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Resumen: La morfologia, citologia y algunos aspectos fisiologicos del tracto digestivo de
larvas de cuarto estadio del siarido Bradysia impatiens se estudiaron utilizando microscopia
de campo brillante. Se observo la division del tracto digestivo (estomodeo, mesenteron y
proctodeo); las células que lo componen son columnares, regenerativas y endocrinas. Las
larvas no presentan buche y la digestion del bolo alimenticio se realiza en el intestino medio;
tienen dos ciegos gastricos bien desarrollados, que permiten suponer que existe una gran
absorcion de nutrientes. La membrana peritrofica es del tipo II, con un tamafio de poro que
permite el paso de moléculas de hasta 150 kDa y divide el intestino medio en dos regiones,
los espacios endo y ecto peritréfico. Tiene cuatro tubos de Malpighi. El intestino medio
posee un gradiente de pH que va de alcalino en el intestino anterior a neutro en los ciegos
gastricos y el intestino posterior. Tiene un mecanismo de recirculacion que mejora la digestion
y reutilizacion de enzimas digestivas, que va del espacio endoperitrofico al ectoperitrofico
y viceversa. Las caracteristicas morfofisiologicas mostradas en las larvas de B. impatiens
permiten confirmar que son organismos bien adaptados como detritivoros. Ademas, la
membrana peritrofica protege al intestino medio de agentes patdgenos.

Palabras clave: Estomodeo, mesenteron, proctodeo, membrana peritrofica, ciegos gastricos,
Diptera, Sciaridae.

Abstract: The morphological, cytological and physiological aspects of the digestive tract of
the siarid Bradysia impatiens fourth-instar larvae were studied using bright-field microscopy.
The division of the digestive tract into the stomodeum (foregut), the mesenteron (midgut) and
the proctodeum (hindgut) was observed; the second of which being composed of endocrine,
regenerative, column-shaped cells. The larvae did not present a crop; hence digestion of the
bolus occurs in the midgut. They have two well-developed gastric caeca, where it can be
assumed that great nutrient absorption takes place. The peritrophic membrane is type II, with
a pore size that allows the passage of molecules up to 150 kDa, and which divides the midgut
into two regions: the endoperitrophic and ectoperitrophic spaces. There are four Malpighian
tubules present. The midgut has a pH gradient ranging from mildly alkaline in the foregut
to neutral in the caeca and hindgut. It has a recirculation mechanism stretching from the
endoperitrophic to the ectoperitrophic space and vice versa, which improves digestion and
optimizes enzyme production. The morphophysiological features observed in B. impatiens
larvae confirm that these organisms are well-adapted detritivores. Additionally, the peritrophic
membrane protects the midgut from pathogenic agents.

Keywords: Stomodeum, mesenteron, proctodeum, peritrophic membrane, gastric caeca,
Diptera, Sciaridae.

Introduccion

Bradysia impatiens (Johannsen, 1912) (Diptera: Sciaridae), es un diptero con
distribucion mundial. En México se le encuentra en invernaderos de ornamentales
y viveros forestales (Marin-Cruz et al. 2017). Este diptero ataca las raices de
plantulas de arboles como eucaliptos y coniferas (Menzel et al. 2006; Hurley et
al. 2010). Cibrian et al. (2008) reportan dafios severos en viveros forestales en
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el centro de México, que causan la pérdida de hasta 30 %
de plantulas de coniferas. Las larvas de B. impatiens son
detritivoras y consumen materia organica en descomposicion,
hongos y raices (Marin-Cruz et al. 2015a); es necesario que
continuamente ingieran grandes cantidades de alimento.
Generalmente las larvas de las especies de insectos detritivoros
producen grandes cantidades de enzimas proteoliticas que
hidrolizan los nutrientes que estan en su alimento (Sharma
et al. 1984). Tanto en el cuerpo como en el intestino de las
larvas de B. impatiens se han aislado especies de hongos de
los géneros Verticillium Nees, 1816, Penicillium Link, 1809,
Alternaria Nees, 1816, Fusarium Link, 1809, Paecilomyces
Bainier, 1907, Aspergillus Micheli, 1729 y Mucor Micheli ex
L., 1753 (Marin-Cruz et al. 2015b), algunos de los cuales son
fitopatdgenos, por los que podrian ser vectores de enfermedades
de plantas. Las larvas de B. impatiens ingieren continuamente
microorganismos que pueden ser patdogenos o sus toxinas,
por lo que en el intestino deben de tener mecanismos bien
desarrollados que les permitan contrarrestar un posible dafio.
El intestino de los insectos al igual que en otros animales, es
un 6rgano importante para realizar funciones vitales como la
digestion, absorcion de nutrientes, regulacion de iones y pH,
asi como la desintoxicacion y eliminacion de heces (James
2002; Terra y Ferreira 2012). En los insectos el intestino es
un organo esencial para el crecimiento y estado nutricional
de las larvas, ya que puede afectar los subsiguientes estados
de pupa, adulto y su potencial reproductivo (Chapman 1998).
Pese a la importancia agronémica de B. impatiens como
insecto plaga, no existen estudios de su tracto digestivo. Sin
embargo, la anatomia interna y condiciones fisiologicas en el
intestino de las larvas se ha investigado en otras especies de
dipteros como Ochlerotatus togoi (Theobald, 1907) (Diptera:
Culicidae) (Intakhan ef al. 2014); “mosca negra” 45 especies
(Diptera: Simuliidae) (Kim y Adler, 2009); Lutzomyia
longipalpis (Lutz y Neiva, 1912) (Diptera: Psychodidae)
(Do Vale et al. 2007); Chrysomia megacephala (Fabricius,
1794) (Diptera: Calliphoridae) (Boonsriwong et al. 2006);
Odontosciara Riibsaamem, 1908 (Diptera: Sciaridae) (Cruz
y Morelli 1985) y Tipula abdominalis (Say, 1823) (Diptera:
Tipulidae) (Sharma et al. 1984).

En este trabajo se describid la anatomia del intestino de
larvas de cuarto estadio de B. impatiens, el tipo de células
que lo componen, el gradiente de pH en el intestino medio y
los ciegos gastricos y el mecanismo de recirculacion del bolo
alimenticio en el intestino medio, asi como la permeabilidad
de la membrana peritrofica.

Materiales y métodos

Insectos. Los insectos adultos se recolectaron con un
aspirador manual, en febrero de 2015 en plantas de Pinus
montezumae (Lamb) (Pinales: Pinaceae) del vivero forestal
de Temamatla, Estado de México (19°45°11”N, 99°11°15”0).
La identificacion se realizd con las claves taxonomicas de
la familia Sciaridae de Mohrig y Menzel (2009), Mohrig et
al. (2012), Shin et al. (2012), y Marin-Cruz et al. (2015b).
Se estableci6 una cria en el insectario de la Universidad
Autonoma Metropolitana Unidad Xochimilco. Las camaras
de cria consistieron en recipientes de plastico transparente
de medio litro de capacidad con tapa. En las tapas se realizo
un corte circular de 1,5 cm de didmetro para introducir los
adultos de la B. impatiens; se colocaron 10 hembras y dos
machos. La dieta consistié de 5 g de bagazo de cafia molido y

rodajas de papa. Cada cuatro dias se agregaron 40 ml de agua
destilada, para conservar la humedad. Las camaras de cria se
mantuvieron a 21 °C £ 2 °C (Marin-Cruz et al. 2015a).

Descripcion anatéomica del intestino. Se disecaron 20
larvas en solucion Ringer para obtener el sistema digestivo
¢ identificar cada una de las partes (Martinez 2002). Se
realizé un corte transversal en el ano de la larva y después
se realizaron cortes en la unién del tegumento con la cabeza
de la larva (Fig. 1A). Todas las observaciones se realizaron
con un microscopio optico compuesto Zeiss® Axiostar Plus,
un estereoscopio Zeiss® Stemi 2000-C y una camara digital
Canon® A 620 Power Shot.

Determinacion de tipo de células del intestino. Las larvas
de cuarto estadio (L4) se fijaron en solucion de Bouin durante
48 h, se eliminod el fijador con cuatro lavados en alcohol:
70, 90, 96 y 100 % y se incluyeron en parafina Merck®. Se
realizaron cortes longitudinales y transversales seriados de 5
um con un micrdétomo Spencer® 820. Los cortes se tifieron
con la técnica de hematoxilina-eosina (Uria y Mora 1996).

pH del intestino medio y ciegos gastricos. Se utilizaron los
indicadores de pH azul de bromotimol (pKa 7), rojo de fenol
(pKa 7,9) y azul de timol (pKa 8,2). Cada uno se suministrd
por separado y se mezcl6 en una concentracion de 0,4 % (p/p)
con 0,5 g de harina de papa esterilizada. Los experimentos se
realizaron con 60 larvas, colocadas individualmente en cajas
Petri de 1,5 cm de diametro, cada larva se alimentd ad libitum
con la mezcla de harina de papa y el colorante indicador.

A
B

B

C C

Figura 1. A. Tracto digestivo de larva de cuarto estadio de Bradysia
impatiens. B. Estructuras del intestino medio con coloracion diferente
por el indicador de pH azul de bromotimol. C. Larva tenida con azul
de dextran de 20,000 Da. estomodeo (Es), mesenteron (Me), ciegos
gastricos (cg), tubos de Malpighi (TM). Escala: 300 um.



Revista Colombiana de Entomologia 2019, 45 (2): €7962 « Victor Hugo Marin-Cruz et al. 3/9

Después de 24 h se estimo el pH en cada region del intestino
(Gontijo ef al. 1998), para lo cual se compararon los colores
dentro de éste con los de soluciones tampoén de pH conocido,
preparadas con los mismos indicadores, a partir de las
imagenes obtenidas. Las larvas se observaron sin diseccion,
ya que el tegumento larvario es transparente. Se realizaron 20
observaciones para cada indicador de pH (Fig. 1B).

Recirculacion del bolo alimenticio. El mecanismo de
recirculacion (contra corriente) en el intestino medio se
determiné en 120 larvas, en grupos de 40, que se ubicaron en
cajas Petri de 9 cm de didmetro. Se alimentaron con harina de
papa (0,1 g) y 150 pl azul de dextran de 20.000 Da, al 0,05
% p/p. Una vez que todo el intestino medio se tifio con el
azul de dextran, las larvas se cambiaron de cajas de Petri, y el
colorante, se sustituy6 por agua destilada. Se observaron a 15,
30,45minyal,?2,4,8,24y48 h (Fig. 1C).

Permeabilidad de la membrana peritrofica (MP). Se
utiliz6 azul de dextran de peso molecular de 5.000, 10.000,
20.000 y 500.000 Da (SIGMA-ALDRICH) 0,05 % p/p y como
alimento se utiliz6 0,04 g de harina de papa. Cada azul de
dextran de diferente peso molecular se suministro a 50 larvas
por separado. Se realizaron revisiones con un estereoscopio
(Zeiss® Stemi 2000-C) cada 15, 30, 60 miny 2, 4, 8, 16, 24 y

bo

48 h. Una vez que el espacio endoperitrofico se tefiia del azul
de dextran, las larvas se enjuagaban con agua destilada y se
colocaban en un recipiente sin colorante, con la finalidad de
no saturar el intestino (Fig. 1C).

Resultados

El tracto digestivo en las L4 de B. impatiens se compone de
un tubo, dividido en tres regiones bien definidas: estomodeo,
mesenterén y proctodeo (Fig. 1A). Las glandulas salivales,
ciegos gastricos y tubos de Malpighi, se proyectan del tubo
principal del tracto digestivo.

Intestino anterior o estomodeo. Se compone de boca, faringe,
esofago y finaliza en la region anterior del proventriculo. Esta
revestido internamente con una capa cuticular compuesta de
una epicuticula interna y una endocuticula externa con células
epiteliales aplanadas. En esta seccion el bolo alimenticio
tiene un transito muy rapido. La faringe es un tubo simple
(Figs. 2A-2B). Las dos glandulas salivales se componen de
células epiteliales de forma cénica simple y nucleos ovalados,
estrechamente empaquetadas y proyectan en su parte apical
hacia el lumen central de la glandula, se conectan en la boca y
la faringe en el cibarium por medio de un conducto deferente
(Figs. 2A, 2B y 2E). También se observa un compuesto,

C

Figura 2. Intestino anterior (estomodeo) de larvas de cuarto instar de Bradysia impatiens. A. Corte longitudinal de cabeza (40x). B.
Seccion transversal de cabeza (100x). C. Vista longitudinal de proventriculo (40x). D. Corte longitudinal de esofago invaginandose
en el proventriculo (100x). E. Glandulas salivales y esofago. Boca (bo), cardia (ca), cibarium (cb), esofago (e), faringe (f), glandulas
salivales (gs), proventriculo (pr), secrecion de saliva (cabeza de flecha roja); secrecion de membrana perotrofica (cabeza de flecha
negra); union del ciego gastrico con el intestino anterior (flecha negra); nucleo celular (flecha blanca).
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posiblemente la secrecion de saliva. El esofago es un tubo recto
que conecta la faringe con el proventriculo, invaginandose
en este ultimo (Figs. 2C-2D), circundado por musculos
circulares que rodean este tejido. Las L4 de B. impatiens
poseen un proventriculo globoso y el canal alimentario que
lo atraviesa es estrecho y circundado. Los cortes histologicos
del proventriculo mostraron que esta estructura se compone
de dos regiones, una con tejido caracteristico del intestino
anterior y otra correspondiente al intestino medio (Fig. 2C).
El tejido posterior del intestino anterior se observa como dos
compartimentos separados y redondeados (Figs. 2C-2D),
ademas, muestra células epiteliales columnares, y presenta
musculos longitudinales y circulares internos que envuelven
el epitelio externamente. Los nucleos ovales grandes son
conspicuos dentro de las células epiteliales y musculares (Fig.
2D).

Intestino medio o mesenterén. Es un tubo simple, cuya
longitud corresponde a la mitad del total del intestino en B.
impatiens. Inicia en la region posterior del proventriculo,
donde comienza la cardia, justo antes de la unién de los
ciegos gastricos (Figs. 3A-3B). El intestino medio termina

Figura 3. Proventriculo y cardia. A. Corte longitudinal de unién
del intestino medio anterior e intestino medio, cardia con valvula
del proventriculo cerrada (40x). B. Vista longitudinal de cardia con
valvula del proventriculo abierta (100x). C. Cardia (40x). D. corte
transversal de la cardia (40x). E. Corte transversal de union de ciegos
gastricos y la cardia, membrana peritrofica (40x). F. Union de ciegos
gastricos e intestino medio. Bolo alimenticio (ba), células epiteliales
(ce) del intestino anterior (flecha blanca), células productoras de
lamina (membrana peritrofica) (cpl), ciegos gastricos (cg), cuticula
(c), esofago (e), lumen (lu), masculo (m), membrana peritrofica (mp)
(cabeza de flecha negra), valvula del proventriculo relajada (vp) (punta
de flecha grande).

donde se une con el piloro y los tubos de Malpighi. La cardia
es un compartimiento redondeado, compuesto por células
epiteliales. En el interior del lumen central de la cardia se
observa una estructura plegada, que probablemente sea la MP
(Figs. 3D-3F). Las células epiteliales de esta region tienen
grandes nucleos ovales (Fig. 3C).

Las larvas de B. impatiens producen permanentemente
la MP tipo II, la cual recorre todo el intestino medio hasta
invaginarse en el piloro. Esta membrana divide al ventriculo
en dos espacios endoperitrofico y ectoperitrofico (Fig. 3B).

Bradysia impatiens presenta dos ciegos gastricos bien
desarrollados, que se insertan inmediatamente encima de
donde se origina la MP. Los ciegos gastricos son de forma
tubular, tan largos como las dos terceras partes del largo
del intestino medio y cada uno de ellos tan anchos como la
cuarta parte del intestino medio. Tanto los musculos internos
circulares como los externos envuelven los ciegos gastricos.
Las paredes internas del espacio ectoperitrofico estan
compuestas de células epiteliales cuboidales que forman un
tubo y presentan un arreglo de forma ondulante (arrifionada)
que hace lento el recorrido del liquido a través del lumen
(Fig. 3E). Las caracteristicas de los ciegos gastricos permiten
suponer que en esta region es donde se realiza la mayor parte
de la absorcion de los nutrientes y del agua del intestino
medio. El ciego gastrico se conforma por tres tipos de células:
columnares, de regeneracion y secretoras. La mayor parte de
los nucleos de las células son grandes y ovales. Ademas, las
células presentan microvellosidades que rodean el area de
la célula que esta en contacto con el lumen, lo que permite
aumentar el espacio de absorcion de nutrientes (Fig. 4E).
Las células regenerativas se encontraron diseminadas por
todo el epitelio, asociadas a las células columnares, lo que
indica que el epitelio puede renovarse regularmente o bajo
ciertas condiciones. En la parte anterior del intestino medio
emerge de la cardia, su aspecto externo es similar al del ciego
gastrico, en la superficie es muy lisa con los miisculos internos
circulares (Fig. 4A). El tejido del intestino medio anterior
contiene MP dentro de su lumen central y esta rodeado por
una sola capa de células epiteliales cuboidales.

La parte media del mesenteron es una region mas dilatada
con respecto al proctodeo y al estomodeo (Fig. 4B) y su
estructura es semejante a la del intestino medio anterior, con la
MPdentro del lumen rodeado poruna capade células epiteliales
cuboidales. La MP se presenta como una membrana fina y
transparente (Fig. 4B), mientras que las células epiteliales del
intestino medio contienen numerosos granulos secretorios
tanto interna como externamente (Fig. 4B). Ademads, las
células del cuerpo graso también son evidentes entre estas
células epiteliales y se proyectan hacia adentro desde sus
membranas de base y cada una tiene microvellosidades largas
que cubren sus superficies apicales internas. El intestino
medio posterior estd limitado por el piloro. En esta zona se
acumula el material del bolo alimenticio no digerido por las
otras regiones del intestino, empaquetandolo en segmentos
para ser enviado al proctodeo. Sin embargo, la morfologia
de las células epiteliales es sinuosa y muestra gran cantidad
de vellosidades largas, lo que sugiere que su funcion es de
absorcion de nutrientes y secrecion (Figs. 4C-4D).

El intestino posterior (Proctodeo). De las L4 de B. impatiens
esta compuesto por el piloro, los tibulos de Malpighi, el ileon,
el colon, el recto y el ano posterior. En el piloro se observo
una capa unica caracteristica de células epiteliales cuboidales
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aplanadas, membrana peritrofica y capa muscular (Fig. 4F).
También se observaron grandes granulos secretores. Estos
granulos son similares a los encontrados en las células del
intestino medio, pero que se presentan en menor cantidad
y so6lo aparecen en la region apical de las células piloricas
con nucleos relativamente grandes. Los tibulos de Malpighi
emergen de la unioén del intestino medio y el intestino
posterior. Cada uno diverge distalmente en dos estructuras
tubulares, formando los cuatro tubulos de Malpighi (Fig.
4F). Estos tibulos consisten en cadenas largas de células
cuboidales. En un corte transversal se observa que las células
contienen un nucleo grande, numerosos granulos diminutos,
microvellosidades cortas y abundantes en su superficie apical
que esta en contacto con el lumen (Fig. 4F). La superficie
externa del ileon, colon, recto y del ano es similar a la del
intestino medio al estar cubierta con una capa muscular e
incrustada con abundantes traqueolas para el intercambio
gaseoso (Figs. SA-5B). Se observo una cuticula caracteristica
del intestino posterior, que rodeaba el lumen del ileon (Fig.
5A). En una seccion transversal del ileon, se observa que su
pared estd formada principalmente por una capa de células
epiteliales cuboidales con grandes nicleos ovalados y alguna
fibra muscular periférica (Figs. SA y 5B) y en esta region se
observo la MP. Una seccion del colon (Fig. 5C) y del recto
(Fig. 5D) mostr6 tener caracteristicas similares con el ileon,

e R
1 4 ™

Figura 4. Intestino medio, ciegos gastricos y tubos de Malpighi (100x).
A. Células epiteliales del intestino medio anterior. B. Células epiteliales
del intestino medio medio. C y D. Células epiteliales del intestino
medio posterior con abundantes microvellosidades. E. Vista transversal
de ciego gastrico. F. Corte longitudinal de tubos de Malpighi. Bolo
alimenticio (ba), células epiteliales (ce), lumen (lu), muisculo (m),
microvellosidades (mi), ntcleo celular (n), piloro (p), tubos de Malpighi
(tm), membrana peritrofica (punta de flechas blancas), granulos
secretores (flecha roja), células del cuerpo graso (flechas negras), nucleo
celular (cabeza de flecha negra). nucleos células pildricas (cabeza de
flecha blanca), células cuboidales con ntcleos grandes (cabeza de flecha
verde), microvellosidades de las células de los tubos de Malpighi (flecha
verde).

excepto que exhibieron mas fibra muscular que éste. En la
region anal, las células mioepiteliales que son uninucleadas
o multinucleadas comprenden el componente mas grande de
la pared del tubo anal (Fig. 5F). La MP se observa dentro del
tubo anal (Fig. 5F).

pH del intestino medio y ciegos gastricos. El intestino
medio en las L4 de B. impatiens, tiene un gradiente de pH
que varia de 10-11 en el intestino medio anterior a 6,5-7,5
en el intestino medio posterior en la regiéon del espacio
endoperitrofico, mientras que en el espacio ectoperitrofico y
los ciegos gastricos el pH es neutro (Fig. 6). Observaciones
previas mostraron que el alimento pasa rapidamente por el
intestino anterior y posterior, por lo cual no fue posible medir
el pH en estas regiones del tubo digestivo.

Recirculacion del intestino medio. En 2 h el azul de dextran
de 20 kDa recorri6 el tracto digestivo de las L4 de B. impatiens,
aunque no se observd tincidn en el intestino anterior,
mientras que el intestino posterior se tifio solo cuando el bolo
alimenticio era empujado en forma de excretas. Sin embargo,
en el intestino medio el espacio endoperitrofico se comenzo
a teflir a los 15 min y después de 30 min quedo tefiido por
completo; el espacio ectoperitrofico comenzd a tefiirse a
los 45 min y los ciegos gastricos a los 60 min. Se observo
que en las larvas de B. impatiens existe un mecanismo de
recirculacion del bolo alimenticio en todo el intestino medio
(espacio endo y ecto peritrofico). Dependiendo del tamafio de
las fracciones alimenticias pueden atravesar la MP y entrar
al espacio ectoperitrofico y pasar a formar parte del liquido
del lumen, el cual recorre el intestino medio en direccion del
piloro a los ciegos gastricos. Posteriormente, el liquido del
lumen recorre los ciegos gastricos y las fracciones que no son
asimiladas regresan nuevamente al espacio endoperitrofico,
para recircularse o pasar al intestino posterior para ser
evacuado (Fig. 6).

Permeabilidad de la membrana peritrofica. La MP en las
L4 de B. impatiens fue permeable al azul de dextrande 5, 10y
20 kDa, una hora después de su aplicacion. En todos los casos
el espacio endoperitrofico se tifio de azul en 30 min, la tincién
del espacio ectoperitrofico y los ciegos gastricos a los 60 min.
A las 24 h el azul de dextran de 500 kDa se encontré en el
espacio endoperitrofico y después de 48 h el azul de dextran
permanecié en el espacio endoperitrofico. Esto indica que la
MP es impermeable a este tamafio de molécula.

Discusion

El tracto digestivo de las L4 de B. impatiens presentd una
estructura similar a la mayoria de los insectos dividiéndose
en tres regiones: estomodeo, mesenteron y proctodeo
(Chapman 1998; Terra y Ferreira 2012). En las L4 no fue
posible identificar un diverticulo (buche), lo que indica
que no hay almacenamiento de alimento en el estomodeo.
Ademas, con la tincion del bolo alimenticio no se observo
que permaneciera almacenado en algun o6rgano, sino que
pasa de manera inmediata al intestino medio, lo que también
permite considerar que en las larvas de B. impatiens no existe
el buche. Esta caracteristica también se presenta en las larvas
de cuarto estadio de L. longipalpis (Do Vale et al. 2007). En el
orden Diptera, el buche es una estructura que tiene la funcion
de almacenamiento y digestion del flujo del bolo alimenticio
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Figura 5. Intestino posterior (proctodeo). A. Vista longitudinal del
piloro e ileon (40x). B. Corte longitudinal del ileon (100x). C. Vista
transversal colon (100x). D. Vista longitudinal del recto (40x). E y F.
Vista longitudinal del recto y ano (100x y 40x, respectivamente). Ano
(a), células epiteliales (ce), colon (co), cuticula (c), ileon (i), membrana
peritrofica (MP), piloro (p), recto (r), fibra muscular (fm).

(Stoffolano y Halselton 2013). Las células del estomodeo
no intervienen en el proceso de secrecion de enzimas o
absorcion de nutrientes, caracteristica que es similar a la de
otros insectos (Terra y Ferreira 2012). La cuticula (epi- y
endocuticula) que se observé en el eso6fago de la L4 de B.
impatiens fue estructuralmente similar al de la mosca C.
megacephala (Boonsriwong et al. 2006).

Las caracteristicas morfologicas de las glandulas salivales
de B. impatiens se asemejan a las mostradas por Evangelista
y Leite (2007) para la larva de primer estadio de Dermatobia
hominis (L., 1781) (Diptera: Oestridae) y C. megacephala
(Boonsriwong et al. 2006), que tienen glandulas tubulares
simples que se abren en estrechos conductos eferentes en cada
lado, pero B. impatiens difieren en que convergen para formar
un solo conducto deferente mediano que conduce a la cavidad
oral.

La cardia es el 6rgano donde se encuentran las células que
producen la MP, la cual es del tipo II y distingue al orden
Diptera (Hegedus et al. 2009). Las L4 de B. impatiens poseen
un proventriculo globoso Esta estructura también se observa
en Stomoxys calcitrans (L., 1758) (Diptera: Muscidae)
(Lehane 1997) o en la mosca de la fruta, Bactrocera dorsalis
(Hendel, 1912) (Diptera: Tephritidae) (Lee et al. 1998); C.
megacephala (Boonsriwong et al. 2006) y en L. longipalpis
(Do Vale et al. 2007). Ademas, se observd que la MP es
producida de forma continua por la cardia y se distribuye a lo
largo del intestino medio (Terra y Ferreira 2012).

Las L4 de B. impatiens presentan dos ciegos gastricos. El
numero de ciegos gastricos en las larvas de los dipteros puede
variar de cero a ocho y asi, en Gasterophilus intestinalis (De

Geer, 1776) (Diptera: Oestridae) (Roelfstra ef al. 2010) y L.
longipalpis (Diptera: Psychodidae) (Do Vale et al. 2007) no
estan presentes. En Rhynchosciara americana (Wiedemann,
1821) (Diptera: Sciaride) se encuentran dos (Ferreira ez al.
1981), mientras que, Odontosciara (Diptera: Sciaridae)
(Cruz y Morelli 1985) y C. megacephala tienen cuatro
(Boonsriwong et al. 2006) y las larvas de “mosca negra”
(Diptera: Simuliidae) de cero a ocho (Kim y Adler 2009). El
analisis morfoldgico de los ciegos gastricos en las larvas de
B. impatiens, muestra que tienen mayor volumen con respecto
a las larvas de las especies de dipteros antes mencionadas,
caracteristica que, junto con la forma arrifionada de las células
epiteliales y la gran cantidad de microvellosidades apicales y
laterales de las células columnares, permiten suponer que en
esta region se realiza la mayor absorcion de nutrientes. La
presencia de microvellosidades en las células es indicativa
de que su funcion es de absorcién (Cruz y Morelli 1985).
Ademas, los ciegos gastricos contribuyen de forma importante
para crear el flujo de contracorriente en los espacios endo y
ectoperitrofico (Terra et al. 1988; Terra 1990), el mecanismo
de flujo de contracorriente permite reciclar las enzimas que
intervienen en el proceso de la digestion. En muchas de las
larvas del suborden Nematocera, la excrecion del agua del
intestino medio se realiza en la parte posterior de los ciegos
gastricos (Terra et al. 1988). La tincion del intestino medio por
el azul de dextran de 20 kDa mostré que el agua entra a través
del tracto digestivo y del intestino medio posterior, saliendo
por los ciegos gastricos y reingresa al espacio ectoperitrofico
por alguna region del intestino medio posterior o por los
tubos de Malpighi. Proceso que fue descrito por Dow (1981)
y sugiere que algunas de las funciones de los ciegos gastricos
en las larvas de B. impatiens es la de absorcion de nutrientes y
recirculacion del bolo alimenticio. Sin embargo, es necesario
realizar estudios mas detallados sobre este mecanismo en los
estadios inmaduros de esta especie de Sciaridae.

En las larvas de B. impatiens el intestino medio esta
divido en dos regiones por la MP: espacio endoperitrofico
y ectoperitrofico. Esta organizacion es caracteristica de los
dipteros como Aedes aegypti (L., 1762) (Diptera: Culicidae)
(Ferreira et al. 2010), Culex quinquefaciatus (Say, 1823)
(Diptera: Cilicidae) (Nunes et al. 2010) y C. megacephala
(Boonsriwong et al. 2006). En el presente trabajo se evidencio
que la MP de las L4 vivas de B. impatiens es permeable a
moléculas iguales o menores de 20 kDa y es impermeable
a moléculas de 500 kDa, resultados que son similares a los
obtenidos en larvas de R. americana, en las cuales la MP es
permeable a moléculas menores de 100 kDa (Bolognesi et
al. 2008), en A. aegypti y Anopheles gambiae (Giles, 1902)
(Diptera: Culididae) la MP es permeable a moléculas iguales
o menores a 148 kDa (Edwards y Jacobs-Lorena 2000). El
paso de moléculas de hasta 148 kDa indica que la MP en
larvas L4 de B. impateins tiene poros de hasta 9 nm (Edwards
y Jacobs-Lorena 2000). El tamaifio de los poros de la MP en las
larvas de los dipteros tiene un rango de 7.5-9 nm de diametro
(Terra y Ferreira 1983; Miller y Lehane 1990; Edwards y
Jacobs-Lorena 2000; Terra 2001; Bolognesi et al. 2008). Este
tamafio de poro sugiere que la MP es permeable a proteinas
globulares de aproximadamente 148 kDa. Nuestros resultados
son consistentes con el hecho de que macromoléculas como
las enzimas digestivas deben atravesar la MP para realizar la
digestion del bolo alimenticio.

Las larvas de B. impatiens se han asociado con el transporte
de hongos fitopatdégenos (Marin-Cruz et al. 2015a), debido
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Figura 6. Esquema del sistema de recirculacion y pH en el intestino medio en larvas de cuarto instar de Bradysia impatiens. Ilustracion

de Victor Hugo Marin-Cruz en 2018.

a que los conidios pasan por el tracto digestivo sin sufrir
dafio alguno en su capacidad de germinacion lo que podria
indicar que el tamaifio del poro de la MP impide el paso de los
conidios al espacio ectoperitrofico, aunque se requiere de un
estudio mas detallado.

El intestino medio es la region responsable de la digestion
y la absorcion (Dow 1986). El presente estudio muestra que
el intestino medio de la L4 B. impatiens esta dividido en las
regiones anterior, media y posterior, como se describio para
larvas de G. intestinalis (Roelfstra e al. 2010). Se observaron
tres tipos de células: epiteliales, regenerativas y endocrinas,
presentes también en la L4 de O. togoi (Intakhan et al. 2014).
Las células epiteliales que constituyen el intestino medio
anterior son columnares aplanadas, sin aumento del area que
esta en contacto con el lumen y su funcidn parece ser de union
de los ciegos gastricos con el intestino medio, ademas de que
presentan microvellosidades cortas. Las células columnares
que constituyen el epitelio del intestino medio y posterior
tienen microvellosidades largas en la membrana plasmatica
apical y, por lo tanto, el area de la membrana disponible para la
secrecion o absorcion se incrementa. La membrana plasmatica
basal tiene numerosos pliegues, que forman un laberinto de
canales complejo, estan generalmente relacionadas con el
transporte activo de agua e iones (Terra et al. 1988) y pueden
estar involucradas en flujos de intestino medio importantes
para la translocacion de enzimas y productos de la digestion
(Terra y Ferreira 2005). Las células regenerativas en larvas de
B. impatiens son similares a las reportadas por Evangelista y
Leite (2007) en larvas de D. hominis, pero segun Terra et al.
(1988) parecen estar ausentes en algunas larvas de dipteros. El
papel de las células endocrinas en el control de las funciones
del intestino medio aun no esta claro, pero en los vertebrados
regulan actividades intestinales (Lehane 1997; Boonsriwong
et al. 2006; Taha et al. 2010).

El pH del intestino medio es una propiedad ambiental
interna que afecta la actividad de las enzimas digestivas
y es el resultado de la adaptacion de un insecto ancestral a
una dieta particular (Terra y Ferreira 2012). Por lo regular,
las larvas de dipteros detritivoros de Nematocera tienen un
gradiente de pH en el intestino medio, con una alta alcalinidad
en el intestino medio anterior y bajo nivel del pH en la region
del intestino medio posterior, caracteristica que ha sido
reportada en L. longipalpis (Do Vale et al. 2007), A. gambiae

(Neira et al. 2008), C. quinquefasciatus (Nunes et al. 2010)
y I. abdominalis (Martin et al. 1980). El pH en la L4 de
B. impatiens, presenta un comportamiento similar al de las
larvas de Nematocera, por lo que la funcién de cada region
del intestino medio de B. impatiens, puede ser similar a la que
reportan Neira ef al. (2008) para larvas de 4. gambiae, donde
los ciegos gastricos y el intestino medio posterior tienen una
funcion de metabolismo de proteinas y carbohidratos y en
menor medida el metabolismo y absorcion de lipidos. Ferreira
y Terra (1982), al analizar la actividad enzimatica especifica
en diferentes regiones del intestino medio de larvas del siarido
detritivoro R. americana, que se alimenta de hongos y materia
organica, sugirieron que los ciegos gastricos y el intestino
medio posterior son los principales compartimentos donde se
produce la digestion de proteinas y carbohidratos, con poca o
ninguna participacion del intestino medio anterior y sefialaron
que en las larvas de los dipteros, los ciegos gastricos son
particularmente ricos en peptidasas, mientras que la actividad
de carbohidrasas fue mas abundante en el intestino medio
posterior.

Los altos niveles de alcalinidad del intestino medio
anterior estan relacionados con la solubilizacion de complejos
proteina-tanino, o la extraccion de hemicelulosa del detritus
foliar ingerido (Terra 1990). Ademds, la alta alcalinidad
del intestino medio anterior puede actuar en las particulas
de humus y en los microorganismos presentes en la dieta
de la larva, lo que permite la solubilizacion y dispersion
mas facil y rapida de proteinas, carbohidratos complejos y
lipidos y facilita la accion de las enzimas digestivas (Terra
1988). Neira et al. (2008) reportan que el pH tan alcalino
en el intestino medio sugiere que la absorcion de lipidos es
intensa en esta region, ya que las condiciones alcalinas en
el intestino de insectos podrian reducir la precipitacion de
sustancias surfactantes como la lisolecitina, presentes en el
fluido intestinal, lo que a su vez facilita la solubilizacion de
lipidos en la dieta y el transporte a través de las células de la
mucosa (De Veau y Schultz 1992).

Conclusiones
El tracto digestivo de larvas de cuarto instar de B. impatiens

se divide en mesenteron, estomodeo y proctodeo. Las células
que lo componen son columnares, regenerativas y endocrinas.
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La digestion del bolo alimenticio se realiza en el intestino
medio, tienen dos ciegos gastricos bien desarrollados, donde
existe una gran absorcion de nutrientes. La MP es del tipo II,
con un tamafio de poro que permite el paso de moléculas de
hasta 150 kDa. Tiene cuatro tubos de Malpighi. El intestino
medio tiene un gradiente de pH que va de alcalino (intestino
anterior) a neutro (ciegos gastricos e intestino medio
posterior). Presenta un mecanismo de recirculacion que
mejora la digestion y optimiza la produccidn de enzimas que
van del espacio endoperitréfico al ectoperitrofico y viceversa.
Las caracteristicas morfofisiolégicas mostradas por las larvas
permiten confirmar que son organismos bien adaptados como
detritivoros.
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