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Resumen y abstract

Resumen

Estudio del microbioma intestinal de Zophobas morio (Coledptera: Tenebrionidae) como

aproximacion al uso potencial para la biodegradacion del poliestireno.

El Poliestireno expandido (EPS) es un polimero sintético de uso comuan en diferentes industrias,
principalmente en las de embalaje y construccion. Debido a su composicion quimica a base de
cadenas largas de hidrocarburos, el EPS posee una estabilidad molecular que le permite
permanecer inmodificable por cientos de afios lo que genera un impacto negativo sobre el medio
ambiente, ya que no es un sustrato nutritivo para ningln microorganismo o se desconocia para
cual. En la actualidad, se ha reportado que larvas de coledpteros de la familia Tenebrionidae
pueden biodegradarlo gracias a enzimas producidas por su microbiota intestinal. Considerando
lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue caracterizar la microbiota intestinal de larvas de
Zophobas morio como aproximacion al uso potencial para la biodegradacion del Poliestireno
(PS), empleando metabarcoding. Para esto se realiz6 secuenciacion lllumina Miseq de la region
V3-4 del gen 16s del ARNr de larvas de Z. morio alimentadas con dos tipos de dietas, EPS vy
Avena. Adicionalmente, a través de la plataforma de secuenciacion Hiseg2500 se obtuvo el
metagenoma completo de una de las muestras alimentadas con EPS. Con los resultados de la
secuenciacién se analizé la composicién taxondmica, abundancia relativa de las bacterias y
finalmente se realiz6 un analisis metabdlico del microbioma obtenido de las larvas alimentadas
con EPS. El andlisis metagendmico permitio identificar que el género Spiroplasma presenté una
abundancia relativa de 61,6 %, seguido de Pantoea (19,3%), Enterobacter (5%) vy
Pseudarthrobacter (4,7%). Otros géneros presentes fueron Kluyvera georgiana, Enterococcus
sp., Bacillus sp., Clostridium sp., y Romboutsia sp. Se asume a estos géneros como los
microorganismos mas promisorios que influyen en la biodegradacién del EPS. Los resultados
obtenidos podrian ser incluidos en trabajos futuros donde se analice la actividad biol6gica y de

biodegradacion de microorganismos pertenecientes a los géneros encontrados.

Palabras clave: Poliestireno, EPS, Metagendmica, Metabarcoding, Biodegradacion,

Coleopteros.
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Abstract

Study of the intestinal microbiome of Zophobas morio (Coleoptera: Tenebrionidae)

as an approach to the potential use for the biodegradation of polystyrene.

Expanded Polystyrene (EPS) is a synthetic polymer commonly used in different industries,
mainly in packaging and construction. Due to its chemical composition based on long
hydrocarbon chains, EPS has a molecular stability that allows it to remain unchanged for
hundreds of years, which generates a negative impact on the environment, since it is not a
nutritious substrate for any microorganism, or it was unknown for which one. Currently, it
has been reported that beetle larvae of the Tenebrionidae family can biodegrade it thanks
to enzymes produced by their intestinal microbiota. Considering the above, the objective of
this research was to characterize the intestinal microbiota of Zophobas morio larvae as an
approach to the potential use for the biodegradation of Polystyrene, using metabarcoding.
For this, the lllumina Miseq sequence of the V3-4 region of the 16s rRNA gene of Z. morio
larvae fed with two types of diets, PE and Oats, was performed. Additionally, through the
Hiseq2500 sequencing platform, the complete metagenome of one of the samples fed with
EPS was obtained. With the results of the sequencing, the taxonomic composition, the
relative abundance of the bacteria was analyzed and finally a metabolic analysis of the
microbiome obtained from the larvae fed with EPS was carried out. The metagenomic
analysis allowed us to identify that the genus Spiroplasma presented a relative abundance
of 61.6%, followed by Pantoea (19.3%), Enterobacter (5%) and Pseudarthrobacter (4.7%).
Other genera present were Kluyvera georgiana, Enterococcus sp., Bacillus sp., Clostridium
sp., and Romboutsia sp. These genera are assumed to be the most promising
microorganisms that influence the biodegradation of EPS. The results obtained could be
included in future works where the biological activity and biodegradation of microorganisms

belonging to the found genera are analyzed.

Keywords: Polystyrene, EPS, metagenomics, metabarcoding, biodegradation,

Coleoptera.
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Introduccidén

Los plasticos son polimeros de origen vegetal, animal o artificiales (derivados del petréleo
o de sustancias quimicas) que se pueden moldear en diversas formas (Ghosh et al., 2013;
Posada, 2012). Quimicamente, los plasticos estan compuestos por hidrocarburos de
cadena larga con elevado peso molecular; estos se derivan principalmente de productos
petroquimicos y se pueden clasificar de acuerdo con su estructura y tamafio de particula
(Posada, 2012; Shimao, 2001). Actualmente los principales plasticos que se producen son
el Polietileno (PE), Poliamida (PA), Tereftalato de Polietileno (PET), Poliestireno (PS),
Cloruro de Polivinilo (PVC), Polipropileno (PP) y el Poliuretano (PU) que engloba los
materiales Poliuretano (PUR) y Poliisocianurato (PIR) (Danso et al., 2019), no sélo en el

contexto global, sino también en el nacional.

Desde la década de los 70’s los polimeros sintéticos derivados del petréleo han ido
sustituyendo de forma sustancial a los materiales de origen natural; por su versatilidad,
bajo costo y durabilidad, se han convertido en un producto basico y cotidiano para la
sociedad (ACRR-ASOC. et al., 2004; Haider et al., 2019; Shah et al., 2008). El polimero
conocido como Poliestireno Expandido (EPS), por ejemplo, reemplaza en muchos casos

el uso de metales y compuestos ceramicos (Haider et al., 2019).

En Colombia, el PS es comercializado por la Industria Colombiana de Porosos con el
nombre de ICOPOR y se puede hallar de dos formas, ya sea extruido (XPS) o expandido
(EPS); el primero es mas denso y forma parte de empaques como las bandejas de frutas
en los supermercados y el segundo es mas liviano y se encuentra en forma de esferas,
principalmente para soportar el embalaje de productos delicados. Ambos tipos de
Poliestireno tienen una composicion quimica similar (95% Polimeros de estireno y 5% de
gas) (NOVA Chemicals®, 2017; Sanchez, 2017).

Pese a sus bondades, los residuos que se generan al producir el PS y la disposicion final

inadecuada de los mismos lo convierten en un material altamente contaminante para la
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mayoria de los ecosistemas del planeta. Una caracteristica particular del PS es que no se
degrada facilmente, puede permanecer sin cambios en su estructura por largos periodos
de tiempo, cerca de 100 a 1000 afios, lo que hace que sea propenso a acumularse en las
superficies y, por ende, pueda ser ingerido por diferentes especies de animales
provocando ahogamientos, intoxicaciones y en el peor de los casos la muerte. Por otro
lado, cuando este material se calienta, libera Dioxinas y Estireno, sustancias que se han
encontrado, son cancerigenas. En cuanto a los humanos, diversos autores sugieren que
componentes expansores del PS como el Pentano, Isopentano y/o Ciclopentano pueden
llegar a generar conjuntivitis, dermatitis, cefaleas, nauseas y afecciones en vias
respiratorias altas y bajas cuando se inhalan en altas concentraciones (NOVA Chemicals®,
2017).

Existen diferentes métodos para degradar el PS, uno de ellos consiste en aplicar
temperaturas elevadas al material y fundirlo; aunque este método es eficiente, al final
produce grandes cantidades de Dioxina o precursores de estas como el Fenol Halogenado,
lo que sigue repercutiendo de forma negativa en el ambiente (Tang et al., 2017). En la
actualidad y en un intento por mitigar el impacto negativo que tiene el PS sobre el ambiente,
los investigadores y la industria han dirigido sus esfuerzos en identificar alternativas para
degradar el mismo, tales como los Biodegradadores, microorganismos capaces de
transformar el PS en Dioxido de carbono, metano, compuestos inorganicos, agua y
biomasa (Tang et al., 2017; Téllez, 2012).

Recientemente se ha reconocido que una de las alternativas para identificar qué
microorganismos descomponen el PS es usar herramientas biotecnologicas que permitan
evaluar la diversidad microbiana y su funcién en el ambiente, identificar nuevos genomas,
genes, proteinas y mecanismos moleculares que tengan un impacto positivo en la
biorremediacion de ambientes contaminados (Gilbert & Dupont, 2011; Lovley, 2003;
Marrero-Coto et al., 2010).

En este sentido, la metagendmica ha comenzado a impactar el campo de la
biorremediacion de ecosistemas contaminados con PS, a través del estudio de genes
especificos como el Acido Ribonucleico Ribosomal (ARNr) 16s o mediante el uso de
secuenciacién aleatoria (Gilbert & Dupont, 2011). Esta herramienta utiliza la informacién
de todo el ADN genbémico presente en una muestra ambiental y permite caracterizar

taxondmicamente la comunidad microbiana presente y, ademas, analizar funcionalmente
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el estado del ambiente en el que se encuentran (Gonzalez et al., 2017; Nesme et al., 2016)
(Lorenz y Eck, 2005). En el campo de la biorremediacién los estudios de metagenomica
se han enfocado principalmente en estudiar las transformaciones que sufren los metales,
tales como oxidacion, reduccién, metilacion y desmetilacién de los mismos en ambientes
contaminados, pero donde hay presencia de diversos microorganismos (Marrero-Coto et
al., 2010).

Otros investigadores se han centrado en estudiar como algunas especies de animales
pueden degradar el PS, tal es el caso del estudio realizado por Yang et al. en el afio (2015)
donde utilizando las secuencias del ARNr 16s exploraron el intestino de Tenebrio molitor y
Zophobas morio e identificaron la cepa YT2 de Exiguobacterium sp. y otros 12 aislados
gue podrian estar involucrados en la biodegradacion del PS por parte de las larvas de

estos coledpteros.

Dados estos antecedentes, el objetivo del presente estudio fue caracterizar la microbiota
intestinal de Zophobas morio (Coleoptera: Tenebrionidae) como aproximacién al uso

potencial para la biodegradacion del PS empleando metagenémica y metabarcoding.
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Planteamiento del problemay justificacion

Para el afio 2013 la produccion de plastico a nivel mundial alcanzaba los 299 millones de
toneladas, 200 veces mas de lo que se produjo para el afio 1950, este dramatico aumento
se atribuye principalmente a la importancia que han tomado estos productos en la
cotidianidad de los hogares, pues su uso involucra desde productos electronicos, tuberias
de suministro y drenaje de agua, revestimiento de cableados hasta empaques y
contenedores (S. S. Yang et al., 2021; S. S. Yang, Brandon, et al., 2018; S. S. Yang, Wu,
et al., 2018). Por otro lado, el plastico juega un rol clave a nivel econémico por su bajo
costo frente a otros materiales, durabilidad y multiples usos. Aun cuando genera tantos
beneficios, el plastico es un material que no se biodegrada ni a corto ni a mediano plazo,
por lo que resulta en una amplia gama de impactos ambientales negativos (Gomez Serrato,
2016; Ramis et al., 2004)

Con el fin de disminuir los desechos plasticos en el ambiente y al mismo tiempo obtener
energia del proceso, las industrias de plasticos han optado por diferentes métodos como
incinerar el material; pero la generacion de gases, particulas contaminantes y sustancias
téxicas tales como: Dioxinas, Furanos, Hexaclorobenceno, Clorofenoles, Amoniaco y
Formaldehido, entre otros, ha hecho que este procedimiento no sea el mas idéneo para el
manejo de la acumulacion de residuos (Jakubowicz et al., 2011; K. Meng et al., 2019). Otra
opcion, es utilizar estos residuos como insumo para la elaboracion de nuevos plasticos,
este reprocesamiento degrada de manera irreversible el material, puesto que el mismo, es
sometido a factores mecanicos, quimicos y fisicos que alteran sus propiedades originales
(Goitisolo et al., 2008). A pesar de lo factible de este procedimiento, en la practica no
resulta ventajoso, ya que la logistica para reciclar grandes voliumenes de plastico es
dispendiosa, primero se requiere transportar el material desde su origen hasta la planta de
procesamiento, luego clasificar los residuos, mezclarlos y homogenizarlos, para

posteriormente convertirlo en un producto final que sea efectivo (Moore, 2008).
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Teniendo en cuenta el impacto negativo que causan los desechos de plastico sobre el
ambiente, resulta pertinente explorar métodos mas eficientes para transformarlos en un
material Util, que no genere contaminaciéon y que adicionalmente tenga un valor agregado
para la industria. Una opcién mas amigable y efectiva es la Biodegradacion ambiental con
microorganismos, que al asociarse utilizan el plastico como fuente de Carbono, sin tener
repercusiones significativas en su peso (Sun et al., 2022).

Con respecto a lo planteado anteriormente, se ha encontrado que el microbioma intestinal
de algunos escarabajos tiene un potencial prometedor para la degradacion del plastico, al
combinar mecanismos fisicos y bioquimicos; estos animales utilizan la fuerza mecénica,
es decir, sus apéndices orales, para romper fisicamente e ingerir las particulas de plastico
gue posteriormente pueden ser degradadas aun mas por la comunidad microbiana alojada
en su tracto digestivo (Sun et al., 2022). Tang et al., en el afio (2017) reportaron que las
larvas del escarabajo Zophobas morio (Coleoptera: Tenebrionidae) pueden sobrevivir
comiendo PS como dieta parcial o total y que su microbiota intestinal tiene la capacidad de
biodegradar el PS en moléculas mas inocuas para el ambiente, utilizando un proceso
denominado despolimerizacién, donde las moléculas de PS de cadena larga se convierten
en productos de bajo peso molecular (Yang et al., 2020). Sin embargo, hacen falta analisis
metagenomicos del microbioma de las larvas de Z. morio, que identifique a los miembros
claves de la comunidad y su relacion con la biodegradacion del EPS. Teniendo en cuenta
estos reportes, se planted la siguiente pregunta de investigacién: ¢En la microbiota
intestinal de las larvas de Z. morio existen bacterias con potencial uso en la biodegradacion
de EPS?
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Objetivos

A.

Objetivos

a. Objetivo General

Caracterizar la microbiota intestinal de Z. morio (Coleoptera: Tenebrionidae) empleando

metagendmica y metabarcoding.

b. Objetivos especificos

Caracterizar a través de metabarcoding la composicién taxonémica y la abundancia
relativa de las bacterias presentes en el tracto digestivo de larvas de Z. morio bajo
dos dietas.

Realizar el analisis metabdlico del microbioma obtenido a partir del metagenoma
del tracto digestivo de larvas de Z. morio alimentadas con EPS.
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1 Marco teérico

1.1 Generalidades acerca de los plasticos

La palabra plastico proviene del griego “Plastikos” que significa sustancia que se puede
moldear en cualquier forma (Ghosh et al., 2013). Quimicamente, los plasticos son
polimeros conformados por largas cadenas de hidrocarburos cuyo peso molecular es
elevado; su origen puede ser vegetal, animal, mineral o artificial a partir del petréleo y gas
natural; su clasificacion varia dependiendo del tamafio de las moléculas o de su estructura
guimica (Posada, 2012; Shimao, 2001).

Para el afio 2013 la produccion de plastico a nivel mundial alcanzaba los 299 millones de
toneladas, 200 veces mas de lo que se produjo para el afio 1950, este aumento se atribuye
principalmente a la importancia que han tomado estos productos en la cotidianidad de los
hogares, pues su uso involucra desde productos electrénicos, tuberias de suministro y
drenaje de agua, revestimiento de cableados hasta empaques y contenedores (S. S. Yang
etal., 2021; S. S. Yang, Brandon et al., 2018; S. S. Yang, Wu, et al., 2018). Por otro lado,
el plastico juega un rol clave a nivel econdémico por su bajo costo frente a otros materiales,
durabilidad y mdltiples usos. Danso et al., reportan que para el afio 2016 (2019) los
polimeros que mas se produjeron a nivel mundial fueron el Poliuretano (PUR), Polietileno
(PE), Poliamida (PA), Tereftalato de polietileno (PET), Cloruro de polivinilo (PVC),
Polipropileno (PP) y Poliestireno (PS), siendo este ultimo el que mas se destaca a nivel

nacional (Figura 1).
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Figura 1. Principales polimeros sintéticos producidos a nivel mundial en 2016.
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Los nimeros en el grafico indican la produccién anual a nivel mundial de cada polimero. Adaptado de (Danso
et al., 2019).

1.1.1 Poliestireno

El poliestireno es un polimero que se obtiene a partir de la destilacion del petréleo y esta
compuesto principalmente por particulas o perlas de estireno y un agente que aumenta la
densidad del producto, que generalmente es un hidrocarburo liquido volatii (NOVA
Chemicals®, 2017).

Desde la década de los 70’s los polimeros sintéticos derivados del petréleo han ido
sustituyendo de forma sustancial a los materiales de origen natural; por su versatilidad,
bajo costo y durabilidad, se han convertido en un producto basico y cotidiano para la
sociedad (ACRR-ASOC. et al., 2004; Haider et al., 2019; Shah et al., 2008). El polimero
conocido como Poliestireno Expandido (EPS), por ejemplo, reemplaza en muchos casos
el uso de metales y compuestos ceramicos (Haider et al., 2019). Otras caracteristicas del
PS, que le dan ventaja sobre otros materiales es la rigidez, funciona como aislante térmico

y es impermeable al agua (Daviran, 2017).

A nivel nacional, el PS es comercializado por la Industria Colombiana de Porosos con el

nombre de ICOPOR y se puede hallar de dos formas, ya sea extruido (XPS) o expandido
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(EPS); el primero es méas denso y forma parte de empaques como las bandejas de frutas
en los supermercados y el segundo es mas liviano y se encuentra en forma de esferas,
principalmente para soportar el embalaje de productos delicados. Ambos tipos de PS
tienen una composicion quimica similar (95% Polimeros de estireno y 5% de gas) (NOVA
Chemicals®, 2017; Sanchez, 2017).

Pese a sus bondades, los residuos que se generan al producir el PS y la disposicién final
inadecuada de los mismos lo convierten en un material altamente contaminante para la
mayoria de los ecosistemas del planeta. Una caracteristica particular del PS es que no se
degrada facilmente, puede permanecer sin cambios en su estructura por largos periodos
de tiempo, cerca de 100 a 1000 afios, lo que hace que sea propenso a acumularse en las
superficies y, por ende, pueda ser ingerido por diferentes especies de animales
provocando ahogamientos, intoxicaciones y en el peor de los casos la muerte. Por otro
lado, cuando este material se calienta, libera Dioxinas y Estireno, sustancias que se han
encontrado, son cancerigenas. En cuanto a los humanos, diversos autores sugieren que
componentes expansores del PS como el Pentano, Isopentano y/o Ciclopentano pueden
llegar a generar conjuntivitis, dermatitis, cefaleas, nduseas y afecciones respiratorias altas

y bajas cuando se inhalan en altas concentraciones (NOVA Chemicals®, 2017).

1.1.2 Degradacion del Poliestireno

En la industria se describe con esta palabra a los cambios no deseados en las
caracteristicas y propiedades de los polimeros, como consecuencia del paso del tiempo o
de la exposicion a factores que al actuar de forma individual o en conjunto pueden cambiar
las propiedades originales de los mismos; algunos de estos pueden ser fisicos, como altas
temperaturas que los funden o los inflaman, quimicos, mecanicos, radiantes y biol6gicos
(Posada, 2012). Dentro de los métodos mas utilizados para degradar plastico se puede
encontrar la aplicacién de temperaturas elevadas al material, con el objetivo de fundirlo;
aunque este método es eficiente, al final produce grandes cantidades de Dioxina o
precursores de estas como el Fenol Halogenado, materiales altamente nocivos para el

ambiente (Tang et al., 2017).

En la actualidad y en un intento por mitigar el impacto negativo que tiene el PS sobre el
ambiente, los investigadores y la industria han dirigido sus esfuerzos en identificar

alternativas para degradar el mismo, tales como los Biodegradadores, microorganismos
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capaces de transformar el PS en Di6xido de carbono, metano, compuestos inorgénicos,
agua y biomasa (Tang et al., 2017; Téllez, 2012).

1.1.3 Biodegradacion

La biodegradacion es un proceso mediante el cual microorganismos, principalmente
bacterias y hongos transforman o alteran la estructura quimica, la forma y el peso
molecular de sustancias que se encuentran presentes en el ambiente utilizando diversos
mecanismos de hidrdélisis enzimética y no enzimatica (Lovley, 2003; Przemieniecki et al.,
2020). Los procesos de biodegradacion varian y los mecanismos utilizados son complejos,

el fisico, por ejemplo, abarca factores quimicos y biolégicos (Cao & Wang, 2009).

Para el caso de los plasticos, se reporté en algdn momento que estos eran nocivos para
los microorganismos, hoy dia se sabe que diversos aislados microbianos utilizan el plastico
como fuente de alimento y sin tener repercusiones significativas en su peso (Sun et al.,
2022). Por otro lado, los microorganismos pueden utilizar diferentes estrategias para
degradar el plastico, de forma aerdbica en la naturaleza, anaerébica en sedimentos y
vertederos y parcialmente aerdbica en abonos y suelo (Tipney et al., 2009). En el caso de
la biodegradacion aerébica, los microorganismos usan el oxigeno como receptor de
electrones y descomponen las moléculas organicas en compuestos mas pequefios como
CO2y moléculas inorganicas como el agua (Priyanka & Archana, 2011). La biodegradacion
anaerobica es la descomposicién de contaminantes organicos en ausencia de oxigeno, en
este caso las bacterias utilizan como receptores finales de electrones, sustancias como
nitrato, sulfato, hierro, manganeso y diéxido de carbono con el fin de para convertirlos en
elementos mas pequefios como Carbono (C) Plastico (CHs+ CO2 + H,O + C residual +

Biomasa) (Przemieniecki et al., 2020).

Algunos de los plasticos mas susceptibles a la degradacién por microorganismos son
Poliésteres, Polihidroxibutirato (PHB), Policaprolactona (PCL), Acido Polilactico (PLA),
Poliuretano (PUR), Alcohol Polivinilico (PVA), Nylon y Polietileno (PE) (Shimao, 2001).
Aunque, cabe destacar que dependiendo del tipo de polimero, asi sera el mecanismo de
degradacioén a utilizar por parte de los microorganismos y su eficiencia en el proceso, ya
gue propiedades fisicas como la cristalinidad y orientacion y propiedades morfoldgicas

como el area de superficie pueden afectar la tasa de degradacién (Kale et al., 2015).
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Segun Kale et al. (2015) el mecanismo principal para la biodegradaciéon de polimeros de
alto peso molecular como el plastico sintético es la oxidacién o hidrélisis enziméatica, con
el fin de crear grupos funcionales que mejoren la hidrofobicidad de sus componentes. Por
otro lado, polimeros méas estables como el Polietileno (PE) no pueden ser degradados
facilmente por los microorganismos; aungue se ha informado que los oligémeros de PE de
peso molecular menor o igual 600-800 gr/mol pueden ser degradados parcialmente por
especies de bacterias como Actinobacter utilizando mecanismos como la
hidrobiodegradacion y oxobiodegradacion (Ghosh et al., 2013; Ahmed et al., 2018).

A diferencia del PE, otros materiales como el Polipropileno (PP) se degradan facilmente al
exponerse a temperaturas altas y a la radiacion ultravioleta generada por la luz solar. Sin
embargo, la comunidad cientifica también ha explorado el uso de Biodegradadores y ha
encontrado que en comunidades microbianas donde hay presencia de hongos como
Aspergillus niger y bacterias como Pseudomonas sp. y Vibrio sp., que pueden degradar el
PP; estos transforman el material en grupos mas pequefios como carbonilos y carboxilos
(Sivan, 2011; Fesseha & Abebe, 2019). Finalmente, se encontré que respecto a polimeros
de bajo peso molecular como el Cloruro de polivinilo (PVC) hay poca informacién acerca
de la biodegradacion, lo que se sabe es que este puede ser atacado por hongos de

pudricién blanca (Imre & Pukanszky, 2013).

A la fecha son numerosos los reportes sobre microrganismos degradadores de plastico e
hidrocarburos complejos, en biomoléculas mas simples; especialmente hongos del género
Aspergillus glaucus y Aspergillus niger; bacterias gram positivas y negativas tales como
Streptococcus, Staphylococcus, Micrococcus, Moraxella, Bacillus megaterium, Ralstonia
eutropha, Azotobacter, Halomonas y Pseudomonas (Tabla 1) (Bhardwaj, H; Gupta R.
2013).

Bhardwaj y Gupta (2013) y (Ahmed et al., 2018) reportan diferentes investigaciones en
donde se encuentran microorganismos y enzimas involucradas en la degradacion de
plastico en distintos medios, siendo Aspergillus, Pseudomonas, Firmicutes los mas
comunes (Anexo 2). Cabe destacar la mayoria de microorganismos estan relacionados

con la degradacioén de Polietileno y no de EPS.
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Tabla 1. Microorganismos asociados a la degradacion de materiales plasticos adaptado de
(Urbanek et al., 2018).

Microorganismo Fuente Plastico Referencia
Shew_an”ella Sp. Sedimentos de aguas Sekiquchi et al
Moritella sp. profundas, fosas de Kunle y PCL g '
Psychrobacter sp. Japon (2010)
Pseudomonas sp. '
Vibrio alginolyticus L.
Vibrio Zonas bentonicas de PVA-LLDPE Raghul et al. (2014)
. ambientes marinos.
parahemolyticus

Pseudomonas sp.
Clonastachys
rosea Trichoderma

El suelo artico

PCL, Bolsas a base
de patata y almidén

Urbanek et al.
(2017)

sp. de maiz.
Rhodococcus sp.
Zalerion maritimum | Ambiente marino PS Paco et al. (2017)
Aspergillus . -
P . g Costa de Kovalam frente a Pramila y Vijaya
versicolor . LDPE
. la bahia de Bengala. Ramesh (2011)
Aspergillus sp.
Aguas profundas de la
prefectura de Tollori y mar Sekiguchi et al.
Pseudomonas sp.
P adentro en la bahia de PCL (2009)
Toyama
Fibras
Pseudomonas sp. i . .
AlCanivorax s Aquas profundas monofilamentosas Sekiguchi et al.
Tenacibaculumps. ’ P de PCL, PHBIV, (2011)
p- PBS.
Comunidades microbianas
Phormidium sp. adheridas ".Jl botellas de Oberbeckmann et
. PET sumergidas en el mar PET
Lewinella sp. al. (2016)
del norte frente a la costa
del Reino Unido
Phormidium sp.
Rivularia Stame:na Microplastico del Atlantico PP. PS Zettler et al. (2013)
Pseudophormidium norte
Sp
Particulas de plastico
Pseudophormidium recolectadas frente a las PP. Ps Oberbeckmann et
sp. Phormidium sp. costas del Reino Unido, ' al. (2014, 2016)
Alemania y Dinamarca
Stanieria, Comunidades microbianas PET Oberbeckmann et
Pseudophormidium | adheridas al PET bebible al. (2014)
Proteobateriasa Microplasticos recolectados Microplastico De Tender et al.
Bacterioides sp. de parte del mar de Bélgica P (2015)
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Arcobacter sp. Sedimentos de la costa L DPE Harrison et al.
Colwellia sp. marina de Reino Unido (2011)

1.1.4 Mecanismos de biodegradacion

Cuando se habla de microorganismos biodegradadores, se debe tener en cuenta los
mecanismos por los cuéles logran llevar a cabo estos procesos. Dada la composicién
guimica de los polimeros y su insolubilidad en medios acuosos, resulta imposible para los
microorganismos movilizar este material a través de sus membranas celulares externas
para incluirlas en su metabolismo. Para poder romper estas moléculas, los
microorganismos desarrollaron mecanismos mas eficientes, donde utilizan enzimas
extracelulares como las despolimerasas presentes en algunas bacterias (Ahmed et al.,
2018) (Figura 2).

Figura 2. Mecanismos de biodegradacién microbiano del plastico utilizando enzimas despolimerasas.
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Adaptado de (Ahmed et al., 2018).

Cuando los microorganismos se exponen a la presencia de plastico se desencadena una
seria de pasos que segun (Fesseha & Abebe, 2019) implica: La accion y adhesion de las
comunidades microbianas y otros microrganismos a la superficie del polimero, siempre y

cuando este sea hidrofilico; esta adhesion implica un deterioro fisico y quimico que resulta
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en una degradacién superficial; luego inicia la degradacion del polimero en fragmentos
mas pequefios como oligémeros, dimeros 0 monémeros, por accion catalitica de diferentes
ectoenzimas u oxidativas de los radicales libres que secretan los microorganismos.
Finalmente se da el crecimiento del microorganismo utilizando estos compuestos mas
pequefios como fuente de carbono y energia (Figura 3) (Bornscheuer, 2002; Lucas et al.,
2008; Nomura et al., 1998; Premraj & Doble, 2005; Rujni¢-Sokele & Pilipovi¢, 2017).

Figura 3. Sistema de  degradacién de  plasticos de  diferentes  microorganismos

| Biomas mmertos

despolimerizacion

Adaptado de (Lucas et al., 2008).

1.2 Zophobas morio

Nombre comun: Gusano rey — gusano de la harina.
Orden: Coledptera

Familia: Tenebrionidae

Género: Zophobas

Especie: Z. morio

Nombre cientifico: Zophobas morio (Coledptera: Tenebrionidae).



Este escarabajo se puede encontrar ampliamente distribuido en zonas de Centro y
Sudamérica, aunque paises como Estados Unidos y algunos de Europa lo cultivan como
una fuente de proteina alternativa. El tamafio de Z. morio puede variar dependiendo del
estadio en el que se encuentre, los huevos por ejemplo miden alrededor de 1,2 a 1,4 mm
de largo, son de color blanco y duran en esta etapa cerca de 8-12 dias. Las larvas miden
entre 1,2 a 2,5 mm al nacimiento, son de color amarillo y duran en esta etapa mas o menos
6 semanas, al final de este estadio las larvas pesan aproximadamente 1,5 a 5g y miden
entre 5y 6 mm. Las pupas miden de 28 a 30mm y pasan de 2 a 3 semanas hasta que se
convierten en un escarabajo adulto que puede llegar a medir de 30 a 34 mm de largo, 10-
12 mm de ancho, se tornan de color negro y viven mas o menos un 1 afio. Z. morio presenta
varias particularidades, entre las que se destaca un marcado dimorfismo sexual, donde la
hembra es mas grande que el macho; su estilo de vida es nocturno y de dia prefieren estar
en lugares oscuros; finalmente en los eventos reproductivos, la hembra puede llegar a
colocar cerca de 400 huevos en cada uno (Schulte, 2006). De acuerdo con Daviran (2017)
Z. morio es un coleodptero resistente que puede sobrevivir a base de alimentos con bajo
contenido de humedad, conservando su propia agua y evitando excretar. En condiciones
adversas se puede presentar el canibalismo entre especimenes de las mismas o diferentes

fases biologicas.

Adicionalmente, se ha reportado que las larvas de Z. morio pueden sobrevivir en
condiciones donde el EPS es la Unica fuente alimento. Recientemente, algunos autores
descubrieron que las larvas de este escarabajo convertian cerca del 37% del plastico
consumido en CO;(Yang et al., 2020). Aunque faltan datos acerca de Z. morio la especie
mas cercana de referencia que se tiene es Tenebrio molitor cuyas larvas también pueden
alimentarse de EPS como Unica fuente de alimento y pasar con éxito por todas las etapas

gue supone su ciclo de vida (Ramos, 2008; Yang et al., 2015).

En una investigacion realizada con larvas de Z. morio, las cudles fueron alimentadas con
34 y 39 mg de estireno diarios, se obtuvo que el material fue degradado en un periodo de
24 horas, posterior a esto las larvas vivieron durante un mes y convirtieron el 47,7% de

carbono del estireno en CO; y lo demas en material biodegradable (Yang, 2015).
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1.3 Metagendmica

La Metagendmica es el andlisis del ADN gendmico de toda una comunidad presente en
una muestra, para su comprension se requiere aislar todo el ADN e identificar los genomas,
genes y proteinas mas relevantes de cada una de las muestras analizadas (Fuente, 2015),
lo que difiere de la gendmica, que es el analisis de ADN gendémico de un organismo o
célula individual (Gilbert & Dupont, 2011).

Con relacion al estudio de microorganismos, la Metagendmica se ha centrado en evaluar
la diversidad de los mismos y sus funciones dentro del ecosistema o muestra donde se
encuentran. La mayoria de los estudios giran en torno a la caracterizacion taxonémica de
una comunidad microbiana, bien sea mediante el empleo de un gen especifico, como lo es
el Acido ribonucleico ribosomal (RNAr por sus siglas en inglés) 16S o mediante el uso de
la secuenciacion aleatoria, que se divide en dos grupos técnicamente distintos; por un lado,
la secuenciaciéon basada en la clonacion utilizando vectores, cromosomas bacterianos
artificiales de gran tamafo (10-100 Kpb) o el uso de vectores plasmidicos para insertos
pequefios (<5 Kpb). Estas técnicas de aislamiento de ADN basadas en vectores estan
disefiadas principalmente para la expresién y secuenciacion heterdloga. El otro tipo de
secuenciacién se denomina directa y esta basada en las tecnologias de secuenciacion de
siguiente generacion (NGS por sus siglas en inglés), las cuales no utilizan clonacion para
el aislamiento del ADN, sino que se basan en la fragmentacién y captura de ADN a través
de diversas estrategias de ligacion (Gilbert & Dupont, 2011). Independientemente de la
metodologia que se elija a seguir, la clave para realizar un estudio de metagendémica con

éxito es la extraccion del ADN.

Los avances en las tecnologias de secuenciacion (NGS) han dado lugar a procedimientos
mas rapidos y econémicos, ya que con estas se puede reconstruir todo el genoma de
microorganismos como bacterias y arqueas sin la necesidad conocerlas previamente, asi
como obtener secuencias contiguas mas largas, a partir de algoritmos de montaje de gran
alcance (Thomas et al., 2012).Por otro lado, los avances también se dan en las plataformas
utilizadas para secuenciar; actualmente, las mas comunes para estudios de Metagendmica
son lllumina/Solexa y la tecnologia de pirosecuenciacion 454/Roche. La tecnologia de

lllumina/Solexa se basa en la secuenciacion por sintesis de moléculas unidas a una
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superficie donde los grupos clonales se generan a través de un puente de amplificaciones,
esta plataforma puede generar 2-3 billones de secuencias de 150 pb de longitud, mientras
gue el sistema de pirosecuenciacion 454/Roche, estd basado en una PCR de emulsion
para amplificar fragmentos de ADN al azar, que posteriormente se unen a perlas
microscopicas y finalmente son secuenciados. Esta tecnologia actualmente puede generar
aproximadamente un millon de secuencias de entre 500-800 pb de longitud por corrida.
(Hernandez et al., 2016).

Para realizar un estudio de Metagenémica se deben tener en cuenta aspectos como

tamafio y nimero de muestra, filtracion de datos y grabacion de metadatos.

1.3.1 Tamafio y numero de muestras

El primer paso en un estudio de Metagendmica es obtener la muestra ambiental y
determinar el tamafio y el nUmero de muestras a emplear, teniendo en cuenta que estas
deben representar a la poblacién de la que se toman. Para estimar la poblacion y la
diversidad de la misma se suelen utilizar curvas de rarefaccién las cuales trazan el nUmero
de especies en funcién del nimero de individuos muestreados. La curva generalmente
comienza con una pendiente pronunciada dada por la aparicion de todas las especies
presentes, a medida que se descubren menos especies por muestra comienza a
aplanarse; cuanto mas suave es la pendiente, menor es la contribucion del muestreo al
numero total de unidades taxondémicas operativas (OTU por sus siglas en inglés). Para
muestras microbianas las OTU se caracterizan tipicamente por ADNr 16S en procariotas

0 18S en eucariotas (Wooley et al., 2010).

1.3.2 Filtracion

Existen dos tipos de filtrado, uno inicial, donde lo que se busca es descartar todo lo que no
sea bacterias, como por ejemplo protistas 0 agentes virales, posterior a la secuenciacion
se puede realizar otro filtrado, pero este es de tipo computacional, en este caso se busca
el material gendmico de las muestras de interés. En este punto, se debe tener especial
cuidado con los falsos negativos y positivos, en el caso de los negativos es descartar
material gendmico relevante que puede filtrarse porque los homdlogos no se han
depositado en las bases de datos existentes; respecto a los positivos, ocurre cuando en el

material filtrado pasan genomas de eucariotas cuando sélo se va a analizar material
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procariota. Es de destacar, que durante este paso también se puede detectar
contaminacion en las muestras (Wooley et al., 2010).

1.3.3 Grabacién de metadatos

Los metadatos son los datos precisos de la investigacién tales como hora del muestreo y
como fueron obtenidos esos datos, por ejemplo, en un muestreo realizado en agua serian
la profundidad, la salinidad, la intensidad de la luz, las coordenadas geogréaficas, el pH, etc.
En ecologia microbiana, esto se refiere a caracteristicas fisicas, quimicas y ambientales
de la ubicacion de la muestra (Wooley et al., 2010). Muchas investigaciones en
Metagenomica tienen como interés el descubrimiento de nuevos datos y la correlacion
estadistica de estos con otros previamente reportados, que pueden llegar a tener
relevancia biologica. Por esto, es importante proporcionar metadatos completos,

estandarizados y susceptibles de ser computarizados (Wooley et al., 2010).

1.3.4 Secuenciacion

Para realizar la secuenciacién del ADN primero se divide el contenido de ADN de una
réplica gendmica en fragmentos aleatorios. A continuacion, los fragmentos se clonan en
vectores de plasmidos que se cultivan en bibliotecas monoclonales para producir suficiente
material gendmico para la secuenciacion. Después, se debe secuenciar el ADN y se repite
el proceso para asegurarse que el genoma estudiado se secuencie varias veces. Luego,
se utiliza un software de ensamblaje para ensamblar los fragmentos de secuencia en todo
el genoma. Tedricamente, cualquier genoma de un tamafio menor de 5 Mbp se puede
ensamblar de esta forma, aungue las regiones con grandes repeticiones tienden a frustrar
los algoritmos de ensamblaje. Por lo tanto, las regiones con grandes repeticiones a
menudo no se incorporan a la imagen gendmica completa, lo que deja algunas lagunas
(Sorek et al., 2007)

En el estudio de microbiomas, el método para secuenciar mas utilizado es Shotgun
ambiental 0 ESS que proviene del uso de secuenciaciéon en gendmica de cultivos clénales,
pero en este caso el material genémico proviene de una comunidad de microorganismos
y no de uno solo, por eso en Metagen6mica se utiliza la secuenciacién Shotgun de la
misma manera que en cultivos clénales pero con resultados de poblaciones multiples

mucho mas utiles (Wooley et al., 2010).
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De acuerdo a la capacidad para tomar muestras, es posible que el secuenciar las muestras
de ADN sdlo se obtenga una aproximacion gendmica parcial de los organismos presentes
en el medio, esto debido a que el material gendmico de las especies mas abundantes va
a dominar en la muestra. Si se separan las muestras procariotas y eucariotas en una
comunidad y se utilizan cebadores universales, se obtendrd una mejor imagen genoémica.
Cabe sefalar que cuando se utilizan cebadores para el ADNr para clasificar las OTU en
una muestra ambiental, hay que hacer elecciones con respecto a la secuencia del cebador,
especialmente cuando se espera que la composicion de OTU estudiada difiera
significativamente de la mayoria de las especies conocidas, las denominadas biosferas

raras o0 poco comunes.

1.3.5 Ensamblaje del metagenoma

El ensamblado se basa en el solapamiento de las secuencias para reconstruir secciones
completas y contiguas de ADN (contigs), con la finalidad de armar genomas completos.
Muchas veces los “contigs” no son lo suficientemente grandes para abarcar toda una
region, por lo tanto, no pueden ensamblarse. Dado esto, se prefiere que los fragmentos
producidos por la secuenciacidn sean grandes asi el ensamblado sera mas facil (Arguello
et al., 2014).

Por otro lado, una vez obtenido el ensamblado es necesario que las secuencias que
conforman una region se encuentren secuenciadas varias veces, a esto se le conoce como
profundidad de la cobertura de secuenciaciébn y un genoma completo se considera

confiable si tiene mas de seis repeticiones (6X) (Arglello et al., 2014).

1.3.6 MetagenOmica comparada

Existen varios programas bioinformaticos para comparar la composicion de OTUs de dos
0 mas muestras como MEGAN, MG-RAST, IMG/M y RAMMCAP; estos programas
proporcionan un analisis comparativo funcional basado en la secuencia para las muestras
cargadas (Buchfink et al., 2014; White et al., 2009).

Respecto a bases de datos, las opciones para datos obtenidos de metagenomas son muy
variados, por ejemplo, el servidor MG-RAST o Metagenomics Rapid Annotation using

Subsystem Technology por sus siglas en inglés se basa en el concepto de subsistemas y
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los datos establecidos por los equipos FIG (Fellowship for Interpretation of Genomes por
sus siglas en inglés) y NMPDR (The National Microbial Pathogen Database Resource por
sus siglas en inglés). Esta herramienta permite cargar datos propios obtenidos de estudios
de Metagendmica para realizar un andlisis automatizado y un almacenamiento de los
datos. En este, el andlisis de los datos se lleva a cabo en varias etapas (Figura 4).

Figura 4. Esquema de flujo de trabajo implementado en la plataforma MG-RAST
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Donde se muestran las principales etapas del procesamiento de datos adaptado de Calderoli, 2016.

Otros programas como SHAMAN son Utiles para el analisis diferencial de datos
metagenomicos (16S, 18S, 23S, 28S, ITS y WGS) que incluye el tratamiento bicinformatico
de lecturas sin procesar para Metagendmica dirigida, analisis estadistico y visualizacién de
resultados con una gran variedad de graficos (diagramas de barras, diagramas de caja y

mapas de calor).

El tratamiento bioinformatico de los datos a partir de SHAMAN se realiza utilizando el
paquete Vsearch, ya que es rapido y preciso (Rognes et al., 2016). Por otro lado, para
realizar analisis estadisticos, una opcién viable es el paguete DESeq2 de R, que identifica

de manera sélida las caracteristicas diferenciales de las OTUS (Huse et al., 2007)
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SHAMAN identifica con firmeza los géneros mas abundantes con el Modelo Lineal
Generalizado implementado en DESeq2 (Love, 2014). SHAMAN presenta varias ventajas
y es que es compatible con formatos estandar para analisis Metagendmico tales como csv,
tsv y biom. Adicionalmente, las figuras se pueden descargar en varios formatos. A
continuacion, en la Figura 5 se muestra el flujo de trabajo global del programa SHAMAN.

Figura 5. Diagrama de flujo de trabajo global de la aplicacion SHAMAN.
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Respecto a bases de datos, ONE CODEX es una de las mas comunes en cuanto a
microbiomas, actualmente es la mas grande del mundo y puede respaldar millones de
muestras, desde la secuenciacion hasta el analisis de datos y la presentacién de informes.
ONE CODEX proporciona estructura a conjuntos de datos complejos, respondiendo

preguntas como: ¢ Qué microbios estan presentes? y ¢ Qué funcion cumplen? (Onecodex)

1.4 Aplicaciones de la metagendmica en el
mundo microbiano

Los estudios de Metagendmica y posteriores analisis funcionales han permitido identificar
nuevas enzimas, antibioticos y muchas otras moléculas de interés en diversos campos. La
Metagendmica ha facilitado el descubrimiento de nuevos genomas, los cuales brindan una
idea sobre la estructura de las comunidades microbianas y su funcion en el medio ambiente

(Hernandez et al., 2016).

En campos como el de la biorremediacién, este tipo de estudios es clave ya que el éxito

de esta depende de la identificacion de los microorganismos presentes en el sitio
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contaminado, la investigacion de sus capacidades metabdlicas y del entendimiento de los
potenciales cambios en la comunidad microbiana en respuesta a las alteraciones en los
factores ambientales (Lovley, 2003). En gran medida, gracias a la Metagendmica se han
proporcionado datos esenciales sobre los mecanismos moleculares y biologicos
implicados en la biorremediacion de ambientes contaminados como las transformaciones
enzimaticas de los metales que incluyen la oxidacion, reduccion, metilacién y desmetilacion
(Marrero-Coto et al., 2010).

1.5 Metagendémica y gusano de la harina
(Tenebrio molitor).

Algunos estudios de Metagendémica como el de Bae et al., en el (2021) realizados en
gusanos de la harina alimentados con salvado de maiz y EPS revelaron que estos
escarabajos pueden ingerir y degradar el plastico, para poder lograr esto los
microorganismos intestinales juegan un papel clave. Estos autores, también encontraron
diferencias significativas en la composicién de la microbiota intestinal entre el grupo

alimentado con salvado (15 especies) y el grupo alimentado con EPS (siete especies).

En estudios realizados sobre indices de biodiversidad se encontré que en el tracto
gastrointestinal de insectos y escarabajos, hubo una alta presencia del taxén Spiroplasma
sp., el cual es necesario para el buen funcionamiento del sistema digestivo de insectos;
también se encontrd especies como Lactococcus garvieae y Cronobacter sakazaki que se
sugiere, pueden ser microorganismos claves para la degradacion del EPS (Bae et al.,
2021; Brandon et al., 2018; Jung et al., 2014; Nukmal et al., 2018; Przemieniecki et al.,
2020).

En estudios realizados para analizar la densidad de poblacién, se observé que
microorganismos como Cronobacter sakazakii, perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae aumentaron su poblacion en un 24,7 % cuando fueron alimentados
con EPS (Bae et al., 2021). Otros autores como (Henry & Fouladkhah, 2019) también
sugieren gue C. sakazakii puede crecer en superficies abiéticas como acero inoxidable o
plastico de poliéster. Otras familias como la Streptococcaceae presentan reportes
similares, aunque se obtuvo un mayor aumento de la poblacibn en las bacterias
alimentadas con EPS que con salvado (Peng et al., 2020). Otros estudios al analizar el gen

16s del ARNr sugieren que microorganismos como las Aeromonas sp., Y Klebsiella
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pneumoniae tienen un crecimiento satisfactorio cuando se alimentan de PS (Tang et al.,
2017).

Algunos reportes respecto a la poblacién de microorganismos presentes en el intestino de
gusanos de la harina alimentados con EPS son aquellos pertenecientes al género
Lactococcus (Nukmal et al., 2018; Przemieniecki et al., 2020). Sin embargo, estudios
similares reportan que la densidad de poblaciébn del género Lactococcus es baja,
independiente de la dieta recibida (Brandon et al., 2018).
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2 Metodologia

En este estudio se realizé un analisis de metagenomica a partir de muestras del tracto
digestivo de larvas de Z. morio alimentadas con EPS (Figura 6) y avena. Las larvas
empleadas en este estudio se adquirieron en una casa comercial para productos de pesca.
Posterior a la adquisiciéon, cuando se recibieron las larvas se sometieron a un ayuno de
tres dias para limpiar el tracto digestivo y se dividieron en dos grupos. El primer grupo de
larvas fue alimentado con una dieta a base de avena y el segundo grupo fue alimentado
exclusivamente con EPS comercial. Con el objetivo de proporcionar humedad a las dietas,
se afiadieron trozos de naranja al contenedor de larvas alimentadas con avena y aspersion
con agua cada dos dias a las larvas alimentadas con EPS. Finalmente, los contenedores
con los grupos experimentales fueron incubados durante un periodo de seis meses a una
temperatura de 25°C y una humedad del 70%.

Figura 6. Cria de larvas de Z. morio alimentadas con EPS.

Pasados los seis meses las larvas se trasladaron al laboratorio de Biologia Molecular de
la Universidad Nacional de Colombia-Sede Palmira donde se realiz6 una extraccion del
tubo digestivo, para este proceso cada larva fue puesta en una caja de Petri y luego se

llevé a -80 °C durante 5 minutos para bajar su metabolismo y evitar el sufrimiento del
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animal. A continuacién, con un bisturi se cortd cabeza y cola (Figura 7) y luego se abrié
los laterales de la larva que es la zona donde se unen las escamas del cuerpo. Con ayuda
de unas pinzas se extrajo el tubo digestivo, el cual se limpid con agua destilada y se eliminé
el exceso de grasa circundante; el tubo se parti6 en trozos y se deposité en un tubo
Eppendorf y se almacené en un ultracongelador a -80 °C.

Figura 7. Proceso de extraccion de tubos digestivos de larvas de Z. morio
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A) Corte lateral de larvas, B y C) tubo digestivo extraido y D) Tubos digestivos almacenados en tubos para
microcentrifuga.

2.1 Extraccién de ADN total

Se utilizd el kit comercial DNAeasy PowerSoil Kit (Qiagen, USA) para extraer el ADN
gendmico de tres muestras para el tratamiento con avena (A) y cinco para el que incluia
EPS (P); cada muestra contenia cuatro tractos digestivos de las larvas. Cada extraccion
de ADN se realiz6 de forma independiente con el fin de evitar contaminacién cruzada. La
calidad y cantidad del ADN extraido fueron determinadas mediante electroforesis en geles
de agarosa y empleando un espectrofotometro de microvolimenes (Colibri Eppendorf). El

ADN extraido fue almacenado a -80 °C para su posterior uso.

2.2 Secuenciacion masiva empleando
amplificaciones y genomas completos.

Previo a la secuenciacion se realiz6 un prechequeo de la calidad de las muestras de ADN,
a través de PCR (Polymerase Chain Reaction por sus siglas en inglés) con los cebadores
341F: (5°CCTAYGGGRBGCASCAG3’) y 806R: (5'GGACTACNNGGGTATCTAAT3’), en
un céctel de 1 pul de ADN gendmico, 3,9 ul de agua HPLC (Ligh Pressure Liquid
Chromatography por sus siglas en inglés) estéril, 5,0 ul 2,0X Hot Master Mix (Qiagen) y



0,05 pl de cada cebador para una concentracion final de 5 pl. El ciclo para la PCR tuvo una
desnaturalizacién inicial a 95 °C durante tres minutos, seguida por 30 ciclos de
amplificacién con una desnaturalizacion a 95 °C durante 45 segundos. El alineamiento se
dio a 50 °C por 45 segundos y la extension a 68 °C por 90 segundos. Finalmente se realizé
una ultima extension a 68 °C por 5 minutos. Los productos de PCR se visualizaron
mezclando el mismo volumen de estos con el buffer de carga 1X (SybrSafe), los cuales
fueron cargados para la separacion electroforética en un gel de agarosa al 2% por 30

minutos a 100 voltios.

Una vez verificada la amplificacion del ADN extraido y con el fin de determinar la
composicion taxondémica y abundancia relativa de bacterias, las muestras fueron enviadas
a secuenciar con la plataforma lllumina® MiSeq con una cobertura de 466 pb. PE y 20.000
lecturas por muestra para las regiones variables V3-4 del gen ARN 16S con los cebadores
341F: 5CCTAYGGGRBGCASCAG3' y 806R: 5’ GGACTACNNGGGTATCTAATS'.

Adicionalmente, una de las muestras de ADN fue enviada a secuenciar con el sistema
Hiseq2500 de lllumina® para la obtencion del Metagenoma. La biblioteca se construyé
para tener secuencias de 350 pb de longitud y con 25 pb de superposicién parcial entre
pares de lecturas (150 pb para forward y 150 pb para reverse). Como resultado se obtuvo
un rendimiento de 6 Gb de informacion, con una calidad de Q30 > 80% de las lecturas
(Shelomi et al., 2019).

2.3 Analisis bioinformaticos

2.3.1 Composicion taxonOmicay abundanciarelativa de bacterias.

Los andlisis de Metabarcoding para el gen ARNr 16S se realizaron empleando la

plataforma bioinforméatica SHAMAN (https://shaman.pasteur.fr/) que permite realizar la

asignacion taxonomica de OTU y determinar su abundancia relativa a través de analisis

estadisticos.
El flujo de trabajo para realizar los andlisis bioinformaticos fue el siguiente:

1. Se filtraron y se descartaron las lecturas de microbiomas que se alineaban con el

genoma de Z. morio, pero que no eran de interés. Esto se llevé a cabo utilizando la


https://shaman.pasteur.fr/

herramienta Bowtie2. Posteriormente la calidad de las lecturas fue verificada
mediante AlienTrimmer, un software para recortar secuencias contaminantes.

2. Finalmente, las lecturas de los extremos emparejados fueron fusionados utilizando
el software Pear.

3. Utilizando Vsearch se realizé la seleccion y cuantificacion de OTUs, asi como la
anotacion taxondmica. El proceso de seleccion de OTUs const6 de cinco pasos.

e “Dereplication” identificacion de grupos de genomas idénticos o similares.
e Eliminacioén de singletons.

e Deteccion de quimeras.

e Agrupacion

e Alineacion.

El nimero de amplicones de entrada se alinearon con el conjunto de OTUs detectadas y
se cred una tabla de contingencia. La finalidad de este paso fue el de refinar los recuentos
de OTUs mediante la inclusién de singletons correspondientes a secuencias con una

cantidad razonable de errores de secuenciacion es decir <3%.

Las anotaciones taxondmicas de las OTUs fueron realizadas empleando la base de datos
de referencia SILVA, donde las anotaciones para el nivel taxonémico de Filo se
mantuvieron cuando la identidad entre el OTU y la secuencia de referencia era 275%; de
forma similar, con 278,5% para el nivel Clase, 282% para Orden, 286,5% para Familia,

294 ,5% para Género y 298% para el nivel de Especie.

4. Se realiz6 un andlisis filogenético de las OTUs, las cuales fueron alineadas
utilizando el programa Mafft y para filtrar las regiones poco conservadas se utilizo
el software BMGE; finalmente se infirid la filogenia del arbol y sobre la base del
altimo arbol, se calculd la distancia UNIFRAC en SHAMAN con el objetivo de

comparar las comunidades microbianas.

Los resultados del flujo de trabajo general se almacenaron en varios archivos: un archivo
BIOM (por base de datos de referencia), un arbol filogenético y un archivo de resumen que
especifica el nimero de elementos que pasaron por las diferentes etapas del flujo de

trabajo.
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2.3.2 Analisis metabdlico del microbioma obtenido del
metagenoma del tracto digestivo de larvas de Z. morio
alimentadas con poliestireno expandido.

Para el metagenoma obtenido de la secuenciacion por Hiseq2500, se empleé el servidor
MG-RAST v.3.1 (Metagenomics Rapid Annotation using Subsystem Technology), que
proporciona un procesamiento automatizado de las secuencias a través del siguiente flujo

de trabajo:

2.3.3 Control de calidad de las secuencias.

Después de la carga de las lecturas de secuenciacidn, se procesaron previamente
mediante SolexaQA (Cox et al., 2010) para recortar las regiones de baja calidad de los
datos de FASTQ. Todas las secuencias enviadas al sistema permaneceran disponibles,
pero no se analizaran las lecturas descartadas. Esta informacion puede ser visualizada en
una gréfica, donde se observa cuantas secuencias no pasaron el proceso de calidad,

tienen una funcién desconocida y alguna conocida.

2.3.3.1 Extraccién de caracteristicas.

La identificacion de codificacion de proteinas y caracteristicas de ARNr (también conocidos
como genes) se hizo con la herramienta Vsearch comparando contra una base de datos
de ARN reducida, con esto se se identific6 de manera eficiente el ARN ribosémal. La base
de datos reducida fue una version agrupada con identidad del 90% de las bases de datos

SILVA, Greengenes y RDP y se utilizé para identificar secuencias ARN con similitudes.

2.3.3.2 Anotacidon de caracteristicas.

Identificacibn de funciones putativas y origenes taxondmicos para cada una de las

caracteristicas.

2.3.3.3 Filtrado de proteinas

Se identificaron las regiones codificantes de posibles proteinas que se superponen con los

ARN ribosomales y se excluyeron del procesamiento posterior.
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2.3.3.4 Agrupando aminoécidos

Utilizando MG-RAST se crearon grupos de proteinas con un nivel de identidad del 90%
utilizando el cd-hit y preservando las abundancias relativas. Estos grupos reducen en gran
medida la carga computacional de comparar todos los pares de lecturas cortas, mientras
gue el agrupamiento al 90% de identidad conserva suficientes sefiales biolégicas.

2.3.3.5 Identificacién de proteinas

Una vez creados los grupos, un representante (la secuencia mas larga) de cada uno se
sometié a un andlisis de similitud. Para esto, en lugar de BLAST se utilizé sBLAT, una
implementacion del algoritmo BLAT (Kent, 2002), que se paraleliza usando OpenMP
(OpenMP, 2011).

Con DIAMOND se realiz6 el calculo de similitudes de proteinas comparandolas contra el
algoritmo M5nr (Buchfink et al., 2014; Wilke et al., 2012). Durante el calculo, las secuencias
de proteinas y ARNr se representaron mediante un identificador derivado de la
secuenciaciéon (una suma de comprobacién MD5). Una vez calculadas las similitudes, se
presentaron reconstrucciones del contenido de especies de la muestra en funcion de los
resultados de similitud. Se reconstruye la composicion de especies putativas de la muestra
al observar el origen filogenético de las secuencias de la base de datos afectadas por las

busquedas de similitud.

Las busquedas de similitud de secuencia se calcularon contra una base de datos de
proteinas derivada de M5nr (Wilke et al., 2012), que proporcionaron una integracion no
redundante de las bases de datos GenBank (Benson et al., 2013), SEED (Overbeek et al.,
2005), IMG (Markowitz et al., 2008), UniProt (Magrane & Consortium, 2011), KEGG
(Kanehisa-The KEGG Database - PubMed-2002, n.d.) y eggNOG (Jensen et al., 2008).

2.3.3.6 Agrupacion de ARNr

Las lecturas similares al ARNr se agruparon a continuaciéon con una identidad del 97 %

utilizando cd-hit, y la secuencia mas larga se eligio representante del grupo.
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2.3.3.7 Identificacion de ARNr

Se realiz6 una busqueda de similitud BLAST para el representante de cluster méas largo
contra la base de datos M5rna que integra las herramientas SILVA (Pruesse et al., 2007),
Greengenes (Edgar, 2013) y RDP (Cole et al., 2003).

2.3.4 Generacion de perfiles.

Finalmente, se integraron los datos calculados en una serie de productos de datos, de los
cuales, los perfiles de abundancia fueron los méas importantes ya que representaron una
version dindmica y agregada de los archivos de similitud. Se calcularon los perfiles de

abundancia de mejor acierto, acierto representativo.
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3 Resultados y discusion

3.1 Control de calidad del ADN extraido.

3.1.1 Control de calidad del ADN extraido para la amplificacion del gen
RNA 16s.

En la Tabla 2, se presentan los resultados del control de calidad y concentracion del ADN para

la amplificacion del gen 16s region V3-4, en esta se puede observar que solo las muestras 1 a 5

cumplieron los estandares con una amplificacion cercana a las 500 pares de bases, mientras que

las muestras 6, 7 y 8 no y por eso no se incluyeron en el estudio (Anexo 1).

Tabla 2. Cuantificacién del ADN de muestras para la amplificacion del gen ARNr 16s region V3-4.

No. Nombre de la Resultados de la Memoria de la Concentracién de la
muestra muestra QC muestra QC muestra
1 A2 1 Aprobado Ninguno 8,94 ng/pl
2 A2_2 Aprobado Ninguno 15,07 ng/ul
3 A3 1 Aprobado Ninguno 12,25 ng/pl
4 P11 Aprobado Ninguno 11,66 ng/pl
5 P12 Aprobado Ninguno 0,43 ng/l
6 P3_1 Fallo Amplificacion fallida 8,75 ng/ul
7 P3 2 Fallo Amplificacién fallida 5,15 ng/pl
8 P2 Fallo Amplificacion fallida 9,15 ng/pul

3.1.2 Control de calidad del ADN de la muestra incluida en el estudio
de Metagendmica

Respecto a la muestra P2_MET empleada para el analisis de Metagendmica, se estudi6 la
integridad de esta con Agilent 2100, electroforesis en gel de agarosa y Agilent 5400.
Obteniéndose un volumen final de 21 pl con una concentracién de 23,80 ng/ul (cantidad total pg
= 0.49980). En cuanto a la calidad de la muestra la mayor parte del fragmento de ADN estuvo
por encima de 500 pb. En la Figura 8 se presenta el ADN en un gel de agarosa, con los resultados

obtenidos se tiene que la muestra califico para la preparacion de la biblioteca.
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1%
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(S) estandar de ADN gendémico total (50ng); (M-1) marcador de peso molecular Trans 2K; (1) ADN gendémico de
tubos digestivos de larvas de Z. morio y (M-2) marcador de peso molecular Trans 15K mas escalera de ADN.

3.2 Analisis bioinformaticos.

3.2.1 Composicion taxonémica y abundancia relativa de bacterias
presentes en el tracto digestivo de larvas de Z. morio bajo dos
dietas usando metabarcoding.

Para este estudio se procesaron cinco muestras: A2_1, A2 2, A3 1, P1 1, P1 2, siendo A las

muestras de los tubos digestivos de larvas de Z. morio alimentadas con avena y P alimentadas

con EPS. De la secuenciacién se obtuvieron un total de 578.582 amplicones (Tabla 3) de los

cuales se asignaron 1.226 OTUs.

Todas las secuencias fueron asignadas a nivel taxondmico Dominio; mientras este porcentaje
decrecié a medida que se avanzé en la escala jerarquica taxonémica. A nivel de Filo se obtuvo
una asignacion del 98,82 %, para Clase del 90,34 %, Orden 76,49 %, Familia 57,26 %, Género
34,76 % y para Especie 13,69 %. En nimero de asignaciones por nivel taxondmico presentes en
las muestras secuenciadas, se encontraron los tres Dominios a saber: Eukarya, Bacteria y

Archaea; con 46 Filos, 93 Clases, 161 Ordenes, 193 Familias, 217 Géneros y 104 Especies.
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Tabla 3. NUmero de lecturas por muestra y asignaciones de OTUs.

Porcentaje de

Lecturas . Lecturas . Sin Seleccién de Seleccién uimera de Seleccion Lecturas combinacién

ID crudas Recortadas Removidas filtradas Combinadas combinar replicacion Unica (?seleccién de OTUs solapadas de lecturas
finales

Al 130796 67171 7856 124162 121463 124162 55556 1790 1583 336 89546 72.12

A2 104285 54770 6295 98964 96242 98964 42294 1336 1150 255 72333 73.09

A3 130575 66503 8014 123859 120653 123859 44675 1574 1389 184 101606 82.03

P1 157774 80321 9786 149615 145074 149615 58166 2120 1758 282 117162 78.31

P2 194581 54034 6306 99288 95150 99288 37887 1389 1179 169 77001 77.55

718011 322799 38257 595888 578582 595888 238578 8209 7059 1226

3.2.2 Diversidad taxondmica

De acuerdo con los andlisis realizados, en el tratamiento A (dieta de avena) y P (dieta de EPS), se observaron los mismos Filos; sin

embargo, las abundancias variaron entre los mismos. El Filo mas abundante correspondié a Firmicutes siendo incluso més abundante

en el tratamiento A (71,3%) comparado con el tratamiento P (68,1%). Otros filo observados fueron Proteobacteria, Actinobacteriota,

Bacteroidota, Acidobacteriota, Desulfobacterota, Myxococcota, Chloroflexi, Gemmatimonadota, Nitrospirota, Methylomirabilota y

Campylobacterota (Figura 9).
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Figura 9. Abundancia taxondmica de bacterias a nivel de Filo para los tratamientos Ay P.
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De forma similar, a nivel de Clase en los dos tratamientos se encontré que la que presento mayor
abundancia relativa fueron Bacilli (72,3% para A y 69,0% para P) y Gammaproteobacteria,
seguidos de Actinobacteria, Bacteroidia, Clostridia, Alphaproteobacteria, Acidobacteriae,
Methylomirabilia, Vicinamibacteria, Nitrospira, Gemmatimonadetes y Campylobacteria (Figura
10).
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Figura 10. Abundancia taxondmica de bacterias a nivel de Clase para los tratamientos A y P.
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A nivel de Orden los Entomoplasmatales (69,8% para Ay 66,7% en P) y Enterobacterales (14,2%

para Ay 21,2% en P) fueron los mas abundantes, seguidos de Lactobacillales, micrococcales,

Bacteroidales, Burkholderiales, Bacilllales, Lacthnospirales, Rhizobiales, Peptostreptococcales,

Tissierellales, Acidobacteriales y Rokubacteriales (Figura 11).
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Figura 11. Abundancia taxondmica de bacterias a nivel de Orden para los tratamientos Ay P.
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A nivel de Familia Spiroplasmataceae (72,2% para Ay 68,7% en P) y Erwiniaceae (6,3% para A
y 15,5 % en P) fueron las mas abundantes, seguidas de Enterobacteriaceae, Enterococcaceae,
Micrococcaceae, Dysgonomonadaceae, Streptococcaceae Bacillaceae, Lachnospiraceae,

Nitrosomonadaceae, Neiceriaceae,y Gemmatinonadaceae (Figura 12).
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Figura 12. Abundancia taxondmica de bacterias a nivel de Familia para los tratamientos Ay P.

1004

0754 Taxonomia

Spiroplasmataceas
Ersniaceas
Enterobacteriaceas
Enteroooccaceas
IoroooocacEa s
Cysgonomonadaceas
Shreplococcaceae
Baclllaceas

0,501

Lachnospiraceas

Abundancia relativa %

Mirceomonadaceas

Mels=seriaceas

0.5 Gemmatimonadaceas

000~

Los Géneros encontrados en mayor abundancia correspondieron a Spiroplasma (71,5% para A
y 61,6% para P) y Pantoea (6,6% para Ay 19,3% para P) y con menor abundancia se registraron
los Enterobacter, Enterococcus, Pseudarthobacter, Dysgonomonas, Lactococcus, Bacillus,

Catenibacillus, Kluyvera, Vitreoscilla y Nitrospira (Figura 13).
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Figura 13. Abundancia taxondmica bacteriana a nivel de Género para los tratamientos Ay P.
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Al analizar cada una de las muestras de ambos tratamientos se obtuvo que el Filo Firmicutes fue
el mas abundante en un porcentaje de 76% en la muestra 1; 67,5% en la muestra 2; 68,5% en
la muestra 3; 67,3% en la muestra 4 y 65,5% en la muestra 5. El segundo filo que se observé fue
Proteobacteria y en menor proporcién se obtuvieron los fila Actinobacteriota, Bacteroidota,
Acidobacteriota, Desulfobacterota, Myxococcota, Choloroflexi, Gemmatimonadota, Nitrospirota,

Methylomirabilota y Campylobacterota (Figura 14).
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Figura 14. Abundancia taxondmica de bacterias al nivel Filo para cada muestra donde: 1) A3, 2) P1, 3) P2, 4) Al, 5)
A2.
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En la Figura 15 se observo que la Clase Bacilli tuvo una mayor presencia en todas las muestras
con 77,8% en la 1; 68,7% en la 2; 69,1% en la 3; 67,5% en la 4 y 65,8% en la 5, seguida de
Gammaproteobacteria. Las Clases gue se encontraron en menor proporcion fueron Bacteroidia,
Actinobacteria, Clostridia, Alphaproteobacteria, Acidobacteriae, Methylomirabilia,

Vicinamibacteria, Nitrospira, Gemmatimonadetes, Campylobacteria.
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Figura 15. Abundancia taxondmica de bacterias al nivel Clase para cada muestra donde: 1) A3, 2) P1, 3) P2, 4) Al,
5) A2.
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En cuanto al Orden la Entomoplasmatales se obtuvo en mayor abundancia para todas las
muestras 74,5% en la 1; 67,8% en la 2; 65,8% en la 3; 70,2% en la 4 y 60% en la 5. El Orden
gue le sigue fue Enterobacterales y en menor presencia Lactobacillales, Bacteroidales,
Micrococcales, Burkholderiales, Lachnospirales, Bacillales, Rhizobiales, Acidobacteriales,

Peptostreptococcales, Tissierellales y Rokubacteriales (Figura 16).
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Figura 16. Abundancia taxondmica de bacterias a nivel de Orden para cada muestra donde: 1) A3, 2) P1, 3) P2, 4)

Al, 5) A2.
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En cuanto a las Familias encontradas por muestra, se obtuvo que Spiroplasmataceae fue la mas

abundante para todas las muestras 75,4% en la 1; 70,1% en la 2; 67,2% en la 3; 73,7% en la 4

y 63,7% en la 5. Las Familias menos abundantes fueron Erwiniaceae, Enterobacteriaceae,

Enterococcaceae, Dysgonomonadaceae, Micrococcaceae, Streptococcaceae, Lachnospiraceae,

Bacillaceae, Neisseriaceae, Nitrosomonadaceae y Gemmatimonadaceae (Figura 17).
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Figura 17. Abundancia taxondmica de bacterias a nivel de Familia para cada muestra donde: 1) A3, 2) P1, 3) P2, 4)
Al, 5) A2.
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Finalmente, a nivel de Géneros se encontré que Spiroplasma fue el mas abundante en todas las
muestras 75,3% enlal;59,7% enla2; 63%enla3; 72,7% en la 4 y 60,8% en la 5. Los géneros
menos comunes fueron Pantoea, Enterobacter, Enterococcus, Dysgonomonas,
Pseudarthrobacter, Lactococcus, Catenibacillus, Bacillus, Kluyvera, Vitreoscilla y Nitrospira con
un comportamiento porcentual similar a lo que se ve en Filo y Clase donde el primero tiene mayor

relevancia porcentual y el segundo, pero los otros en conjunto son menos comunes (Figura 18).
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Figura 18. Abundancia taxondmica bacterias a nivel de Género para cada muestra donde: 1) A3, 2) P1, 3) P2, 4) Al,

5) A2.
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Para cada muestra, la proporcion de lecturas mas representativas fueron para el Filo Firmicutes,
en Clase Bacilli, en Orden Entomoplasmatales, en Familia Spiroplasmataceae, y en Género
Spiroplasma. En la Tabla 4 se presentan los porcentajes correspondientes a los tratamientos A

y P seguln su asignacion taxonémica a nivel de género.

Tabla 4. Porcentajes correspondientes a la presencia de géneros bacterianos en los tratamientos Ay P.

Asignacion taxondémica a
nivel de Género

Tratamiento (A)%

Tratamiento (P)%

Spiroplasma 715 61,6

Pantoea 6,6 19,3
Enterobacter 7,0 5,0
Enterococcus 3,9 3,2

Asignacion taxondémica a

Tratamiento (A)%

Tratamiento (P)%

nivel de Género

Pseudarthrobacter 0,5 4,7
Dysgonomonas 4,5 0,3
Lactococcus 2,1 1,6
Bacillus 0,4 1,7
Catenibacillus 1,9 0,2
Kluyvera 0,1 1,9
Vitreoscilla 1,0 0,1
Nitrospira 0.4 0,4
Clostridium sensu stricto 6 0,1 0,8
Romboutsia 0,1 0,8

Por otro lado, en la Tabla 5 se evidencian los porcentajes correspondientes a cada muestra
analizada segun su asignaciéon taxonémica a nivel de Género, observandose que para todas las
muestras el mas abundante fue Spiroplasma, aunque en mayor abundancia para las muestras
donde el tratamiento de alimentacién fue con avena; un comportamiento similar, aunque en baja
proporcion de asignaciones se obtuvo para los géneros Enterococcus, Dysgonomonas. Un
comportamiento diferente se observé en el género Pantoea siendo este, el mas abundante en
las muestras donde los tratamientos incluian el EPS como base de alimentacién; un
comportamiento similar, aunque en baja proporcién de asignaciones se obtuvo para el género
Pseudarthrobacter. Respecto a Enterobacter el comportamiento fue similar entre las muestras 1,
2, 3y 4. Los géneros Lactococcus y Catenibacillus fueron los mas abundantes para la muestra
5, donde se utilizé la avena como base para la alimentacién de las larvas. Finalmente, Nitrospira

fue el género mas abundante en todas las muestras estudiadas.



Tabla 5. Porcentajes de la presencia de géneros bacterianos en las muestras 1 (A_3),2 (P_1),3(P_2),4(A_1),y5

(A_2).
Asignacion MUESTRA 1 | MUESTRA 2 | MUESTRA 3 | MUESTRA 4 | MUESTRA 5
taxonémica a nivel de (A_3) (P_1) (P_2) (A_1) (A_2)
Género
Spiroplasma 75.3 59.7 63.0 72.7 60.8
Pantoea 3.4 20.6 18.3 5.6 15.1
Enterobacter 10.4 9.0 1.8 4.3 1.6
Enterococcus 4.4 2.4 3.8 1.6 5.0
Dysgonomonas 4.0 0.5 0.2 5.2 5.1
Pseudarthrobacter 0.4 2.4 6.5 0.7 0.7
Lactococcus 0.9 2.1 1.3 0.9 6.1
Catenibacillus 0.1 0.2 0.2 4.5 3.7
Bacillus 0.4 0.5 2.6 0.4 0.5
Kluyvera 0.1 1.9 1.9 0.1 0.2
Vitreoscilla 0.3 0.2 0.1 3.4 0.6
Nitrospira 0.3 0.5 0.4 0.6 0.6
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3.2.3 Curva de Rarefaccion de OTUs.

Al observar la curva de rarefaccion se identifico que la muestra A3 presenté 120.000 lecturas,
siendo el mayor nimero de todo el analisis, mientras que la muestra Al fue la de menor nimero
con 60.000. Sin embargo, en la grafica se pudo observar que todas las muestras tienden a
empezar a llegar a la asintota sobre las 60.000 lecturas, indicando que este valor podria ser el
maximo numero de especies observadas (Figura 19). Las muestras, A1 y P1 son las que
presentaron mayor numero de OTUs (por encima de 1000) aunque con diferencias en la cantidad
de lecturas, P1 necesitd6 mas numero de lecturas que Al y la muestra que presenté menor

cantidad de OTUS encontrados fue la muestra P2 (por debajo de 1000).

Figura 19. Curva de rarefaccion de OTUs.
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3.2.3.1 Diversidad Alfa: comparacién de la diversidad a nivel de OTUs bacterianos
entre los tratamientos Ay Py entre las muestras 1, 2, 3, 4,y 5.

De acuerdo con el indice de diversidad alfa, en Figura 20 se puede observar que en el

tratamiento A hay mayor diversidad (1006) de especies que en el tratamiento P (947.5), en la



Figura de Shannon, donde se asume que todas las especies estan representadas, se evidencia
la uniformidad entre los dos tratamientos A (2.4477) y P (2.4142). La figura correspondiente al
indice de Simpson muestra en el tratamiento P (0.6655) una menor probabilidad de que dos
individuos sacados al azar sean de la misma especie, a diferencia que el tratamiento A (0.7559),
infiriendo que hay mayor presencia de una misma especie en el tratamiento P que en el
tratamiento A, lo cual se corrobora con el resultado de la grafica de Simpson invertido teniendo
el tratamiento A (3.2843) y P (4.1505).

Figura 20. Diversidad alfa: Comparacion de la diversidad a nivel de OTUS entre los tratamientos.
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Teniendo en cuenta que las muestras 1, 4 y 5 pertenecen al tratamiento Ay las muestras 2y 3
pertenecen al tratamiento P (Figura 21), de acuerdo con el indice de diversidad alfa se tiene que
hay diversidad en todas las muestras, aunque en mayor proporcién en la muestra 4 (1098),
seguida por la muestra 5 (1050), la 2 (1026), la 1 (870) y la 3 (869). En la figura de Shannon



donde se asume que todas las especies estan representadas, se ve que hay mayor uniformidad
en las muestras 4 (2.7490) y 5 (2.8547) que pertenecen al tratamiento A, pero no en la muestra
1 (1.7395) del mismo tratamiento, un comportamiento de las gréaficas similar a Alpha. La Figura
21 correspondiente a Simpson evidencid que la probabilidad de que dos individuos sacados al
azar sean de la misma especie es menor en la muestra 1 (0.5234) y muy similar entre el resto de
las muestras, con mayor abundancia en las muestras 2 (0.7835) y 5 (0.7748), lo cual se percibe
similar en el resultado de la figura de Simpson invertido, en la muestra uno se obtuvo un valor
inferior al resto de las muestras (2.0984); la muestra dos obtuvo el mayor valor (4.6184), seguida
de la muestra cinco (4.4404), la muestra tres (3.6826) y la muestra cuatro (3.3142).

Figura 21. Diversidad alfa: Comparacion de la diversidad a nivel de OTUS entre las muestras.
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3.2.3.2 Diversidad Beta: Comparacion a nivel de Género y OTUS bacterianos entre
los tratamientos Ay Py analisis de Componentes Principales.

En los andlisis de beta diversidad se encontr6 que hay diferencias significativas entre las
abundancias relativas de los géneros, Kluyvera (1,9%), Pseudoarthrobacter (4,7%), Pantoea
(19,3%), Bacillus (1,7%), Clostridium sensu stricto 6 (0,8%) y Romboutsia (0,8%) presentes en
mayor abundancia en el tratamiento con EPS, mientras que Dysgonomonas (4,5%),
Catenibacilullus (1,9%), Vitreoscilla (1,0%) son mas abundantes en el tratamiento con avena
(Figura 22).

Figura 22. Diferencia significativa entre géneros de bacterias de A y P, caracteristicas diferenciales.
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Al analizar las diferencias entre tratamientos a nivel de OTUs (Figura 23), se encontré que hay
13 OTUs que presentaron diferencias significativas entre las abundancias relativas encontradas
por tratamiento, siendo los OTUs 657, 317, 1021, y 337 mas abundantes en avena, mientras que
el OTU_320, es el mas abundante en el tratamiento con EPS con un valor de 10.464 y que
corresponde a la especie Kluyvera georgiana, también se encontré el OTU 820 con un valor de
11.771 del género Pseudarthrobacter, el OTU 49 con valor de 10.791 Enterococcus, OTU 516
con valor de 14.093 asignado a la familia Spiroplasmataceae, OTU 50 con valor de 10.008
perteneciente al género Bacillus, OTU 921 con valor de 9.292 Género Clostridium sensu stricto
6, OTU 526 valor de 10.317 correspondiente a Spiroplasma, OTU 1183 valor 9.197 Género
Romboutsia, OTU 313 valor 13.8 género Pantoea. Fueron mas abundantes en EPS. La

asignacion taxonomica de estos OTUs se representa en la Tabla 7.
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Figura 23. Diferencia significativa entre OTUs reportados en los tratamientos P (verde) y A (naranja)
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Tabla 6. Asignacion taxondmica de OTUs bacterianos significativamente diferentes entre los tratamientos evaluados.

OoTU FILO CLASE ORDEN FAMILIA GENERO ESPECIE
657 Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Dysgonomonadaceae Dysgonomonas
320 Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacterales Enterobacteriaceae Kluyvera Kluyvera
georgiana
820 Actinobacteriota Actinobacteria Micrococcales Micrococcaceae Pseudarthrobacter | Arthrobacter
sp. XBGRY2
49 Firmicutes Bacilli Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus Enterococcus
gallinarum
516 Firmicutes Bacilli Entomoplasmatales Spiroplasmataceae
50 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus
921 Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostridiaceae Clostridium sensu
stricto 6
526 Firmicutes Bacilli Entomoplasmatales Spiroplasmataceae Spiroplasma
1183 Firmicutes Clostridia Peptostreptococcales Peptostreptococcaceae Romboutsia
Tissierellales
317 Proteobacteria Gammaproteobacteria Burkholderiales Neisseriaceae Vitreoscilla
1021 Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Catenibacillus
313 Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacterales Erwiniaceae Pantoea
337 Firmicutes Bacilli Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus Enterococcus
mundtii
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De acuerdo con los resultados obtenidos se tiene que Spiroplasma es un género de
Mollicutes, un grupo de bacterias pequefias que no poseen pared celular; la mayoria de
las especies de este género se encuentran en el intestino o la hemolinfa de los insectos
(Alexeeva et al., 2006). Por otro lado, Pantoea, que pertenece a la familia Erwiniaceae, es
un género de bacterias Gram negativas separadas recientemente del género Enterobacter;
este género incluye al menos 20 especies, igualmente Enterobacter es un género de
bacterias Gram negativas anaerobias facultativas de la familia de las Enterobacteriaceae.
Muchas de estas bacterias son patdgenas, causantes de infecciones y otras son
descomponedoras que viven en la materia organica. Enterococcus son bacterias Gram
positivas que habitan en el interior del tracto gastrointestinal de una variedad de
organismos incluyendo al hombre (Pérez et al., 2010). Respecto a las Dysgonomonas, se
tiene que también se han aislado de fuentes humanas, estas pertenecen a un género de
bacterias Gram negativas, facultativamente anaerobias de la familia Dysgonomonadaceae.
La bacteria Dysgonomonas puede causar gastroenteritis en personas inmunodeprimidas
(Bennet et al., 2014).

El género Catenibacillus, que fue encontrado en este estudio, es una bacteria anaerobia
Gram positiva, no formadora de esporas y no mdvil aislada principalmente del intestino
humano (Haider et al., 2019). Respecto a especies se reportd las Bacillus que se
encuentran ampliamente distribuidas a nivel mundial debido a su habilidad para formar
endosporas, esta caracteristica les confiere resistencia y potencia su aislamiento en
diversos habitats, tanto ecosistemas acuaticos como terrestres e incluso en ambientes bajo
condiciones extremas, sin embargo, el suelo es considerado el principal reservorio de este
tipo de bacterias, debido a que la mayoria de especies de Bacillus son saprofitas pudiendo
utilizar la gran diversidad de sustratos organicos presentes en el mismo (Villarreal-Delgado
et al., 2018).

El género Kluyvera engloba a bacterias Gram negativas de morfologia bacilar, no acido-
alcohol resistentes y no esporuladas, pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae del
orden Enterobacterales, perteneciente, a su vez, a la clase Gammaproteobacteria del Filo
Proteobacteria. Generalmente crecen bien en medios de cultivo con peptonas, extracto de
carne o en agar MacConkey, con una temperatura de cultivo 6ptima de entre 22 y 35°C.
Son bacterias anaerobias facultativas flageladas. Forman parte de la microbiota, normal o

microbioma intestinal de algunas especies de animales (Farmer, 2015).



Otra bacteria presente en las muestras analizadas fue Vitreoscilla, que es un género de
bacterias aerébicas Gram negativas. A partir de esta bacteria se descubri6 la hemoglobina
bacteriana (VHb) que tiene una amplia gama de aplicaciones bioldgicas y biotecnoldgicas,
incluida la promocion del crecimiento celular, la sintesis de proteinas, la produccién de
metabolitos, la respiracion, la desintoxicacion celular, la fermentacion y la biodegradacion
gue es de gran interés en el presente trabajo de investigacion. Igualmente esta presente
Nitrospirae o Nitrospira que es un grupo de bacterias Gram negativas con una sola familia
Nitrospiraceae. El primer miembro de esta familia fue reportado por Watson (1986) y se le

denomind Nitrospira marina, una bacteria nitrito-oxidante.

Se observé que el género mas abundante en los dos tratamientos fue Spiroplasma
(15,617% en A y 15,476% en P) color rojo en el mapa de calor, seguido de Pantoea
(12,183% en Ay 13,8 % en P), aunque en este caso es mas abundante en P. La menor
presencia de microorganismos se presenta en color azul oscuro, en este caso Kluyvera
(6,375% en Ay 10,464% en P) (Figura 24).

Figura 24. Mapa de calor taxonémico a nivel de género de los dos tratamientos A y P.
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3.2.3.3 Andlisis de componentes principales empleando la asignacion
taxonémica de género.

En el analisis de componentes empleando las asignaciones a nivel de género, se observé

que el primer eje separa con un 35,71% de varianza en los datos las dos muestras del

tratamiento P de las muestras del tratamiento A; mientras que en el segundo eje con un

25,78 % de la varianza, se observa la separacion de la muestra A3 de las otras dos

muestras del tratamiento A (Figura 25).

Figura 25. Andlisis de componentes principales para las muestras de tracto intestinal de Z. morio bajo dos
tratamientos basados en la asignacion taxonémica por género.
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3.3 Analisis metabdlico del microbioma
obtenido del Metagenoma del tracto
digestivo de larvas de Z. morio
alimentadas con Poliestireno Expandido.

Para este analisis, el conjunto de datos de la muestra estuvo conformado por 7.335.515
secuencias que suman un total de 1.817.898.404 pares de bases con una longitud
promedio de 248 bp. De las 2.575.670 secuencias obtenidas, 35,11% no pasaron los filtros
de calidad requeridos y de estas, la “Dereplication” identificacion de grupos de genomas

idénticos o similares, identific6 2.574.628 secuencias como lecturas duplicadas



artificialmente. De las secuencias que pasaron el control de calidad, 23.286 secuencias
(1%) presentaron genes correspondientes al ARN ribosomal, 1.177.052 secuencias
(33,24%) presentaron proteinas predichas con funciones conocidas y 2.340.848
secuencias (66,10%) proteinas con funcién desconocida (Figura 26).

Figura 26. Andlisis de secuencias y funciones potenciales obtenidas del tracto intestinal de Z. morio bajo una
alimentacién de EPS.
Desglose de secuencia
B Falidas - 2,575,670 (35.11%)

B Desconocidas — 1,218,659 (16.61%)
B Caracteristicas previstas — 3,541,186 (48.27%)

Funciones previstas

Proteinas desconocidas — 2,340,848 (66.10%)
[l Proteina anotada — 1,177,052 (33.24%)
B ARN ribosomal — 23,286 (0.66%)

3.3.1.1 Distribucidon de asignaciones a potenciales categorias funcionales.

Los graficos que se presentan a continuaciéon (Figuras 27 a 30) ilustran la distribucion de
categorias funcionales para Clusters of Orthologous Genes (COGs), KEGG Orthology
(KOs), Noggin, (NOGSs) y subsistemas en el nivel mas alto respaldado por estas jerarquias
funcionales. En las graficas se indicé el porcentaje de lecturas con funciones proteicas
anotadas en la categoria de la fuente dada. A través de COG (Figura 27) se represent6 el
32,03% de las lecturas corresponden a una funcién perteneciente al metabolismo, seguido
de almacenamiento y procesamiento de informacién 23,54%, procesos celulares y

sefalizacion 23,5% y un 20,92% que no se caracterizo.



Figura 27. Asignacion de lecturas teniendo en cuenta la categoria funcional de la base de datos COGs.

Metabolismo — 17,314 (32.03%)

Informacién de almacenamiento y procesamiento — 12,725 (23.54%)
Procesos celulares y sefializacion — 12,702 (23.50%)

Pobremente caracterizado — 11,310 (20.92%)

En la Figura 28 para los resultados obtenidos por NOG, se encontré que a este nivel las
lecturas no se caracterizaron en un 85,17%, sin embargo, el 9,17% corresponde a
Informacion de almacenamiento y procesamiento, seguido de procesos celulares y

sefializacion 3,23% y por ultimo metabolismo con 2,42%.

Figura 28. Asignacion de lecturas teniendo en cuenta la categoria funcional de la base de datos NOGs.

Pobremente caracterizado — 1,792 (85.17%)

Almacenamiento y procesamiento de informacién — 193 (9.17%)
Procesos celulares y sefializacion - 68 (3.23%)

Metabolismo — 51 (2.42%)

En la Figura 29 se encontré que usando la base de datos de KO la asignacion mas alta
del microbioma corresponde al metabolismo con 27,07%, seguido de procesamiento en la
informacién genética (24,8%) y procesos celulares (20%); también se encontraron
funciones asignados a la categoria de procesamiento de la funcién ambiental en un 13,2%,
a enfermedades humanas en un 11,6% y finalmente en menor asignacion a sistemas

orgénicos con un 3%.
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Figura 29. Asignacion de lecturas tenido en cuenta la categoria funcional de la base de datos KOs

Metabolismo — 6,997 (27.07%)

Procesamiento de informacion genético — 15,585 (24.82%)
Procesos celulares — 12,654 (20.15%)

Tratamiento de la informacién medioambiental — 8,291 (13.20%)
Enfermedades humanas — 7,319 (11.66%)

Sistemas de organismos — 1,950 (3.11%)

Al analizar esta informacion por las categorias de subsistemas (Figura 30), se observo

gue el microbioma esta asociado a un 13,18% con el metabolismo de carbohidratos, con

similares porcentajes para subsistemas de agrupamientos de bases, metabolismo de

proteinas, acidos grasos, aminoacidos derivados, metabolismo de RNA vy otras funciones

en menor proporcién como miscelaneas entre las que se podria incluir la degradacion de

alimento, cofactores, vitaminas, grupos protéticos, pigmentos, respiracion, respuesta al

estrés, nucledsidos y nucleétidos, metabolismo del ADN, pared celular y capsula,

enfermedad y defensa.

Figura 30. Asignacion de lecturas teniendo en cuenta la categoria funcional de la base de datos de
subsistemas.

Carbohidratos — 4,412 (13.18%)

Agrupamientos basados en subsistemas -3,862 (11.54%)
Metabolismo de proteinas — 3,563 (10.64%)

Acidos grasos, lipidos, isoprenoides — 3,495 (10.44%)
Aminoacidos y derivados — 2,467 (7.37%)

Metabolismo de ARN — 2,282 (6.82%)

Miscelaneos - 2,255 (6.74%)

Cofactores, vitaminas, grupos protésicos, pigmentos — 1,763 (5.27%)
Respiracién — 1,192 (3.56%)

Respuesta al estrés — 1,033 (3.09%)

Nucleésidos y nucleétidos — 982 (2.93%)

Metabolismo de ADN — 782 (2.34%)

Pared celular y 766

cépsula - (2.29%)

virulencia, enfermedad y defensa — 759 (2.27%)

3.3.1.2 Distribucion de aciertos taxonémicos

Las siguientes Figuras representan la distribucion de taxones utilizando el algoritmo

contigLCA que encuentra una Unica entidad taxonémica de consenso para todas las


http://blog.mg-rast.org/p/glossary.html#lca

caracteristicas de cada secuencia individual. El gran porcentaje de Eukaryota hallado
pertenece a Zophobas debido a la técnica usada para obtener la muestra desde el intestino
de las larvas y aunque existan Virus, Archaea y otras secuencias, la presencia del dominio
Bacteria es la parte de taxones en la que se enfoca el presente trabajo (Figura 31), ya que

es el Dominio mas representativo de los microorganismos encontrados.

Figura 31. Distribucion taxondmica de las lecturas secuenciadas a nivel de Dominio.

Eucariota — 303,433 (96.92%)
Bacteria — 9,475 (3.03%)
Virus — 109 (0.03%)

Arquea — 31 (0.01%)

Otras secuencias -31 (0.01%)

En la Figura 32, se tiene que el mayor porcentaje de asignacion de lecturas corresponde
al Filo Arthropoda proveniente del origen de la muestra, seguido de Proteobacteria,

Actinobacteriota. También se encontré asignacion en un 0,61 % para el Filo Ascomycota.

Figura 32. Distribucion taxonémica de las lecturas secuenciadas a nivel de Filo.

Arthropoda - 259,792 (89.85%)
Proteobacteria - 7,233 (2.50%)
Echinodermata - 4,418 (1.53%)
Chordata - 3,997 (1.38%)
Apicomplexa - 3,150 (1.09%)
Cnidaria - 2,237 (0.77%)
Nematoda - 2,131 (0.74%)
Ascomycota - 1,760 (0.61%)
Streptophyta - 925 (0.32%)
Hemichordata - 625 (0.22%)
Tenericutes - 544 (0.19%)
Platyhelminthes - 514 (0.18%)
Actinobacteria - 466 (0.16%)
unclassified (derived from Eukaryota) - 444 (0.15%)

ESNEEEEEEEEENER

En la Figura 33 de aciertos taxondmicos por clase, Insecta corresponde al 89,73%
perteneciente a la larva, igual que en la Figura 34, el orden Coleoptera. En la Clase

Mollicutes incluye el género Spiroplasma.



Figura 33. Distribucion taxonémica de las lecturas secuenciadas a nivel de Clase.

Insecta - 253,272 (89.73%)
Alphaprotecbacteria - 5,254 (1.86%)
Echinoidea - 4,305 (1.53%)
Aconoidasida - 2,874 (1.02%)
Hydrozoa - 2,079 (0.74%)
Actinopterygii - 1,731 (0.61%)
Chromadorea - 1,346 (0.48%)
Mammalia - 1,207 (0.43%)
Gammaproteobacteria - 951 (0.34%)
Eurotiomycetes - 844 (0.30%)
Enoplea - 777 (0.28%)
Enteropneusta - 625 (0.22%)
Sordariomycetes - 609 (0.22%)
Mollicutes - 544 (0.19%)

Figura 34. Distribucion taxonédmica de las lecturas secuenciadas a nivel de Orden.

Coleoptera - 194,747 (80.09%)
Hymenoptera - 10,061 (4.14%)
Diptera - 4,788 (1.97%)
Hemiptera - 4,620 (1.90%)
Echinoida - 4,291 (1.76%)
Rhizobiales - 3,017 (1.24%)
Haemosporida - 2,873 (1.18%)
Hydroida - 2,079 (0.86%)
Cypriniformes - 1,401 (0.58%)
Rhabditida - 1,278 (0.53%)
Lepidoptera - 1,246 (0.51%)
Sphingomonadales - 966 (0.40%)
Eurotiales - 803 (0.33%)
Trichocephalida - 777 (0.32%)

En la Figura 35 de distribucion de aciertos taxondmicos la familia Tenebrionidae, a la cual

pertenece el Zophobas Morio, es la de mayor porcentaje (78,60%).

Figura 35. Distribucion taxonémica de las lecturas secuenciadas a nivel de Familia.

Tenebrionidae - 176,717 (78.60%)
Formicidae - 6,504 (2.89%)
Aphididae - 4,598 (2.05%)
Strongylocentrotidae - 4,291 (1.91%)
unclassified (derived from Haemosporida) - 2,873 (1.28%)
Culicidae - 2,636 (1.17%)
Pteromalidae - 2,505 (1.11%)
Hydridae - 2,077 (0.92%)
Drosophilidae - 1,802 (0.80%)
Cyprinidae - 1,401 (0.62%)
Rhabditidae - 1,278 (0.57%)
Coccinellidae - 823 (0.37%)
Trichocomaceae - 803 (0.36%)
Trichinellidae - 777 (0.35%)




3.3.1.3 Curvade rarefaccién

En la Figura 36, se presenta la curva de rarefaccion de la riqueza de especies anotada
para la muestra secuenciada. Inicialmente Las curvas de muestreo aumentan rapidamente
y luego se estabilizan hacia una asintota, esto pasa a medida que se encuentran menos
especies nuevas por unidad de individuos recolectados. Estas curvas de rarefaccion se
calcularon a partir de la tabla de abundancia de especies. Las curvas representan el
numero promedio de anotaciones de especies diferentes para submuestras del conjunto
de datos completo, aqui se puede observar que se empieza a estabilizar sobre las

7.200.000 lecturas para una asignacion de 3.000 especies.

Figura 36. Curva de rarefaccion para las lecturas obtenidas en el andlisis de Metagenémica.
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3.3.1.4 Distribucion de secuencia de GC

El histograma a continuacion presenta la distribucion del porcentaje de GC para este
Metagenoma (Figura 37). Cada posicion representa el nUmero de secuencias dentro de
un rango de porcentaje de GC (32%). Los datos utilizados en estos graficos se basan en

la carga sin procesar y las secuencias posteriores al control de calidad.



Figura 37. Histograma de distribucion del porcentaje de GC en el andlisis Metagendmico.

900,000 B Cargados

810,000 B post-QC

720,000
630,000
540,000
450,000

360,000

Numero de lecturas

270,000
180,000

90,000

o

0 10 20 30 40 50 60 70 80 20 100

Secuencia GC%

De acuerdo con los resultados obtenidos EI género Spiroplasma (Figura 14, Tabla 6) fue
el que mas predomind en el tracto digestivo de las larvas para todas las muestras, con una
diferencia notoria en los porcentajes en comparacion con los otros géneros, tanto en las
tres muestras alimentadas s6lo con avena, como con las dos de EPS. Esto indicaria que,
aunque algunos microorganismos son capaces de degradar el plastico, el % de
biodegradacion es bajo (Urbanek et al., 2018). Las bacterias del género Spiroplasma son
habitantes naturales y quiza el principal tipo de microorganismos en nichos donde las
condiciones de supervivencia dependen exclusivamente de plastico, lo que es apoyado
por los resultados de los analisis de diversidad alfa de Simpson entre tratamientos y
muestras (Figuras 20 y 21) y con diferencias significativas de acuerdo con los resultados

de diversidad beta para tratamientos (Figura 22).

La clasificacién taxondémica y los porcentajes de abundancia de la microbiota hallada en
cada tratamiento (Figuras 9 a 13), permitieron comprobar que bajo las dos dietas utilizadas
para la alimentacion de las larvas de Zophobas morio se encontraron microorganismos
similares, aungque en proporciones diferentes, siendo por ejemplo Spiroplasma spp. El mas
abundante en los dos tratamientos, con un 71,5% de abundancia relativa en el tratamiento
con avenay 61,6% en el tratamiento con EPS, autores como Anja et al., (2018), reportaron
este género en un hallazgo similar. También se evidencio la presencia de otros géneros
como Pantoea, la segunda bacteria mas abundante y en menor proporcion de
Enterobacter, Enterococcus, Pseudoarthobacter, Disgonomonas, Lactococcus, Bacillus,

Catenibacillus, Kluyvera, Vitroscilla y Nitrospira; sin embargo, hay que recalcar que como



en la curva de rarefaccion (Figura 19) aun se observa una tendencia en ascenso de esta,
en un futuro estudio podrian incluso aparecer algunos otros nuevos géneros, por ejemplo
para el supergusano Zophobas las especies del microbioma intestinal mas abundantes
fueron Enterococcus, Enterobacteriaceae, Kluyvera y Lactococcus; para Z. morio, fueron
Enterococcus, Enterobacteriaceae, Escherichia-Shigella y Lactococcus, esas especies del
microbioma de los filos Enterococcus y Enterobacteriaceae fueron encontrados en larvas
alimentadas durante 20 dias con EPS, lo que puede indicar un papel crucial en la
degradacion del mismo; otros filos como Firmicutes y Proteobacteria fueron también
predominantes en los intestinos de los grupos alimentados con EPS durante 20 dias, este
resultado es consistente con los resultados de estudios previos realizados por (Jiang et al.,
2021) y coincide con los encontrados en este estudio. Por otro lado, hay reportes que no
coinciden con los de este estudio como el hallazgo de la cepa YT2 de Exiguobacterium sp
encontrada en el intestino de los gusanos de la harina Tenebrio molitor y Zophobas morio
(Yang et al., 2015). También, (Kotova et al., 2021) observaron una sucesion pronunciada
en la comunidad microbiana intestinal de larvas que se alimentaron de EPS, siendo las
Lactobacterias y las Enterobacterias las bacterias mas predominantes al iniciar el estudio
y posteriormente reemplazadas por Estreptococos, Espiroplasmas y Enterococos al

finalizar la investigacion, similar a lo hallado en este estudio.

En los analisis comparativos entre tratamientos se observé algunas diferencias
significativas entre OTUs (Figura 23) lo que permite corroborar lo expresado
anteriormente, por ejemplo el OTU_320, es el mas abundante en el tratamiento con EPS
y corresponde a la especie Kluyvera georgiana, también esta el OTU_820 del género
Pseudarthrobacter, el OTU_49 Enterococcus, OTU 516 asignado a la familia
Spiroplasmataceae, OTU_50 perteneciente al género Bacillus, OTU_921 del Género
Clostridium sensustricto 6, OTU_526 correspondiente a Spiroplasma, OTU_1183 del
Género Romboutsia, OTU_313 género Pantoea. Estos resultados deben ser corroborados
en estudios posteriores teniendo en cuenta que otros investigadores también citan otros
microorganismos degradadores de plastico que no fueron evidenciados en esta
investigacion, como el caso de los reportados por (Fesseha & Abebe, 2019) donde
encontraron la presencia de Clostridium botulinum, Firmicutes, Pseudomonas stutzeri,
Brevibacillus borstelensis, Pseudomonas fluorescens, Pseudomona putida, Ochrobactrum,

Amycolatopsis species y Aspergillus flavus.



Cabe resaltar que de acuerdo con las diferencias significativas encontradas entre OTUs
de los dos tratamientos, se podria sugerir a los microorganismos reportados en la Figura
23 como posibles degradadores de EPS. Con estos resultados se asume que los
microorganismos que crecen en la superficie del EPS pueden sintetizar enzimas o
producen metabolitos agresivos que promueven la degradacion del polimero en
oligbmeros y monémeros; Sin embargo, ninguna de las enzimas microbianas actualmente
conocidas demostré ser capaz de degradar EPS (Kotova et al., 2021). Aunque existen
reportes que indican el crecimiento de microorganismos sobre el EPS; los signos que
revelaron esto fueron la turbidez y el oscurecimiento del medio mineral, estos se
corroboraron a través de la observacion con el microscopio electronico de barrido, donde
se identificaron tuneles, grietas y agregados celulares en las laminas de EPS (Pefia-
Pascagaza et al., 2020). El proceso de degradacion del EPS comienza con la generacion
de biopeliculas en la superficie del mismo, seguido del deterioro del material debido a la
actividad enzimatica de los microorganismos. En opinion de muchos investigadores, las
vias metabdlicas involucradas en la transformacién de plastico aun no estan claras, sin
embargo, algunos describen que la oxidacion de estireno a fenilacetato a través del ciclo
del &cido citrico, es comun entre diferentes microorganismos (Pefia-Pascagaza et al.,
2020).

Otros estudios, pero realizados en ambientes marinos encontraron que algunos de los
microorganismos que crecen en presencia de plastico son Phormidium, Lewinella,
Rivularia, Stanieria, Pseudophormidium, Proteobacteria, Bacterioides, Arcobacter
Colwellia, de los cuales solo el filo Proteobacteria coincide con los encontrados en esta
investigacion (Urbanek et al., 2018). En reportes enfocados en estudiar el tracto digestivo
de insectos, (Ziganshina et al., 2018) encontraron los filos Acidobacteria, Firmicutes,
Actinobacteria, Fusobacteria, Tenericutes, Bacteroidetes, Verrucomicrobia, Chlamidyae,
Planctomycetes, Chlorifexe, Proteobacteria, Cyanobacteria y Synergistetes, de los cuales
solo los filos Firmicutes, Proteobacteria y Actinobacteriota coinciden con este estudio y los
de (Hou & Majumder, 2021).

Otros reportes sugieren que los microorganismos Rhizopus delemar, C. botulinum,
Firmicutes, R. arrhizus, P. stutzeri, B. bordetelensis, Pseudomonas fluorescens B-22. P.
putida, Ochrobactrum TD, Streptomyces, Fusarium, Amycolaptosis spp., Pestalotiopsis
microspore, Curvularia senegalensis y Fusarium solani estan involucrados en la

degradacion de polimeros tanto biodegradables como no biodegradables (Ahmed et al.,



2018). De estos y al igual que con los estudios presentados anteriormente, los filos

Firmicutes son comunes con respecto a lo hallado en esta investigacion.

Otros microorganismos sugeridos como responsables de la degradacion de plasticos los
presentd (Imre & Pukanszky, 2013), entre los cuales destaca Streptomyces y el Filo
Firmicutes; Aspergillus flavus, Penicilinum funiculosum, Aspergillus oryzae, Aspergillus
niger, Trichoderma spp, Fusarium, Amycolatiopsis spp, Pestalotiopsis microspora,
Phanerochaete chrysosporium, Rhizopus delemar, Proteobacteria, Penicillium, Rhizopus
arrizus 'y Pseudomonas stutzeri. También Enterobacter cloacae y Pseudomonas
aeruginosa descritas por Skariyachan et al. (2021). Aunque todos los reportes que se
presentan soportan los resultados obtenidos en esta investigacion, la diversidad de
sustratos y formas de muestras utilizadas como pelicula de polimero, polvo o granulos de
plastico dificultan la comparacion de resultados entre diferentes estudios, por ejemplo, en
el caso de las cepas de Pseudomonas putida, Acinetobacter pittii y Micrococcus luteus que
demostraron realizar la biofragmentacién de polietileno de baja densidad (LDPE) sin

necesidad de tratar previamente (Kotova et al., 2021)

En los andlisis realizados en MG-RAST para el Metagenoma completo, también se
encontro que el género mas abundante correspondié a Spiroplasma, sin embargo, la mayor
asignacion de lecturas en este andlisis correspondi6 a la especie huésped Z. morio y en la
curva de rarefaccion se evidencio que tampoco llegé a la asintota. Esto pudo deberse a
gue en estudios de genomas completos para la identificacibn de microorganismos las
muestras a analizar solo representan mas o menos el 1% de los datos totales de la
secuenciacion, lo que hace dificil establecer relaciones de sus funciones como se observa
en la Figura 26. Sin embargo, se trat6 de realizar una aproximacion que permitiera obtener
una idea del potencial metabdlico del microbioma obtenido, encontrandose que un 66,1 %
de las secuencias contienen proteinas predichas, aunque con funcién desconocida y solo
un 33 % tienen alguna funcién que puede o no estar relacionado con el microbioma y el

hospedero.

En la distribucion de las asignaciones de la categoria funcional COG (Grupos Ortélogos de
Proteinas) que se basa en comparar secuencias de proteinas codificadas en genomas
completos y que representan los grandes linajes filogenéticos en almacenamiento,
procesos celulares y metabolismo, se encontré que un 20,92% corresponde a secuencias

pobremente caracterizadas (Figura 27); para NOG (Genealogia Evolutiva de los Genes)



un 85,17% corresponde a secuencias pobremente caracterizadas (Figura 28) y finalmente
para la evaluacién a nivel de asignacion de lecturas de subsistemas (Figura 30) se
encontraron caracterizaciones de muchas funciones que pertenecen probablemente al
huésped como metabolismo de carbohidratos en su mayor proporcion, proteinas, acidos
grasos, lipidos, aminoacidos, metabolismo de RNA, respiracién celular, metabolismo del
ADN, etc., pero también se encontré funciones miscelanea en un 6,74% donde se podria
encuadrar funciones cumplidas por el microbioma. Entre estas probablemente se ubica la
biotransformacion del plastico, que es una funcién especifica de algunos microorganismos.
Muchas de las secuencias pertenecientes a subsistemas metabolicos y de degradacion de
diferentes materiales son reportadas en una coleccién consistente de roles publicada en
la web (http://www.theseed.org/Releasel Subsystems/index.html) (Overbeek et al., 2005).

Aunque en este estudio no se analizé la degradacion de plasticos por parte de los
microorganismos en ambientes anaerobicos, se infiere que estos procesos deberian ser
investigados a futuro ya que los habitats andxicos son muy comunes en la Tierra (Kotova
et al., 2021). En este sentido, algunos estudios han encontrado compuestos resultantes
del metabolismo de oxigeno en la superficie del EPS, al igual que algunos materiales que
parecen ser téxicos y peligrosos, como tolueno, fenol y heptano, que pueden asociarse a
plastificantes, antioxidantes y otros aditivos en el PS, sin embargo, estos compuestos no
se detectaron en el intestino ni en excrementos de las larvas, lo que sugiere una posible

degradacién por parte de las mismas (Jiang et al., 2021).

De los resultados obtenidos, se destaca la presencia del género Pseudomonas, ya que
estos microorganismos toman el EPS y lo llevan a su forma basica de estireno, a su vez
este se degrada en precursores del ciclo del &cido tricarboxilico. Dado esto, el estireno se
degrada aerdébicamente a través de dos vias principales, una ataca al grupo vinilo y la otra
se basa en la ruptura directa del anillo. En condiciones anaerébicas, el estireno se
convierte en acido fenilacético (PAA) y luego en acido benzoico; por ambos mecanismos

se hace posible biodegradar completamente el EPS (Hou & Majumder, 2021).
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4 Conclusiones

4.1 Conclusiones

Se encontrd6 que el género Spiroplasma fue el mas abundante respecto a los 11
identificados. Su presencia se detect6 en las dos dietas evaluadas con una frecuencia de

71,5% para el tratamiento con Avena y de 61,6% para el tratamiento EPS.

Al comparar las dos dietas se obtuvo que los microorganismos Kluyvera georgiana y
Clostridium sensu stricto 6, asi como los géneros Pseudarthrobacter, Enterococcus,
Bacillus, Romboutsia y Pantoea presentaron diferencias significativas en su abundancia
relativa, lo que lleva a sugerir que hay una fuerte asociacion entre su presencia en el tracto

digestivo y la biodegradacion de EPS.

En el analisis del potencial metabdlico del microbioma se encontr6 que hay muchas
secuencias a las que aun se le desconoce su funcién o relacién con una proteina en
especifico, esto puede deberse a que las funciones relacionadas con biodegradacion aun
no estan determinadas en secuencias y por ende no se encuentran reportadas en las

bases de datos.

De acuerdo con las curvas de rarefaccion obtenidas, se sugiere seguir realizando estudios
de metagendmica, en los cuales se pueda llegar a una asintota determinante y conclusiva

de las especies encontradas.
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Se puede concluir que en este estudio las larvas alimentadas con EPS expandido
sobrevivieron y los géneros/especies bacterianos encontrados en su tracto digestivo
podrian jugar un papel clave en el proceso de biodegradacion de EPS.

Finalmente, los géneros/especies bacterianos encontrados en el tracto digestivo de Z.
morio son candidatos-blanco para ser obtenidos en cultivo puro y poder determinar
individualmente su actividad en la biodegradacion del EPS.
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A.Anexo: Cuantificacion de las muestras e
integridad con el procedimiento de
electroforesis en gel de agarosa usando
Agilent 5400. 1) Muestra A2_1; 2) Muestras
A2 2; 3) Muestra A3 _1; 4) Muestra P1_1; 5)
Muestra P1_2; 6) Muestra P3_1; 7) Muestra
P3 2; 8) Muestra P2.
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B.Anexo:

de

plasticos

Enzimas/cepas bacterianas vy
fangicas involucradas en la degradacion

biodegradables vy

no

biodegradables. Tomado de Ahmed et al.
(2018);
Fesseha (2019).

Bhardwaj

& Gupta

(2013)

Tipo Enzima Microorganismo Tipo de pléastico Referencia
Bacteria | Lipasa C. botulinum PCL Bhardwaj, H; Gupta R. 2013
Desconocida Firmicutes PHB, PCL Y PBS Tokiwa et al. (2009)
Bhardwaj, H; Gupta R. 2013
Fesseha, 2019
Lipasa Penicillium Adipato polietileno Bhardwaj, H; Gupta R. 2013
(PEA), PBSY PCL
Serina P. stutzeri Polihidroxialcanoato Muhamad et al. (2015)
hidrolasa (PHA), PBS Y PCL Bhardwaj, H; Gupta R. 2013
Fesseha, 2019
Desconocida B. bordetelensis PET Calabia y Tokiwa (2006)
Desconocida Pseudomonas PVC, PFT Danko et al. (2004); Orr et al.
fluoerescens B-22. P (2004)
putida, Ochrobactrum TD Fesseha, 2019
Desconocida Protobacteria PHB, PCLy PBS Bhardwaj, H; Gupta R. 2013
Lipasa Clostridium botulinum PCL Fesseha, 2019
No identificada | Brevibacillus borstelensis PHA Fesseha, 2019
Desconocida Streptomyces (Genus) PHB, PVC Fesseha, 2019
Desconocida Streptomyces PHB Y PCL Tokiwa et al. (2009)
Bhardwaj, H; Gupta R. 2013
Magnesio Amycolatopsis species PLA, PE Fesseha, 2019
peroxidasa
Manganeso Amycolaptosis sp. PLAY PE Muhamad et al. (2015)
peroxidasa
Hongo | Glicosidasa A. flavus Poliprolactona (PCL) | Tokiwa et al. (2009)
Fesseha, 2019
Bhardwaj, H; Gupta R. 2013
Lipasa Rhizopus delemar, PCL Abou-zeid et al. (2001. 2009)
Lipasa Rhizopus arrizus Adipato polietileno Tokiwa et al. (2009)
(PEA), PBS Y PCL
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Desconocida

Penicilinum funiculosum

Polihidroxibutirato
(PHB)

Tokiwa et al. (2009)
Bhardwaj, H; Gupta R. 2013
Fesseha, 2019

Hongo Catalasa, A. niger PCL Tokiwa et al. (2009)
proteasa Bhardwaj, H; Gupta R. 2013
Fesseha, 2019
Cutinasa Fusarium PCL Muhamad et al. (2015)
Cutinasa Aspergillus oryzae Polibutileno succinato | Bhardwaj, H; Gupta R. 2013
(PBS)
Ureasa Trichoderma sp. Poliuretano Bhardwaj, H; Gupta R. 2013
Cutinasa Fusarium PCL Bhardwaj, H; Gupta R. 2013

Fesseha, 2019

Desconocida

Amycolatiopsis sp.

Acido poliactico (PLA)

Bhardwaj, H; Gupta R. 2013

Fusarium solani

Manganeso Phanerochaete Polietileno Fesseha, 2019
peroxidasa chrysosporium
Lipasa Rhizopus arrisus PEA, PBS Y PCL Fesseha, 2019
Rhizopus delemor PCL
Serina Pestalotiopsis microspore, | PUR Howard (2002); Russell et al.
hidrolasa Curvularia senegalensis, (2011)

Bhardwaj, H; Gupta R. 2013

PCL-Policaprolactona, PHB-Polihidroxibutirato, PLA-Acido poliactico, PE-Polietileno,

PVC-Polivinil clorhidrato, PET-

Tereptolato de polietileno, PEA-Poliester acetato, PBS-Succinato de polibutileno, PHA-Polihidroxialcanoato.
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