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•Resumen y palabras clave. 
 

 Las bacterias intracelulares se caracterizan por poseer una alta reducción genómica. 

Ésto puede conducir, en un caso extremo, a la pérdida de genes esenciales para la simbiosis, 

como ocurre en Buchnera aphidicola del pulgón Cinara cedri, perteneciente a la subfamilia 

Lachninae, haciendose necesario la entrada en juego de otro endosimbionte, Serratia 

symbiotica, para proporiconar al hospedador los nutrientes que Buchnera no puede 

suministrar. 

 Para tratar de determinar cuando se estableció S. symbiotica en la subfamilia 

Lachninae  se llevó a cabo previamente a este trabajo un análisis filogenético con el gen 16S 

rDNA de los endosimbiontes en miembros representativos de la subfamilia. El resultado fue 

que la mayor parte de los llamados simbiontes secundarios era del tipo S. symbiotica. Por ello, 

se construyó una filogenia con las secuencias correspondientes a las distintas S. symbiotica 

obtenidas durante el estudio y nuevas secuencias de la base de datos. Para confirmar la 

filogenia obtenida con las secuencias del gen ribosomal, se utilizó el gen atpD, objetivo del 

presente trabajo. Se confirma la existencia de dos clados, uno que corresponde al género 

Cinara y el otro al género Cupressobium. Este resultado, junto con los datos previos y 

estudios morfológicos de B. aphidicola y S. symbotica en dos especies representativas de los 

dos clados, nos lleva a postular la existencia de dos tipos de S. symbiotica. que nos cuentan 

dos historias distintas, bien porque poseen dos orígenes diferentes, o bien porque presentan 

dos historias evolutivas divergentes. 

 

Palabras clave: B. aphidicola, S. symbiotica, β-subunidad ATPasa, endosimbiosis, pulgón, 

hipótesis de reemplazamiento. 
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•Introducción 
 

 La reducción genómica en bacterias endosimbiontes es un proceso continuo debido a 

la acomodación a la vida intracelular. La cuestión que aparece es si el proceso de reducción 

tiene un límite o conduce a la extinción  y reemplazamiento de la bacteria por un nuevo 

endosimbionte. El debate está en si esta reducción es conducida por un sesgo en la delección 

o por selección natural, teniendo implicaciones en la teoría de la evolución de genomas 

complejos (Lynch et al. 2006). 

 La asociación obligada entre pulgones (Hemiptera, Aphidoidea) y la bacteria 

Buchnera aphidicola (γ-proteobacteria), transmitida verticalmente, ofrece un sistema modelo 

para analizar la reducción genómica y sus consecuencias. El papel de Buchnera en la 

simbiosis es nutricional, suministrando los nutrientes esenciales (aminoácidos y algunas 

vitaminas) que el pulgón no puede tomar de la dieta, el floema de las plantas. La relación es 

de mutualismo obligado ya que el pulgón al que se le elimina Buchnera mediante tratamiento 

con antibióticos, deja de reproducirse. Por otro lado, el pulgón suministra a la bacteria un 

ambiente estable con una fuente permanente de recursos. De hecho Buchnera no puede 

cultivarse en el laboratorio. El tamaño del genoma de las cepas de B. aphidicola en diferentes 

especies de pulgón va desde los 422 kb a las 641kb, siendo B. aphidicola de Cinara cedri 

(BCce) el más reducido (Pérez-Brocal et al. 2006). Una característica importante de C. cedri 

es la presencia de un gran número de endosimbiontes secundarios (SS) concretamente del 

denominado  Serratia symbiotica (Gómez-Valero et al. 2004). 

 B. aphidicola se localiza en células especializadas del pulgón, denominadas 

bacteriocitos primarios, que conforman un órgano bilobulado llamado bacterioma, situado en 

la zona abdominal del pulgón, por debajo del aparato digestivo. Los SS pueden encontrarse en 

sus propios bacteriocitos, llamados bacteriocitos secundarios, en células de la vaina y en 

regiones extracelulares (hemolinfa) (Moran et al. 2005). 

 La transmisión vertical presentada en B. aphidicola está respaldada por el hecho de 

que la filogenia de los hospedadores y sus endosimbiontes primarios es concordante, 

indicando un único suceso de infección y millones de años de coevolución (Von Dohlen et al. 

2000), aproximadamente unos 84-164 m.a. 

 Mientras que B. aphidicola es el único endosimbionte primario encontrado en los 

pulgones, se han encontrado hasta 10 tipos distintos de SS 

 -Siete linajes de γ-proteobacterias: 
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 1. Serratia symbiotica (Moran et al. 2005): también llamada tipo R, o PASS. 

 2. Hamiltonella defensa ( Moran et al. 2005): también llamado tipo T, o PABS. 

 3. Regiella insecticola (Moran et al. 2005): también llamado tipo U. o PAUS. 

 4. Tipo V (Russell et al. 2003). 

 5. YSMS (Yamatocallis Secondary Mycetocyte Symbiont) (Fukatsu 2001). 

 6. Tipo Ars. (Arsenophonus) (Russell et al. 2003). 

 7. Tipo So-So (Russell et al. 2003): emparentado con los endosimbiontes 

primarios del gorgojo del arroz (Sitophilus oryzae) y la mosca tse-tsé (Sodalis 

glossinidius). 

 -Dos linajes de α-proteobacterias: 

 1. Wolbachia (Jeyaprakash et al. 2000; Gómez-Valero et al. 2004). 

 2. Rickettsia (Chen et al. 1996): también llamado PAR (Pea Aphid Rickettsia). 

 -Un linaje de la clase Mollicutes: 

 1. Spiroplasma (Fukatsu et al. 2001): relacionado con Mycoplasma. 

 

A diferencia de B. aphidicola, no se encuentran de manera universal en los pulgones y 

su papel sería más bien facultativo (por eso se les denomina también simbiontes facultativos) 

teniendo, en algunos casos, 2 posibles efectos: 

-Negativos: en el crecimiento, reproducción y longevidad del hospedador (Fukatsu et 

al. 2002). 

-Positivos: mayor resistencia a altas temperaturas (Montllor et al. 2002), resistencia al 

ataque de avispas parasitoides (Olivier et al. 2003) e infecciones fúngicas (Ferrari et al. 2004) 

y mejora en el aprovechamiento de ciertas plantas hospedadoras (Tsuchida et al. 2004). 

Su modo de transmisión es vertical, aunque cuando se realiza el contraste de filogenias 

de los SS con el hospedador se encuentran numerosas discordancias, lo que indica sucesos 

relativamente frecuentes de transmisión horizontal entre poblaciones e incluso entre especies 

no relacionadas (Russell et al. 2003). No se conoce bien el modo en que sucede esta 

transmisión pero se especula que podría deberse a las avispas parasitoides o a través de la 

planta donde al morir el pulgón sus restos quedarian y las bacterias podrían infectar otros 

pulgones que pasaran por allí. 

Cuando se estudió el proceso de reducción del genoma de B. aphidicola estudiado en 

C. cedri se observó que éste había perdido genes de varias categorias (Pérez-Brocal et al. 

2006): 

1. Biosíntesis de nucleótidos. 
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2. Biosíntesis de cofactores. 

3. Membrana celular. 

4. Transporte. 

La composición génica demuestra que B. aphidicola de C. cedri (BCce) es incapaz de 

suministrar al pulgón riboflavina y triptófano (Pérez-Brocal et al. 2006). Sin embargo, aunque 

el genoma de B. aphidicola de C. tujafilina (BCtu) no se ha secuenciado, se ha demostrado 

que sí es capaz de sintetizar triptófano (Latorre et al. 2005; Gil et al. 2006). BCtu es pariente 

próximo de BCce y los pulgones que los hospedan son muy parecidos morfológicamente 

(Remaudière et al. 1997). Además, las plantas de las que se alimentan son muy similares, por 

tanto si BCce no es capaz de suministrar triptófano y el pulgón, de manera similar a C. 

tujafilina no lo puede tomar de la dieta, debería existir algún otro microorganismo que aporte 

los nutrientes que B. aphidicola no puede sintetizar. 

Los simbiontes secundarios son considerados facultativos en otros pulgones pero S. 

symbiotica está presente en todos los clones de C. cedri analizados hasta el momento 

(Lamelas, 2006) y en pulgones emparentados dentro de la tribu Eulachnini. Además, estudios 

de tamaño de bacteriocitos primarios y secundarios muestran que son similares en C. cedri 

(Gómez-Valero et al. 2004). Esto, junto a ejemplos donde la eliminación de B. aphidicola y la 

presencia de S. symbiotica mejora la supervivencia del pulgón, o donde la eliminación de B. 

aphidicola va seguida de la invasión en paralelo de S. symbiotica (Koga et al. 2003), nos lleva 

a plantearnos si S. symbiotica está reemplazando a B. aphidicola (Pérez-Brocal et al 2006), o 

simplemente existe una complementación entre ambos endosimbiontes  

La comparación de filogenias generadas a partir de secuencias del 16S rDNA entre B. 

aphidicola y S. symbiotica en pulgones de la subfamilia Lachninae, reveló la existencia de 

congruencia (fig 1), lo que podría estar indicando un largo periodo de coexistencia entre 

ambos endosimbiontes (Lamelas, 2006). Debido a la amplia representación de S. symbiotica 

en los pulgones bajo estudio se generó un árbol de 16S rDNA en aquellas especies de 

pulgones donde se ha encontrado (datos tomados de las bases de datos) (fig 2). Aparecieron 

dos clados bien diferenciados del género Cinara: Cinara (Cupressobium) tujafilina y Cinara 

(Cinara) cedri, que pueden indicar la existencia de dos tipos de S. Symbiotica. Para 

confirmarlo, se hace necesaria la secuenciación de algún gen codificante de proteínas, así 

como la caracterización morfológica de ambas Serratia. 
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Fig 2. Árbol filogenético obtenido por máxima verosimilitud (ML) para S. Symbiotica. Los valores en los nodos indican el 
soporte por boostrap con 1000 pseudoréplicas y probabilidades Bayesianas a posteriori. Ramas con valores menores al 55% 
fueron colapsadas. E. coli (AB045731) y S. boydii (AY696681) son los outgroups. 
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•Objetivos 

El trabajo actual se centra en:  

1. La caracterización de simbiontes secundarios de pulgones de la subfamilia Lachninae 

(clasificados según Nieto-Nafría et al. 2003) (fig. 3) mediante la secuencia del gen atpD, que 

codifica para la subunidad beta del complejo F-ATP, con el objetivo de: 

-Incrementar la señal filogenética del árbol 16S rDNA. 

-Determinar si S. symbiotica está bien establecida en la subfamilia, y por tanto, 

coevoluciona con B. aphidicola, o si C. cedri es un caso especial dentro de los 

pulgones. 

-Poder discriminar entre las hipótesis de reemplazamiento o complementación de 

simbiontes. 

 

2. Caracterización morfológica de S. symbiotica de los dos clados mediante microscopia 

óptica, con el objetivo de determinar la existencia de dos tipos de S. symbiotica. 
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Fig. 3. Clasificación de la subfamilia Lachninae según Nieto -Nafría y colaboradores (2003). 

Esigella

 

La subfamilia Lachninae tiene una posición filogenética controvertida dentro de la 

familia Aphididae ya que varía según se realice con caracteres morfológicos (Heie 1987, 

Wojciechowski 1992) o con DNA mitocondrial (von Dohlen y Moran 2000) que lo situan 

como grupo monofilético junto con la subfamilia Aphidinae, mientras que filogenias más 

recientes, mediante secuencias de genes del pulgón y de B. aphidicola la sitúan en una 

posición basal (Martínez-Torres et al. 2001, Ortiz-Rivas et al. 2004). 
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•Material y métodos. 
1. Recolección y clasificación de pulgones. 

Debido a la imposibilidad de poder cultivar los pulgones de la subfamilia Lachninae en 

nuestro laboratorio se hizo necesaria su captura e inmediata conservación en acetona para su 

posterior manipulación. Los pulgones han sido recolectados en distintas localidades de la 

Comunidad Valenciana y la provincia de Teruel, a lo largo de 2003-2005, siendo 

determinados siguiendo la clasificación de Nieto-Nafría et al. (2003) con la ayuda de los 

Doctores Michelena y González-Funes del grupo de entomología y control de plagas del 

Instituto Cavanilles. Las especies capturadas se muestran en la tabla 1. 

Todas las especies de pulgones se nombran con un código de tres letras, derivadas del 

género y especie respectivamente; en caso de individuos de distintas poblaciones se les añade 

un número identificativo. Cuando se trata de B. aphidicola, se antepone una B y cuando se 

trata de S. symbiotica una S. 

 

Tabla 1. Estado taxonómico, código, planta hospedadora y localización de las especies de pulgón en el estudio actual. 
Subfamilia Tribu Especies Código Planta hospedadora Recolección Localidad 
Lachninae Eulachnini Cinara (Cinara) cedri Cce1 Cedrus sp. Líria (Valencia) 
  Cinara (Cinara) cedri CceS Cedrus sp. Salamanca 
  Cinara (Cinara) maghrebica Cma Pinus halepensis Morella (Castellón) 
  Cinara (Cinara) pinea Cpia Pinus sylvestris Valdelinares (Teruel) 
  Cinara (Cinara) pilicornis Cpl Picealies Arcos de las Salinas (Teruel)
  Cinara (Cupressobium) cupressi Ccu1 Juniperus oxycedrus Ahillas (Valencia) 
  Cinara (Cupressobium) cupressi Ccu2 Cupressus arizonica La Yesa (Valencia) 
  Cinara (Cupressobium) tujafilina Ctu Thuja sp. Burjassot (Valencia) 
 Lachnini Lachnus roboris Lro Quercus Ahillas (Valencia) 
  Tuberolachnus salignus Tsa Salix sp. Bugarra (Valencia) 

 

2. Purificación del DNA de los endosimbiontes de distintos pulgones. 

Para la extracción y purificación del DNA genómico de los simbiontes, se empleó el 

método de Latorre y colaboradores (1986). Se colocó un pulgón de cada especie en un tubo de 

centrífuga, en hielo para evitar la degradación del DNA. Se añadió 160μl de solución I (Tris 

10mM, NaCl 60mM, 5% de sacarosa, EDTA 10mM, pH 7,8). Sirve para homegeneizar. 

Tras sacar los tubos del hielo se añadió 200μl de la solución II (Tris 300mM, SDS 

1,25% para desnaturalizar proteínas, Sacarosa 5%, EDTA 10mM, pH 8) y se mezcló por 

inversión. 

Se incubó a 65ºC durante 30 min, tras lo cual se añadió 60μl de AcK 3M pH 5, y se 

agitó por inversión varias veces. Después de incubarlo a -20ºC durante 20 min se centrifugó 
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durante 10 min a máxima velocidad (14000 rpm) para provocar la precipitación de las 

proteínas y los restos celulares. 

A continuación, se transfirió el sobrenadante a un tubo nuevo y se le añadió un volumen 

de isopropanol. Se agitó por inversión y se realizó una nueva incubación de 5 min a 

temperatura ambiente. Tras centrifugar 10 min, se desechó el sobrenadante. De esta manera 

conseguimos precipitar el DNA. Una vez lavado el precipitado con 500μl de etanol 70% se 

centrifugó durante 3 min a 13000 rpm, se desechó el sobrenadante y se secó al vacío. Por 

último resuspendimos el precipitado celular en 20 μl de LTE. 

 

3. Diseño de cebadores para el gen atpD. 

Después de alinear los grupos de referencia externos y algunas secuencias de S. 

symbiotica obtenida por otros cebadores, pudimos diseñar un par de cebadores generales para 

todas las cepas de S. symbiotica: (1) atpD_3F (5’- 

GGTAARGTNGGTCTDTTYGGYGGTGC-3’) y (2) atpD_2R (5’- 

YTTCAGAYAAYTCRTCCATACC-3’). 

 

4. PCR y purificación. 

Utilizamos el gen atpD porque en C. cedri se sabía que este gen no se encontraba en B. 

aphidicola, de hecho se ha perdido todo el operon ATPasa (Pérez-Brocal et al. 2006). 

Intentamos amplificar este gen en el resto de cepas de Buchnera de los otros pulgones y no 

hubo amplificación, lo que indica que la pérdida del operón fue anterior a la diversificación 

del linaje Lachninae. Por tanto, utilizando los cebadores del punto 3 amplificariamos 

únicamente el gen atpD de S. symbiotica. 

A partir del DNA extraído de los pulgones procedimos a la amplificación por PCR del 

gen atpD. Las concentraciones en la mezcla de reacción fueron: primer 1 y 2 1.5μl, Buffer 10x 

5μl, dNTPs 5 μM 2μl, Taq polimerasa 1.5μl, H2Omq 37,5μl y DNA 1μl (V final= 50μl). Las 

condiciones de reacción: 94ºC 2 min, 30 ciclos de 94ºC 30s, 45ºC 30s, 72ºC 1 min 30s y un 

último paso de 72ºC 4 min. En algunos casos se realizó una RPCR (segunda PCR) con las 

mismas condiciones para incrementar la cantidad de DNA. 

Mediante un gel de agarosa al 0,8%, y con unas cantidades de DNA de 5μl, Tampón de 

carga 1μl y H2Od 4μl y corriendo a 100 V detectábamos la banda de tamaño esperado (unas 

700 pb). 
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Los productos de PCR se purificaron mediante el "kit" de purificación de PCR (Roche 

Cat. No. 11732668001) siguiendo su propio protocolo y cuyo producto de purificación se 

eluye en 20μl de tampón de elución, proporcionado en el propio "kit". 

 

5. Secuenciación del gen  atpD y tratamiento de las secuencias. 

El DNA obtenido tras la purificación fue utilizado para la secuenciación con el "kit" 

BigDye3 (Applied Biosystems). Los cebadores usados, al tratarse de secuenciaciones directas 

sin pasar por clonación, son los mismos que para la PCR. Las concentraciones en la mezcla 

fueron: cebador atpD_3F y atpD_2R 1μl, BigDye 0.67μl, tampón de secuenciación 1.35μl, 

H2Omq 3.5μl y DNA 1.5μl. Las condiciones de reacción fueron: 95ºC 1s, 99 ciclos de 95ºC 

10s, 50ºC 5s, 60ºC 2min y mantenerlo a 4ºC. 

La secuenciación se llevó a cabo en el SCSIE de la Universitat de València. Las 

secuencias obtenidas fueron analizadas con el paquete de programas Staden Package (Staden 

et al. 2000). En todos los casos se secuenciaron las dos cadenas de DNA. 

Las secuencias resultantes fueron enviadas contra la base de datos de NCBI 

(htpp://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) mediante BLASTx. De esta manera se confirmó que 

las secuencias obtenidas correspondían a S. symbiotica. 

 

6. Reconstrucción filogenética. 

En primer lugar se realizó el alineamiento de las secuencias mediante el programa 

ClustalX (Thompson et al. 1997). Debido a que las secuencias no eran todas del mismo 

tamaño se recortaron mediante el programa GenDoc (Nicholas et al 1997). 

La reconstrucción filogenética mediante Maxima Verosimilitud se realizó mediante el 

programa PHYML versión 2.4.4 (Guindon S y Gascuelo 2003) bajo un modelo evolutivo 

GTR con corrección gamma (G) de heterogeneidad de tasa de substitución y un parámetro 

que tiene en cuenta la relación del número de sitios invariantes propuesto por Modeltest 3.7 

(Posada, 1998), aplicando el criterio de información de Akaike. Para todos los árboles se 

aplicó un bootstrap usando 1000 pseudoréplicas. 

También se realizó una reconstrucción filogenética mediante un análisis Bayesiano bajo 

el mismo modelo evolutivo anterior. La inferencia filogenética fué llevada a cabo mediante el 

programa MrBayes 3.1 (Ronquist and Huelsenbeck 2003). Los árboles se generaron tras 

correr el programa dos veces con 1000000 de generaciones y un muestreo cada 100 

generaciones, cuyas 20000 primeras generaciones fueron descartadas como "burnin". 

Las secuencias utilizadas para la reconstruccion fueron: 
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-S. symbiotica. 

-Grupo de referencia externo: Erwinia carotovora (YP_052595), Yersinia 

pseudotuberculosis (YP_072442), Serratia marcescens (ABI21950). 

 

7. Microscopia óptica. 

Se cortó la cabeza de 4 pulgones adultos vivos de C. tujafilina y de C. cedri en NaCl 

0,9%. Se llevó a cabo la fijación con 2% paraformaldehido-2,5% glutaraldehido en tampón 

fosfato (PB) 0,2M pH 7,4 al vacío durante 24h, tras lo cual se hicieron varios lavados con PB 

0,1M. Para su posfijación se utilizó tetraóxido de osmio al 2% en PB 0,1 durante 90 min en 

oscuridad, se deshidrató en etanol y se incluyó en araldita (Durcupan, Fluka). 

Mediante cuchilla de diamante se cortaron secciones semifinas (1,5 μm) y se tiñeron con 

azul de toluidina. Posteriormente se observaron y fotografiaron bajo microscopio óptico 

(Leica EM UC66). 
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•Resultados. 
1. Reconstrucción filogenética de S. symbiotica en la subfamilia Lachninae y 

comparación con la obtenida por 16SrDNA. 

Llevamos a cabo la reconstrucción filogenética para S. symbiotica, usando S. 

marcescens y las bacterias de vida libre mencionadas anteriormente, para confirmar los 

resultados anteriores con datos de secuencia de 16S rDNA (fig. 4). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Y. pseudotuberculosis
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 S.marcescens 

SCcu2

 SCcu1

SCtu
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90/1

100/1

57/0.88
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98/1

98/1

100/1

0.01

64/0.99

Fig 4. Árbol filogenético atpD obtenido por máxima verosimilitud (ML) para S. Symbiotica. Los valores en los nodos indican 
el soporte por boostrap con 1000 pseudoréplicas y probabilidades Bayesianas a posteriori. Ramas con valores menores al 
55% fueron colapsadas. 

 

Con toda la información de la que disponíamos realizamos un árbol filogenético 

concatenado, donde se utilizaban las secuencias concatenadas de 16SrDNA y atpD, esto nos 

permite incrementar la señal filogenética. 
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 E. coli 
S. boydii

 S.marcescens 
 SCcu1 
 SCcu2 

 SCtu 
 SCpia

 SCce2 
 SCce1 

 STsa 
 SLro 

 SCma
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100/1

72/0.97

99/1

52/0.82

100/1

89/0.55

100/1
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Fig 5. Árbol filogenético de los genes atpD-16SrDNA concatenados obtenido por máxima verosimilitud (ML) para S. 
Symbiotica. Los valores en los nodos indican el soporte por boostrap con 1000 pseudoréplicas y probabilidades Bayesianas a 
posteriori. Ramas con valores menores al 55% fueron colapsadas. 

 

Los dos árboles apoyan la existencia de dos grupos monofiléticos: Cinara cinara y 

Cinara cupressobium, al igual que lo hacia el árbol filogenético de la figura 2. Existe una 

diferencia en la longitud de las ramas en cada clúster, siendo el de Cinara cinara más largo 

que el clúster Cinara cupressobium. Existe una agrupación diferente en el clúster Cinara 

cinara del árbol filogenético concatenado donde Cma y Cpl quedan agrupados en un mismo 

clado respecto a lo obtenido en el árbol atpD. 

 

2. Caracterización morfológica de S. symbiotica de C. cedri y C. tujafilina. 

Se seleccionó un representante de cada clado: Cinara (Cupressobium) tujafilina y 

Cinara (Cinara) cedri, ambas pertenecientes al género Cinara.  

 

2.1. C. cedri. 

S. symbiotica de C. cedri se encuentra en bacteriocitos secundarios. Además presenta 

una morfología esférica. Resultado mostrado en figura 6. 
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Fig 6. Bacteriocitos primarios y secundarios de C. cedri. BP corresponde a los bacteriocitos primarios y BS corresponde a 
los bacteriocitos secundarios. 
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2.2. C. tujafilina. 

S. symbiotica de C. tujafilina se encuentra localizada en bacteriocitos secundarios, 

células de la vaina y en la hemolinfa. Su morfología es vacilar. Resultado mostrado en figuras 

7 y 8. 
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A 

CV 

BP 

BS 
BS 

BS 

B 
Fig 7. Bacteriocitos primarios, secundarios y células de la vaina de C. tujafilina. En la figura A representamos un 
bacteriocito primario (BP) rodeado por células de la vaina (CV). En la figura B representamos bacteriocitos secundarios 
(BS). 

 

BS 

BS 

BS 

BP 

Fig 8. Bacteriocitos primarios y secundarios de C. tujafilina. BP corresponde a los bacteriocitos primarios, BS a los 
bacteriocitos secundarios y las flechas indican S. symbiotica en la hemolinfa. 
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•Discusión. 
Tradicionalmente se considera que  S. symbiotica es una bacteria facultativa porque su 

presencia no se requiere para la supervivencia y reproducción del insecto hospedador (Moran 

et al. 2007), lo cual queda en duda en nuestros estudios, al encontrarse ampliamente 

distribuida en nuestro pulgones. 

Los análisis filogenéticos realizados apoyan la estructura filogenética (16S rDNA) 

propuesta, defendiendo de este modo las hipótesis que en su momento se plantearon. La 

primera observación es la aparición de dos clados, Cinara Cinara y Cinara Cupressobium, el 

primero está formado por SS de pulgones pertenecientes a la tribu Lachnini y al género 

Cinara (Cinara), mientras que el segundo por pulgones del género Cinara (Cupressobium) y 

especies pertenecientes a la subfamilia Aphidinae, Chaitophorinae y Eriosomatinae.  

Estos dos clados nos sugieren la existencia de dos tipos de S. symbiotica. Además, la 

longitud de las ramas en el clado que formaban los Lachnini con los Cinara (Cinara) nos está 

marcando una evolución de la secuencia más acelerada, lo que podríamos relacionar con una 

posible pérdida del gen recA en este clado (datos no publicados). 

Cuando analizamos morfológiamente SCtu nos encontramos con que presenta una 

morfología bacilar y una distribución heterogénea, localizándose en bacteriocitos secundarios, 

células de la vaina y hemolinfa, al igual que la distribucion y morfología descrita en SS 

pertenecientes a la subfamilia Aphidinae (Chen et al. 2000), en cambio SCce posee una forma 

esférica y se localiza en bacteriocitos secundarios mimetizando a un endosimbionte primario. 

El conjunto de evidencias que hemos obtenido en este trabajo,  como son la presencia 

de secundarios durante distintos años y en casi todos los pulgones, o el hecho de presentar 

características similares a las de un endosimbionte primario, se unen a otras obtenidas  por 

Pérez-Brocal y colaboradores (2006) quienes, en el caso concreto de  C. cedri apuntan a que 

el endosimbionte primario está en fase tan avanzada de degradación que estaría cerca de 

perder su papel original de endosimbionte primario. De hecho, funciones esenciales para el 

pulgón como el suministro del aminoácido triptófano o la vitamina riboflavina, se han perdido 

por completo en esta cepa de B. aphidicola, por lo que se sugiere que estos metabolitos deben 

de ser suministrados por otra fuente,  proponiéndose a  S. symbiotica como candidato para 

ejercer estas funciones. Existen funciones que por sí sola B. aphidicola no es capaz de 

realizar, por lo que se puede plantear que S. symbiotica se las debe de proporcionar. Todo ello 

nos lleva a plantear, que esté ocurriendo o un reemplazamiento o una complementación entre 

los dos endosimbiontes. 
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La posibilidad de reemplazamiento por endosimbiontes en pulgones ha sido postulada 

por varios autores (Clark et al. 1999, Moran et al. 1996 y Pérez-Brocal et al. 2006). 

Recientemente (Lefèvre et al. 2004) mostró una fuerte evidencia de reemplazamiento 

bacteriano en los gorgojos de la familia Dryophtoridae. Por otro lado, la existencia de 

complementación de simbiontes ha sido demostrada en el insecto Homalodisca coagulata 

(Wu et al. 2006), que se alimenta del xilema de las plantas, una sustancia deficiente en 

vitaminas y aminoácidos. Los autores, mediante secuenciación completa del genoma de 

Sulcia y parcial del de Baumannia han demostrado que la primera sintetiza vitaminas, 

mientras que la segunda sintetiza aminoácidos.   

La secuenciación del genoma de S. symbiotica SCce, actualmente muy avanzada, nos 

permitirá confirmar si la hipótesis de reemplazamiento es correcta o se trata de un caso de 

complementación. La secuenciación en un futuro de S. symbiotica de C. tujafilina nos 

permitirá decidir si se trata de un clado diferente al de S. symbiotica de SCce. 
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