularmente en el laboratorio. Además, y en base a experiencias 

posteriores, la manipulación de las hojas de serpentina utilizadas como alimento también 

podría haber afectado la fecundidad y la mortalidad de las hembras. 

Esta experiencia demostró que, a pesar de los esfuerzos realizados, el domicilio 

particular de quien escribe no resultó un ambiente idóneo para la realización de este tipo 

de experimentos.  

2.3.2.3 Experimento 3 

A partir de los resultados obtenidos para el Experimento 1 (dosis letal en el día 13 de la 

administración del antibiótico), en la experiencia de 2022 se comenzó con la toma de 

datos el día 6 a fin de contar con un tamaño muestral adecuado una vez que el tratamiento 

comenzara a ser efectivo y que disminuyera la varianza entre las densidades bacterianas. 

Sin embargo, en 2022 se observó una modificación de la dosis letal respecto a lo 

observado en enero de 2019, la cual resultó menor (Figura 2.18). La viabilidad de las 

posturas se volvió nula a partir del día 8 de administración del tratamiento, por lo que no 

fue posible realizar los análisis de viabilidad en función de la densidad relativa de 

bacteria. 
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Figura 2.18 Relación observada entre la viabilidad de las posturas y el tiempo de administración de tetraciclina 2,5 
mg/ml para las hembras tratadas del Experimento 3 en 2022 (naranja) en comparación con lo esperado para las 
hembras tratadas en base a los resultados obtenidos del Experimento 1 durante enero de 2019 (violeta). Se presenta 
la media (símbolos) y el SEM (bigotes). 

2.3.2.4 Experimento 4 

El tamaño promedio de las posturas fue de 20,64±0,93 para las hembras control y 

22,55±0,66 para las hembras tratadas. No hay evidencia de efectos significativos del 

Tiempo (z=-1,391; p=0,164), del Tratamiento (z=1,001; p=0,317), ni la interacción entre 

ambos factores sobre el tamaño de las posturas (z=-0,614; p=0,539) (Figura 2.19A). Por 

otro lado, la viabilidad promedio de las posturas de las hembras control fue de 42±4%, 

no detectándose diferencias entre la viabilidad al inicio y al final del experimento 

(p=0,315). Sin embargo, se observó un efecto significativo de la interacción 

“Tiempo:Tratamiento” (z=-8,165; p=3,23e-16) que afecta a las hembras tratadas (Figura 

2.19B). Según el modelo estimado, la viabilidad de las posturas de las hembras tratadas 

es superior a la de las hembras control en los tiempos 0, 1 y 2, aunque esta relación se 

invierte a partir del día 4 y hasta el final del experimento (Figura 2.19B), identificándose 

la dosis letal en el tiempo 9. 
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Figura 2.19 Efecto del tratamiento con tetraciclina 2,5 mg/ml sobre el tamaño (A) y la viabilidad de las posturas (B) 
de hembras partenogenéticas Control (verde) y Tratadas (naranja) durante el Experimento 4. Las líneas de tendencia 
corresponden a los GLMMs ajustados en cada caso con sus respectivas bandas de confianza 95% asociadas. Los puntos 
representan las observaciones individuales a partir de las cuales se construyeron los modelos. A No hay efectos fijos 
significativos (p>0,05). B Interacción entre el “Tiempo” y el “Tratamiento” significativa (z=-8,165; p=3,23e-16). 

Las eficiencias de las reacciones de qPCR fueron de 105% para ITS1 de P. 

postfasciatus, 98,7% para gatB de wNau1 y 88,5% para gltA de Rickettsia sp. 

Existen efectos significativos de la interacción “Tiempo:Tratamiento” en relación 

con la densidad relativa de Wolbachia (F=28,506; df=37; p=3,31e-06) (Figura 2.20A). 

No se observaron diferencias entre las densidades de las hembras control al inicio y al 

final del experimento (p=0,290). La densidad relativa de las hembras tratadas presenta un 

decaimiento acelerado conforme avanza la administración del antibiótico a la par que se 

reduce la varianza entre las observaciones. De acuerdo al modelo ajustado, se estiman 

diferencias significativas entre las densidades de distintos tratamientos a partir del día 3 

del experimento (p=0,008). 

Los resultados para la densidad relativa de Rickettsia sp. en el tiempo son similares; 

se observó un efecto significativo de la interacción “Tiempo:Tratamiento” (F=48,441; 

df=37; p=1,47e-08) (Figura 2.20B), aunque este efecto se hace evidente en las hembras 
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tratadas ya que no se observaron diferencias entre las densidades de las hembras control 

al inicio y al final del experimento (p=0,102). La densidad relativa de Rickettsia sp. 

respondió al tratamiento prolongado con tetraciclina 2,5 mg/ml de manera similar a la 

observada para Wolbachia (disminución acelerada de la densidad y su varianza asociada). 

A partir del día 5 se estiman diferencias significativas entre densidades de distintos 

tratamientos de acuerdo al modelo ajustado (p=0,004). 

 
Figura 2.20 Dinámica de la densidad relativa de Wolbachia (A) y Rickettsia sp. (B) durante el Experimento 4, expresada 
en términos de la relación establecida en la Ecuación 2.3 y modelada mediante modelos lineales mixtos para Hembras 
Control (verde) y Hembras Tratadas (naranja). Las líneas de tendencia denotan los valores predichos por los modelos 
ajustados, con sus respectivas bandas de confianza del 95%. Los puntos representan las observaciones individuales a 
partir de las cuales se ajustaron los modelos. Existe una interacción significativa entre el “Tiempo” y el “Tratamiento” 
en ambos casos (A F=28,506; df=37; p=3,31e-06 y B F=48,441; df=37; p=1,47e-08). 

Si solo se considera lo que ocurre en las hembras tratadas, se observa que la densidad 

inicial de Rickettsia sp. es aproximadamente el doble que la observada para Wolbachia 

(Figura 2.21). Se observa un efecto significativo entre la interacción “Tiempo:Simbionte” 

(F=14,785; df=58; p=0,000538) que indica que la disminución de la densidad relativa de 

Rickettsia sp. es más pronunciada que la de Wolbachia (Figura 2.21). Las comparaciones 

efectuadas indican que la densidad de Rickettsia sp. es significativamente mayor hasta el 

día 6 y que a partir del día 7 no se observan diferencias entre la densidad de ambas 
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bacterias (p=0,078). También se observa una considerable reducción de la varianza para 

todas las observaciones conforme avanza la administración del tratamiento (Figura 2.21). 

 
Figura 2.21 Dinámica de la densidad relativa de Wolbachia (rosa) y Rickettsia sp. (violeta) durante el Experimento 4, 
expresada en términos de la relación establecida en la Ecuación 2.3 y modelada mediante un modelo lineal mixto, 
para Hembras Tratadas. Las líneas de tendencia denotan los valores predichos por el modelo ajustado, con sus 
respectivas bandas de confianza del 95%. Los puntos representan las observaciones individuales a partir de las cuales 
se ajustó el modelo. Existe una interacción significativa entre “Tiempo” y “Bacteria” (F=14,785; df=58; p=0,000538). 

Finalmente, en los dos modelos planteados para la relación entre la viabilidad de las 

posturas y la densidad relativa de bacteria se evidenciaron efectos significativos, 

revelándose una relación positiva entre ambas variables (Wolbachia: z=5,904; p=1,15e-

06 y Rickettsia sp.: z=5,032; p=1,5e-05) (Figura 2.22A, B). Se observa que cuando la 

densidad relativa de cada bacteria oscila alrededor de 0,25 (i.e., hay cuatro copias del gen 

endógeno -ITS1- por cada copia del gen bacteriano), la viabilidad de las posturas es 

inferior al 20%, lo que impactaría negativamente en el éxito reproductivo del hospedador 

(Figura 2.23).  
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Figura 2.22 Relación entre la viabilidad de las posturas y la densidad relativa de Wolbachia (A) y Rickettsia sp. (B), 
expresada en términos de la relación establecida en la Ecuación 2.3, en hembras del Experimento 3. Las líneas de 
tendencia representan los valores predichos por el GLM ajustado en cada caso, con sus respectivas bandas de 
confianza 95% en gris. Los puntos representan las observaciones a partir de las cuales se ajustó el modelo (n=36). La 
relación entre las variables es positiva y significativa en ambos casos (A z=5,904; p=1,15e-06 y B z=5,032; p=1,5e-05). 

  

Figura 2.23 Relación entre la viabilidad de las posturas y la densidad relativa de Wolbachia (rosa) y Rickettsia sp. 
(violeta) para el Experimento 3. La longitud de las barras representa la media y los bigotes el SEM. Para cada rango 
de viabilidad se denota el número de posturas que lo conforman. 

2.3.3 Controles experimentales 

2.3.3.1 Evaluación de los efectos de la tetraciclina sobre la biología de P. 

postfasciatus (efectos secundarios) 

El tamaño promedio de las posturas fue de 29,3±1,73 huevos para las hembras control y 

28,1±1,60 para las hembras tratadas. No se detectaron efectos significativos del “Tiempo” 

(z=0,337; p=0,736), del “Tratamiento” (z=-0,998; p=0,318), ni la interacción entre ambos 
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factores (z=0,916; p=0,360) sobre el tamaño de postura (Figura 2.24A). La viabilidad 

promedio de las posturas fue del 82±2% para ambos tratamientos. Al modelar esta 

variable se observó sobredispersión de los residuos, por lo que fue incorporada al 

momento de calcular los desvíos y consiguientes niveles de significación. No se 

observaron efectos significativos de los factores evaluados sobre la viabilidad de las 

posturas (Tiempo: z=-0,877; p=0,38; Tratamiento: z=0,253; p=0,8; Hongos: z=0,643; 

p=0,52; interacción Tiempo:Tratamiento: z=-0,562; p=0,574; interacción 

Hongos:Tratamiento: z=-1,030; p=0,303) (Figura 2.24B).  

 
Figura 2.24 Efecto del tratamiento con antibiótico sobre el tamaño (A) y la viabilidad (B) de las posturas de hembras 
de reproducción sexual Control (verde) y Tratadas (naranja). Las líneas de tendencia corresponden a los valores 
predichos por los GLMMs ajustados en cada caso, con sus respectivas bandas de confianza 95%. Los puntos 
representan las observaciones a partir de las cuales se construyeron los modelos. Ambos modelos resultaron no 
significativos (p>0,05). 

2.3.3.2 Experimento de ingesta 

 El área promedio consumida fue 0,59±0,06 cm2 para las hembras control y 0,62±0,04 

cm2 para las hembras tratadas. No se observaron diferencias significativas entre los 

tratamientos (t=-0,341; df=25,7; p=0,737) (Figura 2.25) sobre la ingesta promedio. Se 

registró la muerte de 15 hembras control y 11 hembras tratadas, lo cual no implicó 

diferencias significativas en la mortalidad con respecto al tratamiento (z=-1,039; 
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p=0,299). La prueba de Hosmer-Lemeshow no detectó evidencias de un mal ajuste del 

modelo. 

 
Figura 2.25 Efecto del tratamiento con tetraciclina sobre la ingesta promedio en cm2. Se indica la media (altura de las 
barras), el SEM (bigotes) y los valores individuales (puntos). No se observaron diferencias significativas entre los 
tratamientos (p=0,727). 

2.3.4 Contraprueba: ¿Recuperan las hembras partenogenéticas la 
capacidad de reproducirse sexualmente? 
Durante el confinamiento de hembras partenogenéticas vírgenes, ya sea que hubieran 

recibido un tratamiento prolongado de tetraciclina o no, junto a machos provenientes de 

la población bisexual de Recreo (pcia. de Santa Fe), se observó cópula en el 100% de los 

casos (Figura 2.26A). 

La evaluación del contenido de la espermateca de las hembras partenogenéticas 

vírgenes (Pv), las hembras partenogenéticas copuladas (Pc), las hembras de reproducción 

sexual (S) y las hembras partenogenéticas tratadas con tetraciclina de manera prolongada 

y copuladas (PTc) indicó que el 100% de las espermatecas provenientes de las hembras 

que copularon (i.e., Pc, S y PTc) contuvieron esperma (Figura 2.26D-F14), mientras que 

                                                 
14 Si bien las imágenes que se muestran provienen de la espermateca de una hembra de reproducción 
sexual, la liberación de esperma y la presencia de espermatozoides fueron observados en todas las 
hembras copuladas (Pc, PTc y S). 
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las espermatecas de las hembras partenogenéticas vírgenes se encontraban vacías (Figura 

2.26C).  

 
Figura 2.26 Estudio de la aceptación de la cópula y almacenamiento de esperma en P. postfasciatus. A. Pareja de P. 
postfasciatus en cópula. B. Espermateca vista con lupa (barra: 200 μm). C. Espermateca vacía proveniente de una 
hembra partenogenética virgen (barra: 200 μm). D. Espermateca liberando su contenido (esperma) proveniente de 
una hembra de reproducción sexual (barra: 100 μm). E. Nube de esperma liberada de la espermateca de una hembra 
copulada (barra: 50 μm). F. Espermatozoide (barra: 20 μm). 

En la Tabla 2.5 se reporta el tamaño promedio de las posturas para las distintas 

“Condiciones”15, habiéndose detectado diferencias significativas entre ellas (Χ2=13,155; 

df=3; p=0,004313). Las comparaciones realizadas establecieron que los tamaños de 

postura promedio de las hembras Pv y las hembras S y PTc son significativamente 

diferentes (p<0,05) (Figura 2.27A). 

Tabla 2.5: Estadística descriptiva de las distintas Condiciones estudiadas. Pv: hembra partenogenética virgen; Pc: 
hembra partenogenética copulada; S: hembra de reproducción sexual copulada; PTc: hembra partenogenética 
tratada copulada.  

Condición N 
Tamaño de postura Viabilidad de las posturas 

Media SEM Media SEM 

PV 62 21,05 1,21 0,52 0,03 

PC 7 27,71 4,22 0,66 0,08 

S 71 29,11 1,35 0,75 0,01 

PTC  17 31,24 3,51 0,01 0,01 

 

                                                 
15 Cada “Condición” comprende una combinación de modo reproductivo (sexual/partenogenético) y 
status copulatorio (virgen/copulada) estudiada. 
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La viabilidad promedio de las posturas también se resume en la Tabla 2.5. Se 

detectaron diferencias significativas entre Condiciones (Χ2=85,369; df=3, p=2,2e-16). La 

viabilidad de las posturas de las hembras PTc fue prácticamente nula y difiere 

significativamente del resto de las condiciones evaluadas (p<0,0001) (Figura 2.27B). Por 

otro lado, también se detectaron diferencias significativas entre la viabilidad de las 

posturas de hembras Pv y hembras S (p=0,0001) (Figura 2.27B).  

 

Figura 2.27 Efecto de la condición (modo reproductivo + el status copulatorio) en el tamaño (A) y la viabilidad (B) de 
las posturas de hembras de P. postfasciatus. Pv: hembra partenogenética virgen; Pc: hembra partenogenética 
copulada; S: hembra de reproducción sexual copulada; PTc: hembra partenogenética tratada copulada. Las líneas 
gruesas representan la media, los bigotes el SEM y los círculos las observaciones incluidas en los modelos. Letras 
diferentes implican diferencias significativas entre condiciones (p<0,05, comparaciones de Tukey). 

2.4 Discusión 

2.4.1 Caracterización de la población de referencia para el estudio 
de la dinámica de la densidad bacteriana a través de experimentos 
de cura con antibiótico 
El seguimiento de la densidad relativa de Wolbachia en condiciones de laboratorio para 

una población natural a lo largo de la fase adulta evidenció una disminución de dicha 

variable durante el mes de estudio. Unckless et al., (2009) y Shropshire et al., (2021) 

también revelaron una relación negativa entre la densidad de esta bacteria y la edad de su 

hospedador para distintas especies de Drosophila, lo cual podría estar relacionado con el 

agotamiento de Wolbachia debido a la oviposición continua, como se observó en especies 
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de avispas del género Trichogramma (Zhou et al., 2022). La disminución de la densidad 

de Wolbachia conforme aumenta la edad de sus hospedadores se asocia con una 

disminución en la eficiencia de las manipulaciones reproductivas que ocasiona (i.e., 

incompatibilidad citoplasmática en Drosophila y partenogénesis infecciosa en 

Trichogramma). Entonces, a partir de los resultados obtenidos en este trabajo de tesis se 

determinó que el mejor momento para realizar los experimentos de cura con antibióticos 

es al comienzo de la temporada reproductiva, antes de que la densidad de Wolbachia 

comience a decaer naturalmente. De este modo se evitó la coexistencia de hembras de 

edades (y por ende, de densidades bacterianas) notablemente dispares, lo cual podría 

repercutir en la interpretación de resultados. 

La cuantificación relativa de la densidad de Rickettsia sp. en hembras control y en 

hembras tratadas con tetraciclina por un tiempo prolongado evidenció una reducción del 

60% de la carga bacteriana asociada al tratamiento con el antibiótico. De este modo, se 

hizo evidente que tanto Wolbachia como Rickettsia sp. podrían estar involucradas en la 

reproducción de los linajes partenogenéticos de P. postfasciatus y que era necesario 

cuantificar las densidades de ambas bacterias en los experimentos críticos subsiguientes. 

Por otro lado, el estudio de la distribución de Wolbachia y Rickettsia sp. en los 

distintos tejidos de P. postfasciatus antes y después del tratamiento con tetraciclina podría 

dirigir la investigación hacia el estudio de un tejido en particular si, por ejemplo, las 

bacterias solo se localizaran o coexistieran en un órgano dado, o si el tratamiento actuara 

de manera diferencial en los tejidos evaluados. 

Históricamente ha habido un sesgo hacia la investigación de Wolbachia en relación 

con el tejido reproductivo; sin embargo, la observación repetida de este endosimbionte en 

una gran variedad de tejidos somáticos (sistema nervioso, intestino, hemolinfa, glándulas 

salivares, tejido graso, túbulos de Malpighi y músculo) (Petri et al., 2016) sugiere que las 
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distribuciones amplias no son incidentales, sino un aspecto clave de la biología de esta 

bacteria que aún no está completamente comprendido, pudiendo influir en la biología y 

fisiología de los hospedadores de manera de mejorar la transmisión vertical y/u horizontal 

de la infección (Pietri et al., 2016). Similarmente, Rickettsia sp. también ha sido reportada 

en múltiples tejidos de sus hospedadores (Perlman et al., 2006; Reif & Macaluso, 2009) 

aunque, al igual que Wolbachia, las implicancias de estas distribuciones ubicuas todavía 

requieren atención.  

En P. postfasciatus se observó que las dos bacterias se encuentran presentes en alta 

densidad en todos los tejidos evaluados (cabeza, tejidos digestivo y reproductivo y restos 

corporales), aunque Rickettsia sp. presenta niveles significativamente mayores a 

Wolbachia en el tubo digestivo de esta especie hospedadora, con lo que la primera podría 

estar involucrada en sus hábitos alimenticios, tal como se ha sugerido para la mosca 

blanca Bemisia tabaci (Gennadius 1889) (Brumin et al., 2012) y la chinche de las plantas 

Macrolophous pygmaeus (Rambur 1839) (Dally et al., 2020). La ubicuidad de ambos 

simbiontes amerita la consideración de posibles interacciones entre ellos, aunque su 

naturaleza excede el alcance de este trabajo. Con respecto al efecto del tratamiento con 

tetraciclina, la susceptibilidad de Rickettsia sp. excede globalmente a la de Wolbachia. 

Sin embargo, las bacterias del género Wolbachia alojadas en el tejido reproductivo 

parecen ser más susceptibles al antibiótico que las que están en el resto del cuerpo: en 

todos los tejidos estudiados de las hembras tratadas se observa una disminución 

significativa de la densidad respecto a las hembras control, pero el patrón observado en 

estas últimas (densidades similares en cabeza, tejido reproductivo y restos corporales y 

significativamente menor en tejido digestivo) no se replica luego del tratamiento sino que 

la densidad en el tejido reproductivo es comparable con la densidad en el tejido digestivo 

y significativamente menor que la cabeza o restos corporales. Esto podría ser un indicio 



89 

 

de que las bacterias presentes en el tejido reproductivo podrían tener un impacto 

significativo sobre la disminución de la viabilidad de las posturas. Similarmente, la 

disminución de la densidad de Rickettsia sp. en el tejido digestivo fue mayor que aquella 

registrada para el resto de los tejidos.  

El análisis comparativo de la densidad relativa, tanto de Wolbachia como de 

Rickettsia sp. en hembras control de principios de la temporada reproductiva provenientes 

de tres poblaciones diferentes reveló que la densidad relativa de ambas bacterias es 

semejante entre poblaciones. Estos resultados preliminares podrían indicar la existencia 

de mecanismos de regulación de la densidad bacteriana independientes de la población 

de origen y la fuente de alimento. 

2.4.2 Experimentos críticos desarrollados 
En este trabajo se demuestra la existencia de una densidad mínima bacteriana, ya sea de 

Wolbachia, Rickettsia sp., o ambos simbiontes, que resulta indispensable para la 

continuidad de los linajes partenogenéticos de P. postfasciatus debido a su rol en la 

partenogénesis, la oogénesis o ambos procesos. La aplicación de un tratamiento efectivo 

contra ambos endosimbiontes reveló que una disminución de la carga bacteriana por 

debajo de un nivel dado afectaba la viabilidad de los embriones, aunque no se notó un 

efecto sobre la fecundidad. Si bien los tamaños de las posturas no se vieron afectados por 

la dosis suministrada, a diferencia de lo ocurrido por ejemplo en el gorgojo del arroz 

Lissorhoptrus oryzophilus (Kuschel 1951) (Chen et al., 2012), en el cual la eliminación 

de la infección provocó una interrupción de la oviposición, no se pueden descartar fallas 

en la oogénesis a otro nivel que afecten la maduración de los oocitos e impidan la 

eclosión. 

Wolbachia es la bacteria endosimbiótica más extendida y más estudiada hasta el 

momento; sin embargo, poco a poco se amplía el espectro de endosimbiontes asociados 
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a manipulaciones reproductivas conocidas y, más aún, se incrementan los casos 

confirmados de coinfecciones (Duron et al., 2008, Vautrin & Vavre, 2009, Moutailler et 

al., 2016, Zhang et al., 2016). La coexistencia de endosimbiontes dificulta el diseño de 

estudios que determinen qué fenotipo es provocado por un determinado endosimbionte y 

cuál es el microorganismo responsable. En particular, el descubrimiento de la coinfección 

con Rickettsia sp. en especies partenogenéticas de la tribu Naupactini por da Cruz Cabral 

et al., (2022) y el hecho de que esta bacteria también es susceptible a la tetraciclina 

evidencian la imposibilidad de adjudicar los efectos del tratamiento administrado a P. 

postfasciatus inequívocamente a la disminución de la densidad relativa de Wolbachia, por 

lo que Rickettsia sp. y/o la posible interacción entre ambas bacterias también deben ser 

tenidas en cuenta. 

Breeuwer & Werren, (1993) fueron los primeros en postular un “modelo de dosis 

bacteriana” para explicar la incompatibilidad citoplasmática existente en la avispa 

Nasonia vitripennis (Walker 1836). Luego, Hurst et al., (2000), hicieron lo propio al 

relacionar la dinámica de la densidad de Wolbachia con el androcidio que se observa en 

poblaciones infectadas de Drosophila bifasciata (Pomini 1940). En ambos trabajos 

vincularon la disminución de la carga de Wolbachia en individuos sometidos a un 

tratamiento con antibiótico con los efectos deletéreos observados en la reproducción de 

los mismos y postularon la existencia de un umbral de densidad bacteriana necesario para 

la expresión de la manipulación reproductiva inducida por esta bacteria. Desde entonces, 

otros autores han utilizado esta hipótesis para explicar fenómenos similares (Zchori-Fein 

et al., 2000; Zeh et al., 2005; Negri et al., 2009; Timmermans & Ellers, 2009; Bordenstein 

& Bordenstein, 2011; Zhu et al., 2012; Rodriguero et al., 2021), aunque la identificación 

concreta de tal umbral no se ha explorado hasta la fecha.  
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Similarmente a lo que observaron los autores mencionados, en el presente trabajo el 

tratamiento con tetraciclina tuvo un marcado efecto sobre la viabilidad de la progenie en 

hembras partenogenéticas de P. postfasciatus. En todos los experimentos realizados con 

poblaciones unisexuales se observó la disminución progresiva de la viabilidad de las 

posturas de las hembras tratadas hasta volverse nula (dosis letal), aunque no ocurrió así 

para las hembras control. Esta dinámica se ve reflejada en la disminución de la densidad 

relativa de los endosimbiontes mencionados conforme transcurren los días de 

administración del tratamiento; sin embargo, las infecciones con Wolbachia y Rickettsia 

sp. no fueron eliminadas. Este hecho refuerza la hipótesis del umbral de densidad 

bacteriana, demostrando que el efecto de los endosimbiontes sobre la reproducción de P. 

postfasciatus tiene una naturaleza cuantitativa (Rodriguero et al., 2021). 

Existe una fuerte correlación entre la viabilidad de las posturas y la densidad tanto 

de Wolbachia como de Rickettsia sp. Más aún, en la Figura 2.23 se observa una diferencia 

apreciable entre la viabilidad de las posturas cuando la densidad relativa de cada 

endosimbionte es inferior a 0,25 o cercana a 1. Esto implica que cuando existe un número 

similar de copias del gen endógeno y del gen bacteriano (i.e., la densidad relativa de 

bacteria ~1), se observa un amplio rango de viabilidades asociadas que van del 20-100%, 

con una media de aproximadamente 50% (considerando el promedio de todas las 

muestras con viabilidades superiores al 20%, n=27), que a su vez coincide con el 

promedio estimado para las hembras control en condiciones de laboratorio (Rodriguero 

et al., 2021). Por otro lado, cuando la densidad bacteriana es cuatro veces menor respecto 

de las copias del gen del hospedador, la viabilidad de las posturas abarca un rango de 0-

20%, con una media inferior al 5% (n=16). Es importante mencionar que los valores de 

densidad relativa aquí reportados deben ser tomados con cautela porque el gen endógeno 

utilizado, ITS1, en insectos se halla repetido 40–1023 veces en tándem en uno o más 
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cromosomas (Prokopowich et al., 2003). Entonces, la utilización de dicha secuencia 

podría conducir a una subestimación del umbral de densidad investigado, por lo que 

habría sido preferible la cuantificación en base a un gen endógeno de copia única, como 

por ejemplo el factor de elongación 1 (EF-1). Sin embargo, al momento de realizarse 

este estudio la secuencia ITS1 era la única factible de ser amplificada en gorgojos de la 

tribu Naupactini con los oligonucleótidos disponibles. Adicionalmente, se puede destacar 

que una vez superado el valor umbral, la densidad bacteriana no parece incidir en la 

viabilidad. Mouton et al., (2006) proponen una explicación similar al estudiar la fuerza 

de la incompatibilidad citoplasmática en la avispa Leptopilina heterotoma (Thomson 

1862). Si bien detectaron una disminución en la densidad de Wolbachia producto del 

tratamiento térmico empleado, ésta no implicó un efecto sobre la incompatibilidad 

citoplasmática observada. Los autores plantean que la densidad de Wolbachia luego del 

tratamiento térmico aún es superior al umbral necesario para inducir incompatibilidad 

citoplasmática completa (Mouton et al., 2006; Bordenstein & Bordenstein, 2011). 

Los resultados aquí obtenidos verifican la hipótesis del modelo de dosis bacteriana 

propuesto por Rodriguero et al., (2021) para la reproducción de los linajes 

partenogenéticos de P. postfasciatus, demostrando la existencia de un umbral de 

concentración bacteriana crítica para la perpetuación de estos insectos. Después de una 

minuciosa revisión de la bibliografía disponible y un cuidadoso análisis de los diseños 

experimentales aplicados, es posible afirmar que este trabajo comprende el primer reporte 

cuantitativo de una densidad bacteriana crítica que debe ser superada para garantizar la 

reproducción en una especie hospedadora. 
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2.4.2.1 Dificultades y consideraciones necesarias para un diseño 

experimental adecuado 

Entre las dificultades halladas, la forma de procesar las hojas de alimento demostró ser 

un factor crucial en el desarrollo de las experiencias. Si bien siempre se administraron 

hojas de especies vegetales en las que se hubieran colectado ejemplares de P. 

postfasciatus, es evidente que la manipulación de las mismas (i.e., ser cortadas en tamaños 

similares y sumergidas en soluciones de tetraciclina o incluso en solventes como agua 

destilada durante media hora) puede devenir en efectos adversos sobre la fecundidad y 

mortalidad de las hembras. Esto se observó especialmente durante el desarrollo del 

Experimento 3 al administrar lazo de amor (C. comosum) como alimento: se registraron 

fecundidades nulas y altas mortalidades en las hembras de ambos tratamientos mientras 

se utilizó esta planta. Sin embargo, los efectos observados se revirtieron al cabo de una 

semana de utilizar una fuente de alimento diferente. Es posible que la inmersión de las 

hojas, ya sea en una solución de tetraciclina o en agua destilada, haya solubilizado algún 

metabolito que resulte tóxico en esta condición para P. postfasciatus, como la 

disminución de su éxito reproductivo lo sugiere. Algo similar podría haber ocurrido con 

el Experimento 2, dado que la serpentina utilizada como fuente de alimento (L. muscari) 

y el lazo de amor pertenecen a la misma familia (Asparagaceae). 

La rigurosidad en los resultados de los experimentos de cura con antibióticos depende 

de la adquisición de un buen tamaño muestral. Para realizar una evaluación temporal de 

la densidad bacteriana es necesario sacrificar hembras por cada punto considerado, por lo 

que la cantidad de hembras de partida determina cuántos puntos se pueden evaluar y 

cuántas réplicas se pueden incluir por punto. En este sentido, conocer la dosis letal con 

anticipación permitiría maximizar los recursos disponibles, por lo que al diseñar el 

Experimento 3 se decidió iniciar la toma de datos a partir del día 6 desde la administración 

del tratamiento. De este modo, se estimó que sería posible destinar más réplicas a la 



94 

 

ventana temporal en la cual la densidad bacteriana y la viabilidad de las posturas decaen 

marcadamente. Sin embargo, en los Experimentos 3 y 4 se produjo una disminución de 

la dosis letal con respecto al Experimento 1. Los factores que difirieron entre las 

experiencias fueron la población de origen de las hembras, el año de colecta y desarrollo 

del experimento y la fuente de alimento utilizada para administrar los tratamientos.  

Dado que no se detectaron diferencias significativas entre las densidades bacterianas 

de distintas unidades poblacionales, la alteración de la dosis letal observada podría haber 

sido causada por variaciones en las condiciones ambientales. Tanto el verano de 2022 

(Experimento 3) como el de 2023 (Experimento 4) exhibieron temperaturas atípicamente 

altas, pocas precipitaciones y olas de calor intensas, a diferencia de lo experimentado 

durante el verano de 2019 (Experimento 1). El tratamiento con calor disminuye la 

densidad relativa de Wolbachia en una diversidad de hospedadores (Pijls et al., 1996; Van 

Opijnen & Breeuwer, 1999; Snook et al., 2000; Mouton et al., 2006) y Ross et al., (2020) 

observaron una disminución significativa en la frecuencia de infección y densidades 

relativas en una población natural de Aedes aegypti (Linnaeus in Hasselquist 1762) 

producto de una ola de calor (tres días con temperaturas superiores a 40°C) durante 

noviembre de 2018 en Australia. Entonces, las diferentes condiciones ambientales 

experimentadas en años consecutivos podrían haber afectado la dinámica del declive de 

la densidad relativa. Finalmente, dado que se observaron efectos significativos en la 

forma de procesar las hojas de alimento, no se puede descartar que existan diferencias en 

cómo interactúan las plantas utilizadas para los distintos experimentos (R. simplex para 

el Experimento 1 y T. moltkei para los Experimentos 3 y 4) con la solución de tetraciclina, 

o bien que exista una preferencia que devenga en una mayor ingesta e incorporación del 

antibiótico al haber sido alimentadas con T. moltkei (tilo) durante 2022 y 2023. 
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2.4.3 Evaluación de los efectos de la tetraciclina sobre la biología 
de P. postfasciatus (efectos secundarios) y de los efectos sobre la 
palatabilidad del alimento 
En experimentos de cura con antibiótico los resultados obtenidos bien podrían ser 

atribuidos a i) la disminución de la densidad de endosimbiontes susceptibles, o ii) efectos 

tóxicos del antibiótico sobre la fisiología del hospedador independientes del efecto sobre 

los endosimbiontes. En este trabajo no se reportan efectos significativos del tratamiento 

con tetraciclina en la fecundidad o viabilidad de las posturas de las hembras de 

reproducción sexual de P. postfasciatus y libres de la infección. Tampoco se evidenció 

un efecto de la tetraciclina sobre la cantidad de alimento promedio consumida por los 

linajes unisexuales o diferencias en la mortalidad entre hembras control y hembras 

tratadas en todos los experimentos realizados, tal como se vio en otros gorgojos 

partenogenéticos (e.g., Son et al., 2008). Si el antibiótico elegido tuviera efectos tóxicos 

directos, alguno de estos parámetros deberían haberse visto afectados diferencialmente, 

tal como observaron Stouthamer & Mak, (2002) en la avispa Encarsia formosa (Gahan 

1924) o Graber & Fallon, (2019) para el colémbolo F. candida. Esto sugiere que los 

efectos del tratamiento con tetraciclina observados en linajes partenogenéticos no 

devienen de la posible toxicidad del antibiótico per se sino de la disminución de la 

densidad de las bacterias susceptibles al mismo. 

2.4.4 Contraprueba: ¿Recuperan las hembras partenogenéticas la 
capacidad de reproducirse sexualmente? 
En organismos haplo-diploides, el esclarecimiento del papel que juegan los 

endosimbiontes bacterianos en la reproducción de sus hospedadores resulta más directo 

que en diplo-diploides y se han reportado casos en los que éstos actúan ya sea sobre la 

oogénesis (e.g., Dedeine et al., 2001) como sobre la partenogénesis (i.e., división del 

huevo no fecundado) observada (e.g., Stouthammer et al., 1990). Sin embargo, en 
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organismos diplo-diploides la disrupción de cualquiera de estos procesos puede producir 

el mismo resultado: posturas no viables (Ma & Schwander, 2017). La cópula y la 

evaluación de la viabilidad de las posturas de las hembras partenogenéticas curadas de la 

infección o, en este caso, luego de un tratamiento prolongado con antibiótico, podría 

esclarecer la situación si se observara una progenie viable y bisexual (i.e., los 

endosimbiontes no serían necesarios para la oogénesis pero sí para la partenogénesis). 

El hallazgo de poblaciones bisexuales de P. postfasciatus libres de la infección con 

Wolbachia resultó clave no solo para verificar los efectos secundarios de la tetraciclina, 

sino para esclarecer el rol de los endosimbiontes en la reproducción de este gorgojo. La 

cópula con individuos de dichas poblaciones ofrece la posibilidad de poner a prueba la 

capacidad de reproducción sexual de las hembras partenogenéticas con una carga 

bacteriana sub-umbral. La obtención de una progenie bisexual (por ejemplo, por la 

observación del cariotipo de embriones de hasta 48 horas16) sería una prueba irrefutable 

de la participación de Wolbachia y/o Rickettsia sp. en la división del oocito no fecundado, 

descartando así un papel en la oogénesis (Ma & Schawander, 2017). 

Si bien Wolbachia puede afectar la disposición a la cópula y la elección de pareja de 

manera denso-dependiente, estableciendo las bases necesarias para que se desencadenen 

procesos especiogénicos (Bordenstein et al., 2001; Gottlieb & Zchori‐Fein, 2001; Kremer 

et al., 2009; Miller et al., 2010; Brucker & Bordenstein, 2012; Schneider et al., 2019), 

esto no sucede en P. postfasciatus a pesar del aislamiento incipiente entre poblaciones 

unisexuales y bisexuales reportado por Elias-Costa et al., (2019). En el presente trabajo 

las hembras partenogenéticas (tratadas o no con tetraciclina) aceptaron la cópula en el 

100% de los casos y almacenaron el esperma correctamente de manera que ni Wolbachia 

                                                 
16 Las especies de Naupactini cuentan con un número modal n=11 y un par de cromosomas sexuales en 

configuración de tipo paracaídas, siendo las hembras XX y los machos XY (Rodriguero et al., 2019). 
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ni Rickettsia sp. pueden asociarse con mecanismos de aislamiento pre-cópula, al menos 

no todavía. La imposibilidad de observar el sexo de la progenie en las hembras no tratadas 

y copuladas no permitió descartar la ocurrencia de mecanismos de aislamiento pre o 

postcigóticos. 

La interrupción del flujo génico (i.e., la reproducción sexual) entre poblaciones de 

una misma especie puede devenir en la especiación entre linajes. En este aspecto, la 

infección de una población con endosimbiontes manipuladores de la reproducción puede 

constituir el disparador de un proceso especiogénico (Bordenstein et al., 2001; Brucker 

& Bordenstein, 2012), de manera tal que la acumulación de divergencias entre los grupos 

infectado y no infectado impida la reproducción ante un contacto secundario. En especies 

haplo-diploides con partenogénesis telitóquica inducida por Wolbachia, la cópula entre 

hembras curadas de la infección por medio de antibióticos y machos provenientes de 

poblaciones no infectadas puede resultar en una de estas dos posibilidades: las hembras 

son capaces de utilizar el esperma, o no. Esto, a su vez, parece estar relacionado con la 

frecuencia de la infección a nivel poblacional: en poblaciones de varias especies de 

avispas del género Trichogramma con frecuencias de infección bajas o intermedias, las 

hembras tratadas son capaces de utilizar el esperma de machos conespecíficos 

(Stouthamer et al., 1990; Huigens & Stouthamer, 2003); sin embargo, en otras especies 

en cuyas poblaciones la infección con Wolbachia se ha fijado, las hembras tratadas 

frecuentemente son capaces de copular pero no de utilizar el esperma, lo que puede estar 

relacionado con la pérdida de funciones sexuales (Weeks & Breeuwer, 2001; 

Pannebakker et al., 2005; Kremer et al., 2009; Russell & Stouthamer, 2011). Este 

fenómeno podría ocurrir como consecuencia de una infección más antigua y una mayor 

oportunidad para la acumulación de divergencia genética entre poblaciones infectadas y 

no infectadas, así como también por un relajamiento de las presiones selectivas sobre los 
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rasgos sexuales, o bien por un proceso de selección en contra de estos rasgos obsoletos y 

fisiológicamente costosos (Russell & Stouthamer, 2011; Schwander et al., 2013;van der 

Kooi & Schwander, 2014; Jaron et al., 2021; Rodriguero, 2022). El caso de las hembras 

partenogenéticas copuladas (Pc) representa una oportunidad para continuar explorando 

este vínculo. Tanto para la fecundidad como para la viabilidad de las posturas de las 

hembras Pc se registraron valores intermedios, aunque no significativamente diferentes, 

entre aquellos obtenidos para las hembras partenogenéticas vírgenes (Pv) y hembras de 

reproducción sexual (S), lo cual podría ser un artefacto del modelo debido al pequeño 

tamaño muestral en comparación con las otras condiciones. La repetición de estos 

cruzamientos y el estudio del sexo de la progenie podría ser la clave para esclarecer el 

nivel de aislamiento reproductivo entre los linajes partenogenéticos y de reproducción 

sexual estricta de P. postfasciatus, como se señaló anteriormente, ya que si las hembras 

Pc produjeran machos se verificaría su capacidad de reproducirse sexualmente a pesar del 

período de unisexualidad experimentado17. Además indicaría la ausencia de barreras de 

aislamiento precigóticas, constituyendo estas poblaciones bisexuales excelentes sujetos 

experimentales para la contraprueba de un experimento de cura con antibióticos. Si, por 

el contrario, la progenie fuera exclusivamente femenina, se demostraría la incapacidad de 

estas hembras de reproducirse sexualmente, lo que se alinearía con el proceso 

especiogénico incipiente reportado por Elías-Costa et al., (2019) para esta especie. 

Por otra parte, la cópula en P. postfasciatus parece tener un efecto sinérgico en la 

fecundidad de las hembras. Tanto las hembras S como las hembras partenogenéticas 

tratadas con tetraciclina y copuladas (PTc) exhibieron fecundidades más altas que las 

hembras Pv. Similarmente en Drosophila, las hembras vírgenes ponen unos pocos huevos 

no fertilizados por día; sin embargo, luego de la cópula, su fecundidad se incrementa en 

                                                 
17 En esta especie la unisexualidad surgió hace 280±160 miles de años (Elías-Costa et al., 2019). 
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un orden de magnitud (Wolfner, 1997, 2002). Este cambio es propiciado por el esperma 

y los fluidos seminales que la hembra recibe durante la cópula y que conducen a un 

incremento del éxito reproductivo de los machos (Wolfner, 1997, 2002). Los resultados 

obtenidos indican que es factible que algo similar ocurra en P. postfasciatus. 

Si bien son capaces de recibirlo y almacenarlo, las hembras de linajes 

partenogenéticos con cargas bacterianas sub-umbral (PTc) no parecen ser capaces de 

utilizar el esperma almacenado para fertilizar sus huevos (i.e., la viabilidad de sus 

posturas resultó nula). Este resultado no permite discernir el rol de los endosimbiontes 

estudiados en la reproducción de los linajes partenogenéticos de P. postfasciatus, que 

podrían estar involucrados en la oogénesis, en la partenogénesis o incluso en ambos 

fenómenos. Sin embargo, la esterilidad post-cópula de las hembras tratadas con 

tetraciclina demuestra la existencia de un vínculo entre Wolbachia (y ahora también 

Rickettsia sp.) y el proceso reproductivo de los linajes partenogenéticos de P. 

postfasciatus propuesto por Rodriguero et al., (2021). 

 

  



100 

 

3. DISTRIBUCIÓN Y COLOCALIZACIÓN 
DE SIMBIONTES EN DOS ESPECIES DE 
NAUPACTINI 

3.1 Introducción 
Las simbiosis rara vez son binarias, sino que involucran a un hospedador y a una 

comunidad microbiana o “microbiota”, incluso en el caso de simbiontes transmitidos 

verticalmente (Vautrin & Vavre, 2009). La comunidad microbiana de cada organismo es 

un ecosistema dinámico que frecuentemente tiene influencia en el metabolismo, puede 

estar involucrada en transferencias de genes hacia el hospedador y permite numerosas y 

variadas interacciones entre simbiontes (Vautrin & Vavre, 2009).  

Dado que los simbiontes de transmisión vertical dependen completamente de su 

hospedador para reproducirse, se cree que las consecuencias evolutivas de este tipo de 

transmisión implican la selección de simbiontes con virulencia reducida18 e incluso 

mutualistas que proporcionan una ventaja al hospedador (Read, 1994; Frank, 1996). 

Ejemplos clásicos de este fenómeno son el trabajo de la Dra. Lynn Petra Alexander (luego 

Sagan y finalmente Margulis) sobre el origen endosimbiótico de la mitocondria y los 

plástidos (Sagan, 1967; Margulis, 1970) y todos los casos reportados de mutualismo en 

insectos (e.g., pulgones, moscas blancas, moscas tsetsé, hormigas) que albergan 

endosimbiontes primarios (e.g., Moya et al., 2008; Feldhaar & Gross, 2009; Kikuchi, 

2009). Además, históricamente se ha considerado a la transmisión vertical como un 

mecanismo que limita las infecciones múltiples por el cuello de botella que se genera 

                                                 
18 Si bien hay muchas definiciones y modos en que se aplica este concepto, en esta tesis nos referiremos a 

“virulencia” como la capacidad de un organismo de multiplicarse y causar daño a su hospedador (Read, 

1994; Poulin & Combes, 1999)  
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durante la colonización de los oocitos en cada generación, que reduce la diversidad y 

homogeniza la variabilidad genética de la comunidad simbiótica (Mira & Moran, 2002). 

Sin embargo, cada vez más estudios reportan infecciones múltiples con simbiontes de 

transmisión vertical en insectos (Vavre et al., 1999; Zchori-Fein & Brown, 2002; Duron 

et al., 2008; Liu et al., 2021) que a su vez pueden devenir en interacciones competitivas 

dentro del hospedador. 

La competencia entre simbiontes y la consiguiente regulación de su densidad son 

fenómenos que se han destacado en algunas asociaciones simbióticas. En Acyrthosiphon 

pisum (Harris 1776), coloquialmente conocido como el pulgón verde, la densidad de 

Buchnera aphidicola (Enterobacterales), su endosimbionte primario, se ve negativamente 

regulada por la coinfección con el simbionte secundario Serratia symbiotica 

(Enterobacterales) (Koga et al., 2003) o con Rickettsia sp. (Sakurai et al., 2005). En 

Drosophila melanogaster (Meigen 1830) se observó que en cepas coinfectadas con 

Spiroplasma sp. (Entomoplasmatales) y Wolbachia, la presencia de Spiroplasma sp. 

afecta negativamente la densidad de Wolbachia (Goto et al., 2006). En contraste, para el 

ácaro Tetranychus truncatus (Ehara 1956) también es frecuente la coinfección con las 

bacterias mencionadas, aunque Wolbachia es la bacteria dominante en este sistema (Yang 

et al., 2020). Por otro lado, en insectos en los que coexisten múltiples cepas de Wolbachia 

se han reportado casos en los que la densidad de cada cepa es independiente de la 

presencia y la densidad del resto (Ikeda et al., 2003; Mouton et al., 2003, 2004), así como 

también interacciones competitivas entre ellas (Kondo et al., 2005).  

Estas interacciones influyen en la aptitud del hospedador (e.g., Xie et al., 2020; Yang 

et al., 2020; Zhu et al., 2020, 2021), la dinámica de la comunidad microbiana (e.g., Yang 

et al., 2021) y la evolución de las simbiosis (e.g., Ballinger & Perlman, 2019), por lo que 

su estudio es fundamental para el esclarecimiento de los roles que cumplen los 
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microorganismos en múltiples niveles (i.e., genético, ecológico y evolutivo) (Vautrin & 

Vavre, 2009).  

3.1.1 El género Spiroplasma  
Los miembros del género Spiroplasma son bacterias helicoidales y carentes de pared 

celular que pertenecen a la clase Mollicutes y están asociadas con una variedad de 

artrópodos y plantas (Gasparich, 2010; Anbutsu & Fukatsu, 2011; Ballinger & Perlman, 

2018). Se estima que afectan cerca del 10% de las especies de artrópodos, habiéndose 

detectado principalmente en los órdenes Araneae, Diptera y Hemiptera, aunque se 

reconoce que es un grupo poco estudiado, por lo que su prevalencia podría ser superior 

(Duron et al., 2008). En artrópodos, algunas especies de Spiroplasma se transmiten 

horizontalmente (generalmente a partir de la ingesta de una planta hospedadora), mientras 

que otras se transmiten verticalmente (Gasparich, 2010). 

La mayoría de las especies de Spiroplasma descritas como simbiontes de insectos se 

consideran bacterias comensales que no generan efectos aparentes en la biología de sus 

hospedadores (Gasparich, 2010). Sin embargo, estas bacterias han sido registradas como 

mutualistas, patógenos y parásitos reproductivos en hospedadores diversos. Como 

mutualistas se destacan en su rol de protección contra avispas parasitoides (Xie et al., 

2010, 2014), nematodes parásitos (Jaenike et al., 2010b; Cockburn et al., 2013) y hongos 

patogénicos (Lukasik et al., 2013). Por otra parte, su desempeño como patógeno es 

especialmente importante en plantas (Saglio et al., 1973; Raju et al., 1981; Lee et al., 

2006), aunque también se ha observado en crustáceos (Nunan et al., 2004, 2005; Wang et 

al., 2004, 2005), abejas (Clark, 1977; Fünfhaus et al., 2018) y mosquitos (Humphery-

Smith et al., 1991; Phillips & Humphery-Smith 1995; Lo et al., 2013). Su patogenicidad 

está relacionada con su mecanismo natatorio que le permite la translocación hacia los 

tejidos de sus hospedadores (Sasajima & Miyata, 2021), de modo que puede atravesar la 
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barrera mucosa intestinal, invadir la hemolinfa y colonizar múltiples tejidos, lo que en 

algunos casos conduce a la muerte del hospedador (Nunan et al., 2005). Además, como 

parásitos reproductivos inducen androcidio en especies de los órdenes Coleoptera 

(Majerus et al., 1999; Tinsley & Majerus, 2006), Diptera (Mateos et al., 2006; 

Montenegro et al., 2006; Martin et al., 2012), Hemiptera (Sanada-Morimura et al., 2013) 

y Lepidoptera (Jiggins et al., 2000; Tabata et al., 2011). 

3.1.2 Coexistencia de simbiontes en la tribu Naupactini 
La infección con bajas densidades de Wolbachia en las especies de reproducción sexual 

estricta N. dissimulator y N. xanthographus refuerza la hipótesis de partenogénesis 

infecciosa en la tribu Naupactini (da Cruz Cabral et al., 2020), así como también la idea 

de que para la manifestación del fenotipo partenogenético es necesaria una densidad 

bacteriana mínima (Rodriguero et al., 2021). Si Wolbachia efectivamente está detrás de 

la gran incidencia de la partenogénesis en esta tribu, pero para lograrlo necesita existir en 

altas densidades, cabe preguntarse: ¿por qué se mantiene baja la densidad de esta bacteria 

en ciertas especies que solo se reproducen por la vía sexual? 

La densidad de distintas cepas de Wolbachia en hospedadores específicos puede 

adjudicarse a los efectos del genotipo de la cepa (e.g., McGraw et al., 2002; Mouton et 

al., 2004), los efectos del genotipo del hospedador (e.g., Poinsot et al., 1998; Ikeda et al., 

2003) y/o los efectos de la interacción de Wolbachia con otros simbiontes (e.g., Kondo et 

al., 2005) (para una revisión, ver López-Madrigal & Duarte, 2019). En la tribu Naupactini, 

da Cruz Cabral et al., (2022) sugirieron que la comunidad de bacterias endosimbióticas 

podrían jugar un papel crucial en la regulación de la densidad de las cepas circulantes en 

este grupo de insectos. 

Al estudiar la diversidad microbiana en especies de Naupactini con diferente modo 

reproductivo, da Cruz Cabral et al., (2022) observaron una evidente asociación entre la 
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composición de la comunidad bacteriana o “bacteriota” de los distintos hospedadores, la 

densidad de Wolbachia y el modo reproductivo del insecto hospedador, de manera que 

las especies de reproducción sexual estricta N. dissimulator y N. xanthographus se 

encuentran infectadas con una baja densidad de wNau1 y una alta densidad de 

Spiroplasma spp., siendo este el simbionte dominante en ambas especies. Por el contrario, 

las especies de reproducción partenogenética evaluadas, a saber N. cervinus y P. 

postfasciatus, están infectadas con altas densidades no solo de Wolbachia (wNau5 y 

wNau1 respectivamente), sino también de Rickettsia sp. 

La composición de la comunidad microbiana de los hospedadores puede representar 

una importante barrera para la transmisión de Wolbachia a la siguiente generación, como 

ocurre en mosquitos del género Anopheles (Hughes et al., 2014), o ser un mecanismo de 

regulación de la densidad bacteriana como se ha propuesto en dípteros (Goto et al., 2006; 

Anbutsu & Fukatsu, 2011; Lefoulon et al., 2021) y en ácaros ectoparásitos de aves 

(Glowska et al., 2020). Entonces, las bajas densidades de Wolbachia que se observan en 

las especies de reproducción sexual estricta de Naupactini podrían deberse a un equilibrio 

entre la oportunidad de infección (i.e., la transferencia horizontal de Wolbachia desde una 

especie infectada) y la imposibilidad de una proliferación suficiente para ejercer 

manipulaciones reproductivas debido, por ejemplo, a interacciones negativas con otros 

simbiontes de la bacteriota residente (ver Sanaei et al., 2021). 

Este capítulo tiene por objetivo evaluar la distribución y densidad relativa de 

Wolbachia en distintos tejidos de N. dissimulator y N. xanthographus, especies infectadas 

con una baja densidad de dicha bacteria, y estudiar sus perfiles de coinfección y 

coabundancia con Spiroplasma sp. 
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3.2 Materiales y Métodos  

3.2.1 Obtención de muestras y extracción de ADN 
Se colectaron cinco hembras adultas de cada especie: N. xanthographus en el predio de 

Ciudad Universitaria (CABA), N. dissimulator en los bosques de Palermo (CABA) y P. 

postfasciatus en el barrio de Floresta (CABA)19. Se descontaminó superficialmente a cada 

hembra a partir de un lavado con lavandina 0,05% (30 seg) seguido de tres lavados con 

alcohol 70% (30 seg cada uno). Se realizó la disección de cada individuo en buffer PBS 

1X en condiciones de esterilidad generadas a partir de dos mecheros y utilizando una lupa 

Stemi 2000-C (Zeiss, Alemania). Por cada individuo se conservaron tejidos provenientes 

de: la cabeza (C), el tubo digestivo completo (D), el aparato reproductor sin el ovipositor 

(R) y los restos corporales (T), es decir, el exoesqueleto, el ovipositor, los túbulos de 

Malpighi y el tejido graso que hubiera quedado dentro de la cavidad abdominal (Figura 

3.1). Los tejidos fueron preservados en alcohol 100% a -20°C hasta el momento de la 

extracción del ADN. El ADN genómico total fue extraído y cuantificado como se detalló 

previamente (sección 2.2.2.1 del Capítulo 2). 

3.2.2 Cuantificación de Wolbachia 
Dado que Wolbachia se encuentra presente en baja densidad en dos de las especies 

estudiadas (N. Xanthographus y N. dissimulator), para la amplificación por qPCR se 

utilizó como templado el producto de amplificación de cada gen mediante PCR de punto 

final (da Cruz Cabral et al., 2020). De este modo, y para que todas las especies sean 

comparables, primeramente se realizaron las PCRs de punto final para gatB (gen de 

Wolbachia) e ITS1 (gen endógeno) para cada tejido de cada individuo y de cada especie 

                                                 
19 Las coordenadas de referencia y su representación en un mapa se encuentran en la sección 2.2.1.1 del 

Capítulo 2 (Tabla 2.1 y Figura 2.1, respectivamente). 
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(n=60), y luego se realizaron diluciones 1:50 de cada producto de PCR para usar como 

templado en la qPCR.  

 
Figura 3.1 Naupactus dissimulator y N. xanthographus antes (A y C, respectivamente) y durante (B y D, 
respectivamente) la disección de los tejidos. Punta de flecha negra: tejido reproductivo. Punta de flecha amarilla: 
tejido digestivo. En todos los casos la barra de escala representa 2 mm. 

 

3.2.2.1 PCR de punto final de Wolbachia 

Las PCRs de punto final para ambos genes de interés se llevaron a cabo en un volumen 

de reacción de 20 μl. Se utilizaron 50–100 ng de templado de ADN, 0,5 μM de cada 

oligonucleótido (Macrogen, Corea), 0,1 mM de cada dNTP (Promega, EEUU), 3,0 mM 

MgCl2, 1,0 unidad de Taq polimerasa y 1X de buffer de reacción (Thermo Fisher 

Scientific, EEUU). La reacción se llevó a cabo en un termociclador Verity (Applied 

Biosystems, EEUU). 

Para la secuencia ITS1 de Naupactini se utilizó el oligonucleótido ITS1-F (5’-TTG 

ATT ACG TCC CTG CCC TTT-3’), descripto en Vrain et al., (1992), y el 
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oligonucleótido ITS1-R (5’-ACG AGC CGA GTG ATC CAC CG-3’), descripto en 

Cherry et al., (1997). Los oligonucleótidos utilizados amplifican una porción 3’ del gen 

18S ARNr, la región ITS1 completa y una sección 5’ del gen 5.8S ARNr. El régimen 

térmico utilizado fue descripto por Szalanski & Owens, (2003), y comienza con una 

incubación a 94°C durante 2 min, seguido por 40 ciclos de 94°C por 45 seg 

(desnaturalización), 54°C por 45 seg (hibridación o annealing) y 72°C por 60 seg 

(elongación), concluyendo con una última elongación a 70°C durante 10 min. 

Para la amplificación del gen gatB se utilizaron los oligonucleótidos gatB_F1 (5’-

GAK TTA AAY CGY GCA GGB GTT-3’) y gatB_R1 (5’-TGG YAA YTC RGG YAA 

AGA TGA-3’), ambos diseñados por Baldo et al., (2006). El régimen térmico, también 

descripto por Baldo et al., (2006), comienza con una incubación a 94°C durante 2 min, 

seguido por 36 ciclos de 94°C por 30 seg (desnaturalización), 54°C por 45 seg 

(hibridación o “annealing”) y 72°C por 90 seg, concluyendo con una última elongación 

a 70°C durante 10 min. 

3.2.2.2 qPCR de Wolbachia 

Como antes, se utilizaron los oligonucleótidos diseñados por Rodriguero et al., (2021) 

para el gen gatB y por da Cruz Cabral et al., (2020) para la secuencia ITS1 (sección 2.2.2.3 

del Capítulo 2). Como todas las especies estudiadas poseen la misma cepa de Wolbachia 

(wNau1) se utilizaron los mismos oligonucleótidos para la tres especies hospedadoras. 

Para la secuencia endógena da Cruz Cabral et al., (2020) diseñaron oligonucleótidos en 

base a la secuencia obtenida de N. dissimulator que además exhibieron alta eficiencia 

para el resto de las especies, como se detalló en la sección 2.2.2.3 del Capítulo 2. 

3.2.3 Amplificación de Spiroplasma spp. 
La abundancia de Spiroplasma spp. en sus respectivos hospedadores evitó la realización 

de PCRs anidadas para poder cuantificar sus densidades de manera relativa a través del 
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uso de qPCR (da Cruz Cabral et al., 2022). Sin embargo, fue necesario poner a punto la 

técnica diseñando y eligiendo los oligonucleótidos adecuados y verificando su eficiencia 

y especificidad mediante una serie de pruebas. 

3.2.3.1 Puesta a punto de la qPCR de Spiroplasma spp. 

A partir de una PCR de punto final se obtuvieron las secuencias de genes específicos de 

Spiroplasma spp. en N. xanthographus y N. dissimulator que permitieron el posterior 

diseño de oligonucleótidos para qPCR. 

Las reacciones de PCR de punto final fueron llevadas a cabo en un termociclador 

Verity (Applied Biosystems, EEUU) en un volumen de reacción de 20 μl. Se utilizaron 

50–100 ng de templado de ADN, 0,5 μM de cada oligonucleótido (Macrogen, Corea), 0,1 

mM de cada dNTP (Promega, EEUU), 3,0 mM MgCl2, 1,0 unidad de Taq polimerasa y 

1X de buffer de reacción (Thermo Fisher Scientific, EEUU).  

El gen amplificado de Spiroplasma corresponde a la región espaciadora entre los 

genes de las subunidades del ARN ribosomal 16S y 23S, para lo cual se utilizaron los 

oligonucleótidos específicos SP-ITS-JO4 (5’-GCC AGA AGT CAG TGT CCT AAC CG-

3’) y SP-ITS-N55 (5’-ATT CCA AGG CAT CCA CCA TAC G-3’) (Majerus et al., 1999). 

El régimen térmico utilizado consistió en una primera incubación a 94°C durante 10 min 

seguido de 40 ciclos de desnaturalización a 94°C durante 30 seg, hibridación 

(“annealing”) a 55°C por 30 seg y elongación a 72°C durante 30 seg, finalizando con una 

última elongación a 72°C por 10 min (modificado a partir de Sakurai et al., 2005).  

Los productos de PCR fueron visualizados a partir de electroforesis (90 V por 30 

min) en un gel de agarosa al 1% teñido con GelRed® (Biotium, EEUU) y purificados con 

el método Exo-FastAP (Thermo Fisher Scientific, EEUU). Luego, los fragmentos fueron 

secuenciados en la Unidad Genómica del Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria 
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(INTA), utilizando un secuenciador 3130xl (Applied Biosystems, EEUU). Los 

cromatogramas resultantes se editaron con BIOEDIT v.7.2.5 (Hall, 1999) y se construyó 

la secuencia consenso para cada especie.  

El diseño de oligonucleótidos se llevó a cabo con el programa Primer 3 

(https://primer3.ut.ee/) del mismo modo que se mencionó para el diseño de 

oligonucleótidos para qPCR de Rickettsia sp. (sección 2.2.4.2.1 del Capítulo 2). 

Finalmente, se sintetizaron en Macrogen (Corea) cuatro pares de oligonucleótidos 

específicos de Spiroplasma spp., uno a partir de la secuencia obtenida de N. 

xanthographus, dos a partir de la secuencia obtenida de N. dissimulator y uno diseñado 

por Kageyama et al., (2006) (Tabla 3.1). 

Tabla 3.1 Secuencias de los oligonucleótidos puestos a prueba para la amplificación de Spiroplasma spp. 
a partir de qPCR 

ID Gen Secuencia (5’-3’) Especie en que se 
utilizó 

Referencia 

Spiro-
Nx 

ITS 16S-
23S 

F: AGGAAGTCGCCCAAGGTAGG 
R: GTGATCCATCCGCACGTTCT 

N. xanthographus Este trabajo 

Spiro-
Nd.1 

ITS 16S-
23S 

F: ATGCCTACCTATGACCCCGC 
R: CGACATCGCCCACCCATATTG 

N. dissimulator Este trabajo 

Spiro-
Nd.2 

ITS 16S-
23S 

F: GTCAGTGTCCTAACCGATATGCA 
R: ACATCGCCCACCCATATTGATT 

N. dissimulator Este trabajo 

Spiro-
dnaA 

dnaA F: TTAAGAGCAGTTTCAAAATCGGG 
R: TGAAAAAAACAAACAAATTGTTATTACTTC 

N. xanthographus 
N. dissimulator 

Kageyama et 
al., 2006 

 

La evaluación de los oligonucleótidos sintetizados se realizó en dos partes, primero 

a partir de reacciones de PCR punto final y luego en reacciones de qPCR, y se obtuvieron 

las eficiencias de cada par como se detalló para Rickettsia sp. (sección 2.2.4.2.1 del 

Capítulo 2).  

No se observó amplificación para ninguna de las dos especies utilizando el par de 

oligonucleótidos Spiro-dnaA (Kageyama et al., 2006). Afortunadamente, los tres pares de 

oligonucleótidos diseñados en el presente trabajo permitieron la amplificación de la 
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secuencia ITS1 de Spiroplasma con alta eficiencia (86,1% para Spiro-Nx; 97,7% para 

Spiro-Nd.1 y 85,9% para Spiro-Nd.2). Se decidió utilizar el par Spiro-Nx para N. 

xanthographus y Spiro-Nd.1 para N. dissimulator. 

3.2.4 qPCR de los simbiontes en distintos tejidos 
En todos los casos, las qPCRs se realizaron de acuerdo a lo detallado en el Capítulo 2 

(sección 2.2.2.3), con la diferencia de que para la cuantificación relativa de Wolbachia, 

las amplificaciones correspondientes se realizaron a partir de 1 μl de dilución del producto 

de PCR de punto final, mientras que para la cuantificación de Spiroplasma spp. se 

utilizaron 100 ng del templado de ADN genómico. Los oligonucleótidos utilizados se 

detallan en la Tabla 3.2. Los datos crudos de la amplificación también fueron analizados 

como se detalló en el Capítulo 2 (sección 2.2.2.3) a fin de obtener los valores de eficiencia 

de amplificación para cada par de oligonucleótidos. 

Tabla 3.2 Secuencias de los oligonucleótidos utilizados para la cuantificación relativa de los simbiontes 
Wolbachia y Spiroplasma spp. en distintas especies de Naupactini (P. postfasciatus, N. xanthographus y 
N. dissimulator) a partir de qPCR 

Organismo ID Secuencia (5’-3’) Referencia 

Naupactini ITS1qNd-F 
ITS1qNd-R 

CGCTTATCCGGCCTAGTCG 
AGCGCTACTGTCCGTTTTGA 

Da Cruz Cabral et al., 
2020 

Wolbachia gatBq-F 
gatBq-R 

CTGTGATGCAAATGTTTCT 
CTTATTTCTCCTCCGCTTT 

Rodriguero et al., 
2021 

Spiroplasma –  
N. xanthographus 

Spiro-Nx-F 
Spiro-Nx-R 

AGGAAGTCGCCCAAGGTAGG 
GTGATCCATCCGCACGTTCT 

Este trabajo 

Spiroplasma –  
N. dissimulator 

Spiro-Nd.1-F 
Spiro-Nd.1-R 

ATGCCTACCTATGACCCCGC 
CGACATCGCCCACCCATATTG 

Este trabajo 

 

La cuantificación relativa de los simbiontes se estableció a partir del método 

comparativo de Cq (Pfaffl, 2001) de acuerdo a lo consignado en la sección 2.2.2.4 del 

Capítulo 2. Para el análisis de Wolbachia, el Cq calibrador de cada gen (i.e., gatB de 

wNau1 e ITS1 de Naupactini) correspondió al promedio de los Cqs de las reacciones de 

las tres especies hospedadoras estudiadas (i.e., un único Cq calibrador para cada gen), 

mientras que para el análisis de Spiroplasma spp., el Cq calibrador de cada gen (i.e., ITS1 
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de Spiroplasma spp. e ITS1 de Naupactini) se calculó como el promedio de los Cqs de las 

reacciones para cada especie hospedadora, por separado (i.e., un Cq calibrador para cada 

gen para N. dissimulator y un Cq calibrador para cada gen para N. xanthographus). 

3.2.5 Análisis estadístico  
A raíz de los templados de diferente naturaleza que se utilizaron para establecer la 

densidad de las distintas bacterias (i.e., productos de PCR para Wolbachia y ADN 

genómico total para Spiroplasma spp.), se analizaron dos conjuntos de datos utilizando R 

(R Core Team, 2020) a través del entorno integrado RStudio (RStudio Team, 2020). A 

partir de la evaluación gráfica inicial de los resultados obtenidos, se determinó que se 

trabajaría con el log10 de la relación expresada en la Ecuación 2.3 (sección 2.2.2.4 del 

Capítulo 2) en ambos conjuntos de datos. 

Si bien en un conjunto de datos la variable respuesta es la “Densidad Relativa de 

Wolbachia” y en el otro es la “Densidad Relativa de Spiroplasma spp.”, los análisis 

llevados a cabo fueron similares. Las distintas densidades relativas se modelaron a través 

de modelos lineales mixtos teniendo en cuenta la “Especie”, el “Tejido” y la interacción 

“Especie:Tejido” como factores fijos y la “Hembra” como factor aleatorio (función lmer 

del paquete lme4; Bates et al., 2015). Antes de evaluar la significación del modelo se 

constataron los supuestos de normalidad y homocedasticidad de los datos mediante la 

evaluación gráfica de los residuos, la prueba de Shapiro-Wilk (función shapiro.test del 

paquete stats; R Core Team, 2013) y la prueba de Levene (función leveneTest del paquete 

car; Fox & Weinsberg, 2009) (Anexo II). Dado que hubo casos en los que no se pudo 

lograr la amplificación por qPCR adecuada de alguno o ambos genes involucrados para 

el cálculo de densidad, en conjunción con la remoción de datos atípicos, los conjuntos de 

datos resultantes quedaron desbalanceados (n total Wolbachia=44; n total 

Spiroplasma=35). Entonces, se utilizó un ANOVA tipo III (función Anova del paquete 
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car; Fox & Weinsberg, 2009) en ambos casos. Las comparaciones a posteriori se 

realizaron mediante el método de Tukey a través de la función emmeans del paquete 

homónimo (Lenth, 2020). 

La representación gráfica de los datos obtenidos se realizó con el paquete 

desarrollado para R ggplot2 (Wickham, 2016). 

3.3 Resultados 
Para cada especie de reproducción sexual estricta se obtuvo un diagnóstico positivo de la 

presencia de Spiroplasma spp. a partir de la amplificación específica del gen ITS1 por 

PCR de punto final (Figura 3.2).  

 
Figura 3.2 Perfil electroforético de la amplificación específica del gen ITS1 de Spiroplasma spp. a partir de ADN 
genómico total de hembras de N. xanthographus (calle 3) y N. dissimulator (calle 4). En las calles 1-2 y 5-6 no se 
sembró muestra. Se indica el frente de corrida (verde) y las bandas correspondientes a los productos de amplificación 
(rojo).  

La secuenciación de dichos productos resultó en una secuencia de 426 pb para N. 

xanthographus y una secuencia de 165 pb para N. dissimulator (Anexo III). La secuencia 

obtenida para N. xanthographus comparte 94-96% de identidad nucleotídica con varias 

especies de Spiroplasma (e.g., número de acceso a GenBank NZ_CP029202.1, valor 
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E=0). Por su parte, la secuencia obtenida para N. dissimulator exhibió alta similitud con 

algunas secuencias de Spiroplasma spp. (e.g., 95% de identidad nucleotídica para la 

secuencia de GenBank NZ_CP046276.1, valor E=0,003), pero con porcentajes de 

cobertura menores al 30%. La Figura 3.3 muestra el alineamiento de las dos secuencias 

obtenidas, efectuado con ClustalW (Thompson et al., 1994) con la configuración de 

parámetros predeterminada, de acuerdo a la interfaz gráfica del programa BioEdit versión 

7.2.5 (Hall, 1999), observándose la ocurrencia de un evento de inserción/deleción en la 

evolución de estas bacterias. 

 
Figura 3.3 Alineamiento de las secuencias de Spiroplasma spp. identificadas para Naupactini. La secuencia obtenida 
para N. dissimulator (Nd_S) se muestra arriba (165 bp) y la secuencia obtenida para N. xanthographus (Nx_S) se 
muestra abajo (426 bp). Cada nucleótido se representa con un color (A: verde; T: rojo; G: negro; C: azul). El fondo 
coloreado denota los residuos conservados entre secuencias. Sólo se muestra la fracción de la secuencia de N. 
xanthographus que alinea con la secuencia de N. dissimulator. 

El análisis de los datos de amplificación por qPCR estableció que la eficiencia de los 

oligonucleótidos utilizados fue del 91,4% para ITS1 de Naupactini, 87,1% para gatB de 

la cepa wNau1 de Wolbachia, 84,3% para ITS1 de la Spiroplasma sp. de N. 

xanthographus y 99,9% para ITS1 de la Spiroplasma sp. de N. dissimulator.  

La densidad relativa media de Wolbachia ±SEM para las especies estudiadas (i.e., 

promediando los datos de todos los tejidos) resultó ser 246,76±148,02 en P. postfasciatus, 

0,09±0,03 en N. dissimulator y 0,82±0,45 en N. xanthographus. Se observó una gran 
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variabilidad en los datos, a pesar de la cual se evidenció un efecto significativo de la 

especie hospedadora (Χ2=24,654; df=2; p=4,431e-06). Las comparaciones de a pares 

determinaron que la densidad de Wolbachia es significativamente mayor en P. 

postfasciatus (p<0,0002) que en las especies de reproducción sexual y que no hay 

diferencia entre éstas (p>0,05). A pesar de que el tejido reproductivo parece albergar 

distintas densidades de Wolbachia en las distintas especies (Figura 3.4A), no se 

observaron efectos significativos del “Tejido” (Χ2=4,667; df=3; p=0,197886) ni de la 

interacción “Especie:Tejido” (Χ2=11,67; df=6; p=0,069734). 

Por otro lado, el análisis de Spiroplasma spp. en las especies de reproducción sexual 

reveló que la densidad relativa media (i.e., considerando un promedio general por especie) 

presente en N. dissimulator (1,14±0,16) es aproximadamente el doble de la detectada en 

N. xanthographus (0,47±0,13). Se evidenció una interacción significativa entre “Especie” 

y “Tejido” (Χ2=22,499; df=3; p=5,135e-05) (Figura 3.4B). Las comparaciones múltiples 

realizadas se limitaron a contrastar la densidad relativa entre tejidos dentro de cada 

especie dado que las bacterias analizadas bien podrían ser especies diferentes 

considerando que se obtuvieron secuencias del gen ITS1 muy disímiles (algo comprobado 

también por da Cruz Cabral et al., 2022) (Figura 3.2). La distribución de Spiroplasma sp. 

para N. dissimulator es homogénea entre los distintos tejidos evaluados (p>0,50). Por su 

parte, en N. xanthographus la densidad relativa de Spiroplasma sp. es significativamente 

mayor en el tejido digestivo (0,70±0,24) y los restos corporales (0,71±0,39) frente a la 

densidad presente en la cabeza (0,14±0,03) y el tejido reproductivo (0,28±0,15) (p<0,05) 

(Figura 3.4B). 
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Figura 3.4 Cuantificación relativa de la densidad de Wolbachia (A) y Spiroplasma spp. (B) expresada como el log10 de 

la relación establecida en la Ecuación 2.3, en distintos tejidos de hembras de N. dissimulator (Nd), N. xanthographus 
(Nx) y P. postfasciatus (Pp). Cabeza (C): celeste; tejido digestivo (D): verde; tejido reproductivo (R): rojo; restos 
corporales (T): naranja. Las líneas horizontales gruesas indican el valor de la mediana, las cajas el rango intercuartílico 
(IQR) y los bigotes 1,5 veces el IQR. Los puntos negros son valores por fuera de los bigotes. * indican diferencias 
significativas (p<0,05) en el modelo planteado. Las medias asociadas a letras diferentes presentan diferencias 
significativas entre sí (p<0,05, comparaciones de Tukey).  

3.4 Discusión 

Desde un punto de vista ecológico, la densidad de infección y la localización de un 

endosimbionte son variables importantes para comprender los efectos biológicos en su 

hospedador (Anbutsu & Fukatsu, 2011). En este trabajo se identificó la ubicuidad de la 

infección con Wolbachia en N. dissimulator y N. xanthographus, especies de 

reproducción sexual estricta de la tribu Naupactini, verificándose que las densidades 

relativas reportadas son substancialmente menores que para los linajes de reproducción 

partenogenética de P. postfasciatus en todos los tejidos analizados. Asimismo, se verificó 

la ubicuidad de la infección con Spiroplasma spp. para N. dissimulator y N. 

xanthographus, aunque la abundancia relativa de esta bacteria en los tejidos estudiados 

difiere entre especies. 

A

B 

B 
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo están en concordancia con los 

hallazgos de da Cruz Cabral et al., (2020, 2022). Wolbachia se encuentra presente en 

bajas densidades en especies de reproducción sexual estricta de la tribu Naupactini que 

contrastan significativamente con las densidades reportadas para P. postfasciatus 

independientemente del tejido considerado. La densidad relativa media de Wolbachia 

para N. dissimulator es menor que la reportada para N. xanthographus. Aunque esta 

diferencia no es estadísticamente significativa, es comparable a lo reportado por da Cruz 

Cabral et al., (2020). En particular, la diferencia entre las especies de reproducción sexual 

estricta podría estar asociada a la densidad relativa del tejido reproductivo. Los resultados 

obtenidos son sumamente variables y un mayor tamaño muestral podría ser útil para 

aclarar si la tendencia observada (una menor densidad en N. dissimulator, particularmente 

en el tejido reproductivo) es significativa. También sería interesante explorar la 

posibilidad de cuantificar de manera absoluta la densidad de Wolbachia en estas especies, 

ya sea a partir de un enfoque de secuenciación de próxima generación, qPCR o PCR 

digital (dPCR), una variación de la técnica de qPCR capaz de detectar y cuantificar más 

precisamente cantidades menores del gen blanco (e.g., Gobert et al., 2018; Netzer et al., 

2021), que no requiere la realización de curvas estándar para la cuantificación (Cao et al., 

2020). 

Además, se verificó la presencia de Spiroplasma spp. en altas densidades en ambas 

especies de reproducción sexual consideradas en el presente estudio, y la diferencia entre 

las secuencias obtenidas indican que podrían pertenecer a especies diferentes. Estos 

resultados también coinciden con lo observado por da Cruz Cabral et al., (2022) que 

detectaron dos Unidades Taxonómicas Operativas Moleculares (MOTUs por sus siglas 
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en inglés) 20 de Spiroplasma en alta abundancia en gorgojos de la tribu Naupactini, una 

asociada exclusivamente a N. dissimulator y otra a N. xanthographus. Aunque se 

emplearon oligonucleótidos específicos para la detección de esta bacteria, es llamativa la 

baja cobertura obtenida en el análisis de BLASTn de la secuencia asociada con N. 

dissimulator. Por lo tanto, es necesario tener precaución al interpretar los resultados 

obtenidos para esta especie. En estudios futuros se pretende secuenciar y ensamblar el 

genoma completo de las Spiroplasma spp. asociadas a Naupactini, de modo que se 

verificará concretamente que las secuencias obtenidas en este trabajo pertenezcan 

efectivamente a una especie de este género.  

Al igual que la infección con Wolbachia, la presencia de Spiroplasma spp. en estos 

gorgojos es ubicua. En N. dissimulator esta bacteria se distribuye de manera homogénea 

entre tejidos, mientras que en N. xanthographus hay una mayor densidad en el tejido 

digestivo y en los restos corporales que en la cabeza y el tejido reproductivo. Es 

particularmente interesante el contraste que se observa en el tejido reproductivo de N. 

xanthographus, donde la densidad de Spiroplasma sp. es más baja que en otros tejidos, 

pero la densidad de Wolbachia pareciera ser más alta. Si bien es cierto que no hay soporte 

estadístico para una mayor abundancia de Wolbachia en este tejido específico, N. 

xanthographus podría ser clave para continuar explorando la posible relación antagónica 

entre estas bacterias. 

La coinfección de Wolbachia y Spiroplasma spp. ha sido reportada para poblaciones 

naturales del saltamontes Chorthippus parallelus (Zetterstedt 1821) (Martinez-Rodriguez 

et al., 2013), las moscas D. melanogaster (Montenegro et al., 2005) y Drosophila 

                                                 
20 Distinguimos a las MOTUs de las Unidades Taxonómicas Operativas (OTUs por sus siglas en inglés) 

debido a que las OTUs fueron originalmente descriptas en un contexto ajeno a la biología molecular, 

mientras que las MOTUs se refieren a la identificación de entidades a partir de un enfoque exclusivamente 

molecular (Floyd et al., 2002) 
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neotestacea (Grimaldi, James & Jaenike 1992) (Jaenike et al., 2010a), el hemíptero 

Laodelphax striatellus (Fallén 1826) (Sanada-Morimura et al., 2013) y el ácaro T. 

truncatus (Zhang et al., 2016; Zhu et al., 2018). En la mayoría de estos casos, la presencia 

de las bacterias fue determinada en base a ensayos de PCR de punto final, por lo que no 

se puede establecer cuál es el simbionte dominante, la distribución de estas bacterias en 

los tejidos de sus hospedadores o las posibles interacciones entre ellas. 

En D. melanogaster se han reportado interacciones asimétricas, con Spiroplasma sp. 

ejerciendo un efecto negativo sobre la proliferación de Wolbachia y no al revés, a partir 

de ensayos experimentales utilizando isolíneas simple y doblemente infectadas y con un 

mismo trasfondo genético (Goto et al., 2006). Sin embargo, en el ácaro T. truncatus se 

observó una disminución de la densidad de ambas bacterias en líneas doblemente 

infectadas en comparación con líneas con infecciones simples, con una clara dominancia 

de Wolbachia en términos de abundancia (Yang et al., 2020a, 2021). Adicionalmente, se 

reportó que tanto Wolbachia como Spiroplasma sp. pueden influenciar la densidad de 

otros simbiontes de la microbiota (Yang et al., 2021). 

Los antecedentes mencionados documentan la existencia de interacciones 

competitivas entre ambas bacterias, así como también el potencial de cada bacteria de 

afectar la densidad de otros integrantes de la comunidad bacteriana de sus hospedadores; 

sin embargo, tienen la particularidad de que, en principio, la densidad entre ambas 

bacterias es comparable. En el caso de N. dissimulator y N. xanthographus, la densidad 

de Wolbachia es abrumadoramente más baja que la de Spiroplasma spp., tanto así que 

puede no ser detectada por métodos convencionales, como también ocurre con el 

escarabajo Pityogenes chalcographus (Linnaeus 1761) (Arthofer et al., 2009). En el caso 

de P. chalcographus no se ha detectado la coinfección con otros simbiontes típicamente 

asociados con alteraciones reproductivas (i.e., Cardinium, Rickettsia o Spiroplasma) 
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(Schebeck et al., 2018) y no se han realizado hasta la fecha estudios exhaustivos de la 

bacteriota de este escarabajo que puedan esclarecer si la densidad de Wolbachia podría 

ser modulada o incluso verse inhibida por la presencia de alguna otra bacteria, como 

ocurre en mosquitos del género Anopheles (Hughes et al., 2014). Las poblaciones 

naturales de estos mosquitos suelen estar libres de la infección con Wolbachia y presentan 

una oportunidad interesante para estudiar las barreras existentes para su transmisión. 

Hughes et al., (2014) transinfectaron dos especies de Anopheles a partir de la 

microinyección de Wolbachia y observaron que esta es capaz de colonizar tanto los 

ovarios como el resto del cuerpo; sin embargo, la transmisión a la siguiente generación 

se ve gravemente impedida, con altas tasas de mortalidad para las hembras infectadas, 

por la presencia de la bacteria Asaia, un endosimbionte de transmisión vertical 

frecuentemente asociado a Anopheles spp. 

Los resultados de la presente tesis indican que la coinfección con Spiroplasma spp. 

es ubicua tanto en N. dissimulator como en N. xanthographus, de modo que ambas 

bacterias consideradas tienen la posibilidad de interactuar en toda su distribución; sin 

embargo, es necesario obtener más información sobre el sistema de estudio para 

esclarecer por qué Wolbachia es incapaz de proliferar en especies de reproducción sexual 

estricta de la tribu Naupactini como lo hace en linajes partenogenéticos. 
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4. ANÁLISIS GENÓMICO DE wNAU1 Y 
wNAU5, DOS CEPAS ASOCIADAS CON 
LA PARTENOGÉNESIS EN LA TRIBU 
NAUPACTINI 

4.1 Introducción 
El estudio de los genomas de endosimbiontes bacterianos es importante para esclarecer 

los mecanismos moleculares que gobiernan los procesos de las interacciones simbióticas, 

como la nutrición del hospedador (e.g., Douglas, 1998; Nakabachi & Ishikawa, 1999; 

Shigenobu et al., 2000), la protección contra patógenos (e.g., Gerardo et al., 2010; 

Douglas et al., 2011) o la modulación de alteraciones reproductivas (e.g., LePage et al., 

2017; Shropshire & Bordenstein, 2019). 

En comparación con los genomas de bacterias de vida libre, cuyo tamaño promedio 

es de alrededor de 5 Mb (Brown, 2002; Moran et al., 2008), los genomas de los 

endosimbiontes bacterianos suelen tener un tamaño reducido que puede variar desde ~200 

kb en casos de reducción extrema (McCutcheon & Moran, 2012), entre 400-600 kb para 

distintas cepas de Buchnera aphidicola (Moran et al., 2008; McCutcheon & Moran, 

2012), un endosimbionte primario de áfidos, y entre 750 kb - 1,7 Mb para distintas cepas 

de Wolbachia (Scholz et al., 2020). La reducción del genoma sugiere la ocurrencia de una 

relación íntima entre el endosimbionte y el hospedador (Moran et al., 2008) y suele estar 

asociada a la pérdida de genes que ya no son necesarios para la supervivencia de la 

bacteria, por ejemplo aquellos relacionados con la síntesis de aminoácidos, lípidos y 

ácidos grasos, ya que estos compuestos son proporcionados por el hospedador 

(Wernegreen, 2002; Wu et al., 2004; Foster et al., 2005).  
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La evolución de los genomas de endosimbiontes se caracteriza por la falta de 

recombinación (e.g., Akman et al., 2002; Tamas et al., 2002), las altas tasas mutacionales 

(e.g., Brynnel et al., 1998; Wernegreen & Moran, 1999) y la fijación de mutaciones 

deletéreas producto de la deriva genética (e.g., Wernegreen & Moran, 1999). Los efectos 

de estos fenómenos están interconectados y frecuentemente se refuerzan unos a otros. La 

transmisión vertical estricta impone cuellos de botella sobre la población de bacterias 

endosimbióticas transmitidas a la próxima generación con la consiguiente reducción del 

tamaño efectivo poblacional, potenciando el efecto de la deriva genética, el aumento de 

las tasas de mutación y la acumulación de mutaciones deletéreas que eventualmente 

devienen en la pérdida de genes (Wernegreen & Moran, 1999; Wernegreen, 2002). 

Luego, la pérdida de genes relacionados con las funciones de recombinación puede 

provocar la estasis genómica, como se observó en B. aphidicola (Tamas et al., 2002; Van 

Ham et al., 2003) y en el endosimbioente de hormigas del género Camponotus 

Blochmannia pennsylvanicus (Enterobacterales) (Degnan et al., 2005).  

A partir de la secuenciación parcial o completa de los genomas de simbiontes 

facultativos como Sodalis glossinidius de las moscas tsetsé (Toh et al., 2006), la cepa de 

Wolbachia wMel de D. melanogaster (Wu et al., 2004) y Hamiltonella de áfidos (Moran 

et al., 2005), se observó que estas bacterias no esenciales exhiben características 

genómicas menos extremas comparadas con los genomas de simbiontes obligados 

(Moran et al., 2008). Los genomas de los simbiontes facultativos suelen ser más grandes, 

cuentan con regiones repetitivas, un número inusualmente alto de elementos móviles, 

fagos y genes derivados de fagos (Moran et al., 2008). Además, exhiben grados variables 

de recombinación entre cepas y transferencia de genes (Bordenstein & Wernegreen, 2004; 

Blanc et al., 2007).  
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A pesar del gran interés en Wolbachia y las manipulaciones reproductivas que es 

capaz de ejercer sobre sus hospedadores, hasta hace poco solo se contaba con escasos 

genomas completos, limitados a un reducido número de hospedadores: principalmente 

organismos modelo como distintas especies de Drosophila (Wu et al., 2004; Salzberg et 

al., 2005), el nematode Brugia malagi (Brug 1927) (Foster et al., 2005) o distintas 

especies de mosquito (Scholz et al., 2020; Kaur et al., 2021). Recientemente, Scholz et 

al., (2020) lograron ensamblar más de mil genomas de Wolbachia de diferentes especies 

de artrópodos y nematodes a partir de un enfoque metagenómico que aprovechó los 

resultados publicados de numerosos experimentos de secuenciación (más de 70 TB de 

datos crudos, provenientes de casi 32.000 muestras de más de 500 especies diferentes). 

Con esta creciente variedad de genomas de Wolbachia, los análisis comparativos 

permitieron identificar diferencias específicas entre cepas (e.g., Ishmael et al., 2009; 

Newton et al., 2016), genes significativos involucrados en la alteración de la biología del 

hospedador (e.g., LePage et al., 2017; Perlmutter et al., 2019; Shropshire & Bordenstein, 

2019; Scholz et al., 2020) y relaciones evolutivas a nivel de genoma (e.g., Scholz et al., 

2020; Gomes et al., 2022). 

Tettelin et al., (2005) proponen el concepto de “pangenoma”, compuesto por un 

genoma núcleo o “core” y un genoma accesorio. El genoma core está relacionado con la 

esencia de la especie (i.e., genes compartidos por todas las cepas y asociados con las 

características específicas de la especie), mientras que el genoma accesorio contiene 

genes relacionados con la adaptación de las cepas a las presiones competitivas o 

ambientales (e.g., genes que codifiquen la resistencia a los antibióticos, nuevas funciones 

metabólicas, la producción de toxinas y similares) (Tettelin et al., 2005; Riley & Lizotte-

Waniewski, 2009). Los análisis comparativos entre genomas accesorios de distintas cepas 

asociadas a una misma manipulación reproductiva del hospedador constituyen el primer 



123 

 

paso hacia la identificación de las bases genéticas de los distintos efectos que puede 

provocar la infección con Wolbachia (Kaur et al., 2021). 

Este capítulo tiene por objetivos: i) La obtención de las secuencias genómicas de dos 

cepas de Wolbachia asociadas a distintas especies partenogenéticas de Naupactini: 

wNau1, presente en Pantomorus postfasciatus, entre otras, y wNau5, presente en 

Naupactus cervinus; y ii) El análisis comparativo entre éstas y otras cepas de Wolbachia 

asociadas con la partenogénesis en diferentes hospedadores, a saber: wFol, que infecta a 

un colémbolo diplo-diploide partenogenético (Faddeeva-Vakhrusheva et al., 2017) y las 

cepas inductoras de partenogénesis en avispas haplo-diploides wTpre (Lindsey et al., 

2006), wLcla (Kampfraath et al., 2019) y wUni (Newton et al., 2016), que infectan a las 

avispas parasitoides Trichogramma pretiosum (Riley 1879), Leptopilina clavipes (Hartig 

1841) y Muscidifurax uniraptor (Kogan & Legner 1970), respectivamente. 

4.2 Materiales y métodos 
Dado que la distribución de Wolbachia en los tejidos de P. postfasciatus no es homogénea 

(ver sección 2.3.1.3 del Capítulo 2), se decidió determinar mediante qPCR la densidad 

bacteriana relativa en cada tejido a fin de elegir el material más idóneo como punto de 

partida para la secuenciación. 

4.2.1 Colecta y disección del material 
Para obtener la cantidad de ADN necesario para la secuenciación genómica se colectaron 

10 hembras de P. postfasciatus en el barrio de Floresta (CABA) y 12 hembras de N. 

cervinus en el Parque Provincial Pereyra Iraola, ubicado en la Provincia de Buenos Aires 

(-34.8431, -58.1824). Se realizaron disecciones de cada hembra y se conservó un conjunto 

(“pool”) de cada tejido (cabeza, tejido digestivo, tejido reproductivo y restos corporales) 

por especie. La obtención de los tejidos se realizó como se explicó previamente en la 
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sección 2.2.4.3 del Capítulo 2. Los pooles de tejidos fueron preservados en alcohol 100% 

a -20°C hasta el momento de la extracción del ADN. 

4.2.2 Extracción de ADN, cuantificación de la carga bacteriana 
tejido-específica y obtención de las secuencias 
El ADN genómico total de cada pool de tejidos se extrajo con el kit DNeasy Blood and 

Tissue (QIAGEN, EEUU), siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN extraído 

se cuantificó mediante espectrofotometría utilizando un equipo Nanodrop 2000 (Thermo 

Fisher Scientific, EEUU) con el cual se verificaron los índices de absorbancia 260/280 y 

260/230. También se realizó una cuantificación mediante fluorimetría utilizando un 

equipo Qubit® 2.0 (Life Technologies, EEUU) utilizando el kit QubitTM dsDNA BR 

(Thermo Fisher Scientific, EEUU). 

Antes de realizar las qPCRs de cada muestra fue necesario diseñar oligonucleótidos 

específicos para la cepa wNau5 de N. cervinus y verificar que los oligonucleótidos 

disponibles del gen ITS1 de Naupactini también fueran efectivos para las muestras de N. 

cervinus. 

Las secuencias del gen gatB de wNau1 y wNau5 son sumamente divergentes 

(Rodriguero et al., 2010a), por lo que los oligonucleótidos utilizados hasta el momento 

no son adecuados para la amplificación del gen gatB de wNau5. Entonces, se diseñaron 

dos pares de oligonucléotidos a partir de la secuencia obtenida por Rodriguero et al., 

(2010a) para los genes gatB (Número de Acceso a GenBank GU079633) y coxA de la 

cepa wNau5 (este último compartido por la mayoría de las cepas identificadas en 

Naupactini, incluidas wNau1 y wNau5) (Número de Acceso a GenBank GU079631). El 

diseño y la puesta a punto de las qPCR se realizó siguiendo el protocolo utilizado para el 

diseño de oligonucleótidos específicos para Rickettsia sp., detallado en la sección 

2.2.4.2.1 del Capítulo 2.  
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Los oligonucleótidos diseñados se detallan en la Tabla 4.1 junto con las eficiencias 

obtenidas en la puesta a punto. Para ambos pares de oligonucleótidos se observó una 

correcta representación de todas las fases de reacción en las amplificaciones, así como 

una curva de fusión (“melting”) con un único pico. Se eligió el par de oligonucleótidos 

que amplifican al gen gatB de wNau5 para continuar con el trabajo. Por otro lado, se 

verificó la correcta amplificación del gen ITS1 para N. cervinus, con todas las fases de 

reacción correctamente representadas, un único pico en la curva de fusión y valores de 

Cq semejantes a los obtenidos habitualmente para el resto de las especies de Naupactini 

evaluadas en esta tesis. 

Tabla 4.2 Secuencias de los oligonucleótidos puestos a prueba para la amplificación de wNau5 a partir de 
qPCR con las eficiencias obtenidas a partir de la puesta a punto. 

ID Gen Secuencia (5’-3’) Eficiencia Referencia 

W_coxA coxA 
F: TGCCATGATAGGAATAGCAACGT 
R: GCATCCTCGCTAAGCCCAAC 

84,79% Este trabajo 

Nc_gatB gatB 
F: TGGAAAAGGGGTCACTTCGCT 
R: ACAACGAGTGCCAAATGTGCT 

89,56% Este trabajo 

 

Entonces, para la cuantificación relativa de Wolbachia se amplificó mediante qPCR 

el gen gatB de las cepas wNau1 (P. postfasciatus) y wNau5 (N. cervinus), así como 

también el gen ITS1 como gen endógeno para ambas especies. Las reacciones de qPCR 

se llevaron a cabo como se detalló en la sección 2.2.2.3 (Capítulo 2) utilizando la 

Supermix SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green (BioRad, EEUU) y los 

oligonucleótidos especificados en la Tabla 4.2. La densidad relativa de cada cepa en cada 

tejido se calculó como se indica en la sección 2.2.2.4 (Capítulo 2), utilizando la Ecuación 

2.3 allí mencionada. Se calculó un Cq calibrador por especie a partir del promedio de Cqs 

obtenidos para cada tejido. 
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Tabla 4.2 Secuencias de los oligonucleótidos utilizados para la cuantificación relativa de Wolbachia 
(wNau1 y wNau5) a partir de PCR en tiempo real 

Organismo ID Secuencia (5’-3’) Referencia 

Naupactini 
ITS1qNd-F 
ITS1qNd-R 

CGCTTATCCGGCCTAGTCG 
AGCGCTACTGTCCGTTTTGA 

Da Cruz Cabral et al., 
2020 

wNau1 
gatBq-F 
gatBq-R 

CTGTGATGCAAATGTTTCT 
CTTATTTCTCCTCCGCTTT 

Rodriguero et al., 
2021 

wNau5 
Nc_gatB-F 
Nc_gatB-R 

TGGAAAAGGGGTCACTTCGCT 
ACAACGAGTGCCAAATGTGCT 

Este trabajo 

 

Las eficiencias de las reacciones de qPCR fueron de 76,5% para ITS1 de Naupactini, 

98,7% para gatB de wNau1 y 77% para gatB de wNau5. La Tabla 4.3 resume los valores 

de ADN, absorbancias y densidades relativas obtenidos para cada muestra. En base a 

todas las variables consideradas se decidió enviar las muestras provenientes de los restos 

corporales de cada especie a la empresa Novogene (China) para la construcción de las 

bibliotecas y la secuenciación por técnicas de próxima generación. 

Tabla 4.3 Cantidad y calidad de ADN genómico total y densidad relativa de Wolbachia en los distintos 
tejidos de P. postfasciatus (Pp) y N. cervinus (Nc). Sólo se reporta la medición de ADN a partir de 
fluorometría (Qubit®). 

Especie Tejido ADN (ng/ul) 260/280 260/230 
Densidad relativa 

de Wolbachia 

Pp 

Cabeza 94,4 1,86 1,45 0,952 

Tejido Digestivo 24,4 1,99 0,61 0,529 

Tejido Reproductivo 32,3 2,01 1,03 1,037 

Restos corporales 96,4 1,91 1,50 1,916 

Nc 

Cabeza 150,0 1,89 1,57 0,820 

Tejido Digestivo 39,7 1,95 1,03 0,398 

Tejido Reproductivo 40,8 1,87 1,14 1,910 

Restos corporales 113,0 1,95 1,78 1,104 

 

Las muestras fueron secuenciadas en dos plataformas diferentes a fin de obtener 

lecturas cortas y lecturas largas. Se utilizó un equipo Novaseq 6000 (Illumina, EEUU) 

para la obtención de lecturas pareadas (“paired-end” o PE) de 150 pb y un equipo 

PromethION (Oxford Nanopore Technologies, Reino Unido) para la obtención de 
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lecturas largas. La empresa Novogene también realizó la eliminación de los adaptadores 

y el control de calidad de las muestras. 

4.2.3 Análisis bioinformáticos 

4.2.3.1 Control de calidad 

Se verificó la calidad de las lecturas cortas por medio del programa FastQC v.0.11.9 

(Andrews, 2010) y de las lecturas largas por medio de Nanoplot v.1.40.2 (De Coster et 

al., 2018). Se utilizó Porechop v.0.2.4 (RRID:SCR_016967; Wick et al., 2017a) para 

eliminar los adaptadores de las lecturas de Nanopore. No fue necesario cortar las 

secuencias debido a su alta calidad.  

4.2.3.2 Ensamblado 

Debido a que las muestras están constituidas por los genomas de los gorgojos 

hospedadores (nuclear y mitocondrial) y los de sus comunidades bacterianas, se utilizó 

una estrategia de ensamblado híbrido con un enfoque de metagenómica.  

En primer lugar se utilizó el ensamblador MEGAHIT v.1.2.9 (Li et al., 2015, 2016) 

sobre las lecturas cortas de cada muestra. Este programa está optimizado para el 

ensamblado de metagenomas y utiliza grafos de De Bruijin para generar secuencias 

consenso contiguas o “contigs” de la mayor longitud posible. Una vez obtenidos los 

contigs, los archivos resultantes fueron procesados con MetaBAT2 v.2.15 (Kang et al., 

2014, 2015, 2019), que permite categorizar y clasificar los contigs en “bins” (por lo que 

el proceso se llama “binning”), donde cada bin representa una determinada categoría o, 

en este caso, especie. Para poder efectuar esta clasificación, el programa utiliza un 

algoritmo basado en la frecuencia tetra-nucleotídica de las secuencias (TNF por sus siglas 

en inglés), un parámetro sumamente conservado en genomas bacterianos y que puede 

utilizarse como un estimador de la similitud entre secuencias genómicas (Pride et al., 

2003; Teeling et al., 2004). Además, también utiliza la información de la abundancia 



128 

 

dentro de la muestra bajo la suposición de que los contigs provenientes del mismo genoma 

tendrán coberturas similares (Kang et al., 2015). Los resultados del binning fueron 

evaluados con CheckM v.1.2.2 (Parks et al., 2015), un programa que verifica la calidad, 

completitud y contaminación existente en los genomas ensamblados a partir de la 

identificación de un conjunto de marcadores específicos de cada linaje. Finalmente, se 

utilizó el programa GTDB-Tk v.1.7.0 (Chaumeil et al., 2020, 2022) para obtener una 

clasificación más adecuada de las especies recuperadas. GTDB-Tk utiliza la base de datos 

de Genome Taxonomy (GTDB por sus siglas en inglés), que recopila genomas 

microbianos de RefSeq y GenBank para crear una base taxonómica integral e incluye 

genomas de bacterias no cultivables (Parks et al., 2018, 2019). 

Los bins que fueron clasificados como Wolbachia se utilizaron como referencia para 

realizar mapeos contra la totalidad de las lecturas para cada especie. Las lecturas cortas 

fueron mapeadas con Bowtie2 v.2.5.1 (Langmead et al., 2009, 2019; Langmead & 

Salzberg, 2012) y para las lecturas largas se utilizó el programa Minimap2 v.2.24-r1122 

(Li, 2018, 2021). A partir de las lecturas recuperadas en cada caso, se realizó un 

ensamblado híbrido utilizando Unicyler v.0.5.0 (Wick et al., 2017b). Unicycler es un 

pipeline21 que primero ensambla las lecturas cortas en una estructura de datos (grafo) que 

contiene tanto los contigs como sus interconexiones y luego usa las lecturas largas para 

encontrar las mejores rutas a través de dicha estructura. Los resultados de los ensamblados 

híbridos fueron nuevamente procesados con CheckM y GTDB-Tk para obtener las 

métricas de calidad y clasificación correspondientes. Adicionalmente, se calculó la 

profundidad de la secuenciación (i.e., la cantidad de veces que se secuenció una 

determinada base) de cada ensamblado híbrido como se indica en la Ecuación 4.1. 

                                                 
21 Un conjunto de procesos que se llevan a cabo en un orden predeterminado e involucran una 
multiplicidad de programas en los que el resultado de un análisis es la información de entrada de otro. 
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𝑃𝑟𝑜𝑓𝑢𝑛𝑑𝑖𝑑𝑎𝑑 =
#𝑏𝑎𝑠𝑒𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠 𝑠𝑒𝑐𝑢𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎𝑑𝑎𝑠

#𝑏𝑎𝑠𝑒𝑠 𝑑𝑒𝑙 𝑔𝑒𝑛𝑜𝑚𝑎
   Ecuación 4.1 

Para las lecturas cortas de Wolbachia, la cantidad de bases totales secuenciadas se 

calculó como el número total de lecturas * 150 pb (i.e., el largo de las lecturas), mientras 

que para las lecturas largas se obtuvo el número total de bases secuenciadas de la salida 

de Nanoplot. 

4.2.3.3 Análisis comparativos 

La identidad nucleotídica promedio (ANI) es un parámetro sumamente utilizado para la 

clasificación taxonómica de bacterias y provee una medida robusta de la similitud entre 

genomas (Konstantinidis & Tiedje, 2005; Goris et al., 2007). El cálculo del ANI, 

descripto en Goris et al., (2007), involucra la fragmentación de la secuencia de uno de los 

genomas a comparar para luego calcular los valores de identidad nucleotídica de cada 

fragmento contra la totalidad del segundo genoma (genoma de referencia) utilizando el 

programa BLASTn de NCBI (Altschul et al., 1997). Luego, el ANI entre ambos genomas 

se calcula como la identidad media de todas las coincidencias de BLASTn (i.e., entre el 

genoma completo que se usa como referencia y cada uno de los fragmentos del genoma 

que se está comparando) que superan el 30% de identidad nucleotídica en una región 

alineable de al menos el 70% de su longitud. 

Se utilizó la herramienta ANI Calculator (Yoon et al., 2017) para obtener los valores 

de ANI entre los genomas ensamblados en este trabajo y los genomas descargados de 

NCBI de las cepas asociadas con la partenogénesis: wFol, wTpre, wLcla y wUni. Esta 

herramienta utiliza el algoritmo OrthoANI, desarrollado por Lee et al., (2015), que 

resuelve el problema de inconsistencias ocasionales entre los valores de ANI recíprocos 

(i.e., el ANI obtenido cuando se fragmenta el genoma A y se lo compara contra el genoma 
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B no suele ser exactamente igual al ANI obtenido cuando se fragmenta el genoma B y se 

lo compara contra el genoma A). 

4.2.3.4 Anotación e identificación de grupos ortólogos 

La anotación funcional de todos los genomas (i.e., los ensamblados en el presente y los 

descargados de NCBI) se realizó de manera automática con el programa Prokka v.1.14.6 

(Seemann, 2014), que coordina un conjunto de herramientas informáticas para identificar 

las regiones codificantes y luego contrastarlas con múltiples bases de datos de modo de 

lograr una anotación rica y confiable de secuencias bacterianas genómicas. 

Se infirió el genoma core a partir de los ortogrupos compartidos entre las distintas 

cepas estudiadas. Los ortogrupos se definen como grupos de genes que derivan de un 

único gen presente en el último ancestro común de un determinado clado (Emms & Kelly, 

2015). La búsqueda de ortogrupos se realizó utilizando el programa OrthoFinder v.2.2.7 

(Emms & Kelly, 2015, 2019), para todas las cepas de Wolbachia consideradas en este 

trabajo. 

4.3 Resultados 

4.3.1 Control de calidad de las secuencias obtenidas 
Para la muestra proveniente de P. postfasciatus se obtuvieron 10.894.874 lecturas cortas 

PE, mientras que para la muestra proveniente de N. cervinus se obtuvieron 6.759.252 

lecturas cortas PE. Todas las lecturas fueron de 150 pb y de alta calidad (Figura 4.1). Por 

otro lado, se obtuvieron 336.180 lecturas largas para P. postfasciatus siendo 2.383 pb la 

mediana de la longitud, con una calidad asociada de 12,5 (Figura 4.2A). Para N. cervinus 

se obtuvieron 330.490 lecturas largas, siendo 2.365 pb la mediana de la longitud, con una 

calidad asociada de 12,8 (Figura 4.2B). 
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Figura 4.1 Análisis de calidad de las lecturas cortas obtenidas a partir de la secuenciación masiva utilizando la 
plataforma Novaseq 6000 (Illumina) para las muestras provenientes de P. postfasciatus (A) y N. cervinus (B). Se 
observa la calidad de las secuencias, expresadas como el índice de Phred, a lo largo de la longitud de las lecturas. 

 
Figura 4.2 Análisis de calidad de las lecturas largas obtenidas a partir de la secuenciación en la plataforma PromethION 
(Oxford Nanopore Technologies) para las muestras provenientes de P. postfasciatus (A) y N. cervinus (B). Se observa 
la longitud de las lecturas y su calidad promedio asociada. El gradiente de color refleja la densidad de las lecturas, 
siendo el azul oscuro una densidad mayor. 

4.3.2 Ensamblado 
Como resultado del ensamblado y binning inicial de cada especie realizado a partir de las 

secuencias cortas, se obtuvieron seis bins para P. postfasciatus, uno correspondiente a las 

lecturas de wNau1 (1.266.898 pb en 104 contigs, con una completitud del 94,87%), uno 

correspondiente a lecturas de Rickettsia sp. (1.301.852 pb en 152 contigs, con una 

completitud del 93,36%) y cuatro bins que no pudieron ser identificados. Para N. cervinus 

se obtuvieron tres bins, uno de los cuales contenía lecturas de wNau5 (961.247 pb en 194 

contigs, con una completitud del 70,38%), mientras que los otros dos no pudieron ser 

identificados. 
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El mapeo posterior de las secuencias largas y cortas contra los respectivos bins de 

Wolbachia obtenidos determinó que 81.594 lecturas cortas PE y 4.882 lecturas largas 

(longitud mediana: 2.504 pb con calidad asociada de 13,3) fueron identificadas para la 

muestra de P. postfasciatus, mientras que 28.727 lecturas cortas PE y 2.624 lecturas largas 

(longitud mediana: 2.913 pb con calidad asociada de 13,8) fueron identificadas para la 

muestra de N. cervinus. A partir de estas lecturas se construyeron los ensamblados 

híbridos para cada cepa. 

La Tabla 4.4 permite comparar el primer ensamblado y binning, realizado 

únicamente a partir de las lecturas cortas (Illumina), con los ensamblados híbridos finales. 

En ambos casos se observaron incrementos en el tamaño del ensamblado, la completitud 

y la longitud de los contigs así como una disminución en la cantidad de contigs en que 

cada genoma se encuentra dividido.  

Tabla 4.4 Comparación de las distintas estrategias de ensamblado utilizadas en este trabajo. Comp.: Completitud. Cont.: Contaminación. 

Cepa Ensamblado 
Tamaño 

(pb) 
%GC contigs 

Longitud media de 
los contigs (pb) 

Contig más 
largo (pb) 

Comp. Cont. 

wNau1 
Illumina 1.266.898 33,9 104 12.181 43.872 94,87% 0.00% 

Híbrido 1.502.493 34,1 23 65.325 276.075 95,3% 0,00% 

wNau5 
Illumina 961.247 34,0 194 4.954 16.982 70,38% 0,57% 

Híbrido 1.268.370 34,1 56 22.649 150.907 76,58% 0,85% 

 

Para el ensamblado híbrido de wNau1, la longitud total se incrementó en unas 235 

mil pb, mientras que la cantidad de contigs que componen el ensamblado se redujo en un 

78,9% en comparación con el ensamblado realizado a partir de las lecturas cortas. 

También, la longitud media de los contigs se incrementó 5 veces, mientras que la longitud 

del contig más largo del ensamblado fue 6 veces mayor. No se observó un incremento 

apreciable en la proporción de GC ni en la completitud del genoma. La profundidad de 

secuenciación obtenida para las lecturas PE de Illumina fue de 16,3X, mientras que 

aquella obtenida para las lecturas de Nanopore fue de 15X. 
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En el caso de wNau5, la longitud total del ensamblado híbrido resultó ser 

aproximadamente 300 mil pb mayor que el ensamblado a partir de las lecturas cortas, con 

una disminución de un 62,4% en la cantidad total de contigs, siendo su longitud media 

4,5 mayor, mientras que la longitud del contig más largo se incrementó casi 9 veces. El 

ensamblado híbrido presentó una completitud 6,2% mayor y no se observó un incremento 

apreciable con respecto al contenido de GC. En esta muestra se detectó un porcentaje 

menor al 1% de contaminación en ambos ensamblados. La profundidad de secuenciación 

obtenida para las lecturas PE de Illumina fue de 6,8X, mientras que aquella obtenida para 

las lecturas de Nanopore fue de 9,8X. 

Las secuencias de los ensamblados híbridos de los genomas de wNau1 y wNau5 

pueden encontrarse en https://drive.google.com/drive/folders/1RPn2C0YXbppCXhVObzhB0-

wKnlzEfJXF?usp=sharing 

4.3.3 Análisis comparativos 
El análisis de identidad nucleotídica promedio (ANI) se resume en la Figura 4.3. Se 

observa que los valores de ANI reportados para las cepas de Wolbachia pertenecientes al 

supergrupo B (i.e., wNau1, wNau5, wLcla y wTpre) son superiores al 92%, mientras que 

los valores obtenidos entre cepas de distintos supergrupos oscila entre el 80-87%. 

wNau5 (B) 94,39     

wLcla (B) 95,51 94,77    

wTpre (B) 93,24 92,54 94,14   

wUni (A) 86,09 85,73 86,53 85,23  

wFol (E) 80,00 80,35 80,81 80,01 82,35 

 wNau1 (B) wNau5 (B) wLcla (B) wTpre (B) wUni (A) 

Figura 4.3 Matriz de ANI entre las distintas cepas de Wolbachia estudiadas. Entre paréntesis se denota el supergrupo 
al que pertenece cada cepa. Con colores se identifican los valores correspondientes al mismo rango, considerando 
rangos que abarcan 5% de variación (80-85%; 85-90%; 90-95%; >95%). 

https://drive.google.com/drive/folders/1RPn2C0YXbppCXhVObzhB0-wKnlzEfJXF?usp=sharing
https://drive.google.com/drive/folders/1RPn2C0YXbppCXhVObzhB0-wKnlzEfJXF?usp=sharing
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4.3.4 Anotación e identificación de grupos ortólogos 
El análisis de anotación funcional permitió identificar un total de 8.182 secuencias 

codificantes. En la Tabla 4.5 se detalla el tamaño de cada genoma de Wolbachia estudiado 

y su respectiva cantidad de secuencias codificantes.  

Luego, a partir del análisis realizado con Orthofinder se obtuvieron 1.205 ortogrupos 

que incluyeron 7.175 secuencias codificantes (el 87,7% del total obtenido). Se 

encontraron 541 grupos de genes ortólogos presentes en todas las cepas consideradas, de 

los cuales 466 son de copia única.  

La Tabla 4.5 resume la estadística descriptiva de cada cepa para el análisis de 

ortogrupos. Las cepas wNau5 y wFol cuentan con una mayor cantidad de genes no 

asignados que el resto de las cepas.  

Tabla 4.5 Estadística resumen del análisis de ortogrupos para cada cepa.  
 

wNau1 wNau5 wLcla wTpre wUni wFol 

Tamaño del genoma (Mb) 1,50 1,26 1,15 1,13 1,05 1,80 

Cantidad de contigs  23 56 46 1 130 1 

Secuencias codificantes (SC) 1614 1466 1213 1252 1036 1601 

SC incluidas en ortogrupos 1423 1199 1157 1158 936 1302 

% de SC incluidas en ortogrupos 88,2 81,8 95,4 92,5 90,3 81,3 

SC no asignadas a ortogrupos 191 267 56 94 100 299 

 

Se obtuvieron 55 combinaciones de cepas con ortogrupos en común, de las cuales 37 

(67,3%) comparten menos de 10 ortogrupos (Tabla 4.6). Existen 42 ortogrupos 

específicos de Naupactini, mientras que todas las cepas provenientes del supergrupo B 

aquí consideradas (wNau1, wNau5, wLcla y wTpre) comparten 43 ortogrupos exclusivos. 

Además, se registraron 36 ortogrupos exclusivos compartidos por cepas asociadas a 

organismos diplo-diploides partenogenéticos (wNau1, wNau5 y wFol), 30 ortogrupos 

exclusivos compartidos entre las cepas de Naupactini y cepas asociadas a la 

partenogénesis en organismos haplo-diploides (wNau1, wNau5, wLcla, Tpre y wUni), en 
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tanto que sólo un ortogrupo es compartido exclusivamente por cepas inductoras de la 

partenogénesis en avispas haplo-diploides (wLcla, wTpre y wUni) (ver Anexo IV). 

Tabla 4.6 Ortogrupos compartidos por las distintas cepas. Se presentan todas las combinaciones que tienen ≥10 
ortogrupos en común. La lista completa se refiere en el Anexo IV. Se resaltan las combinaciones de interés. 

Combinación de cepas Ortogrupos 

wNau1 wNau5 wLcla wTpre wUni wFol 541 

wNau1 
 

wLcla wTpre wUni wFol 125 

wNau1 wNau5 wLcla wTpre 
 

wFol 72 

wNau1 wNau5 wLcla wTpre     43 

wNau1 wNau5         42 

wNau1 wNau5       wFol 36 

wNau1 wNau5 wLcla wTpre wUni 
 

30  
wNau5 wLcla wTpre wUni wFol 30     

wUni wFol 23   
wLcla wTpre 

  
17 

wNau1 
    

wFol 16 

wNau1 
 

wLcla 
   

16 

wNau1 wNau5 
  

wUni wFol 15 

wNau1 
  

wTpre 
  

15  
wNau5 

 
wTpre 

  
14  

wNau5 
   

wFol 13  
wNau5 wLcla wTpre 

  
12 

wNau1 wNau5 
 

wTpre wUni wFol 10 

 

4.4 Discusión 
En este trabajo se presentan los genomas ensamblados de wNau1 y wNau5, dos cepas de 

Wolbachia presentes en la tribu Naupactini y asociadas con hospedadores 

partenogenéticos. Los análisis comparativos realizados permitieron identificar genes 

compartidos con otras cepas de Wolbachia relacionadas con la partenogénesis (algunos 

con hospedadores diplo-diploides y otros con hospedadores haplo-diploides) y genes 

compartidos exclusivamente entre las cepas de Naupactini. Estos resultados preliminares 

delimitan varios caminos por los cuales continuar el análisis y representan un avance 

significativo en la identificación de la base genética de la partenogénesis inducida por 

Wolbachia. 
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La naturaleza no cultivable de Wolbachia dispuso que se utilizara un enfoque 

metagenómico para el análisis, para luego poder mapear y aislar las lecturas cortas y 

largas con las que se construyeron los ensamblados híbridos. No existen pautas 

publicadas para la cantidad óptima de profundidad de secuenciación necesaria para un 

estudio de metagenómica, de modo que el valor óptimo para cada sistema debería 

explorarse mediante una puesta a punto que garantice la recuperación de secuencias de 

tantos miembros del microbioma de baja abundancia como sea posible (Quince et al., 

2017). En este trabajo se obtuvieron aproximadamente 10 millones de lecturas PE para 

P. postfasciatus y 6 millones de lecturas PE para N. cervinus, mientras que el número de 

lecturas largas para ambas especies fue de alrededor de 300.000. Estudios in silico 

simulando distintas proporciones de ADN del hospedador para una profundidad de 

secuenciación fija de 10 millones de lecturas por muestra demostró que conforme 

aumenta la cantidad de ADN del hospedador, disminuye la detección de los taxones 

menos abundantes y las estimaciones de abundancia de los taxones mayoritarios (Pereira-

Marques et al., 2019). Esto podría explicar la ausencia de lecturas de Rickettsia sp. para 

N. cervinus. Es pertinente la re-secuenciación de esta especie a fin de obtener un mayor 

número de lecturas bacterianas.  

Las calidades de los ensamblados híbridos fueron superiores a las de los ensamblados 

obtenidos únicamente a partir de lecturas de Illumina. La inclusión de las lecturas largas 

permitió la incorporación de más de 200 mil pb adicionales en cada ensamblado, así como 

la unión de más del 60% de los contigs obtenidos en cada caso, aunque esto no se reflejó 

en un incremento contundente de la completitud de los genomas obtenidos. El programa 

CheckM evalúa la completitud a partir de la identificación de un conjunto de genes 

marcadores de copia única asociados con el linaje bacteriano correspondiente en cada 

ensamblado (368 marcadores en el caso de Wolbachia) (Parks et al., 2015). En el caso de 
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wNau1, el incremento de tamaño del ensamblado permitió la identificación de un único 

marcador extra, mientras que para wNau5, la incorporación de las lecturas largas permitió 

la identificación de 31 marcadores adicionales. Por otro lado, la contaminación a la que 

se refiere el programa indica cuántos de los marcadores se encontraron presentes en más 

de una copia. Entonces, de acuerdo al vocabulario específico propuesto por Parks et al., 

(2015), el genoma de wNau1 se encuentra casi completo y sin contaminación detectable, 

a pesar de haberse obtenido una baja profundidad de secuenciación (<20X). Por otro lado, 

el genoma de wNau5 se encuentra substancialmente completo y con baja contaminación. 

La diferencia entre la completitud de ambas cepas probablemente está relacionada con el 

hecho de que la profundidad de secuenciación de wNau5 fue aproximadamente la mitad 

que la reportada para wNau1 (<10X). 

Los genomas recuperados se encuentran dentro del rango de tamaño reportado para 

otras cepas de Wolbachia (0,75-1,7 Mb) (Scholz et al., 2020) y contienen un mayor 

porcentaje de AT que de GC. Esto es compatible con las observaciones reportadas para 

genomas de endosimbiontes que registran porcentajes de GC que varían entre 16,5-33%, 

mientras que los genomas de bacterias de vida libre exhiben una composición 

nucleotídica que se acerca al 50% de GC (Moran et al., 2008). La desaminación de la 

citosina y la oxidación de la guanina a menudo conducen a mutaciones espontáneas (G o 

C)→(A o T). La falta de genes involucrados en la reparación del ADN, frecuente en los 

genomas de bacterias endosimbióticas (e.g., Akman et al., 2002; Tamas et al., 2002), 

provoca que estas mutaciones se fijen y que el contenido de GC presente en el genoma se 

reduzca rápidamente (Lind & Andersson, 2008; Moran et al., 2008). 

La identidad nucleotídica promedio (ANI) representa una medida robusta para 

determinar la distancia genética y evolutiva entre dos pares de secuencias (Konstantinidis 

& Tiedje, 2005; Goris et al., 2007). Actualmente se utiliza el criterio del 95% de similitud 



138 

 

como valor de corte para determinar si dos genomas bacterianos pertenecen a la misma 

especie (Konstantinidis & Tiedje, 2005; Goris et al., 2007); sin embargo, a partir de la 

comparación de genomas completos de Wolbachia se han observado valores de similitud 

de 86,8% como máximo entre cepas pertenecientes a supergrupos diferentes e incluso 

cierta heterogeneidad entre los valores obtenidos para cepas dentro del mismo supergrupo 

(Ramírez-Puebla et al., 2015).  

La comparación de ANI entre los genomas obtenidos en este trabajo y las cepas de 

otras especies partenogenéticas evidenció valores por debajo del 95% en la mayoría de 

los casos, aunque los valores obtenidos para cepas del mismo supergrupo (i.e., wNau1, 

wNau5, wTpre y wLcla) concuerdan con lo reportado en la bibliografía, en especial si se 

tiene en cuenta que el genoma de wNau5, que consistentemente reportó valores de ANI 

menores que wNau1, dista de estar completo (Lefoulon et al., 2020a, b). 

La caracterización del genoma core y el pan-genoma de las cepas consideradas en 

este estudio reveló que las cepas con mayor cantidad de secuencias codificantes no 

incluidas en ortogrupos fueron wNau5 y wFol, seguidas por wNau1. Dichas secuencias 

serían consideradas específicas de cada cepa y novedosas con respecto a la historia 

evolutiva de Wolbachia. Estos resultados evidencian una marcada divergencia entre las 

cepas de Naupactini y se condicen con lo reportado por Rodriguero et al., (2010a) y 

Cabrio et al., (2022). Por otro lado, Kampfraath et al., (2019) identificaron menos 

secuencias codificantes exclusivas no solo de wFol, sino de todas las cepas asociadas con 

la partenogénesis. Esto probablemente se deba a que los autores incluyeron 18 cepas de 

Wolbachia pertenecientes a distintos supergrupos, abarcando una mayor diversidad e 

identificando 34 ortogrupos más que los reportados en el presente trabajo.  

El genoma core de las cepas estudiadas en el presente trabajo está compuesto por 541 

ortogrupos, lo cual implica una reducción en comparación con los resultados de 
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Kampfraath et al., (2019), que identificaron 648 ortogrupos compartidos entre wLcla, 

wTpre, wUni y wFol. El número de genes que componen el genoma core está relacionado 

con la diversidad genética existente entre los organismos estudiados; por lo tanto, la 

cantidad de secuencias codificantes que lo componen disminuye conforme aumenta la 

diversidad entre los organismos (Lawrence & Hendrickson, 2005). Más aún, estudios 

realizados a partir de un mayor número de cepas de Wolbachia que abarcan los distintos 

supergrupos reportan genomas core de 316 (Scholtz et al., 2020), 460 (Kampfraath et al., 

2019) y 489 grupos ortólogos (Brown et al., 2016). Entonces, los 541 ortogrupos 

identificados en este trabajo representan no solo el genoma core de Wolbachia 

propiamente dicho, sino la sumatoria de este y otros genes compartidos por estas cepas, 

incluida la porción del genoma que puede estar exclusivamente asociada con 

hospedadores partenogenéticos. 

En este trabajo se identificaron ortogrupos exclusivos para distintas combinaciones 

de cepas que ameritan ser explorados más exhaustivamente en análisis futuros. En primer 

lugar, la identificación de 42 ortogrupos exclusivos de Naupactini constituye el primer 

eslabón para identificar las bases genéticas de la relación entre Wolbachia y los 

curculiónidos en general. Se ha demostrado que la tasa de infección con Wolbachia dentro 

de Coleoptera es del 38%, siendo Curculionidae una de las familias con las tasas de 

infección más altas (Kajtoch & Kotásková, 2018; Kajtoch et al., 2019). Aún no hay 

estudios que evalúen factores biológicos o ecológicos de los hospedadores que indiquen 

qué características pueden resultar en una susceptibilidad o resistencia a la infección 

(Kajtoch et al., 2019). La mayoría de los coleópteros están infectados con cepas 

pertenecientes al supergrupo A; sin embargo, los curculiónidos cuentan con proporciones 

similares de infecciones con cepas de los supergrupos A y B (Kajtoch et al., 2019) y se 

ha reportado una cierta asociación filogenética entre las distintas cepas que infectan 
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curculiónidos (Cabrio et al., 2022). De este modo, la identificación de 43 ortogrupos 

específicos de cepas pertenecientes al supergrupo B (wNau1, wNau5, wLcla y wTpre) y 

su posterior contraste con un conjunto de datos que incorpore cepas de distintos gorgojos 

podría aportar información sobre los factores que influyen sobre la factibilidad de la 

infección con esta bacteria. Estos ortogrupos también resultan interesantes considerando 

que los supergrupos comprenden unidades evolutivas divergentes e incluso se ha 

postulado que constituyen unidades supraespecíficas (Ramírez-Puebla et al., 2015).  

La expresión del fenotipo inducido por Wolbachia depende no solo del genotipo de 

la bacteria, sino de la interacción con el genotipo del hospedador. Por ejemplo, la cepa de 

Drosophila recens (Wheeler 1960), que en su hospedador natural provoca 

incompatibilidad citoplasmática, al ser introgresada en su especie hermana Drosophila 

subquinaria (Spencer 1942) induce androcidio (Jaenike, 2007). De este modo, no se 

puede descartar que algo similar ocurra con la inducción de la partenogénesis, por lo que 

podría no existir un grupo de genes específicos y exclusivos de dicha manipulación 

reproductiva. En concreto, Kampfraath et al., (2019) no identificaron ortogrupos 

exclusivos compartidos entre las cepas asociadas con la partenogénesis en hospedadores 

haplo-diploides (wTpre, wLcla, wUni). Si bien en este trabajo se identificó un único 

ortogrupo exclusivo compartido entre las cepas mencionadas, este contraste podría 

aducirse a diferencias en la anotación funcional realizada, o bien a que dicho grupo 

ortólogo haya sido compartido por otras cepas no asociadas con la partenogénesis que no 

se incluyeron en el presente trabajo. 

Alternativamente, la partenogénesis podría lograrse a través de diferentes 

mecanismos celulares en distintas especies (i.e., evolución convergente). En este sentido, 

se conocen distintas maneras en las que ocurre la diploidización necesaria para 

transformar la partenogénesis arrenotóquica propia de los insectos haplo-diploides en 
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partenogénesis telitóquica. Para las avispas del género Trichogramma y L. clavipes 

(hospedadores de wTpre y wLcla respectivamente) las gametas devienen diploides por 

fallos en la primera división de la anafase mitótica (Stouthmer & Kazmer, 1994; 

Pannebakker et al., 2004), mientras que en M. uniraptor (hospedador de wUni) la 

diploidización ocurre después de la segunda división mitótica, a través de la fusión de los 

dos núcleos mitóticos (Gottlieb et al., 2002). Por otro lado, el mecanismo de restauración 

de la ploidía para F. candida (especie hospedadora de wFol) ha sido poco estudiado, 

aunque la observación de una única división meiótica de los oocitos sugiere que es 

producto de una meiosis aberrante (Palévody, 1973). Entonces, dado que la diploidización 

podría tener un origen polifilético, las cepas de Wolbachia involucradas no 

necesariamente compartirían ortogrupos. 

En curculiónidos, el mecanismo citológico propuesto para explicar la partenogénesis 

es la apomixis (i.e., no ocurre la meiosis y la descendencia es clonal) (Suomalainen, 

1969), aunque Rodriguero et al., (2019) sugirieron indicios de meiosis en linajes 

partenogenéticos de N. cervinus, lo que también podría aplicarse a P. postfasciatus (MSR, 

Com. Pers.). Si ocurriera meiosis en estas especies, sería necesaria la restauración de la 

ploidía para la reproducción partenogenética, la cual podría suceder por alguno de los 

mecanismos citados más arriba. A raíz de esto, resulta sumamente interesante profundizar 

el estudio de los genes compartidos tanto con organismos haplo-diploides como diplo-

diploides a fin de evidenciar un potencial mecanismo en común con alguno de ellos. 

El análisis de genómica comparativa realizado en este trabajo permitió la 

identificación de 36 grupos ortólogos exclusivos de las cepas asociadas a hospedadores 

partenogenéticos diplo-diploides (wNau1, wNau5 y wFol) y 30 ortogrupos compartidos 

entre las cepas de Naupactini y las cepas que infectan a avispas partenogenéticas (wTpre, 

wLcla, wUni). Los genes incluidos en estos grupos ortólogos podrían contribuir al 
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esclarecimiento de los procesos que regulan la unisexualidad en naupactinos. Al respecto, 

sería indispensable extender estos análisis a los genomas de las cepas de Rickettsia spp. 

hospedadas por Naupactini, aunque si bien se han identificado algunas cepas asociadas 

con la partenogénesis en diversos hospedadores (Hagimori et al., 2006; Giorgini et al., 

2010; Nugnes et al., 2015), para ninguna se ha secuenciado el genoma completo hasta el 

momento. 

Por otro lado, dado que Wolbachia podría participar en el proceso de oogénesis de 

estos gorgojos partenogenéticos, por lo que sería pertinente la comparación de los 

genomas de wNau1 y wNau5 con cepas que infecten hexápodos diplo-diploides en los 

que se verifique dicho mecanismo de acción (y wFol es una posibilidad, ver Ma & 

Schwander et al., 2017), o incluso con cepas asociadas a organismos haplo-diploides o 

diplo-diploides en los que Wolbachia se comporte de igual manera. 

Es necesario tener en cuenta que un incremento en el número de cepas consideradas 

en los análisis de genómica comparativa podría modificar significativamente la cantidad 

de ortogrupos exclusivos de todas las comparaciones mencionadas; sin embargo, este 

trabajo permite sentar las bases para comparaciones futuras e identificar las secuencias 

codificantes que podrían tener un marcado impacto en la relación entre Wolbachia y la 

reproducción en la tribu Naupactini. Por eso es importante también incrementar el número 

de genomas de cepas de Wolbachia asociadas a hospedadores diplo-diploides con 

reproducción partenogenética (e.g., Son et al., 2008), especialmente aquellos 

pertenecientes a la tribu Naupactini (Rodriguero et al., 2010), y a especies en las cuales 

Wolbachia incide en la oogénesis (Dedeine et al., 2001; Chen et al., 2012). 
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5. INTERACCIONES HOSPEDADOR-
PARASITOIDE REPORTADAS PARA 
NAUPACTUS CERVINUS  Y NAUPACTUS 
DISSIMULATOR  Y SU POSIBLE ROL EN 
LA TRANSFERENCIA HORIZONTAL DE 
WOLBACHIA  

5.1 Introducción22 
El parasitoidismo es una de las relaciones más íntimas y complejas que pueden darse entre 

organismos y es sorprendentemente frecuente si consideramos que más del 50% de las 

especies que existen están involucradas en esta dinámica (Smith et al., 2008). Los 

parasitoides cumplen un rol ecológico fundamental, siendo cruciales en la estructura y 

dinámica de las redes tróficas (Smith et al., 2008) y en la regulación natural de las 

poblaciones de insectos (Letourneau et al., 2009; Santos & Quicke, 2011). La 

identificación de estas especies es fundamental para poder establecer los vínculos dentro 

y entre comunidades; sin embargo, se cree que solo el 1% de las especies de parasitoides 

han sido descritas (Smith et al., 2008). En particular, es llamativo el caso de Hymenoptera, 

que concentra al 75% de las especies de parasitoides, a la vez que se estima que sólo el 

33% de las especies de este Orden han sido identificadas (Santos & Quicke, 2011). 

Los parasitoides y sus hospedadores se ven involucrados en una “carrera 

armamentista” que gobierna su evolución conjunta. Los hospedadores cuentan con 

diferentes mecanismos para evitar ser parasitoidizados, como comportamientos de 

                                                 
22 Parte de los resultados presentados en el presente capítulo han sido publicados en: Fernandez Goya, 
L., Lanteri, A.A., Confalonieri, V.A. and Rodriguero, M.S., 2022. New host-parasitoid interactions in 
Naupactus cervinus (Coleoptera, Curculionidae) raise the question of Wolbachia horizontal transmission. 
Symbiosis, pp.1-12. 
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evitación (Ohsaki & Sato, 1990; Hwang et al., 2007; Haverkamp & Smid, 2020) o 

defensivos (Potting et al., 1999; Nofemela, 2017; Haverkamp & Smid, 2020), o diferentes 

respuestas inmunes (e.g., Strand & Pech, 1995; Eslin & Prevost, 1996; Kim-Jo et al., 

2019; Yang et al., 2020b). Los parasitoides, por otro lado, pueden interrumpir o 

desorganizar la respuesta inmune de los hospedadores (Eslin & Prevost, 1996; Prevost et 

al., 2005; Labrosse et al., 2005; Mabiala-Moundoungou et al., 2010; Furihata et al., 2013; 

Lin et al., 2018) o bien evitarla por completo al desarrollarse de manera tal que sus 

hospedadores no los reconozcan como ajenos (e.g., huevos firmemente adheridos al 

tejido) (Prevost et al., 2005). La interacción entre el parasitoide y su hospedador se 

complejiza aún más si consideramos sus microbiotas (Gurung et al., 2019; Dicke et al., 

2020). 

La comunidad microbiana que habita cualquier organismo tiene una gran influencia 

en su biología. En este sentido, uno o varios microorganismos pueden influir en el éxito 

o el fracaso de la parasitoidización (Oliver et al., 2005, 2009; Herniou et al., 2013; Xie et 

al., 2014; Strand & Burke, 2015). Adicionalmente, la koinobiosis endoparásita (i.e., a 

pesar de que el parasitoide se desarrolla de manera interna en el hospedador, le permite 

continuar su propio desarrollo) implica una estrecha interacción hospedador-parasitoide 

(Gauld, 1988), lo cual posibilita el intercambio microbiano en ambos sentidos. Si bien es 

más frecuente que la transmisión ocurra de manera tal que los parasitoides contraigan una 

nueva infección (e.g., Heath et al., 1999; Huigens et al., 2000, 2004), se registraron casos 

en los cuales la interacción con parasitoides fue responsable de la incorporación de nuevos 

endosimbiontes por parte del hospedador (e.g., Gehrer & Vorburger, 2012; Ahmed et al., 

2015). 

Hasta hace no mucho tiempo, la taxonomía basada en la morfología era la única 

herramienta disponible para identificar organismos. Esto ha cambiado gracias a los 
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avances en los métodos de identificación molecular, que complementan la información 

taxonómica particularmente en tres situaciones: i) cuando el material disponible proviene 

de organismos dañados o sólo se cuenta con fragmentos de los mismos, ii) cuando existen 

diferencias considerables entre estadios inmaduros y especímenes adultos que hacen que 

unos y otros sean difíciles de identificar como miembros de la misma especie y iii) cuando 

la morfología por sí sola no puede discriminar claramente entre especies, como es el caso 

de las especies crípticas (Frézal & Leblois, 2008). Si bien el uso de herramientas 

moleculares para la identificación de organismos no es algo nuevo, el proyecto Barcode 

of Life, iniciado en 2003, se enfoca en el desarrollo de una herramienta de diagnóstico 

molecular simple y basada en el conocimiento taxonómico: el código de barras de la vida 

(Hebert et al., 2003a; Schindel & Miller, 2005).  

El término "código de barras de ADN" (“DNA barcoding”; Hebert et al., 2003a) se 

refiere al uso de una región estandarizada del ADN como distintivo para la identificación 

rápida y precisa de especies. Para animales se utiliza el gen que codifica para la enzima 

mitocondrial citocromo c oxidasa (COI) (Hebert et al., 2003a,b), en plantas se utiliza el 

gen que codifica para la enzima cloroplástica ribulosa-1,5-bisfosfato 

carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO) (CBOL Plant Working Group, 2009) y para identificar 

hongos se utiliza la secuencia correspondiente al primer espaciador transcrito interno del 

ADN ribosomal (ITS1) (Schoch et al., 2012). Se puede distinguir entre DNA barcoding 

sensu stricto, que corresponde a la identificación a nivel de especie de un organismo en 

base a una única región estandarizada, o DNA barcoding sensu lato, que no es tan 

restrictiva y se refiere a la identificación a cualquier nivel taxonómico de un organismo a 

partir de un fragmento de ADN que no necesariamente sea el estándar para el organismo 

a identificar (Valentini et al., 2009). Así, el análisis de DNA barcoding se ha vuelto una 

técnica sumamente útil no solo para la taxonomía, sino para múltiples disciplinas (Chase 
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et al., 2005; Valentini et al., 2009), en particular para la identificación de relaciones 

simbióticas e interacciones hospedador-parasitoide (Besansky et al., 2003; Smith et al., 

2008; Morrow et al., 2014). 

La tribu Naupactini incluye varias especies de importancia económica (Del Rio & 

Lanteri, 2018). En particular, N. cervinus es considerada una especie plaga en varios 

países. Sus larvas se alimentan de las raíces de cultivos ornamentales y frutales, 

particularmente Citrus spp. (Lanteri et al., 2002a; Olivares et al., 2014; Gulcu et al., 

2019), y si sus huevos son encontrados sobre frutas pueden causar la interrupción de la 

exportación de cítricos y kiwi en los mercados del Este Asiático (Logan et al., 2008). 

También N. dissimulator puede resultar dañina para cultivos de cítricos (Citrus spp.), 

yerba mate (Ilex paraguariensis) y durazno (Prunus persica) en el noreste Argentino 

(Bosq, 1943; Lanteri et al., 2002b). Entonces, el estudio de las relaciones que se 

establecen entre estos gorgojos y sus parasitoides podría permitir el desarrollo de 

estrategias de control biológico. 

Se han descrito varios parasitoides para distintas especies de gorgojos de esta tribu, 

siendo las avispas de la familia Braconidae las más frecuentes (géneros Centistes (Haliday 

1835) y Microctonus (Wesmael 1835)). Microctonus sp. se reportó como parasitoide de 

Cyrtomon luridus (Boheman 1940), una especie que en Brasil resulta dañina para plantas 

medicinales del género Duboisia (Solanaceae) (Tironi et al., 2004), mientras que en 

Nueva Zelanda, el gorgojo introducido accidentalmente Atrichonotus taeniatulus (Berg 

1881) es parasitoidizado por Microctonus aethiopoides (Loan 1975) (Barrat et al., 1998). 

En Argentina se reportan varias especies de avispas parasitoides para N. xanthographus: 

Fidiobia asina (Loiacono 1982) (Platygastridae) ataca los huevos (Loiacono, 1982), 

mientras que las avispas Grassator viator (De Santis 1948) (Eulophidae) y Centistes sp. 

(Braconidae) atacan las larvas (Artigas, 1994; Lanteri et al., 1998). Por otro lado, para N. 
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cervinus también se han reportado parasitoides de distintos estadios: Fidiobia citri (Nixon 

1969) (Platygastridae) ataca los huevos (Morse et al., 1988), Centistes sp. es un 

parasitoide del estadio larval (Artigas, 1994; Lanteri et al., 1998) y Microctonus sp. del 

estadio adulto (Rodriguero et al., 2014).  

Finalmente, la multiplicidad de cepas de Wolbachia presentes en la tribu Naupactini 

(Rodriguero et al., 2010a) en conjunto con la evidencia de transferencia horizontal de la 

infección (Rodriguero et al., 2010a; Rodriguero et al., 2014; Elías-Costa et al., 2019; 

Cabrio et al., 2022) podrían explicarse si se considera a los parasitoides como vehículos 

de la transmisión (Werren et. al., 1995; Vavre et. al., 1999, Courdaux et. al., 2001). 

Aunque probar la transferencia horizontal en poblaciones naturales es una tarea desafiante 

(Hughes et al., 2004), el estudio de posibles eventos de cambios de hospedador a través 

de métodos indirectos contribuirá a una mejor comprensión del masivo éxito colonizador 

de Wolbachia. 

Este capítulo tiene por objetivo general explorar el parasitoidismo como posible ruta 

de transferencia horizontal de endosimbiontes en la tribu Naupactini. Como objetivos 

particulares se pretende i) Identificar algunas especies de parasitoides asociadas con N. 

cervinus y N. dissimulator a través de DNA barcoding; ii) Establecer el estado de 

infección de dichos parasitoides con respecto a las bacterias endosimbióticas reportadas 

para la tribu Naupactini (i.e., Wolbachia, Rickettsia sp. y Spiroplasma spp.); iii) Tipificar 

las cepas presentes en las especies parasitoides y compararlas con las de sus respectivos 

hospedadores. 
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5.2 Materiales y Métodos 

5.2.1 Colecta y disección del material, extracción del ADN y 
obtención de las secuencias 
Se colectaron 30 hembras de N. dissimulator en Palermo (CABA) (-34,571583; -

58,418972), 6 hembras de N. cervinus en Chajarí, Provincia de Entre Ríos (-30.7573, -

57.9916) y 12 hembras de N. cervinus en Zárate, Provincia de Buenos Aires (-34.0958, -

59.0242) utilizando el método de la sábana o bien removiéndolas manualmente de la 

vegetación. Las hembras fueron disecadas bajo flujo laminar y las larvas de parasitoides 

encontradas en la cavidad abdominal de las mismas se conservaron en alcohol 100% y se 

almacenaron a 4°C hasta el momento de la extracción del ADN.  

El ADN genómico total de cada larva se extrajo utilizando el kit DNeasy Blood and 

Tissue (QIAGEN, EEUU), siguiendo las instrucciones del fabricante. Luego, se amplificó 

un fragmento de la subunidad I del gen que codifica para la enzima mitocondrial 

citocromo c oxidasa (COI) a fin de realizar un análisis de identificación mediante DNA 

barcoding. La amplificación se llevó a cabo con los oligonucleótidos específicos S1718 

(5′-GGA GGA TTT GGA AAT TGA TTA GTT CC-3′) y A2442 (5′-GCT AAT CAT 

CTA AAA ATT TTA ATT CCT GTT GG-3′), diseñados por Normark, (1994), en un 

volumen de reacción de 20 μl con 50-100 ng de ADN como templado; 0,5 μM de cada 

oligonucleótido (Macrogen, Corea); 0,1 mM de cada dNTP (Promega, EEUU); 3,0 mM 

de MgCl2; 1,0 unidad de Taq polimerasa (Thermo Fisher Scientific, EEUU) y 1X de 

buffer de reacción (Thermo Fisher Scientific, EEUU). Se utilizó un termociclador Verity 

(Applied Biosystems, USA) siguiendo el régimen térmico descrito por Scataglini et al., 

(2005), que comienza con una incubación a 94°C durante 6 min, seguido por 35 ciclos de 

94°C por 1 min, 48°C por 1 min y 72°C por 90 seg, concluyendo con una última 

elongación a 72°C durante 5 min. Los productos de PCR fueron visualizados a partir de 
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electroforesis (90 V por 30 min) en un gel de agarosa al 1% teñido con GelRed® 

(Biotium, EEUU) y purificados con el método FastAP (Thermo Fisher Scientific, EEUU). 

Luego, los fragmentos fueron secuenciados en la Unidad de Genómica del Instituto 

Nacional de Tecnología Agropecuaria (INTA), utilizando un secuenciador 3130xl 

Genetic Analyzer (Applied Biosystems, EEUU). Los cromatogramas resultantes se 

editaron con BIOEDIT v.7.2.5 (Hall, 1999) y se construyó la secuencia consenso. 

Se realizó un diagnóstico de la infección con Wolbachia, Rickettsia sp. y Spiroplasma 

sp. mediante amplificación por PCR de punto final de genes específicos de cada bacteria. 

Los oligonucleótidos y condiciones de ciclado se encuentran detallados en las secciones 

3.2.2.1 (Capítulo 3), 2.2.3.2.1 (Capítulo 2) y 3.2.3.1 (Capítulo 3) respectivamente. Los 

productos de PCR fueron visualizados a partir de electroforesis (90 V por 30 min) en un 

gel de agarosa al 1% teñido con GelRed® (Biotium, EEUU). 

La tipificación de las cepas de Wolbachia se realizó a partir del método MLST (Baldo 

et al., 2006). Se amplificaron los genes ftsZ, gatB, coxA, hcpA, y fbpA utilizando los 

oligonucleótidos y regímenes térmicos establecidos por Baldo et al., (2006). Luego, las 

secuencias obtenidas para cada gen fueron contrastadas con la base de datos de genotipos 

multilocus de Wolbachia (https://pubmlst.org/organisms/wolbachia-spp/) (Jolley et al., 

2018) para obtener la identidad de cada alelo y el perfil alélico o ST (“Sequence Type”, 

por sus siglas en inglés). 

5.2.2 Reconstrucción filogenética 
Los análisis subsiguientes siguieron la lógica de Rodriguero et al., (2014) y Sasakawa et 

al., (2011). Se realizaron análisis de BLASTn (Altschul et al., 1990; Altschul, 1997) e 

identificación con las herramientas de la base de datos BOLD (Ratnasingham & Hebert, 

2007) a partir de las secuencias obtenidas para la caracterización de cada parasitoide a 

nivel de familia (DNA barcoding sensu lato). Se confeccionó un conjunto de datos para 
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cada incógnita en el que se incluyeron secuencias de especies y géneros putativamente 

emparentados y secuencias adecuadas como grupo externo. 

Las secuencias de cada conjunto de datos se alinearon utilizando ClustalW 

(Thompson et al., 1994) con la configuración de parámetros predeterminada. Los 

alineamientos obtenidos se inspeccionaron visualmente y, de ser necesario, fueron 

corregidos manualmente usando BioEdit versión 7.2.5 (Hall, 1999).  

Las reconstrucciones filogenéticas se realizaron mediante inferencia Bayesiana, 

método que se basa en elegir la hipótesis filogenética (árbol) con mayor probabilidad 

posterior, es decir, la probabilidad de que el árbol elegido sea correcto dados los datos 

provistos y el modelo de evolución molecular establecido a priori (Huelsenbeck et al., 

2001). El cálculo de la probabilidad posterior implica evaluar todos los posibles árboles 

y, para cada árbol, investigar todas las posibles combinaciones de longitudes de ramas y 

parámetros del modelo evolutivo. Dado que este cálculo resulta prohibitivo 

computacionalmente, se utiliza un algoritmo de Cadenas de Markov de Monte Carlo 

(MCMC por sus siglas en inglés) que, mediante la simulación estocástica, permite obtener 

una aproximación de la distribución de la probabilidad posterior.  

En esencia, el algoritmo parte de un árbol al azar y realiza ligeras modificaciones en 

las variables de partida, ya sea la posición o longitud de una rama en concreto, o el valor 

de un parámetro del modelo evolutivo. Luego de cada modificación se compara el nuevo 

árbol con el anterior. Si el árbol modificado tiene una probabilidad posterior mayor que 

el árbol original, el algoritmo acepta el cambio y continúa desde ese punto. Es necesario 

darle tiempo (generaciones) al algoritmo para que explore el conjunto de árboles posibles 

y alcance la topología más probable (estado estacionario). Al partir de un árbol al azar es 

muy factible que la probabilidad posterior inicial sea baja y, como los cambios que se 



151 

 

introducen son relativamente pequeños, se suele descartar un porcentaje inicial de las 

topologías muestreadas antes de construir el árbol consenso.  

Las cadenas de Markov se complementan con el algoritmo “Metropolis-coupled 

Montecarlo vía Cadenas de Markov” (MCMCMC o MC3) que consiste en realizar dos 

análisis independientes, cada uno utilizando cuatro cadenas de Markov. La cadena con 

mayor probabilidad posterior se comporta siempre como cadena “fría”, mientras las otras 

tres se comportan como cadenas “calientes”. Las cadenas “calientes” son exploradoras y 

pueden aceptar topologías subóptimas, evitando que el algoritmo se quede atrapado en un 

máximo local de probabilidad posterior (Figura 5.1). Para saber si las cadenas han 

explorado eficientemente el conjunto de árboles se estudia la convergencia de las cadenas 

“frías” entre los dos análisis independientes y una de las formas más sencillas de hacerlo 

es observar sus diferencias medias o SDSF por sus siglas en inglés (“Standard Deviation 

of Split Frequencies”): una diferencia menor a 0,01 entre dichas magnitudes es un buen 

indicador de que los análisis han convergido. 

 
Figura 5.1 Modelo representativo de la distribución de probabilidad posterior entre distintas topologías posibles en 
inferencia filogenética bayesiana. Los porcentajes indican la probabilidad posterior de cada una de las topologías 
correspondientes. 

Entonces, para comenzar con el análisis de inferencia Bayesiana es necesario elegir 

el modelo de sustitución nucleotídica que describe cómo evolucionan las secuencias. La 

elección del modelo se realizó en base al criterio de información de Akaike utilizando el 
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programa MRMODELTEST v. 2.4 (Nylander, 2004). El modelo óptimo resultó ser 

GTR+I+G (Modelo General Reversible, GTR por sus siglas en inglés) para las tres 

reconstrucciones filogenéticas realizadas. Este modelo asume una tasa de sustitución 

nucleotídica para cada posible sustitución (A↔C, A↔T, A↔G, C↔T, C↔G y T↔G), 

con una distribución Gamma (la cual establece que hay regiones de la secuencia donde 

las sustituciones son más probables) y proporción de sitios invariantes. La inferencia 

bayesiana se realizó con MRBAYES v. 3.2.2 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001; Altekar et 

al., 2004) ejecutando dos análisis independientes iniciados a partir de un árbol aleatorio 

y explorando el espacio del árbol con una cadena fría y tres cadenas calientes 

progresivamente. Los análisis se realizaron durante 1.000.000 de generaciones y se 

verificó que el SDSF fuera menor a 0,01 antes de darlo por terminado. El árbol consenso 

se construye combinando clados que ocurrieron en al menos un cierto porcentaje de las 

topologías estudiadas. En este caso se utilizó un umbral del 50% y la longitud de las ramas 

se calcularon a partir del promedio de todos los árboles que contuvieron al clado. Se 

descartó el 25% inicial de las topologías muestreadas.  

Se realizaron dos análisis filogenéticos a fin de identificar al parasitoide de N. 

dissimulator por DNA barcoding. Inicialmente se llevó a cabo un análisis a nivel de 

superfamilia a partir de 27 secuencias de distintos miembros de las superfamilias 

Oestroidea y Muscoidea (Diptera) y una secuencia de la superfamilia Hippoboscoidea 

(Diptera) como grupo externo. Posteriormente, se ejecutó un nuevo análisis, esta vez a 

nivel de la familia Tachinidae, que involucró 29 secuencias de cinco géneros 

emparentados y una secuencia del género Coenosia sp., (Meigen 1826) (Muscidae, 

Diptera) como grupo externo. 

Por otro lado, se construyeron dos conjuntos de datos para identificar los dos 

parasitoides encontrados en N. cervinus por DNA barcoding. Uno de los conjuntos 
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incluyó 54 secuencias de la familia Tachinidae (Diptera) pertenecientes a cuatro géneros 

estrechamente relacionados (subfamilia Dexiinae) y seis secuencias de tres especies 

diferentes (subfamilia Tachininae) utilizadas como grupos externos (Stireman et al., 

2019). El otro conjunto de datos se conformó por 65 secuencias de cinco géneros de la 

familia Braconidae (Hymenoptera), incluida la secuencia de Microctonus sp., reportada 

previamente como parasitoide para N. cervinus (Rodriguero et al., 2014), mientras que 

un representante de Ichneumonidae (Hymenoptera) se utilizó como grupo externo. 

Adicionalmente, para cada análisis se estimaron las distancias genéticas por pares 

entre géneros y entre especies utilizando MEGA-X v.10.2.5 (Kumar et al., 2018) sobre la 

base del método de distancia p, que es la proporción (p) de sitios nucleotídicos en la que 

dos secuencias que se comparan son diferentes (p=diferencias de nucleótidos/nucleótidos 

comparados). 

5.3 Resultados 

5.3.1 Parasitoide de Naupactus dissimulator 
El 3,33% (1/30) de las hembras disecadas contenía una larva de parasitoide en su 

abdomen (Figura 5.2). La larva se encontraba viva al momento de la disección. 

 
Figura 5.2 Larva de parasitoide encontrada en la cavidad abdominal de una hembra de N. dissimulator. La barra de 
escala representa 2 mm. 
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Los análisis de BLASTn y BOLD indicaron que el parasitoide de N. dissimulator era 

un díptero (secuencia COI de 725 pb; número de acceso GenBank OQ448505). Sin 

embargo, se observaron discrepancias en cuanto a la familia con mayor afinidad al 

parasitoide analizado. Mientras que el análisis de BLASTn, que consiste en una 

comparación con las secuencias depositadas en la base de datos GenBank, indicó una 

similitud de 88-90% con el género Coenosia (Muscidae, Diptera) (e.g., número de acceso 

de GenBank KY834248.1, valor E=7e-180), el análisis basado en la base de datos BOLD 

señaló un similitud del 90-96% con el género Celatoria (Coquillett 1890) (Tachinidae, 

Diptera). La incertidumbre en cuanto a la familia a la que se asignaría el parasitoide en 

cuestión sugirió la necesidad de realizar un análisis a nivel de superfamilia. 

El análisis a nivel de superfamilia reveló que la secuencia del parasitoide de N. 

dissimulator se agrupó con secuencias de los géneros Celatoria (Tachinidae) y 

Opsomeigenia (Townsend 1919) (Tachinidae) con alto soporte nodal (Figura 5.3). Por 

este motivo, se hizo un segundo análisis a nivel de familia que incluyó secuencias de 

Tachinidae. Este análisis subsiguiente reveló que el parasitoide se agrupó con alta 

probabilidad posterior con algunas secuencias del género Celatoria colectadas en Costa 

Rica (Figura 5.4), mientras que otras secuencias colectadas en la misma zona forman un 

grupo monofilético con la secuencia correspondiente a Celatoria diabroticae (Shimer 

1871) (proveniente de Estados Unidos), y estas a su vez constituyen el grupo hermano de 

otros géneros (Figura 5.4).  

Por otro lado, las distancias genéticas entre el parasitoide y las secuencias de 

Celatoria sp. que constituyen su grupo hermano es inferior al 4%, mientras que las 

distancias entre el parasitoide y el resto del conjunto de datos considerado (incluyendo 
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las otras secuencias asignadas a Celatoria sp. y a Celatoria diabroticae) alcanzan valores 

entre 13-16% (Tabla 5.1). 

Finalmente, el estado de infección resultó negativo para todas las bacterias evaluadas. 

 

 

Figura 5.3 Posición filogenética de la larva del parasitoide hallada en N. dissimulator (en negrita) a partir de un análisis 
de familias considerando las superfamilias Muscoidea y Oestroidea (Diptera) basado en secuencias del gen 
mitocondrial COI. Los números debajo de las ramas indican el soporte nodal (probabilidad posterior) y la barra de 
escala indica el número de sustituciones por sitio. Se muestra el número de acceso de la base de datos BOLD en cada 
secuencia. 
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Figura 5.4 Posición filogenética de la larva del parasitoide hallada en N. dissimulator (en negrita) a partir de un análisis 
parcial de la familia Tachinidae (Diptera) en base a secuencias del gen mitocondrial COI. Los números debajo de las 
ramas indican el soporte nodal (probabilidad posterior) y la barra de escala indica el número de sustituciones por 
sitio. Se muestra el número de acceso de la base de datos BOLD en cada secuencia. Para las secuencias del género 
Celatoria se aclara el país de origen: AR: Argentina, CR: Costa Rica, US: Estados Unidos. 
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Tabla 5.1 Distancias genéticas (método de distancias p) entre las especies de la familia Tachinidae (Diptera) utilizadas para la reconstrucción filogenética en base a secuencias del gen mitocondrial 
COI para la larva del parasitoide hallada en N. dissimulator. Los números de acceso corresponden a representantes de los grupos que se detallan en la Figura 5.3. AR: Argentina, CR: Costa Rica. 

Taxa Distancia genética 

Parasitoide de N. dissimulator                  

Celatoria PLVBB217-20 - CR 0,036                 

Celatoria diabroticae 0,160 0,156                

Celatoria PLCEM300-20 - CR 0,128 0,113 0,115               

Blondelia hyphantriae 0,131 0,117 0,141 0,115              

Blondelia eufitchiae 0,126 0,112 0,134 0,116 0,024             

Blondelia sp. - AR 0,124 0,106 0,147 0,103 0,061 0,059            

Blondelia inclusa 0,134 0,118 0,135 0,106 0,069 0,059 0,056           

Blondelia nigripes 0,132 0,117 0,131 0,100 0,064 0,060 0,055 0,019          

Compsilura concinnata 0,133 0,122 0,141 0,110 0,092 0,090 0,093 0,087 0,079         

Eucelatoria aurea 0,130 0,123 0,134 0,114 0,112 0,110 0,105 0,116 0,111 0,107        

Eucelatoria gladiatrix 0,143 0,121 0,131 0,120 0,121 0,117 0,119 0,122 0,118 0,112 0,107       

Eucelatoria armigera 0,135 0,133 0,136 0,121 0,116 0,123 0,115 0,121 0,112 0,113 0,091 0,115      

Eucelatoria piligera 0,158 0,126 0,159 0,114 0,130 0,133 0,121 0,123 0,115 0,115 0,117 0,066 0,106     

Eucelatoria charapensis 0,132 0,118 0,128 0,106 0,116 0,120 0,112 0,117 0,110 0,106 0,107 0,059 0,092 0,004    

Eucelatoria texana 0,139 0,131 0,135 0,132 0,119 0,120 0,114 0,119 0,112 0,127 0,115 0,062 0,101 0,070 0,065   

Eucelatoria auriceps 0,132 0,113 0,125 0,120 0,118 0,114 0,114 0,108 0,100 0,116 0,109 0,056 0,097 0,070 0,069 0,049  

Opsomeigenia sp. 0,128 0,118 0,135 0,117 0,105 0,100 0,097 0,084 0,080 0,107 0,120 0,112 0,117 0,123 0,117 0,108 0,108 
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5.3.2 Parasitoides de Naupactus cervinus 
Después de la disección, el 8,33% (1/12) de las hembras de Zárate y el 17% (1/6) de las 

hembras de Chajarí presentaron larvas en el abdomen. 

En base a los resultados obtenidos de los análisis de BLASTn y utilizando la base de 

datos BOLD, el parasitoide muestreado en Zárate es un díptero (parasitoide-D) que 

pertenece a la familia Tachinidae (secuencia COI de 685 pb; número de acceso GenBank 

OQ446040), que comparte 88-92% de identidad nucleotídica con el género Oestrophasia 

(Brauer & Bergenstamm 1889) (e.g., número de acceso de GenBank KR673160.1, valor 

E=8e-171). 

El análisis a nivel de género muestra que el parasitoide-D está más estrechamente 

relacionado con muestras de la familia Tachinidae recolectadas en la provincia de 

Misiones, Argentina (Figura 5.5), que ante la carencia de una identificación a nivel 

genérico fueron determinadas como Oestrophasia sp. por el Dr. Pablo Mulieri, experto 

en dípteros del Museo Argentino de Ciencias Naturales (Comunicación Personal). 

Además, todas las muestras argentinas se agruparon con especímenes del género 

Oestrophasia provenientes del hemisferio norte (Figura 5.5). La distancia genética entre 

el parasitoide-D y las muestras de Misiones es de aproximadamente 3% (Tabla 5.2), 

mientras que las distancias genéticas entre el parasitoide-D y otras secuencias de 

Oestrophasia spp. de América del Norte y Central oscilan entre el 7 y el 13%. Las 

distancias genéticas entre el parasitoide-D y los demás géneros considerados en este 

estudio oscilan entre el 11 y el 12%, mientras que entre los diferentes géneros de 

taquínidos oscilan entre el 10 y el 14 % (Tabla 5.2). 

El diagnóstico de la infección con endosimbiontes bacterianos indicó que el 

parasitoide-D no está infectado. 
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Figura 5.5 Posición filogenética de la larva del parasitoide hallada en N. cervinus (en negrita) a partir de un análisis 
parcial de la familia Tachinidae (Diptera) en base a secuencias del gen mitocondrial COI. Los números debajo de las 
ramas indican el soporte nodal (probabilidad posterior) y la barra de escala indica el número de sustituciones por 
sitio. Se muestra el número de acceso de la base de datos BOLD en cada secuencia. Para las secuencias del género 
Oestrophasia se aclara el país de origen. AR: Argentina, CA: Canadá, CR: Costa Rica, US: Estados Unidos. 
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Tabla 5.2 Distancias genéticas (método de distancias p) entre las especies de la familia Tachinidae (Diptera) utilizadas para la reconstrucción filogenética en base a secuencias del gen mitocondrial 
COI para la larva del parasitoide hallada en N. cervinus. Los números de acceso corresponden a representantes de los grupos que se detallan en la Figura 5.4. * Distancia promedio entre todas 
las muestras provenientes de Argentina y el parasitoide-D. CA: Canadá, CR: Costa Rica. 

Taxa Distancia genética 

Parasitoide-D de N. cervinus             

Oestrophasia sp. de Misiones* 0,031            

Oestrophasia signiferum 0,090 0,089           

Oestrophasia sp. - ASCRW784-10 CR 0,101 0,094 0,097          

Oestrophasia sp. - ASCRW792-10 CR 0,084 0,081 0,061 0,111         

Oestrophasia sp. - PLAAB351-18 CR 0,078 0,076 0,043 0,092 0,039        

Oestrophasia sp. - ASCRW793-10 CR 0,127 0,105 0,113 0,108 0,094 0,088       

Oestrophasia sp. - GMACU076-15 CR 0,133 0,101 0,116 0,104 0,103 0,093 0,051      

Oestrophasia sp. - JSDIR863-11 CA 0,083 0,075 0,041 0,091 0,037 0,015 0,094 0,093     

Rondania dimidiata 0,111 0,107 0,128 0,121 0,143 0,115 0,130 0,116 0,113    

Dufouria chalybeata 0,123 0,108 0,123 0,120 0,147 0,121 0,125 0,123 0,118 0,108   

Dufouria nigrita 0,122 0,106 0,117 0,124 0,136 0,109 0,120 0,129 0,112 0,109 0,080  

Ebenia spp. 0,128 0,129 0,135 0,142 0,146 0,125 0,139 0,140 0,122 0,126 0,119 0,121 
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El parasitoide colectado en Chajarí es un himenóptero (parasitoide-H), que pertenece 

a la familia Braconidae (secuencia COI de 693 pb; número de acceso de GenBank 

OQ446564) y comparte 82-88% de identidad nucleotídica con el género Microctonus 

(e.g., número de acceso de GenBank AB563731.1, valor E=1e-137). 

El análisis del conjunto de datos de Braconidae indica que el parasitoide-H estudiado 

se encuentra dentro del género Microctonus con un alto soporte nodal (Figura 5.6). Las 

secuencias más estrechamente relacionadas con este espécimen son las de varios 

ejemplares de Euphorinae colectados en Formosa y Misiones (Argentina), que no habían 

sido identificadas a nivel de género al momento de su publicación en la base de datos y, 

según nuestro análisis, también pertenecerían al género Microctonus (Figura 5.6). Las 

distancias genéticas entre el parasitoide-H y las muestras de Argentina, incluido el 

parasitoide del género Microctonus reportado para N. cervinus por Rodriguero et al., 

(2014) oscila entre 8-15%. Las distancias genéticas entre el parasitoide-H y los demás 

miembros del género Microctonus incluidos en el análisis oscilan entre el 10 y el 15%, 

mientras que las distancias con los otros géneros de Braconidae analizados aquí son 

mayores, entre el 20 y el 23% (Tabla 5.3). 

El diagnóstico de la infección con Wolbachia fue positivo para el parasitoide-H. Del 

total de las secuencias utilizadas por el sistema MLST solo se recuperó la correspondiente 

al gen gatB y correspondió al alelo 127, coincidiendo con el de la cepa wNau5 de N. 

cervinus. 



162 

 

 

Figura 5.6 Posición filogenética de la larva del parasitoide hallada en N. cervinus (en negrita) a partir de un análisis 
parcial de la familia Braconidae (Hymenoptera) en base a secuencias del gen mitocondrial COI. Los números debajo 
de las ramas indican el soporte nodal (probabilidad posterior) y la barra de escala indica el número de sustituciones 
por sitio. Se muestra el número de acceso de la base de datos BOLD de cada secuencia. Para las secuencias del género 
Microctonus se aclara el lugar de origen. AF: África, AR: Argentina, (FO): Formosa, (MI): Misiones, AU: Australia, CA: 
Canadá, CL: Chile, CR: Costa Rica, EU: Europa, FR: Francia, GB-ENG: Inglaterra, IE: Irlanda, MA: Marruecos, NZ: Nueva 
Zelanda, SA: Sudamérica, US: Estados Unidos, UY: Uruguay. 
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Tabla 5.3 Distancias genéticas (método de distancias p) entre las especies de la familia Braconidae (Hymenoptera) utilizadas para la reconstrucción filogenética en base a secuencias del gen mitocondrial COI para la 
larva del parasitoide hallada en N. cervinus. Los números de acceso corresponden a representantes de los grupos que se detallan en la Figura 5.5. AF: África, AR: Argentina, (FO): Formosa, (MI): Misiones, AU: Australia, 
CA: Canadá, CR: Costa Rica 

Taxa Distancia genética 

Parasitoide-H de N. cervinus         
               

Euphorinae - AR(FO) 0,083                       

Euphorinae GMARN1590-14 - AR(MI) 0,088 0,103                      

Braconidae - CR 0,110 0,130 0,109                     

Microctonus sp.a 0,144 0,160 0,146 0,154                    

Microctonus sp. JICCB1925-16 - CR 0,132 0,152 0,139 0,131 0,137                   

Microctonus sp. PLABG3162-18 - CR 0,129 0,142 0,139 0,129 0,125 0,099                  

Microctonus sp. - CA 0,138 0,134 0,133 0,127 0,131 0,107 0,086                 

Euphorinae GMAGI1131-15 - AR(MI) 0,158 0,162 0,161 0,162 0,170 0,168 0,166 0,174                

Euphorinae GMAGP1926-15 - AR(MI) 0,155 0,166 0,152 0,159 0,160 0,137 0,136 0,144 0,167               

Euphorinae GMAGP1943-15 - AR(MI) 0,128 0,144 0,130 0,118 0,139 0,137 0,112 0,129 0,168 0,152              

Microctonus sp. GMCCF906-17 - CR 0,129 0,145 0,133 0,126 0,129 0,120 0,119 0,125 0,157 0,155 0,085             

Microctonus hyperodae Esteb 0,130 0,140 0,151 0,122 0,143 0,136 0,120 0,129 0,170 0,160 0,135 0,133            

Microctonus hyperodae Oesteb 0,138 0,144 0,150 0,121 0,144 0,136 0,122 0,130 0,168 0,164 0,139 0,134 0,011           

Microctonus sp. - AF 0,162 0,166 0,151 0,144 0,178 0,155 0,138 0,136 0,186 0,169 0,154 0,162 0,163 0,162          

Microctonus sp. - AU 0,131 0,154 0,156 0,135 0,154 0,147 0,133 0,144 0,167 0,168 0,151 0,153 0,133 0,138 0,145         

Microctonus zealandicus 0,125 0,146 0,152 0,137 0,155 0,141 0,137 0,139 0,178 0,173 0,147 0,146 0,135 0,139 0,148 0,099        

Microctonus aethiopoides - Hypera sp.c 0,140 0,154 0,150 0,141 0,158 0,137 0,130 0,144 0,170 0,160 0,128 0,139 0,154 0,158 0,158 0,142 0,140       

Microctonus aethiopoides - Sitona sp.c 0,156 0,162 0,157 0,157 0,166 0,164 0,148 0,156 0,159 0,163 0,144 0,134 0,160 0,166 0,170 0,149 0,163 0,090      

Microctonus brassicae 0,121 0,149 0,144 0,114 0,139 0,120 0,114 0,125 0,173 0,149 0,123 0,122 0,109 0,112 0,128 0,128 0,132 0,116 0,110     

Centistes spp. 0,213 0,215 0,200 0,213 0,223 0,210 0,209 0,217 0,236 0,225 0,219 0,217 0,229 0,228 0,223 0,208 0,204 0,219 0,231 0,220    

Elasmosoma spp. 0,231 0,238 0,231 0,238 0,247 0,251 0,249 0,237 0,254 0,249 0,237 0,243 0,247 0,246 0,232 0,245 0,242 0,247 0,252 0,234 0,226   

Meteorus spp. 0,203 0,210 0,202 0,195 0,206 0,201 0,195 0,200 0,212 0,209 0,202 0,193 0,198 0,199 0,203 0,200 0,204 0,198 0,205 0,192 0,222 0,244  

Neoneurus spp. 0,214 0,231 0,220 0,219 0,238 0,228 0,212 0,221 0,244 0,241 0,220 0,226 0,220 0,221 0,203 0,204 0,223 0,223 0,236 0,216 0,229 0,213 0,218 

a Parasitoide reportado por Rodriguero et al., (2014) para N. cervinus. 
b Biotipos Este y Oeste de M. hyperodae de acuerdo a Iline & Phillips, (2004) 
c Biotipos de M. aethiopoides de acuerdo a su gorgojo hospedador de acuerdo a Vink et al., (2003, 2012), Phillips et al., (2012), y Vink, (2012) 
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5.4 Discusión 
Este es el primer registro de la familia de dípteros Tachinidae como parasitoides tanto de 

N. cervinus como de N. dissimulator. Además, se reporta por primera vez la existencia de 

una especie del género Oestrophasia en Argentina. También se reporta una segunda 

especie de la familia de himenópteros Braconidae, perteneciente al género Microctonus, 

que utiliza a N. cervinus como hospedador. 

Aunque se conocen alrededor de 784 géneros de moscas de la familia Tachinidae en 

la región Neotropical, una abrumadora cantidad aún no ha sido descrita (O'Hara & 

Henderson, 2020; O'Hara et al., 2020). La correcta identificación de los Tachinidae 

Neotropicales conlleva varios problemas. Por un lado, el catálogo de taquínidos de 

Latinoamérica (Guimarães, 1971) no ha sido actualizado ni adaptado a una clasificación 

moderna de la familia (O’Hara, 2013). Por otro lado, existen diferentes claves de taxones 

supraespecíficos y pocas colecciones de referencia disponibles (Toma, 2012). 

Las moscas de la familia Tachinidae son conocidos parasitoides de gorgojos que 

generalmente infectan etapas larvarias (Waggy & Beardsley, 1974; Lanteri et al., 1998; 

Phillips et al., 2000; Wood & Cave, 2006). Las especies del género Celatoria ponen 

huevos que contienen larvas completamente desarrolladas directamente en el hospedador 

adulto mediante el uso de una estructura perforante separada del ovopositor (Zhang et al., 

2004). Este género ha sido ampliamente estudiado en relación al género de crisomélidos 

Diabrotica (Chevrolat 1836) (Coleoptera, Chrysomelidae), que incluyen algunas de las 

especies en condición de plaga más importantes y devastadoras del continente Americano 

(Cabrera Walsh, 2005) y en el cual también se encuentra extendida la infección con 

Wolbachia (Clark et al., 2001), aunque no se han encontrado registros de que 

parasitoidicen curculiónidos. Por otra parte, las especies de Oestrophasia infectan a los 



165 

 

gorgojos adultos cuando éstos accidentalmente comen los huevos “microtipo”23 puestos 

en las hojas (Santis, 2017) y que luego eclosionan dentro del tracto digestivo del 

hospedador (Clausen, 1940). Este género ha sido reportado como parasitoide de otros 

curculiónidos, como especies del complejo Amphidees (Schoenherr 1842), comúnmente 

llamados gorgojos del manzano (Sánchez-Peña et al., 2001; Velázquez et al., 2002) y 

Artipus floridanus (Horn 1876), una plaga de cítricos en Florida y varios países del Caribe 

(Kovarik & Reitz, 2005). Las moscas taquínidas se utilizan como agentes de control 

biológico en varios cultivos (Grenier, 1988; Stireman et al., 2006), por lo que el informe 

de nuevas interacciones hospedador-parasitoide puede contribuir a las estrategias de 

manejo de plagas.  

Los análisis de DNA barcoding y posteriores reconstrucciones filogenéticas 

realizados para el parasitoide de N. dissimulator indicaron que la secuencia incógnita se 

agrupó con secuencias colectadas en Costa Rica. La distancia genética intragrupo (menor 

al 4%) se encuentra dentro de los límites de variación intraespecífica para secuencias COI 

de taquínidos (ca. 7%; Fleming et al., 2015) y dípteros en general (ca. 9%; Hebert et al., 

2003b). Además, Dittrich et al., (2006) reportaron una divergencia genética del 5,3% 

entre diferentes biotipos del taquínido Sturmiopsis parasitica (Curran 1939). Esto sugiere 

que el parasitoide identificado en este trabajo y las secuencias recuperadas en Costa Rica 

pertenecen a la misma especie. Sin embargo, este grupo monofilético no se agrupa con el 

resto de las secuencias de Celatoria disponibles y las distancias genéticas son superiores 

a los valores de variación intraespecífica esperados (13-16%), por lo que es factible que 

sean especies distintas, constituyendo el género Celatoria un grupo polifilético. Celatoria 

                                                 
23 Los huevos microtipo de la familia Tachinidae son los huevos más pequeños de los que hay registro en 
insectos (Cevallos, 1994). En general, miden entre 0,02 y 0,2 mm de largo, siendo 0,44 mm el largo del 
huevo microtipo más grande registrado para la especie Chaetogaedia monticola (Bigot 1887) (Clausen, 
1940). 
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bosqi (Blanchard 1937) posee distribución Neotropical y se encuentra en Argentina de 

manera tal que su rango de distribución se solapa con el de N. dissimulator (Cabrera 

Walsh, 2005), lo que la convierte en una buena candidata para continuar el estudio de las 

relaciones hospedador-parasitoide en la tribu Naupactini.  

Por otro lado, se confirmó la identidad del parasitoide-D de N. cervinus como 

Oestrophasia sp. ya que se recuperó un grupo monofilético compuesto por las muestras 

argentinas y las demás secuencias de Oestrophasia spp. consideradas en este estudio. La 

baja divergencia genética detectada entre el parasitoide-D y el grupo Misiones (3%) 

sugiere que todas las muestras argentinas podrían pertenecer a una única especie para la 

cual no hay registros de la secuencia COI depositadas en las bases de datos de acceso 

público. Se necesita profundizar el estudio de los taquínidos argentinos y su relación con 

la tribu Naupactini para corroborar esta hipótesis y establecer de qué especie se podría 

tratar. Cabe mencionar que el árbol filogenético que se construyó con registros de 

Oestrophasia spp. de Costa Rica, Estados Unidos, Canadá y Argentina mostró una clara 

separación basada en el origen geográfico de las muestras (Norteamérica vs. Argentina, 

con 100% de soporte nodal). Además, las distancias genéticas entre estos especímenes y 

los de Argentina oscilaron entre 7-13%, lo que sugiere que pertenecen a especies 

diferentes. Estos resultados enfatizan la necesidad de estudiar la diversidad de taquínidos 

americanos. 

El parasitoide-H de N. cervinus sin duda pertenece al género Microctonus, como lo 

indica el análisis realizado a nivel de género. Hebert et al., (2003b) encontraron una 

divergencia genética media del 11,5% para los himenópteros que pertenecen a diferentes 

especies. Esto fue confirmado por Rugman-Jones et al., (2009), quienes reportaron que el 

rango de divergencia genética entre especies del complejo de especies de bracónidos 

Psyttalia concolor (Szépligeti 1910) fue de 4,8-13,9%. En el presente trabajo se encontró 
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una distancia genética de 12-15% entre el parasitoide-H y las especies de Microctonus 

estudiadas, a saber: M. aethiopoides de la Región Paleártica; Microctonus zealandicus 

(Shaw 1993) de Nueva Zelanda; Microctonus brassicae (Haeselbarth 2008) del Reino 

Unido y Microctonus hyperodae (Loan 1974) del Neotrópico. Por lo tanto, es posible 

concluir que el parasitoide-H de N. cervinus pertenece a otra especie. 

Las distancias genéticas entre las secuencias del parasitoide-H y de los otros 

ejemplares de Microtonus spp. depositadas en la base de datos BOLD para Argentina, 

incluyendo el primer registro de Microctonus sp. parasitoide de N. cervinus (Rodriguero 

et al., 2014), sugieren la presencia de varias especies de Microctonus no descritas aún en 

este país. Otra posibilidad es que el parasitoide aquí reportado pertenezca a una especie 

sudamericana descrita únicamente en base a la morfología del adulto. Este puede ser el 

caso de Microctonus audax (Muesebeck 1958) o Microctonus brasiliensis (Loan & Lloyd 

1974), con rangos geográficos superpuestos al de N. cervinus (Muesebeck, 1958; Loan & 

Lloyd, 1974; Rodriguero et al., 2014). 

El hecho de que las secuencias de Argentina, Costa Rica y Canadá parecieran estar 

relacionadas entre sí y no se agruparan con otras especies de Microctonus, junto con las 

distancias genéticas observadas entre ellas, sugiere la existencia de una gran diversidad 

de Microctonus spp. en el continente Americano. Muchas especies de este género juegan 

un papel importante en el control biológico de plagas de gorgojos como M. aethiopoides 

contra Hypera postica (Gyllenhal 1813) en los Estados Unidos (Kingsley et al., 1993; 

Radcliffe & Flanders, 1998) y Sitona discoideus (Gyllenhal 1834) en Nueva Zelanda 

(Gerard et al., 2007; Phillips et al., 2007), así como M. hyperodae contra Listronotus 

bonariensis (Kuschel 1955) (Goldson et al., 1993). En este contexto, los estudios de 

diversidad basados en datos moleculares de Microctonus podrían contribuir a la mejora 

de las estrategias de control biológico. 
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La transmisión horizontal exitosa de Wolbachia es frecuente en sistemas hospedador-

parasitoide, principalmente del hospedador al parasitoide (Werren et al., 1995; Vavre et 

al., 1999). Ciertamente, esta dirección de transferencia ha sido sustentada 

experimentalmente (e.g., Heath et al., 1999; Huigens et al., 2000, 2004). Sin embargo, 

también hay evidencia que sugiere una transmisión exitosa de hospedadores infectados a 

otros no infectados mediada por parasitoides (Ahmed et al., 2015; Brown & Lloyd, 2015). 

Para que esto ocurra, las bacterias transmitidas por el parasitoide necesitan llegar a la 

línea germinal del hospedador. En el caso de los parasitoides koinobiontes, que permiten 

la actividad del hospedador mientras los embriones del parasitoide se desarrollan (Askew 

& Shaw, 1986), las bacterias podrían colonizar la descendencia del hospedador si este 

último es capaz de reproducirse después de adquirir el parasitoide. Se ha demostrado que 

Wolbachia logra alcanzar la línea germinal luego de ser inyectada en el abdomen de D. 

melanogaster (Frydman et al., 2006). Entonces, si ocurriera una respuesta inmunitaria 

incompleta en el hospedador (i.e., que provocara la muerte del parasitoide mas no así de 

sus bacterias), la muerte de una larva parasitoide infectada con Wolbachia podría 

provocar la liberación de esta bacteria al celoma del hospedador (Cordaux et al., 2001; 

Michel-Salzat et al., 2001), posibilitando el establecimiento de una infección en la línea 

germinal. La hipótesis de la "aguja sucia"24 (sensu Houck et al., 1991) también puede 

estar implicada en la transferencia horizontal del parasitoide al hospedador (Gehrer & 

Vorburger, 2012). Para los sistemas estudiados en este trabajo, solo podemos decir que 

dado que los parasitoides que encontramos son koinobiontes, la transmisión horizontal 

podría darse en ambos sentidos, a diferencia de lo que podría ocurrir con los parasitoides 

                                                 
24 Mecanismo mediante el cual un parasitoide no infectado recoge una bacteria cuando parasita a un 
hospedador infectado y luego transmite la bacteria a un nuevo hospedador no infectado en un segundo 
evento de parasitismo (Ahmed et al., 2015; Gehrer y Vorburger, 2012). Los órganos involucrados en esta 
transmisión pueden ser el ovipositor o las piezas bucales de los parasitoides (Ahmed et al., 2015; Gehrer 
y Vorburger, 2012). 
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idiobiontes, que rápidamente provocan la muerte de sus hospedadores, en los que la única 

dirección posible es que la bacteria se transfiera del hospedador al parasitoide. 

Inferir un evento de transferencia horizontal de Wolbachia y la dirección de la 

transmisión en poblaciones naturales es un desafío. La evaluación de la dirección 

requiere, en primer lugar, caracterizar la infección en ambas poblaciones y luego 

investigar su distribución geográfica a nivel de población y comunidad (Johannesen, 

2017; Hou et al., 2020). Elías-Costa et al., (2019) identificaron dos cepas de Wolbachia 

en P. postfasciatus, tal que la mayoría de las poblaciones estudiadas estaban infectadas 

con la cepa wNau1; sin embargo, dos poblaciones albergaban la cepa wNau5, cuyo único 

hospedador conocido hasta la fecha es N. cervinus (Rodriguero et al., 2010a), especie en 

la cual la infección se halla fijada (Rodriguero et al., 2010b). El hecho de que estas últimas 

poblaciones coexistan con N. cervinus, sumado a la prevalencia de las infecciones en 

consideración, sugiere que la dirección de la transferencia habría sido desde N. cervinus 

a P. postfasciatus, posiblemente a través de parasitoides. 

El parasitoide-H resultó infectado con Wolbachia, muy probablemente con la misma 

cepa presente en su hospedador. El alelo 127 del gen gatB solo ha sido reportado para la 

cepa wNau5 (se consultó la base de datos de genotipos multilocus de Wolbachia en: 

https://pubmlst.org/organisms/wolbachia-spp), que a su vez es característica de N. 

cervinus (Rodriguero et al., 2010a). Este hecho podría evidenciar un evento de 

transferencia horizontal que implicara la participación de parasitoides y puede suponer el 

comienzo de un nueva línea de investigación. Por otra parte, la coincidencia en la 

identidad de las cepas de ambos insectos puede deberse a otras causas además de la 

transferencia horizontal (Hughes et al., 2004; Johannesen, 2017), pero para entenderlas 

es necesario profundizar en la historia evolutiva común entre simbiontes, parasitoides y 

hospedadores. 
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5.4.1 Consideraciones finales  
El control biológico de insectos plaga se plantea como una alternativa importante al uso 

de pesticidas (De Clercq et al., 2011), y los parasitoides se consideran herramientas 

potencialmente útiles. El establecimiento de especies en nuevos ambientes se ha vuelto 

más frecuente, por lo que la caracterización de enemigos naturales es especialmente 

importante en casos como el de N. cervinus, que tiene una gran capacidad colonizadora 

(Rodriguero et al., 2016, 2019, 2023) y ha demostrado ser económicamente dañina. 

El análisis de DNA barcoding permitió la identificación de dos parasitoides de N. 

cervinus hasta el momento inéditos, y reportar el primer caso de parasitoidismo en N. 

dissimulator a nivel de género, aún sin haber podido concretar la identificación 

morfológica de larvas y/o adultos. Por lo tanto, los “códigos de barras” son valiosos 

cuando hay escasa información sobre un grupo taxonómico dentro de una región 

geográfica específica (e.g., moscas taquínidas en la región neotropical). 

Que el parasitoide-H y su hospedador compartan el alelo que caracteriza a la cepa 

wNau5 es sumamente sugestivo y permite hipotetizar que los parasitoides podrían actuar 

como vehículos para la transferencia horizontal en la tribu Naupactini. Por el contrario, 

la infección con los endosimbiontes bacterianos estudiados no se detectó en ninguno de 

los taquínidos estudiados, aunque este diagnóstico negativo no descarta el potencial de 

este tipo de transmisión. Se necesitan más estudios de las poblaciones de N. cervinus y N. 

dissimulator para aclarar las relaciones entre hospedador, parasitoide y simbionte.  

Finalmente, es fundamental ampliar la forma en la cual se exploran las relaciones 

entre hospedadores y parasitoides para incluir a la microbiota. Es importante comprender 

el papel que juegan los simbiontes en la interacción hospedador-parasitoide y cómo esta 

interacción podría modelar la transferencia horizontal y consiguiente expansión del 

simbionte.  
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CONCLUSIONES GENERALES 

El presente trabajo de tesis se centró en la relación entre el parásito reproductivo 

Wolbachia pipientis y los gorgojos de la tribu Naupactini con especial énfasis en la 

reproducción. Los resultados que aquí se exponen permiten realizar las siguientes 

conclusiones en relación con las hipótesis planteadas en la Introducción general (ver 

sección 1.5): 

i) La reproducción en los linajes partenogenéticos de Pantomorus postfasciatus 

depende de que la densidad de Wolbachia y/o Rickettsia supere un valor 

umbral.  

ii) Wolbachia se distribuye de manera ubicua en los tejidos de los gorgojos 

estudiados y colocaliza en toda su distribución con otros simbiontes 

dominantes de la tribu Naupactini. 

iii) Las cepas wNau1 y wNau5, asociadas a gorgojos de reproducción 

partenogenética, comparten un conjunto de genes exclusivo y también 

comparten conjuntos de secuencias codificantes con otras cepas de Wolbachia 

asociadas a hexápodos partenogenéticos, tanto de determinación del sexo 

diplo-diploide como haplo-diploide. 

iv) Se sugiere que los parasitoides asociados a especies de Naupactini podrían 

haber desempeñado un rol vectorial en la transmisión de la infección con 

Wolbachia dentro de esta tribu.  

El éxito en el establecimiento de una infección con bacterias endosimbióticas 

depende de una serie de factores fundamentales. En primer lugar, se requiere la 

incorporación de una bacteria novedosa, la cual debe tener la capacidad de proliferar en 

el nuevo organismo y conquistar su línea germinal. Estas capacidades están 
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condicionadas por factores intrínsecos tanto de la bacteria como del hospedador, así como 

por la interacción única que se establezca entre ellos. No obstante, es crucial considerar 

que esta bacteria ingresa al ecosistema microbiano que habita dentro del hospedador 

(microbiota residente), lo que implica que la interacción con otros microorganismos 

podría desempeñar un papel determinante en el establecimiento de la nueva infección y 

en las consecuencias que de ella se deriven. Los resultados particulares encontrados en 

esta tesis amplían la comprensión de los factores intrínsecos y extrínsecos involucrados 

en el establecimiento de la infección con Wolbachia en la tribu Naupactini y las 

consecuencias sobre la reproducción de sus hospedadores.  

El estudio y la identificación de larvas de parasitoides hallados en la cavidad 

abdominal de distintas especies de Naupactini sugieren que los parasitoides, 

principalmente microhimenópteros, podrían haber actuado como vehículos de la 

transmisión de la infección. Específicamente, el hallazgo de una larva de Microctonus sp. 

presuntamente infectada con wNau5, que también infecta a su hospedador (N. cervinus), 

sustenta esta hipótesis. La marcada divergencia genética de esta cepa con respecto a otras 

presentes en la tribu es sugerente de eventos de transferencia horizontal. Asimismo, la 

distribución ubicua de este endosimbionte en todas las especies hospedadoras estudiadas 

maximiza las oportunidades de intercambio con sus parasitoides, posibilitando la 

expansión de la infección dentro de la tribu e incluso a otras especies de insectos. 

Los análisis genómicos resultan fundamentales en la investigación de los factores 

intrínsecos asociados al establecimiento de nuevas infecciones y de las alteraciones 

reproductivas que puedan desarrollarse en el nuevo hospedador. La secuenciación y el 

ensamblado de los genomas de las cepas wNau1 y wNau5 permitieron la identificación 

de genes exclusivos de Wolbachia asociados con la tribu Naupactini, la partenogénesis 

en general y la reproducción en hexápodos partenogenéticos diplo-diploides. Estos 
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resultados constituyen un valioso puntapié inicial hacia la comprensión de las bases 

genéticas de las manipulaciones reproductivas impuestas por Wolbachia en los 

hospedadores aquí considerados. 

Por otra parte, se determinó que los efectos de la infección con Wolbachia en esta 

tribu tienen una naturaleza cuantitativa. Los experimentos de cura con un antibiótico 

desarrollados en esta tesis demostraron que una densidad mínima de Wolbachia y/o 

Rickettsia sp. es indispensable para la reproducción de los linajes partenogenéticos de P. 

postfasciatus y representan el primer esfuerzo exitoso en la cuantificación de dicho 

umbral. Ambas bacterias podrían estar involucradas en la partenogénesis y/o en la 

oogénesis, aunque no fue posible adjudicar efectos particulares a cada una. 

Si bien las diferencias observadas en la densidad de Wolbachia entre especies de 

reproducción partenogenética y especies de reproducción sexual estricta podrían deberse 

a efectos específicos de los hospedadores, la interacción con otras bacterias de la 

comunidad podría desempeñar un papel determinante en dicha observación. En particular, 

la coinfección con altas densidades de Spiroplasma spp. en especies de reproducción 

sexual y el solapamiento entre las distribuciones de ambas bacterias es sugerente de 

posibles interacciones antagónicas entre ellas, lo que podría incidir en la proliferación de 

Wolbachia luego de la invasión inicial, resaltando el rol de la microbiota residente en el 

establecimiento de una infección novedosa.  

En conclusión, el estudio de la relación entre Wolbachia y los gorgojos de la tribu 

Naupactini ha demostrado ser un tema complejo y multifacético que requiere de una 

aproximación interdisciplinaria para poder entender la profundidad de sus interacciones 

y el papel que desempeña esta bacteria en la biología de sus hospedadores. 
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PERSPECTIVAS FUTURAS 

A partir del presente trabajo se amplió el conocimiento sobre la interacción entre el 

parásito reproductivo Wolbachia pipientis y los linajes partenogenéticos de la tribu 

Naupactini y se incrementó la información disponible de otros simbiontes bacterianos 

dominantes en gorgojos con diversos modos reproductivos. Los resultados obtenidos 

alientan a profundizar el estudio de las bacteriotas asociadas a este grupo de insectos, las 

interacciones entre simbiontes y los efectos sobre sus hospedadores. 

A fin de dilucidar el rol específico de cada bacteria en la reproducción de los linajes 

partenogenéticos y el tejido desde el cual lo desempeña sería de gran interés explorar el 

efecto de distintas dosis de antibiótico o su combinación con tratamientos térmicos para 

reducir la densidad de los endosimbiontes de a uno por vez y así estudiar sus efectos sobre 

la reproducción de manera independiente. Asimismo, la continuación de esta línea de 

investigación se vería beneficiada por el establecimiento de un protocolo de cría de P. 

postfasciatus que permita monitorear el desarrollo de estos gorgojos y sus densidades 

bacterianas asociadas durante todo su ciclo de vida, discriminando entre distintos tejidos. 

Por otro lado, incrementar el tamaño muestral de las hembras partenogenéticas 

copuladas podría esclarecer el efecto de la cópula sobre la fecundidad, a la vez que el 

estudio de la relación de sexos de su descendencia podría indicar si las hembras 

partenogenéticas son capaces de reproducirse sexualmente y si las bacterias estarían 

relacionadas específicamente con la oogénesis o con la partenogénesis. 

Luego, sería interesante investigar los factores que podrían modular la densidad de 

Wolbachia, considerando la asociación entre el modo reproductivo, la densidad de la 

infección y la bacteriota que existe en la tribu Naupactini. Un enfoque relevante sería el 
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estudio de la comunidad bacteriana en los sistemas digestivo y reproductivo de diferentes 

especies de naupactinos, teniendo en cuenta su modo reproductivo y la densidad asociada 

de Wolbachia. Estos tejidos representan las dos grandes arenas en las cuales puede 

iniciarse una nueva infección, ya que el primero es la puerta de entrada habitual de nuevas 

infecciones por transferencia horizontal y el segundo debe ser colonizado para garantizar 

la transmisión maternal. Además, la inclusión de individuos libres de la infección con 

Wolbachia, tanto de especies de reproducción sexual como partenogenéticas, sería útil 

para dilucidar el papel de la microbiota residente en la colonización exitosa de un nuevo 

hospedador y las potenciales interacciones que podrían modular la densidad de esta 

bacteria. 

Con respecto a los análisis genómico-comparativos, es pertinente profundizar los 

estudios comenzados en este trabajo incluyendo otros genomas de Wolbachia disponibles 

en las bases de datos e identificando funcionalmente los genes pertenecientes a los 

distintos ortogrupos de interés. También es importante continuar con la secuenciación de 

otras cepas de Wolbachia de la tribu Naupactini a fin de esclarecer las bases genéticas de 

las altas tasas de infección reportadas en curculiónidos en general y en esta tribu en 

particular. Asimismo, el análisis genómico de la cepa de Rickettsia sp. obtenida para P. 

postfasciatus y la re-secuenciación de la muestra de N. cervinus con mayor profundidad 

para recuperar y ensamblar el genoma de Rickettsia sp. asociado a ella permitirá 

caracterizar al otro simbionte asociado a la reproducción de los linajes partenogenéticos 

de Naupactini. La comparación de estas bacterias con otras especies asociadas a 

manipulaciones reproductivas, particularmente aquellas que afectan el proceso de 

ovogénesis, es crucial para la identificación de los mecanismos moleculares que 

gobiernan la reproducción en especies partenogenéticas de naupactinos y que podrían 

desencadenarse por la acción de endosimbiontes bacterianos. 
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En la misma línea, la secuenciación de los genomas de las especies de Spiroplasma 

asociadas a N. dissimulator y N. xanthographus podría conducir a la identificación de 

productos génicos candidatos a modular la densidad de Wolbachia y a dilucidar su papel 

biológico como simbionte de especies de la tribu Naupactini. Adicionalmente, estos 

análisis permitirían confirmar si efectivamente son especies diferentes. 

Finalmente, es necesario explorar la historia evolutiva común entre las especies de 

parasitoides identificadas, sus hospedadores y los simbiontes asociados a cada una a fin 

de esclarecer los mecanismos que gobiernan la transmisión de la infección con Wolbachia 

dentro de esta tribu. En este sentido, resulta fundamental caracterizar la infección en las 

poblaciones de parasitoides asociados a naupactinos y el estudio de las comunidades 

donde estas interacciones se desarrollan. Además, este tipo de proyectos ofrecen la 

oportunidad de incrementar el conocimiento sobre la biodiversidad y las interacciones 

ecológicas que existen en nuestro país. 
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ANEXOS 

Anexo I: Soluciones utilizadas en tareas de rutina de laboratorio 

Soluciones utilizadas en los experimentos de cura con tetraciclina 

Solución de tetraciclina 

Tetraciclina clorhidrato (C22H24N2O8) 250 mg 

H2O destilada 100 ml 

 

 

Solución de sulfato de cobre 

Sulfato de cobre (CuSO4) 4 g 

H2O destilada 200 ml 

 

 

Solución utilizada en la disección de material biológico 

Buffer PBS 10X 

NaCl 80 g 

KCl 2 g 

Fosfato disódico (Na2HPO4) 14,4 g 

Fosfato monopotásico (KH2PO4) 2,4 g 

H2O destilada hasta completar 1000 ml 

 

 

Soluciones utilizadas en la extracción de ADN genómico total 

Buffer TNES 

50 mM Tris pH 7.5 

400 mM NaCl 

20 mM Edta disódico 

SDS 0.5% 

 

SDS 20% 

SDS  20 g 

H2O destilada hasta completar 100 ml 
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Soluciones utilizadas en la electroforesis en geles de agarosa 

Buffer TAE 50X 

Tris  242 g 

Ácido acético  57,1 ml 

Edta disódico  37,2 g 

H2O destilada  hasta completar 1000 ml 

 

Solución de agarosa 

Agarosa 0,4 g 

Buffer TAE 1X  40 ml 

 

Buffer de Siembra 

Azul de Bromofenol  Punta de espátula 

Xilenecyanol  Punta de espátula 

Glicerol  3 ml 

H2O destilada  7 ml 

  



179 

 

Anexo II: Verificación de los supuestos de los análisis estadísticos 
llevados a cabo 

En este apartado se presenta la evaluación gráfica de los residuos de los modelos ajustados 

y la verificación de los supuestos. 

Capítulo 2 

1.- Efecto de la longevidad sobre la densidad de Wolbachia 

 

Figura 1 Supuestos del modelo lineal con una transformación logarítmica para la “Densidad relativa de Wolbachia” 
en función del “Tiempo”. A Q-Q Plot para verificar la distribución normal de los residuos de la variable respuesta. B 
Residuos de Pearson vs. Residuos predichos bajo la suposición de homocedasticidad. 

Valor p de la prueba de Shapiro-Wilk = 0,768 

 

2.- Susceptibilidad de Rickettsia sp. al tratamiento con tetraciclina 

 

Figura 2 Supuestos de la prueba t de Student para la “Densidad relativa de Rickettsia sp.” en función del 
“Tratamiento”. A Q-Q Plot para verificar la distribución normal de los residuos de la variable respuesta. B Residuos de 
Pearson vs. Residuos predichos bajo la suposición de homocedasticidad. 

Valor p de la prueba de Shapiro-Wilk = 0,9086 

Valor p de la prueba de Levene = 0,2198 
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3.- Efecto de la tetraciclina sobre la densidad relativa Wolbachia y Rickettsia sp. en 

distintos tejidos 

3.1.- Densidad relativa de Wolbachia y Rickettsia sp. en distintos tejidos de hembras 

control 

Figura 3 Supuestos del ANOVA para la “Densidad relativa de simbionte” en función del “Simbionte”, “Tejido” y la 
interacción “Simbionte:Tejido” (factores fijos) y la “Hembra” (factor aleatorio). A Q-Q Plot para verificar la distribución 
normal de los residuos de la variable respuesta. B Residuos de Pearson vs. Residuos predichos bajo la suposición de 
homocedasticidad. 

Valor p de la prueba de Shapiro-Wilk = 0,7647 

Valor p de la prueba de Levene = 0,4053 

 

3.2.- Densidad relativa de Wolbachia y Rickettsia sp. en hembras control vs. hembras 

tratadas con tetraciclina 

Figura 4 Supuestos del ANOVA para la “Densidad relativa de simbionte” en función del “Simbionte”, “Tratamiento” y 
la interacción “Simbionte:Tratamiento” (factores fijos) y la “Hembra” (factor aleatorio). A Q-Q Plot para verificar la 
distribución normal de los residuos de la variable respuesta. B Residuos de Pearson vs. Residuos predichos bajo la 
suposición de homocedasticidad. 

Valor p de la prueba de Shapiro-Wilk = 0,6607 

Valor p de la prueba de Levene = 0,2484 
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4.- Efecto del tratamiento con tetraciclina sobre la densidad de Wolbachia en los distintos 

tejidos evaluados 

Figura 5 Supuestos del ANOVA para la “Densidad relativa de Wolbachia” en función del “Tejido”, el “Tratamiento” y 
la interacción “Tejido:Tratamiento” (factores fijos) y la “Hembra” (factor aleatorio). A Q-Q Plot para verificar la 
distribución normal de los residuos de la variable respuesta. B Residuos de Pearson vs. Residuos predichos bajo la 
suposición de homocedasticidad. 

Valor p de la prueba de Shapiro-Wilk = 0,5112 

Valor p de la prueba de Levene = 0,7391 

 

5.- Efecto del tratamiento con tetraciclina sobre la densidad de Rickettsia sp. en los 

distintos tejidos evaluados 

Figura 6 Supuestos del ANOVA para la “Densidad relativa de Rickettsia sp.” en función del “Tejido”, el “Tratamiento” 
y la interacción “Tejido:Tratamiento” (factores fijos) y la “Hembra” (factor aleatorio). A Q-Q Plot para verificar la 
distribución normal de los residuos de la variable respuesta. B Residuos de Pearson vs. Residuos predichos bajo la 
suposición de homocedasticidad. 

Valor p de la prueba de Shapiro-Wilk = 0,7876 

Valor p de la prueba de Levene = 0,9635 
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6.- Comparación de las densidades relativas de Wolbachia y Rickettsia sp. en diferentes 

poblaciones naturales 

Figura 7 Supuestos del ANOVA para la “Densidad relativa de simbionte” en función del “Simbionte”, la “Población” y 
la interacción “Simbionte:Población” (factores fijos) y la “Hembra” (factor aleatorio). A Q-Q Plot para verificar la 
distribución normal de los residuos de la variable respuesta. B Residuos de Pearson vs. Residuos predichos bajo la 
suposición de homocedasticidad. 

  

Figura 8 Verificación de la homocedasticidad en función de los factores fijos considerados. Residuos de Pearson para 

los distintos niveles del factor “Población” (A) y del factor “Simbionte” (B). 

Valor p de la prueba de Shapiro-Wilk = 0,6557 

Valor p de la prueba de Levene = 0,5588 
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7.- Experimentos críticos desarrollados  

7.1.- Experimento 1 

7.1.1.- Evaluación del tamaño de las posturas en función del tiempo en las dos 

experiencias desarrolladas 

 

Figura 9 Verificación de la sobredispersión de los residuos para el GLMM con distribución binomial negativa ajustado 
para el “Tamaño de las posturas” en función del “Tiempo”, el “Tratamiento” y la interacción “Tiempo:Tratamiento” 
(factores fijos) y la “Hembra”, la “Población” y el “Experimento” (factores aleatorios). 

Parámetro de sobredispersión calculado = 0,9092 (p = 0,7475) 

7.1.2.- Evaluación de la viabilidad de las posturas en función del tiempo en las dos 

experiencias desarrolladas 

 

Figura 10 Verificación de la sobredispersión de los residuos para el GLMM con distribución binomial ajustado para la 
“Viabilidad de las posturas” en función del “Tiempo”, el “Tratamiento” y la interacción “Tiempo:Tratamiento” 
(factores fijos) y la “Hembra”, la “Población” y el “Experimento” (factores aleatorios). 

Parámetro de sobredispersión calculado = 0,5380 (p = 0,9999) 

La subdispersión observada fue incorporada al modelo al momento de calcular los desvíos y 

consiguientes niveles de significancia. 
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7.1.3.- Evaluación de la densidad de Wolbachia en función del tiempo para la experiencia 

de enero 

Figura 11 Supuestos del modelo lineal mixto con una transformación logarítmica para la “Densidad relativa de 
Wolbachia” en función del “Tiempo”, el “Tratamiento” y la interacción “Tiempo:Tratamiento” (factores fijos) y la 
“Población” (factor aleatorio). A Q-Q Plot para verificar la distribución normal de los residuos de la variable respuesta. 
B Residuos de Pearson vs. Residuos predichos bajo la suposición de homocedasticidad. 

 

  

Figura 12 Verificación de la homocedasticidad en función de los factores fijos considerados. Residuos de Pearson para 

los distintos niveles del factor “Tratamiento” (A) y del factor “Tiempo” (B). 

 

Valor p de la prueba de Shapiro-Wilk = 0,009564 

Se rechaza el supuesto de normalidad. Se considera que la cantidad de datos incluidos en 

el modelo (n=65) es suficiente como para asumir que los estimadores son asintóticamente 

normales y por lo tantos los p valores son confiables. 
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7.1.4.- Evaluación de la densidad de Wolbachia en función del tiempo para la experiencia 

de febrero 

 

Figura 13 Q-Q Plot para verificar la distribución normal de los residuos de la variable respuesta “Densidad relativa de 

Wolbachia”, evaluada a partir de un ANOVA en función del “Tiempo”, el “Tratamiento” y la interacción 

“Tiempo:Tratamiento” (factores fijos) y la “Población” (factor aleatorio).  

Valor p de la prueba de Shapiro-Wilk = 0,6862 

 

Figura 14 Evaluación de la homocedasticidad antes de modelar la varianza. Residuos de Pearson para los niveles del 

factor “Tiempo” para hembras control (A) y hembras tratadas (B). 

 

 

Figura 15 Evaluación de la homocedasticidad luego de modelar la varianza (varIdent). Residuos de Pearson para los 

niveles del factor “Tiempo” para hembras control (A) y hembras tratadas (B). 
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7.1.5.- Evaluación de la viabilidad de las posturas en función de la densidad relativa de 

Wolbachia para la experiencia de enero 

 

Figura 16 Verificación de la sobredispersión de los residuos para el GLM con distribución binomial ajustado para la 

“Viabilidad de las posturas” en función de la “Densidad relativa de Wolbachia”. 

Parámetro de sobredispersión calculado = 2,9742 (p = 1,5416e-11) 

La sobredispersión observada se incorporó al modelo mediante una distribución 

cuasibinomial. 

 

7.1.6.- Evaluación de la viabilidad de las posturas en función de la densidad relativa de 

Wolbachia para la experiencia de febrero 

 

Figura 17 Verificación de la sobredispersión de los residuos para el GLM con distribución binomial ajustado para la 

“Viabilidad de las posturas” en función de la “Densidad relativa de Wolbachia”. 

Parámetro de sobredispersión calculado = 1,5716 (p = 0,02981) 

La sobredispersión observada se incorporó al modelo mediante una distribución 

cuasibinomial. 
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7.2.- Experimentos críticos desarrollados - Experimento 4 

7.2.1.- Evaluación del tamaño de las posturas en función del tiempo 

 

Figura 18 Verificación de la sobredispersión de los residuos para el GLMM con distribución binomial negativa ajustado 
para el “Tamaño de las posturas” en función del “Tiempo”, el “Tratamiento” y la interacción “Tiempo:Tratamiento” 
(factores fijos) y la “Hembra” y la “Población” (factores aleatorios). 

Parámetro de sobredispersión calculado = 0,8940 (p = 0,8350). 

 

7.2.2.- Evaluación de la viabilidad de las posturas en función del tiempo en las dos 

experiencias desarrolladas 

 

Figura 19 Verificación de la sobredispersión de los residuos para el GLMM con distribución binomial ajustado para la 
“Viabilidad de las posturas” en función del “Tiempo”, el “Tratamiento” y la interacción “Tiempo:Tratamiento” 
(factores fijos) y la “Hembra” y la “Población” (factores aleatorios). 

Parámetro de sobredispersión calculado = 2,3129 (p = 5,5313e-10) 

La sobredispersión observada fue incorporada al modelo al momento de calcular los desvíos y 

consiguientes niveles de significancia. 
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7.2.3.- Evaluación de la densidad de Wolbachia en función del tiempo  

Figura 20 Supuestos del modelo lineal mixto con una transformación logarítmica para la “Densidad relativa de 
Wolbachia” en función del “Tiempo”, el “Tratamiento” y la interacción “Tiempo:Tratamiento” (factores fijos) y la 
“Población” (factor aleatorio). A Q-Q Plot para verificar la distribución normal de los residuos de la variable respuesta. 
B Residuos de Pearson vs. Residuos predichos bajo la suposición de homocedasticidad. 

Valor p de la prueba de Shapiro-Wilk = 0,7710 

 

7.2.4.- Evaluación de la densidad de Rickettsia sp. en función del tiempo  

Figura 21 Supuestos del modelo lineal mixto con una transformación logarítmica para la “Densidad relativa de 
Rickettsia sp.” en función del “Tiempo”, el “Tratamiento” y la interacción “Tiempo:Tratamiento” (factores fijos) y la 
“Población” (factor aleatorio). A Q-Q Plot para verificar la distribución normal de los residuos de la variable respuesta. 
B Residuos de Pearson vs. Residuos predichos bajo la suposición de homocedasticidad. 

Valor p de la prueba de Shapiro-Wilk = 0,2099 
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7.2.5.- Evaluación de la densidad de Wolbachia y Rickettsia sp. en función del tiempo en 

hembras tratadas con tetraciclina 

Figura 22 Supuestos del modelo lineal mixto con una transformación logarítmica para la “Densidad relativa de 
Simbionte” en función del “Tiempo”, el “Simbionte” y la interacción “Tiempo:Simbionte” (factores fijos) y la “Hembra” 
y la “Población” (factores aleatorios). A Q-Q Plot para verificar la distribución normal de los residuos de la variable 
respuesta. B Residuos de Pearson vs. Residuos predichos bajo la suposición de homocedasticidad. 

Valor p de la prueba de Shapiro-Wilk = 0,2037 

 

7.2.6.- Evaluación de la viabilidad de las posturas en función de la densidad relativa de 

Wolbachia  

 

Figura 23 Verificación de la sobredispersión de los residuos para el GLM con distribución binomial ajustado para la 

“Viabilidad de las posturas” en función de la “Densidad relativa de Wolbachia”. 

Parámetro de sobredispersión calculado = 1,4431 (p = 2,2e-16) 

La sobredispersión observada se incorporó al modelo mediante una distribución 

cuasibinomial. 

 

 



190 

 

7.2.7.- Evaluación de la viabilidad de las posturas en función de la densidad relativa de 

Rickettsia sp.  

 

Figura 24 Verificación de la sobredispersión de los residuos para el GLM con distribución binomial ajustado para la 

“Viabilidad de las posturas” en función de la “Densidad relativa de Rickettsia sp.”. 

Parámetro de sobredispersión calculado = 5,3445 (p = 4,340e-22) 

La sobredispersión observada se incorporó al modelo mediante una distribución 

cuasibinomial. 

 

8.- Controles experimentales 

8.1.- Verificación de los efectos secundarios de la tetraciclina sobre la biología de P. 

postfasciatus 

8.1.1.- Evaluación del tamaño de las posturas en función del tiempo 

 

Figura 25 Verificación de la sobredispersión de los residuos para el GLMM con distribución binomial negativa ajustado 
para el “Tamaño de las posturas” en función del “Tiempo”, el “Tratamiento” y la interacción “Tiempo:Tratamiento” 
(factores fijos) y la “Hembra” (factor aleatorio). 

Parámetro de sobredispersión calculado = 0,9679 (p = 0,5910) 
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8.1.2.- Evaluación de la viabilidad de las posturas en función del tiempo en las dos 

experiencias desarrolladas 

 

Figura 26 Verificación de la sobredispersión de los residuos para el GLMM con distribución binomial ajustado para la 
“Viabilidad de las posturas” en función del “Tiempo”, el “Tratamiento”, la “presencia de Hongos” y las interacciones 
“Tiempo:Tratamiento” y “Tratamiento:Hongos” (factores fijos) y la “Hembra” (factor aleatorio). 

Parámetro de sobredispersión calculado = 2,3524 (p = 1,4188e-17) 

La sobredispersión observada fue incorporada al modelo al momento de calcular los desvíos y 

consiguientes niveles de significancia. 

8.2.- Verificación de los efectos de la tetraciclina sobre la palatabilidad del alimento 

Figura 27 Supuestos de la prueba t de Student para el “Área consumida promedio” en función del “Tratamiento”. A 
Q-Q Plot para verificar la distribución normal de los residuos de la variable respuesta. B Residuos de Pearson vs. 
Residuos predichos bajo la suposición de homocedasticidad. 

Valor p de la prueba de Shapiro-Wilk = 0,9155 

Valor p de la prueba de Levene = 0,3865 
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Capítulo 3 

1.- Evaluación de la densidad relativa de Wolbachia en distintos tejidos de P. 

postfasciatus, N. dissimulator y N. xanthographus 

Figura 24 Supuestos del ANOVA para el log10 de la “Densidad relativa de Wolbachia” en función de la “Especie”, el 
“Tejido” y la interacción “Especie:Tejido” (factores fijos) y la “Hembra” (factor aleatorio). A Q-Q Plot para verificar la 
distribución normal de los residuos de la variable respuesta. B Residuos de Pearson vs. Residuos predichos bajo la 
suposición de homocedasticidad. 

Valor p de la prueba de Shapiro-Wilk = 0,5697 

Valor p de la prueba de Levene = 0,8652 

 

2.- Evaluación de la la densidad relativa de Spiroplasma spp. en distintos tejidos de N. 

dissimulator y N. xanthographus 

Figura 24 Supuestos del ANOVA para el log10 de la “Densidad relativa de Spiroplasma spp.” en función de la “Especie”, 
el “Tejido” y la interacción “Especie:Tejido” (factores fijos) y la “Hembra” (factor aleatorio). A Q-Q Plot para verificar 
la distribución normal de los residuos de la variable respuesta. B Residuos de Pearson vs. Residuos predichos bajo la 
suposición de homocedasticidad. 

Valor p de la prueba de Shapiro-Wilk = 0,4069 

Valor p de la prueba de Levene = 0,8666 
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Anexo III: Secuencias nucleotídicas producidas en el presente 
trabajo de tesis 

Secuencia del gen gltA de Rickettsia sp. (hospedador: P. postfasciatus) 

TCATCCGGAGCTAATCCTTTTGCTTGTATAAGCACCGGTATCGCATCACTTTGGGGA

CCTGCTCACGGAGGAGCTAATGAAGCAGTAATAAACATGCTGAAAGAAATAGGCG

ACTCTAAAAATATCCCTAAATATATTGCTAAAGCTAAAGATAAAGATGATCCGTTT

AGATTAATGGGCTTCGGTCACCGTGTATATAAAAACTACGATCCGCGTGCGGCAGT

ACTTAAAGAAACGTGCAAAGAAGTATTAAAAGAGTTAGGTCAACTGGAACATAAT

CCGTTACTGCAAATAGCGATAGAGCTTGAAACTATTGCTCTTAAGGATGAATATTTT

ATTGAAAGAAAATTATATCCGAATGTAGATTTTTATTCTGGGATCATCTATCAAGCT

ATGGGTGTACCGTCACAAATGTTTACGGTGCTATTTGCAATAGCTAGAACTGTGGG

ATGGATGGCACAATGGAAAGAAATGA 

Secuencia del gen ITS1 de Spiroplasma sp. (hospedador: N. dissimulator) 

TTGCCAGAAGTCAGTGTCCTAACCGATATGCAGAAGCGAATAATAAGTATATGCCT

ACCTATGACCCCGCGCAGGAGGAGAAATACTTAATGTACTTTGATATAAATAATCA

ATATGGGTGGGCGATGTCGCAATATTTACCGTATGGTGGATGCCTTGGAATAA 

Secuencia del gen ITS1 de Spiroplasma sp. (hospedador: N. xanthographus) 

TGCCAGAAGTCAGTGTCCTAACCGCAAGGAGGAAGTCGCCCAAGGTAGGATTGAT

GATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTATCCGTACGAGAACGTGCGGATGGATCACCT

CCTTTCTATGGAGTTAATACTTTATAGTAATTAATTAGTTTTAATGACCGTTATGTTT

AGTTTTCAGAGATTAGTTCTCTGACAATAACAAAAAATGTTATTGCAAATTGTTCTT

TGAAAACTGGATAATAGACATCTTGTTATTTTAATCATATGATTAAAATAACAATA

ATTCAAAATTTCTGTTATTTTTAAAAAATAACTAAAATTTCACAGTTATATTTGTAA

ATGATTCTCAAAAAAACTGATTTAAAATCAGGTCAAATAATTAAAACTTTGAAGTT

ACAAAGGGCGTATGGTGGATGCCTTGGAATA 

Secuencia del gen CO1 de la larva parasitoide del género Celatoria (Diptera, Tachinidae) 

(hospedador: N. dissimulator) 

AAATTGATTAGTTCCTTTAATACTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCACGAATAAA

TAATATAAGATTTTGACTTCTTCCTCCAGCTTTATTTTTACTACTAGAAAGTAGTATA

GTGGAAAGTGGAAGAGGGACTGGATGAACCGTTTACCCCCCACTATCTTCTGTTCT

TGCACATGGTGGAGCTTCTGTTGATTTAGCTATTTTTTCTTTACATTTAGCTGGAATT

TCCTCAATTTTAGGAGCTGTAAATTTTATTACTACAGTAATTAATATACGATCAACA

GGAATTACATTTGATCGTATACCTTTATTTGTTTGATCTGTTGTAATTACAGCTTTTT

TATTATTATTATCTTTACCAGTTTTAGCAGGAGCTATTACTATATTATTAACTGACCG

TAACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCGATTTTATATCA

ACATTTATTTTGATTTTTTGGACACCCAGAAGTTTATATTTTAATTTTACCTGGATTT

GGTATAATTTCCCATATTATTAGGCAAGAATCTGGAAAAAAAGAAACTTTTGGAGC

ACTAGGTATAATCTATGCTATATTAGCAATTGGTTTATTAGGATTTATTGTATGAGC

TCATCATATATTTACAGTAGGAATAGATGTTGATACCCGAGCTTATTTTACTTCTGC

TACTATAATTATTGCTGTACCAACAGGAATTAAAATTT 
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Anexo IV: Ortogrupos compartidos por las distintas cepas de 
Wolbachia utilizadas para los análisis genómico comparativos. 

Combinación de cepas Ortogrupos 
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