UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

Universidad Auténoma de Querétaro

Facultad de Ingenieria

Determinacion de la poblacion microbiana mediante analisis metagendmico en

frass no composteado de mosca soldado negro alimentada con diferentes dietas

Opciodn de titulacion
Tesis
Que como parte de los requisitos para obtener el Grado de

M. en C. en Ingenieria en Biosistemas

Presenta:

Alejandra Torres Lara

Dirigido por:
Dr. Juan Fernando Garcia Trejo
Codirigido por:

Dr. Bruno Gémez Gil



REPOSITORIO
R I INSTITUCIONAL
DGBSDI-UAQ

La presente obra esta bajo la licencia:
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es

OO

CC BY-NC-ND 4.0 DEED

Atribucion-NoComercial-SinDerivadas 4.0 Internacional

Usted es libre de:

Compartir — copiar y redistribuir el material en cualquier medio o formato

La licenciante no puede revocar estas libertades en tanto usted siga los términos de la licencia

Bajo los siguientes términos:

Atribucién — Usted debe dar crédito de manera adecuada , brindar un enlace a la licencia,
e indicar si se han realizado cambios . Puede hacerlo en cualquier forma razonable, pero no de
forma tal que sugiera que usted o su uso tienen el apoyo de la licenciante.

@ NoComercial — Usted no puede hacer uso del material con propdsitos comerciales .

SinDerivadas — Si remezcla, transforma o crea a partir del material, no podra distribuir el
material modificado.

No hay restricciones adicionales — No puede aplicar términos legales ni medidas tecnoldgicas que
restrinjan legalmente a otras a hacer cualquier uso permitido por la licencia.

Avisos:

No tiene que cumplir con la licencia para elementos del material en el dominio publico o cuando su uso
esté permitido por una excepcion o limitacion aplicable.

No se dan garantias. La licencia podria no darle todos los permisos que necesita para el uso que tenga
previsto. Por ejemplo, otros derechos como publicidad, privacidad, o derechos morales pueden limitar la
forma en que utilice el material.



https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-appropriate-credit
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-indicate-changes
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-commercial-purposes
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-some-kinds-of-mods
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-technological-measures
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-exception-or-limitation
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-publicity-privacy-or-moral-rights

Universidad Auténoma de Querétaro
Facultad de Ingenieria
Maestria en Ingenieria de Biosistemas

Determinacién de la poblacién microbiana mediante analisis metagendémico en frass no

composteado de mosca soldado negro alimentada con diferentes dietas
TESIS
Que como parte de los requisitos para obtener el grado de M. en C. en Ingenieria de Biosistemas

Presenta:
Alejandra Torres Lara

Dirigido por:
Dr Juan Fernando Garcia Trejo

Dr. Juan Fernando Garcia Trejo

Presidente Firma

Dr. Bruno Gomez Gil

Copresidente Firma

Dra. Ana Angélica Feregrino Pérez

Vocal Firma

Dr. Miguel Betancourt Lozano

Suplente Firma

Dr. Ramoén Gerardo Guevara Gonzalez

Suplente Firma
Dra. Maria de la Luz Pérez Rea Manuel Toledano Ayala
Directora de la Facultad Director de Investigacion y
Posgrado

Centro Universitario
Querétaro, Qro.
Noviembre 2024



Resumen

Hermetia illucens conocida como mosca soldado negra (MSN), se caracteriza por
su capacidad para la bioconversion de los residuos organicos en proteina y lipidos
y frass. Sin embargo, aun no son suficientes los estudios que esclarezcan aspectos
relacionados al impacto del microbioma de la larva expuesta a una dieta exclusiva
durante la sucesion generacional, y como esto repercute sobre su desarrollo y
bioconversion de residuos. Dado que, el microbioma del frass se ve reflejado en el
intestino larval se determind la composicién y estructura de los consorcios
microbianos presentes en el contenido intestinal de las larvas, por medio de andlisis
metagenomico del ARNr 16S. Se contrasté la estructura de los consorcios
microbianos generados por la influencia de dietas que difieren en su composicion
nutricional, mango y tilapia durante tres generaciones empleando la dieta
Gainesville como control. Se determiné que dietas restringidas repercuten sobre el
desarrollo de las larvas y sus generaciones ya que los valores de bioconversion
disminuyeron con cada generacion. También se concluyé que la transmisién vertical
no supone un factor determinante en la estructura de los consorcios microbianos

que pudieran heredar las generaciones de larvas de MSN.
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Summary

Hermetia illucens, known as black soldier fly (BSF), is characterized by its ability to
bioconversion of organic waste into protein, lipids and frass. However, there are still
not enough studies that clarify aspects related to the impact of the microbiome of the
larva exposed to an exclusive diet during generational succession, and how this
affects its development and waste bioconversion. Since the microbiome of the frass
is reflected in the larval intestine, the composition and structure of the microbial
consortia present in the intestinal contents of the larvae was determined by 16S
rRNA metagenomic analysis. The structure of the microbial consortia generated by
the influence of diets differing in nutritional composition, mango and tilapia during
three generations was contrasted using the Gainesville diet as a control.
Bioconversion parameters were evaluated to correlate implicit aspects of the
microbiome with larval performance. It was determined that restricted diets have an
impact on the development of the larvae and their generations since the
bioconversion values were lower in each generation. It was also concluded that
vertical transmission is not a determining factor in the structure of the microbial

consortia that could be inherited by generations of BSF larvae.

Keywords:

BSF; frass; microbiome; organic waste.
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Capitulo |

Introduccion

Hermetia illucens (Linnaeus 1758), es conocida como mosca soldado negra (MSN)
pertenece al orden Diptera, familia Stratiomyidae. Es originaria de las zonas
subtropicales de América, sin embargo, actualmente se encuentra ampliamente
distribuida por el mundo debido a las actividades humanas. Es un insecto sapréfago
holometabolo, cuyo ciclo de vida se completa en un periodo de 40 - 45 dias
aproximadamente. El cual consta de 5 etapas (Figura 1): 1) huevo; 2) larva con 6
estadios larvales siendo el sexto la prepupa; 3) prepupa; 4) pupa; y 5) adulto
(Lievens et al., 2021). En los ultimos afios el uso de la MSN ha tomado relevancia,
debido a las multiples ventajas generadas a partir de su uso como tratamiento de

residuos organicos (Surendra et al., 2020).

Adult
Lifespan: 5 to 8 days
Eggs
Number: 500 to 900

w Hatch time: approx. 4 days
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Figura 1 Ciclo de vida de H. illucens (De Smet et al., 2018).

El desarrollo larval es el mas relevante para su cultivo, ya que es en este dénde la
MSN es capaz de alimentarse de diversos sustratos organicos en descomposicion,
llevando a cabo el tratamiento de bioconversion de estos residuos. La bioconversion

consiste en la capacidad de un organismo para transformar los residuos y a partir



de esto obtener otros productos. En el caso de la MSN se obtienen dos productos:
una biomasa larval rica en proteinas y lipidos (Lalander et al., 2019) la cual ha sido
reportado ampliamente, como fuente de alimento para ganado, peces y aves de
corral (Shumo et al., 2019); y el residuo generado por el metabolismo de las larvas,
llamado comunmente frass, que muestra un gran potencial para ser empleado
como fertilizante para multiples fines (Menino et al., 2021). La composicion del
alimento y la temperatura son factores que determinan la calidad de los productos
finales (Gold et al., 2020).

El frass es generado por la larva de MSN como excreta a partir de metabolizar los
residuos organicos, donde se ha demostrado una reduccion significativa en el
volumen de los residuos de hasta el 79% (Lalander et al.,, 2019). Este proceso
depende de las caracteristicas fisico-quimicas del residuo (Surendra et al., 2020).
Debido a esto, en algunos casos la bioconversion resulta ineficiente reflejandose en
cantidades de material organico no consumido o no digerido. Por lo tanto, una
produccion efectiva de frass debe evaluarse junto con otros parametros del proceso,
como la eficiencia de bioconversidn, la reduccion de material y el peso final de las

larvas, entre otros (Lopes et al., 2022).

La industria de la MSN se ha ido expandiendo y la valoracion del frass esta
adquiriendo un mayor peso economico y ecoldgico lo cual promueve la circularidad
del sistema productivo de la MSN (Schmitt y de Vries, 2020). Diversos estudios
comprueban la efectividad del frass como fertilizante organico para mejorar la salud
de las plantas, aumentar el rendimiento de cultivos y la fertilidad del suelo (Tanga et
al. 2021). Adicionalmente, se ha demostrado que el frass puede reducir la incidencia
de patdégenos y enfermedades en las plantas, debido al alto contenido de quitina
(Van Huis, 2020).

Debido a que los valores de minerales presentes en el frass, asi como su carga
microbiana, estan directamente relacionados al sustrato utilizado para la cria de
larvas de MSN, estos pueden variar respecto al sustrato empleado. Por lo tanto, aun

se requiere mas investigacion para determinar cuales son los sustratos optimos para



obtener la mejor calidad de frass, sin afectar el rendimiento y la rentabilidad en la
produccion de MSN (Gebremikael et al., 2022).

Antecedentes cientificos

Los primeros articulos publicados acerca de H. illucens se enfocan en su
importancia como indicador postmortem en la entomologia forense (Lord et al.,
1994). Es hasta el 2002 que Sheppard y Tomberlin realizan estudios sobre su cultivo
artificial debido a su capacidad para la bioconversidn de residuos organicos y como
potencial fuente de alimento para animales. Es a partir de esto, que fue
incrementando el numero de investigaciones enfocadas en el potencial de la MSN
para el manejo de los residuos organicos, los parametros de cultivo y el efecto de
su uso como alimento y suplemento nutricional en diversas especies domésticos
(Myers et al., 2008; Tomberlin et al., 2009; Diener et al., 2009).

Del 2009 en adelante las investigaciones cientificas aportan conocimiento sobre
moléculas derivadas de su produccion, tales como péptidos antimicrobianos,
pigmentos, fertilizantes, bacterias anaerobias con potencial para birreactores y
biodigestores (Xia et al., 2021; Surendra et al., 2020). Mientras a su vez, se exploran
estrategias para intensificar la ovoposicion tales como el control de diversos
espectros de luz y rangos de temperatura, estandarizacion de dietas y tasas de
suministro de alimentacioén (Zheng et al., 2013; Zhang et al., 2010; Singh y Kumairi,
2019). Actualmente diversos estudios gendémicos y microbianos de la MSN se
enfocan en seleccionar microorganismos o genes de potencial aplicacion para
diversos aspectos productivos de impacto econémico (Zhan et al., 2024; De Filippis
et al., 2023; Kou et al., 2023).

Analisis microbianos en frass de MSN

Los aspectos de inocuidad relacionados con los productos procedentes de los

procesos de bioconversion con la MSN son cruciales, especialmente cuando las



larvas de MSN se explotan para aplicaciones alimentarias y sus residuos como
fertilizantes. Se sabe que la composicion de microbiana de los suelos afecta la salud
y el rendimiento de los cultivos vegetales. Las poblaciones de bacterias
provenientes del frass son capaces de competir con patégenos o actuar como
promotores del crecimiento vegetal lo cual podria potenciarse para mejorar el
rendimiento vegetal (Basri et al., 2022). Por lo tanto, un analisis mas profundo sobre
el contenido de microorganismos en los productos derivados de la MSN empleando
tecnologias de mayor alcance, como es el caso de la metagendmica, puede ayudar
a comprender diversos factores que intervienen durante la maduracion del frass y

la composicion del microbioma de la larva.

En los primeros estudios de diversidad microbiana se empleaban métodos
dependientes de cultivo, donde sdlo se lograban estudiar aquellos microorganismos
que se pudieran aislar en el laboratorio. Mediante el avance de las técnicas de
biologia molecular, como es el caso de la metagendmica, se ha logrado analizar la
diversidad microbiana a través del uso de métodos independientes de cultivo,
obteniendo informacién mas precisa de los genomas microbianos (Cortes-Lépez et
al., 2020). Basado en la amplificacién de una region estandarizada del ADN por
PCR. Con el paso de los afios se han propuesto y estandarizado diversas regiones
de secuencias conservadas. Siendo la mas empleada para bacterias el ARNr 16S.
Dicha region, es un polirribonucledtido de aproximadamente 1500 nucledtidos
codificado por el gen rrs, también denominado ADN ribosomal 16S. Poseen
suficiente variabilidad para diferenciar no sélo los organismos mas alejados, sino
también los mas préximos, y es posible diferenciar especies, cepas o variedades.
(Rodicio y Mendoza, 2004).

Los investigadores Jeon et al. (2011), realizaron el primer analisis de la comunidad
bacteriana en el intestino de la larva de MSN mediante técnicas de metagendmica.
Reportaron que tiene una amplia diversidad bacteriana la cual le es esencial para
llevar a cabo la bioconversion de los residuos. Este microbioma se ve reflejado en
el contenido final del frass y le brinda caracteristicas propias dependiendo de la

dieta que consume la larva (Gold et al., 2020), debido a esto, los estudios de la



composicién microbiana del frass se enfocan en explorar el intestino de la larva, ya

que es ella quien determina la composicion resultante del frass.

La importancia de los microorganismos (MOS) radica en su impacto sobre los
cultivos de consumo agricola, donde se pueden encontrar MOS beneficiosos,
neutros o patdégenos. Puesto que, los MOS benéficos presentes en los suelos son
fundamentales para estimular la asimilacién de nutrientes y promover el crecimiento
vegetal, se busca producir un frass con un alto contenido de estos. Es debido a esto
que, algunos autores se han centrado en ver el efecto de la dieta ofrecida a la larva
para favorecer la presencia de estos en el frass. Por ejemplo, Yu et al. (2011),
implementaron una dieta enriquecida con miembros del microbioma de la larva
(Bacillus natto, Bacillus subtilis, Lactobacillus buchneri y Kocuria marina) para

incrementar el rendimiento y el contenido final de estos.

Sin embargo, aun no son suficientes los estudios que esclarezcan aspectos
relacionados a la microbiologia del frass, las variables que lo determinan, los
cambios composicionales durante su estabilizacion como abono y las posibles
alteraciones que puede generar sobre el suelo de cultivo y los beneficios directos
en las plantas (Lopes et al., 2022). Entre las caracterizaciones realizadas a la
composicion microbiolégica del frass, Kawasaki et al. (2020), reportaron una
abundancia mayor de MOS en el frass, comparada con abonos organicos
empleados tradicionalmente, como el estiércol de caballo y de aves de corral.
Sefalando se encuentran en menor cantidad algunos MOS patdégenos
pertenecientes a la familia Xanthomonadaceae y los géneros Sporosarcina spp.,
Corynebacterium spp. y Bacillus spp. Entre algunas de las bacterias benéficas
reportadas se encuentran Lactobacillus spp., Bacillus spp., Actinobacteria spp., y

Pseudomonas spp. (Gold et al., 2020).

Por otra parte, Lopes et al. (2020), apuntan que la densidad poblacional de
Salmonella spp. y E. coli, presentes en los residuos organicos durante el tratamiento
con la larva de MSN se vieron significativamente inactivadas y menguadas, en el
frass producido. Otros patdégenos que se reportan tolerantes a la transformacién con

larva de MSN son los huevos de Ascaris spp. (Lalander et al., 2013). Asi como



también, se reportan aflatoxinas pertenecientes a hongos, las cuales se ven
reducidas durante el tratamiento con la larva de MSN, sin embargo, permanecen
aun en el frass y en la larva en cantidades menores (Bosch et al., 2017), lo cual
pudiera involucrar un riesgo para su uso. La literatura citada es un importante aporte
inicial para abrir el panorama actual de la necesidad por determinar la composicion
microbiana del frass para poder establecer estrategias que permitan obtener un
abono seguro y con alto contenido de microorganismos benéficos que promuevan

el crecimiento vegetal.

Justificacion

El panorama global experimenta un constante incremento de demanda en la
produccion de cultivos, tanto para satisfacer las necesidades alimenticias de la
poblacién humana como del ganado, sin mencionar materia prima para diversas
industrias (McKenzie y Williams, 2015). Esta demanda a su vez genera 106 523139
toneladas diarias de residuos sdélidos urbanos en México (INEGI, 2020), que en su
mayoria terminan en rellenos sanitarios contribuyendo a las emisiones de carbono

y siendo potencialmente fuentes de infeccion (Koda et al., 2017).

El cultivo de MSN, cuenta con el potencial para solucionar este paradigma, ya que
es capaz de degradar los residuos organicos y a partir de estos generar un
fertilizante organico altamente eficiente y biomasa larval con alto contenido

nutricional para el ganado (Lalander et al., 2019).

En la ultima década se ha profundizado en el contenido nutricional de la larva, sin
embargo, aspectos relacionados a la dinamica microbiolégica durante: 1) el
tratamiento de los residuos por la larva; 2) el impacto de una dieta restringida a lo
largo de generaciones sobre la mocrobiota de la larva; y 3) la composicion de MOS
patégenos o benéficos, en los productos obtenidos para ser empleado como
alimento y abono; se mantienen aun como interrogantes. Emplear técnicas

metagendmicas para analizar la diversidad microbiana del frass reduce los tiempos



de analisis y el sesgo en la identificacion taxondmica. Es importante tener definida
la comunidad microbioldgica y los factores que la determinan para poder desarrollar
los productos derivados de la MSN de manera eficiente y segura para su consumo

y aplicacion en los cultivos.

Hipotesis

La dieta restringida ofrecida a larvas de mosca soldado negra, durante tres
generaciones, ocasiona un impacto sobre su desempefio en la bioconversion de
residuos organicos, asi como un efecto sobre la composicion y estructura del

microbioma intestinal de las larvas.

Objetivos

a. Objetivo general

Identificar la diversidad de microorganismos presentes en el frass de la larva de
mosca soldado negra por medio de la secuenciacién masiva de genes para evaluar
la influencia de la composicion de la dieta y la sucesidon generacional sobre el

microbioma.

b. Objetivos especificos

Evaluar el desempeio de las larvas en cada tratamiento por generacion.
2. Comparar la composicién y estructura de los consorcios microbianos
entre los tratamientos.
3. Determinar el impacto de la dieta y las sucesiones generacionales sobre
la composicion de microorganismos presentes en el intestino de las

larvas.



Capitulo Il

Marco teodrico

Biologia de Hermetia illucens

La larva de MSN se caracteriza por ser un insecto detrivoro generalista, es decir, se
alimenta de la materia en descomposicion proveniente de fuentes vegetales, tales
como los residuos provenientes de la agricultura, restos de vegetales y animales,
asi como excretas y residuos organicos domeésticos (Rehman et al.,, 2022). En
general, los sustratos ricos en proteinas y aceites, son mas adecuados para su
desarrollo, ya que requiere acumularlos para cumplir su ciclo de vida (Liu et al.,
2019). Es debido a su amplia variedad dietética que H. illucens se ha establecido

exitosamente de manera silvestre en cualquier ambiente con clima tropical.

En la naturaleza, H. illucens pone sus huevos en areas secas cerca de organismos
humedos y en descomposicion. La temperatura, la humedad y la intensidad de la
luz son los principales factores ambientales que afectan el apareamiento de los
adultos y la puesta de huevos. El tiempo de incubacién de los huevos suele ser de
4 a 14 dias y varia segun la estacion, la region y la temperatura (Sheppard et al.,
2002).

Las etapas larvarias mas aceptadas de la MSN son las descritas por Kim et al.
(2010), mencionan seis estadios en la fase larvaria, y el tamafo de las larvas varia
de 1,8 mm a 20 mm; las larvas de 20 mm se denominan larvas maduras. Recién
eclosionan las larvas de MSN se dirigen a alguna fuente de alimentacion, y las tasas
de consumo aumentan considerablemente después del tercer estadio. Cuando las
larvas alcanzan el sexto estadio, dejan de alimentarse e inician la pupa,
convirtiéndose posteriormente en adultos. Las hembras adultas inician la puesta de
huevos aproximadamente 2 a 3 dias después del apareamiento, y pueden poner
hasta 900 huevos (Zheng et al., 2013).



Anatomia de la cabeza

La capacidad de la larva de MSN para alimentarse de una gran variedad de
sustratos es debido a su complejo aparato multifuncional adaptado a la ingesta de
alimentos semiliquidos derivados de materia organica en descomposicion, sin

embargo, aun no se conoce el papel exacto de todas las piezas bucales en conjunto.

La morfologia bucal de la larva de MSN fue descrita por Bruno et al. (2020),
mediante microscopia optica y electronica de barrido, donde analizan las diferentes
piezas bucales y sus modificaciones durante el desarrollo larvario. Como se muestra
en la Figura 2 la cabeza de H. illucens es extremadamente robusta y su interior esta
recubierto por una armadura quitinosa muy resistente. Tiene forma prognata y
conica, lo que le facilita penetrar en el sustrato del alimento gracias a la presién
ejercida por el cuerpo larvario completo. La mandibula maxilar esta protegida por
una almohadilla antenal robusta al nivel de la sutura clipeolabral la cual protege de

dafos a la cabeza cuando sobresale en el sustrato de alimentacion.

En su cara ventral presenta una estructura predominantemente membranosa, la
epifaringe, rica en espinas dirigidas hacia abajo y con un apéndice sensorial en su
borde frontal. El aparato mandibular-maxilar representa la fusion de la mandibula y
el maxilar y se mueve principalmente en sentido vertical. Cuando el aparato esta en
aduccion, todo el apéndice gira hacia abajo y los ganchos probablemente actuan
como organos excavadores. La parte inferior del aparato esta compuesto por un
cilindro membranoso grande e hinchado cubierto por una escobilla, que muele la
comida en particulas mas pequenas. El extremo distal de los estipites lleva una
galea equipada con siete abanicos de espinas en los ultimos estadios pero con solo

tres en el primer estadio.

Estos autores, teorizan el funcionamiento de su aparato bucal basado en su
morfologia. Proponen que los ganchos del aparato mandibular-maxilar toman
particulas del alimento para molerlo en partes mas pequefas con ayuda de los
dientes lancinales. La comida es conducida hacia la bocay la hipofaringe junto con

el septum quitinoso, donde separan las particulas gruesas de las mas finas



expulsando ventralmente las mas gruesas por contracciones. Las particulas
seleccionadas entran en la faringe, donde ocurre un ultimo tratamiento mecanico,
seran trituradas una vez mas. La percepcion del alimento es guiado por los diversos
apeéndices sensoriales del peine epifaringeo (labral) que rodean la parte anterior de

la hipofaringe.
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c Tergum del protorax
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Figura 2 Vista de la cabeza de larva de MSN en prepupa con microscopio electronico de barrido A: Vista
dorsal de las partes bucales; B: Vista ventral de las partes bucales; C: Representacion esquematica de la
seccion sagital de la cabeza (modificado de Bruno et al., 2020).

Caracteristicas del intestino de la larva de H. illucens

La segmentacion del intestino en tres regiones de diferente origen embrionario es
una caracteristica comun en todos los insectos (Nation, 2008). Este 6rgano
desempena un papel fundamental en la ingestion de alimentos, su digestion, la
absorcion de nutrientes y la eliminacion de desechos. A diferencia de otras moscas
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pertenecientes a la familia Brachycera (Dubreuil, 2004), el intestino larvario de H.

illucens carece de ciego gastrico.

Bonelli et al. (2019), llevaron a cabo un analisis exhaustivo de la estructura y funcion
del intestino de las larvas de MSN, identificando distintas regiones con propiedades
especificas para funciones particulares. Segun su estudio, el intestino medio,
encargado de la produccion y secrecion de enzimas digestivas, asi como de la
absorcion de nutrientes, constituye la parte mas extensa del sistema digestivo
(Figura 3). Observaron que el intestino medio de las larvas de H. illucens presenta
regiones diferenciadas, cada una con un pH caracteristico en su contenido luminal:
el intestino medio anterior (IMA) con un pH de 5.9, el intestino medio medio (IMM)

con un pH de 2.1 y el intestino medio posterior (IMP) con un pH de 8.3.

El revestimiento epitelial del intestino esta compuesto principalmente por tres tipos
de células: columnares, endocrinas y regenerativas. Sin embargo, cada region
muestra una diferenciacion significativa. EI IMA exhibe una mayor presencia de
reticulos endoplasmaticos gruesos y numerosas mitocondrias. Por otro lado, el IMM
contiene células especializadas de cobre, conocidas como células cuprofilas u
oxinticas, junto con H* V-ATPasas asociadas, responsables de acidificar esta
region. El IMP presenta un epitelio grueso con bordes en forma de cepillo (Bonelli
et al., 2019).

Estudios previos sugieren que las glandulas salivales de las larvas de H. illucens
contribuyen minimamente a la produccion de enzimas digestivas, siendo el intestino
medio el principal sitio de digestion (Kim, 2011). Bonelli et al. (2019) corroboraron
este hallazgo al identificar la mayor actividad enzimatica en el contenido luminal del
IMP, indicando que esta region es crucial para la digestion de proteinas mediante
endopeptidasas pertenecientes a la familia de las serina proteasas. Ademas,
observaron una alta actividad de lisozimas en el IMM, las cuales pueden degradar
los enlaces de acido N-acetilmuramico y N-acetil-D-glucosamina del peptidoglicano
de la pared celular de bacterias. Lo cual sugiere la capacidad de las larvas para

eliminar patégenos provenientes del sustrato de alimentacion.
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En cuanto a la funcién digestiva, el IMM se encarga de degradar polisacaridos
mediante la secrecion de amilasas, lipasas y lisozimas, a diferencia de la mosca
doméstica, que produce amilasas en el intestino posterior, al igual que la mayoria
de las enzimas (Pimentel, 2018). Por su parte, los lipidos son digeridos por el IMA'y
el IMP conjuntamente. Especificamente, el IMP esta involucrado en la digestion de
proteinas, donde endo y exopeptidasas realizan la hidrélisis de péptidos, liberando
aminodacidos. Esta region exhibe una alta actividad de serina proteasas como la

tripsina y quimiotripsina (Santa Ana et al., 2017).

El analisis realizado por Bonelli et al. (2019) resalta la importancia del pH luminal en
la funcion intestinal, ya que influye en la actividad enzimatica, la solubilidad de
nutrientes, la neutralizacién de agentes téxicos y la configuracion del microbioma
intestinal. Ademas, senalan que la temperatura es un factor critico para la actividad
enzimatica eficiente, con una temperatura 6ptima alrededor de los 45 °C. Este
requisito enzimatico, se refleja en el comportamiento de alimentacion colectiva que
se distingue por la tendencia de las larvas a agruparse, generando friccién con sus
movimientos para aumentar la temperatura. Considerar estos aspectos
relacionados con las funciones intestinales puede ser fundamental para el desarrollo
de protocolos de cria que optimicen la capacidad de bioconversién y sus

aplicaciones biotecnologicas.
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Figura 3 Regiones del intestino medio de larva de Mosca soldado negro en estadio de prepupa caracterizadas
por la diferencia de pH en el contenido luminal. Modificado de Bruno et al. (2019).

Composicion nutrimental de la larva de MSN

Las etapas de larva y pupa son las mas ricas en nutrientes y dependen en gran
medida de la calidad de los alimentos, con alrededor de 18 a 33 % de grasay 32 a
53 % de proteina, ademas de ser ricas en aminoacidos y minerales. El valor
nutricional de las larvas varia segun el tipo de desechos organicos con los que se
alimentan (Wang y Shelomi 2017). Los aminoacidos esenciales abundan en la
proteina obtenida de las larvas de MSN. En una comparacién realizada por Lu et al.
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(2022), encontraron que el contenido de leucina, isoleucina y valina del polvo de
prepupa es mucho mayor que el de la harina de pescado, y el contenido de todos
los demas aminoacidos, excepto el triptéfano, es mayor en el polvo de prepupa que
en la harina de soja. En cuanto al contenido de minerales, los contenidos de Fe, Mn
y Al del polvo de prepupa son mucho mayores que los de la harina de pescado y la
harina de soja. El contenido de algunos otros minerales (Na, Mg, Zn) también es
mayor en el polvo de prepupa que en la harina de pescado y la harina de soja, pero
los de K'y Cu son ligeramente menores. En comparacidn con otros insectos, harina
de soja y harina de pescado, el contenido de proteina bruta de las larvas y prepupas

de H. illucens es ligeramente menor (Bulak et al., 2020).

Caracteristicas del frass de MSN

El frass de larva de MSN esta compuesto por una mezcla principalmente de heces
de larva, residuos de sustrato y exoesqueletos desprendidos. Generalmente el frass
se recolecta después de 9 a 23 dias iniciada la cria de larvas de MSN, dependiendo
del sustrato empleado. Adicionalmente, se suele recolectar una vez que del 40% al
90% de las larvas hallan pasado a la etapa de prepupa (Klammsteiner et al., 2020).
El frass cosechado puede encontrarse seco o humedo. El frass seco se produce
principalmente como una textura granular de color marrén oscuro y tiene un menor
contenido de agua. Mientras tanto, el frass humedo es denso, de color gris, tiene un
alto contenido de humedad y tiene la consistencia de una arcilla espesa y humeda
(Alattar et al., 2016). Lo ideal es obtener un frass seco ya que su transporte y
embalaje se facilita, de igual manera no requiere un pre tratamiento, como el

secado, antes de su estabilizacion (Basri et al., 2022).

Diversos estudios senalan que a partir del sustrato ofrecido a las larvas como
alimento durante el proceso de tratamiento con MSN pueden producir de un 25 % a
33 % de frass y entre 2 a 12,5 % de biomasa larval (Ravi et al., 2020; Salomone et
al., 2017; Quilliam et al., 2020). Al ser cosechado el frass este alcanza una

temperatura de entre los 24 a 27 ° C. Debido a esto, el frass de MSN alcanza la fase
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mesofila rapidamente. Mientras que, el pH del frass se suele encontrar entre 7.0 y
8.0, que es el rango optimo para promover el crecimiento de las plantas vy
proporcionar un entorno propicio para las comunidades bacterianas beneficiosas en
el frass (Surendra et al., 2020). Estos resultados pueden variar ya sea por la calidad

del sustrato como los parametros ambientales de crianza.

Capitulo lll

Metodologia

Los experimentos de esta investigacion se llevaron a cabo en las instalaciones de
la planta piloto de mosca soldado negro, situada en el campus Amazcala de la
Universidad Auténoma de Querétaro. Las larvas utilizadas fueron donadas por el

pie de cria de la misma institucion.

Manejo H. illucens

Se llevaron a cabo tres réplicas de cada tratamiento, utilizando contenedores de
plastico de 5.7 litros de capacidad de la marca Sterilite, con dimensiones de 34.6 x
21 x 12.4 cm. Cada contenedor se carg6 con 200 gramos de alimento. Las dietas
se administraron en dos dosis de 100 gramos cada una. La primera dosis se
proporcioné al inicio, y la segunda al finalizar el alimento. Se emplearon 100 larvas
por tratamiento y cada tratamiento se realiz6 por triplicado. Los contenedores fueron
ubicados en el area designada para la cria en la planta Amazcala, donde se
mantiene una temperatura controlada de 28°C y una humedad 6ptima de 70 + 5%
(Dortmans et al., 2017).

Las lineas parentales se establecieron utilizando larvas de 5 a 7 dias de vida (DOL
por sus siglas en inglés days of living), obtenidas del proceso de cria en la planta
piloto de mosca soldado negro de la UAQ. Una vez que las larvas alcanzaron el
estadio de prepupa, se mantuvieron en oscuridad. Al observar la emergencia de
moscas de su envoltura pupal, los contenedores de cria se colocaron dentro de

jaulas de vuelo de acuerdo al tratamiento correspondiente, resultando en una
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densidad de 300 moscas por jaula aproximadamente, esto considerando que cada
tratamiento consistié en 100 larvas por triplicado. Se recolectaron los huevos, se

pesaron y se colocaron en eclosion en sus respectivos tratamientos.

Entre los dias 5 y 8, se seleccionaron aleatoriamente 100 larvas por tratamiento
para mantener una densidad de dos larvas por gramo, la cual es la reportada con

mayor eficiencia de bioconversion (Parodi et al., 2021).

El ciclo de vida de las moscas, bajo las mismas condiciones dietéticas, se completd
hasta alcanzar la tercera generacién de H. illucens. Esto se hizo con el fin de
asegurar que el microbioma heredado verticalmente se mantuviera constante
debido al tratamiento (Hassan et al., 2020; Lauzon et al., 2009; Majumder et al.,
2019).

Tratamientos

Para contrastar el impacto de la dieta ofrecida a las larvas en la composicion
microbiana del frass, se emplearon tres dietas que difieren en su contenido
nutricional (Tabla 1). Ademas, se ofrecieron las dietas tanto enteras como molidas
(tamano de particula menor a 0.065 pulgadas) con el fin de evaluar su influencia en
el rendimiento de las larvas. La trituracion de las dietas en una licuadora de cocina
hace que el sustrato sea mas palatable para las larvas de la mosca soldado negro,
lo que favorece la cantidad de procesamiento (Dortmans et al., 2017). Este aspecto

se comparo con el uso de sustratos enteros.

Tabla 1 Identificacion de los tratamientos

Dieta Gainesville Mango Tilapia
Molida Control M1 T
Entera - M2 T2

La dieta Gainesville esta compuesta por un 50 % de salvado de trigo, 30 % de harina
de alfalfay 20 % de harina de maiz, la cual se homogeniza con agua hasta alcanzar
una humedad del 70 % (Hogsette, 1992).
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Para la dieta Mango, se utilizé la variedad Ataulfo, la cual se obtuvo a partir de

sobrantes de fruteria.

En cuanto a las dietas M1 y M2, |la cascara y pulpa del mango fueron procesadas
de dos formas diferentes. En M1, se trituraron en una licuadora, mientras que en

M2, se recortaron con tijeras en trozos de aproximadamente 4 a 8 cm de diametro.

La dieta Tilapia consiste en residuos de tilapia, incluyendo despojos y cadaveres de
tilapia de diferentes edades, provenientes de la planta acuicola del campus
Amazcala de la UAQ. Se ajustd la humedad de la dieta al 70 % mediante la adicion

de salvado de trigo.

ParaT1, los despojos y cadaveres de tilapia fueron triturados en una licuadora hasta
obtener una mezcla homogénea, sin tener en cuenta el tamafio de los restos de
huesos triturados. Por otro lado, en T2, los despojos y cadaveres se ofrecieron tal

como fueron recuperados.

Es importante destacar que la dieta Gainesville se ha utilizado en varios estudios
como una dieta experimental estandarizada con los requisitos nutricionales basicos
para dipteros, y se emplea como dieta de control en diversas investigaciones (Scala
et al., 2020).

Muestreo
El frass fue colectado en bolsas herméticas una vez se observaron larvas en el
estadio de prepupa. Las bolsas de frass se mantuvieron refrigeradas hasta su

posterior analisis.

Durante el estadio 5 (14 a 18 dias) de cada generacion, se recolectaron 10 larvas
de cada réplica. Estas larvas fueron preservadas en tubos Falcon con etanol al 96

% a -40 °C hasta su procesamiento en las instalaciones del CIAD Mazatlan.

Analisis bromatolégicos

Para analizar las caracteristicas bromatoldgicas del frass (compuesto por alimento

no digerido, mudas de larva y excreta), se determiné su contenido de humedad,
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ceniza y pH. La composicién nutricional de la harina de larva, fue evaluada en la
ultima generacion de larvas en estadio de prepupa (F3 de tilapia y F1 de mango),
las cuales fueron sacrificadas por congelamiento para posteriormente determinar,
humedad, ceniza, proteina, lipidos y carbohidratos. Los mismos analisis fueron

realizados a las dietas empleando los métodos descritos a continuacion:
Cenizas

En crisoles a peso constante se pesaron 2 gr de muestra. Se registro el peso de
crisol + muestra humeda. Se colocaron los crisoles en la mufla a 500 °C por 5 horas.
Posteriormente se tomo el peso del crisol + muestra seca. El porcentaje de cenizas

se determino con la siguiente formula:
% cenizas = (P2 -P1)x 100/ M

Dénde:
P2 = Peso del crisol con las cenizas en gramos.
P1 = Peso del crisol vacio en gramos.
M = Peso de la muestra en gramos.
(MX-F-607-NORMEX-2013).

Humedad

En crisoles a peso constante se pesaron 2 gr de muestra. Se registro el peso de
crisol + muestra humeda. Coloco la muestra en un horno a 100 £ 2 °C de 4 a 12
horas. Se registro el peso de la charola + muestra seca. El porcentaje de humedad

se determiné con la siguiente formula:
% de humedad = 100 X (P2-P3 / P2-P1)

Dénde: P1 = Peso de recipiente
P2 = Peso de recipiente mas muestra humeda
P3 = Peso de recipiente mas muestra seca.
(NMX-f-083-1986)
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pH

La determinacion del pH, se llevo a cabo en una solucién 1:10 de muestra / agua
destilada, obteniendo una soluciéon sobrenadante de relacion de muestra, medida
por medio de un potenciometro de acuerdo a la NOM-021-RECNAT—2000.

Proteina

El contenido de proteina cruda de las muestras se calculé mediante el valor de
nitrogeno total, determinado por el método Kjeldahl. Posteriormente, este valor se
multiplicd por el factor de correccion para proteina: 6.25, siguiendo el protocolo
descrito por la norma mexicana NMX-F-068-S-1980.

Lipidos

El contenido de grasa cruda se llevd a cabo por el método de extraccién por
microondas (EPA 3546). Dicho procedimiento consistié en realizar la extraccion de
grasa de la muestra con agitacion constante con presion y temperatura regulada.
Posteriormente, la grasa presente se determina por gravimetria usando la siguiente

formula:

% de grasa cruda = 100 (P1/ P2)

Dénde:
%L = Porcentaje de grasa total
P1 = Peso de la grasa (g)

P2 = Peso de la muestra (g)

Determinacion del desempeno de las larvas de MSN

Parametros de bioconversion

Se midié el peso inicial promedio de las larvas, y cada tercer dia tomd el peso

promedio de las larvas, hasta llegar al estadio de prepupa (Tomberlin et al., 2002).
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Se realizé una curva de crecimiento para visualizar la ganancia de peso. Para
valorar el desempefio de las larvas se consideraron las siguientes indices asociados

a la bioconversién de residuos (Menenguz et al. 2018).
Peso ganado

El peso ganado por las larvas se determiné mediante la diferencia del peso final de

las larvas y el peso inicial de las larvas, empleando la ecuacion 1.

(1)
PG =P1-P2
Dénde:
PG = Peso ganado

P1 = Peso corporal final (g)

P2 = Peso corporal inicial (g)

Tasa de crecimiento absoluto

La tasa de crecimiento absoluto de las larvas se calculd a través de la relacion del
peso ganado de las larvas y el numero de dias de cultivo, como lo muestra la

ecuacion 2.
(2)

TG = (Pl—PZ)
LT

Donde:

TG = Tasa de crecimiento absoluto
P1 = Peso corporal final (g)

P2 = Peso corporal inicial (g)

T = Duracion de la prueba (dias)
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Conversion alimenticia

La conversién alimenticia se calcul6 usando la relacion del alimento total agregado

y la biomasa ganada de la larva mediante la ecuacion 3.
(3)

CA—P1
T P2

Doénde:
CA = Conversion alimenticia
P1 = Alimento agregado (g)

P2 = Biomasa total ganada (g)

Reduccion de sustrato

La reduccion del sustrato se calculd mediante la relaciéon del sustrato total afadido

y el frass (excremento mas alimento no consumido), por medio de la ecuacion 4.

(4)

PF
%RS = (1 _ﬁ> x 100

Donde:
RS = Reduccién del sustrato
PF = Peso del frass (g)

P2 = Peso del sustrato inicial (g)

Eficiencia de conversion de biomasa

Se calcul6 a partir de la masa larval final y la masa inicial del sustrato aplicando la

ecuacion 5.

(5)
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ML
%ECB = (M_SI> % 100

%ECB = BL(MSI — R) X 100

Donde:
ECB = Eficiencia de conversion de biomasa
ML = Biomasa larval final (g)

MSI = Masa sustrato inicial (g)

Analisis estadistico

Se analizaron los resultados en el programa Stathgraphics donde se emple6 un
ANOVA con prueba de Tukey con un 95 % de confiabilidad y un valor de p= 0.05

para determinar la diferencia significativa entre grupos y tratamiento.

Analisis de la estructura de las comunidades microbianas

Para el andlisis metagendémico, se utilizaron 5 larvas de cada tratamiento en cada
generacion durante el estadio 5. En total, se incluyeron 65 larvas, incluyendo el

grupo de control alimentado con Gainesville.

La extraccién del ADN, la amplificacion y la secuenciacién se llevaron a cabo en las
instalaciones del Centro de Investigacion en Alimentacién y Desarrollo (CIAD

Mazatlan).

Extraccion de ADN

Se registré peso y talla de cada larva de la cual se extrajo ADN. En condiciones
estériles con ayuda de pinzas y estereoscopio se disecciond el tracto digestivo de
las larvas. Las muestras se colocaron en tubos Eppendorf estériles de 1.5 mL para
llevar a cabo la extraccion de ADN por el método CTAB. El método consiste en
agregar 480 pyL de EDTA 0.5 M y 120 uL de lisozima, se incubo a 37 °C por 30
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minutos, centrifugar a 15, 000 rpm por 2 minutos y decantar el sobrenadante.
Posteriormente agregar 350 pL de buffer CTAB y 20 yL de proteinasa K, los tubos
se dejaron en termoblock a 55 °C durante 24 horas para que los tejidos se digieran
por completo. Al siguiente dia se agregd 300 uL de LiCl 5M, 2 uL de RNAsa y 600
ML de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se mezclé durante 30 minutos a
temperatura ambiente para posteriormente centrifugar a 13, 000 rpm durante 15
minutos. De la fase acuosa se recuperd 500 uL del centrifugado y se colocaron en
un nuevo tubo Eppendorf estéril de 1.5 mL. Se afiadieron 50 uL de acetato de sodio
3M (pH 5.2) y 1 mL de etanol al 100 % frio se agita y deja a -20 °C por una hora.
Una vez concluido el tiempo de congelacion se centrifugd durante 20 minutos a 13,
000 rpm y se retird el sobrenadante cuidadosamente para no perder el ADN
sedimentado, a este se agregan 750 uL de etanol al 70 %, se agitdé por 15 minutos
a temperatura ambiente y posteriormente se centrifugé nuevamente a 14, 000 rpm

durante 5 minutos.

En la campana de flujo laminar se decanté el sobrenadante cuidadosamente y se
dejé secar el pellet de ADN manteniendo los tubos abiertos durante 20 minutos. Una
vez seco, se anadieron 20 uL de H20 destilada libre de nucleasas para resuspender

el pellet. Las muestras se guardaron a -20 °C durante 24 horas.

Se cuantifico el ADN por medio de la lectura de 1 yL en el espectrofotometro
DeNovix DS 11.

Amplificacion de ADN

La microbiota bacteriana se caracterizé utilizando la region hipervariable V3 del
rRNA 16S. Se emplearon los cebadores 338F Forward: 338F (ACT CCT ACG GGA
GGC AGC AG); y 533R Reverso: (TTA CCG CGG CTG CTG GCA C). Esperando

bandas de amplificacion de aproximadamente 1,500 pb.

Para la reaccion de PCR se emplearon las siguientes concentraciones: 8.3 uL de
H20 de grado molecular, 1.5 uL de Buffer Taq DNA Polymerase (recombinant) de la

marca Thermo Fisher
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(https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/EP0401), 1.6 pL de MgCly, 0.6
ML de dNTPs, 0.6 uL de cada cebador, 0.2 uL de la enzima Taq Polymerase y 1 uL
de ADN. Se realiz6é la amplificaciéon en el termociclador SimpliAmp de la marca
Thermo Fisher. Las condiciones de amplificacion fueron: un ciclo de
desnaturalizacion inicial 95 °C x 3’, 35 ciclos de desnaturalizacion 95 °C x 307,
alineamiento 58 °C x 30", extensién 72 °C x 30” un ciclo de extension final 72 °C x
5'. Los productos de amplificacidon fueron validados en geles de agarosa al 1% para

observar la presencia de los productos de PCR.

Secuenciacion

Los amplicones fueron purificados empleando AMPure XP y perlas de cristal,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se procesaron siguiendo el protocolo de

metagendmica para el equipo lllumina MiniSeq.

Para esto se cuantificaron los amplicones con Broad-Range dDNA Quantification
Assay Kit (Thermo scientific) por fluorometria en Qubit® 3.0 (Thermo Fisher
Scientific), para ser ajustado a una disolucién adecuada para la secuenciacién en

lllumina MiniSeq (Navarro-Barrén et al., 2019).

Analisis de la composicion de la diversidad microbiana

Se empled el pipeline del Laboratorio de Gendmica Microbiana del CIAD para el

analisis de secuencias metagendmicas dirigidas a amplicones del 16S:

1.- Las secuencias generadas por illumina en formato .fastq fueron
descomprimidas, limpiadas, ensambladas y convertirlas a formato .fasta
empleando el script pair-end_cleaner.sh. Este script filtra las secuencias de
acuerdo con el valor de calidad Phred>20 (este es un valor de medicién del

error en los pares de bases generados por la secuenciacién, >20 es
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aceptable, empleando el 99% de validez contra 1% de error). Elimina las “n
y las secuencias inferiores a 110 pb. Ensamblando las secuencias pareadas
empleando PEAR.

2.- Se eliminaron secuencias quiméricas mediante el script
chimera_detector.sh que produce un reporte y nuevos archivos multifasta en
los cuales ya se han eliminado las secuencias quiméricas. El script utiliza
archivos multifasta en el directorio y genera nuevos archivos libres de
quimeras, utiliza la base de datos SILVA 128.dereplicated.fna. Si una
secuencia de consulta tenia una coincidencia mayor al 97% de similitud en la

base de datos, no se consideraba una quimera.

3.- Se asignd taxon a las secuencias limpias con el script mg_classifier.sh
empleando SILVA v132 como base de datos la cual clasifica hasta el nivel de
género. La base de datos SILVA consta de 468 811 secuencias (386 418

bacterias, 20. 31 arqueas y 57 263 eucariotas).

Para determinar el porcentaje de géneros relacionados a cada Reino y Phylum se

elaboraron graficas dinamicas utilizando KronaTools. Esta herramienta permite

explorar datos ordenados jerarquicamente haciendo acercamientos dentro de una

grafica de pastel con capas multiples (Ondov et al., 2011).

Para visualizar la distribucion de OTUs se empled el programa R Studio v 4.2 con

las paqueterias ampvis2 la cual genera graficos usando el paquete ggplot2.

Los OTUs relevantes se investigaron en la plataforma de BLAST para determinar

su estatus como posibles microorganismos patdégenos o beneficiosos, asi como su

funciéon dentro del microbioma.

Determinacion del impacto de la dieta

Analisis de la influencia de la dieta sobre la composicién del

microbioma
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La diversidad alfa, es decir, la riqueza observada, el indice de Shannon y el indice
de Simpson; y la diversidad beta, es decir, la escala multidimensional no métrica
(NMDS), se calcularon con las paqueterias de phyloseqv 1.40 y veganv 2.6.4 en R
Studio (McMurdie y Holmes, 2013).

Para ilustrar la dinamica microbiolégica de OTUs que representan la abundancia
relativa en todas las muestras, considerando las distancias filogenéticas entre OTUs
(Oksanen et al., 2019), fue empleanda la matriz de disimilitud de Bray-Curtis en el
analisis de componentes principales y el método de UNIFRAC no ponderado en el
NMDS, de esta manera se determinaron las correlaciones entre la composicién

nutricional de cada dieta empleada con la composicién de OTUs (Gold et al., 2020).
Capitulo IV

Resultados y discusién

Impacto de la dieta y la sucesion generacional sobre el desarrollo de las larvas

El objetivo de este estudio fue investigar la influencia de dos dietas diferentes en su
composiciéon mango y tilapia, comparadas con un control la dieta Gainesville, y su
efecto sobre el desarrollo de la las larvas de MSN, asi como, el impacto de las dietas
restringidas durante la sucesion de tres generaciones (parentales, F1, F2y F3).Y a
partir de esto, evaluar cambios temporales en la composicion de sus comunidades
microbianas intestinales, asi como su capacidad para la bioconversion de los

residuos organicos.

Las larvas de MSN alimentadas con los tratamientos de tilapia tuvieron un desarrollo
similar al control con respecto al tiempo durante los estadios de su ciclo de vida (18
a 20 dias de vida para llegar a pupa). Las larvas alimentadas con tilapia completaron
su ciclo de vida hasta la tercera generacién. Por otro lado, las larvas alimentadas
con mango tuvieron estadios mas largos (mas de 28 dias para pupa), en
comparacion con el control, a partir del dia 22 en el estadio 5 comenzaron a reducir

su peso y tamano (Figura 4). Adicionalmente, las pupas del tratamiento con mango
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no sincronizaron su eclosion a mosca, lo cual ocasiond una baja densidad de
moscas en las jaulas de vuelo reduciendo las posibilidades de reproduccién y por
ende la disminucion en la puesta de huevos (Figura 5). Debido a esto los
tratamientos con mango se concluyeron hasta la generacién 1. Los resultados
obtenidos claramente indican que la composicion de la dieta es un factor que
repercute directamente sobre el desarrollo, ya que afecta el tiempo de los estadios

larvarios y la ganancia de peso (Figura 4).

En ambos tratamientos las dietas ofrecidas enteras tuvieron valores ligeramente
mas altos en los parametros de bioconversion (Tabla 2) y la duracion de los estadios
fue ligeramente menor, sin embargo, estadisticamente no muestran diferencia
significativa. También, se observaron diferencias en el comportamiento de
alimentacion entre las larvas con dieta entera y molida. Las larvas que crecieron en
las dietas enteras utilizaban trozos del sustrato para descansar o protegerse. Por
ejemplo, al secarse las cascaras de mango se observd que algunas larvas se
enrollaban con sus setas al iniciar el estadio de prepupa. Las larvas de los primeros
estadios descansaban debajo de las semillas de mango, buscando refugio entre las
cerdas de la semilla. Mientras que las larvas en la dieta de tilapia molida se
escondian entre las agallas del pez. A diferencia de esto, las larvas alimentadas con
dieta molida descansaban en las orillas de las cajas donde no habia sustrato. Este
comportamiento se ha descrito en larvas de diferentes insectos que al estar en una
fase vulnerable tienden a buscar refugio entre las comisuras de sus alrededores
para mantenerse protegidas de depredadores y las condiciones del ambiente
(Marzouk, 2016).

Determinaciéon del desarrollo de las larvas de MSN por tratamiento

Los parametros de bioconversidon de cada tratamiento se ilustran en la Tabla 2. Los
resultados indican, una diferencia notable entre la dieta de mango y la de tilapia. Ya
que el peso de las larvas alimentadas con mango se vio considerablemente

reducido en comparacién con las alimentadas con tilapia y el control (dieta
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Gainesville). Esto se confirma con una diferencia significativa entre los grupos de
tratamiento (p <0.05) lo que implica un impacto sustancial sobre el crecimiento y el

resto de los parametros de crecimiento de las larvas de MSN.

Asimismo, se observé que durante cada sucesion generacional las larvas van
disminuyendo el peso final y los parametros de bioconversion también se reducen.
Lo anterior se puede visualizar en |la Figura 4. Por ejemplo, con la dieta de tilapia a
partir de la segunda generacién hay una notable caida en el peso, los indices de
crecimiento y la cantidad de huevo por grupo (Figura 5). De manera similar ocurrié
en la primera generacion de mango ya que las larvas disminuyeron su rendimiento

significativamente.

Tilapia molida Tilapia entera
03 03

025

02

—e—Parental
01 01 —F1
F2
005 00s F3
—e—Control
[ 0 ¥
5 7 9 1 13 pLY 17 19 5 7 9 1n 13 15 17 m
Mango molido Mango entero
03 03
05 015
0z 0z
g ois 015
01 oL
ons oos

o
5 7 9 11 13 1 17 15 5 7 9 11 13 15 17 138

Dias de vida

Figura 4. Curva de crecimiento de las larvas. F1, F2, y F3 corresponden a la generacion 1, 2 y 3 respectivamente,
para cada tratamiento. El peso en gramos fue calculado del promedio del peso fresco de 20 individuos. Los
experimentos se realizaron por triplicado. Valor de p = 0.0082. El primer registro de peso fue el quinto dia de
vida, al dia 20 los tratamientos con tilapia y el control ya presentaban prepupas por lo cual se concluyeron las
mediciones para la curva.

El efecto de la composicion nutricional de las dietas indica que las larvas requieren
de macro y micronutrientes lo cual es necesario para una alta eficiencia metabdlica
y en la ganancia de biomasa (Seyedalmoosav et al., 2022), compuestos que se

pueden encontrar en una dieta mas variada y equilibrada que las ofrecidas como
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tratamiento. Klammsteiner et al., (2020), reportan que al ofrecerle a larvas de MSN
una dieta basada en frutas y verduras (compuesta por pepino, tomate, naranja y
manzana) obtuvieron en la reduccion de sustrato y en el indice de eficiencia de
conversion del alimento digerido, un valor similar al control (alimento comercial para
gallina similar a Gainesville, compuesto por maiz, trigo, sorgo y centeno), sin
embargo, una ganancia de peso menor, por lo que sugieren que una dieta basada
en frutas y verduras tiene una facil digestibilidad, por su composicion alta en
humedad y reducida en grasas (Figura 6), aunque una menor proporcién de lo

ingerido se convierte en biomasa y mas bien se invierte en el metabolismo.
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Figura 5 Cantidad total de huevo en gramos puesto por las moscas de H. illucens por cada tratamiento. Se
monitoreo durante 8 dias las jaulas de reproduccion. Fueron realizadas dos colectas, el dia 3 y 6. Cada jaula
de vuelo contenia una densidad de 300 pupas aproximadamente. FO = parentales, F1, F2 y F3 = generacion

1, 2 y 3 respectivamente. TE = tilapia entera; TM= tilapia molida, ME= mango entero; MM = mango molido

La conversion alimenticia representa la relacion entre el alimento consumido por las
larvas de MSN y el peso ganado durante el proceso de conversion. Particularmente,
la dieta de mango tuvo un mayor impacto sobre los valores de la conversion
alimenticia (CA) con una diferencia significativa (p < 0.05) en comparacién con la
tilapia. Las larvas parentales alimentadas con mango tuvieron hasta un valor de 40
en el parametro de CA, mientras que en la primer generacion del tratamiento con
mango se redujo a un 25, sin embargo, estos valores siguen siendo altos en

comparacion con el tratamiento de tilapia ya que ninguna de las generaciones del
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tratamiento alcanzo un valor por encima de 20 en CA. Lo anterior indica, que a pesar
de que la dieta de mango no favorece la ganancia de peso en las larvas es altamente
digerible para ellas, lo mismo se corrobora con el alto indice de RS con mango (de
88 a 91 %). Paralelo a esto, el bajo indice de ECB (de 2 a 4, mientras que con la
dieta de tilapia y el control los valores son < 7) en los tratamientos con mango
sugiere que aun siendo digerible la composicion del mango no les brinda los
requerimientos necesarios para la ganancia de peso, es decir, redujeron y
metabolizaron una mayor proporcién de sustrato pero desarrollaron menor biomasa,

[entrada total — (biomasa salida + residuos total) = metabolismo total].

Por otra parte, la dieta de tilapia resulta ser mas compleja de digerir (CAde 8 a 14),
a pesar de ello, genera mayor ganancia de peso, mayor TCAy por ende mayor ECB.
La composicion nutricional (Figura 6), de la dieta de tilapia parece brindar los
requerimientos minimos necesarios para el desarrollo de H. illucens, ya que se
pudieron obtener las tres generaciones, a diferencia de la dieta de mango que

parece limitar su desarrollo.

A pesar de no haber estudios que exploren el efecto de una dieta restringida sobre
las larvas de moscas en diversas generaciones Klammsteiner et al., 2020, han
ahondado en un experimento donde se les alimenta con frutas donde concluyen que
H. illucens al ser un insecto detritivoro polifago una dieta restringida a un alimento
exclusivo pudiera presentar deficiencias nutricionales las cuales podrian
ocasionarle dificultades para completar su ciclo de vida. Los resultados observados
en el presente experimento indican que dichas deficiencias parecen tener un efecto
sobre la siguiente generacidon ya que la tasa de crecimiento absoluto, el tamafo y
peso de las larvas se vio reducido conforme la sucesion de generaciones avanzo
(Tabla 2).

Por otra parte, Zhan et al., (2024), reportan que una dieta homogénea compuesta
por carne, es decir carente de ingredientes vegetales, repercute en el desarrollo
larval generando una alta incidencia de mortalidad y deficiencias. De igual manera,

se reduce la plasticidad fenotipica de las larvas, segun los autores esto refiere a la
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capacidad de adaptarse metabolicamente a las caracteristicas de su dieta y

ambiente que este mismo proporciona. Lo anterior, puede explicar la disminucion

en la tasa de crecimiento absoluto conforme sucesién generacional (Tabla 4).

Tabla 2 Valores obtenidos en los parametros de bioconversion

Dieta
Tilapia Mango Gainesville
Generacion Molida Entera Molido Entero Control
0.2592 + 0.2504 + 0.1336 + 0.1492 +
Parental 00* 0.05 * 0.01* 0.02 0.1456 £ 0.0
0.216 + 0.2334 + 0.0748 + 0.1152 +
Peso ganado 1 0.03 * 0.06 * 0.01 0.01
© 5 0.1151 + 0.1674 +
0.01 0.05
3 0.1125 + 0.1127 +
0.0 0.01
Parental 0.0199459 + 0.0192639+ 0.00607412 0.00678624 0.00910089
Tasa de 0.0* 0.0* + 0.0 + 0.0 + 0.0
crecimiento 1 0.01 0330*37 + 0.01 339*08 + 0.00022) 3*74 + 0.(10%28%78
a(bgsf('j:;o ) 0.00575882  0.00837327
: +00* + 0.0
3 0.0070351+ 0.007047 +
0.0 0.0
Parental 11.2884 + 7.22782 + 46.1063 427718 + 12.5892 +
0.80 0.77 0.27* 0.68* 0.48
C;ﬁr?]\/eenr;::?; 1 12.(())'5232‘34 + 10.3'3{%9 + 250953§Z + 14.318217 +
> 8.71752 7.72883
0.91 0.67
3 14.2172 + 12.1988 +
0.11 0.37
Parental 22.7997 + 24.6062 + 91.704 + 88.552 + 87.3972
1.90 * 253* 1.96 0.50 0.64
Reduccién de 1 69.1846 + 60.9411 + 90.3425 + 91.8515 +
sustrato 3.08* 4,98 ¢ 0.79 0.64
(%) 2 79.2386 + 79.1953 +
149~ 2.31*
3 84.5332 + 77.2881 +
217~ 1.26*
Parental 9.30383 + 13.9382 + 2176 + 2.39733 + 7.95095 +
1.43 1.68* 0.14 * 0.43* 0.29
Eficiencia de 1 8.85924 + 10.7311 3.98749 + 4.03283 +
conversién de 2.53 2.76 0.92* 1.48
biomasa 2 12.2494 + 14.0524 +
3.50* 3.93*
3 7.06363 + 8.26879 +
0.57 0.95

Valores promedio, + desviacion estandar, obtenidos a partir de muestras frescas de larva y frass, con una n =3.
En rojo se indican los valores mas altos de cada parametro. Valor estadistico de p = 0.000. Se indica con * los
tratamientos que tuvieron una diferencia estadisticamente significativa a la media del control.
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Comparacion entre dieta molida y entera

El método empleado para discriminar entre las medias de las dietas enteras o
molidas fue el procedimiento de diferencia minima significativa (DMS) de Fisher.
Con este método hay un riesgo del 5.0 % al decir que cada par de medias es

significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.

En la Tabla 3 se indican los parametros de bioconversion el tratamiento de la dieta
molida o entera tuvo diferencia significativa y sobre que generacion en particular.
Unicamente, se observé la diferencia en cinco ocasiones. Al no ser recurrente la
diferencia entre esta variable se descarta el hecho de que la dieta ofrecida molida o
entera tenga un impacto significativo sobre los parameras de bioconversién y el

desarrollo de H. illucens.

Tabla 3 Diferencia significativa entre las dietas molida y entera en los dos sustratos

Parametro Tratamientos que pregentan diferencia entre la Valor_ de DMS de
dieta molida y entera diferencia
Biomasa larval Parental tilapia 9.26877
Peso ganado Generacion 1 de tilapia 4.0867
Conversion alimenticia Generacion 1 mango -11.3269
Reduccion de sustrato Generacion 3 tilapia -7.24512
Eficienciabtijsnc]:;);\;/ersién de Parental tilapia 4.63438

Mientras el valor de DMS se aleja mas del cero mayor es la diferencia entre los valores de la dieta molida y
entera para el parametro indicado. No se detectaron diferencias entre sustrato molido y entero entre ninguo de
los dos sutratos.

Composicion bromatolégica de las dietas y la harina de larva

Los resultados del analisis bromatologico de las dietas empleadas como tratamiento
se muestran en la Figura 6. La dieta control Gainesville es referida como una dieta
balanceada y que cuenta con los micro y macronutrientes requeridos para el
desarrollo éptimo de H. illucens de manera productiva. Por su parte, la dieta de
mango consiste en un alto contenido de agua (83 %), un contenido

considerablemente mas alto de azucares (12 %), asi como, una porcién reducida

32



de grasas (2 %) y proteina (3 %). Mientras que, la dieta de tilapia tiene una
composicion ligeramente similar al control, pero particularmente con mayor
contenido de grasa (8 %) y proteinas (32 %), al igual que la porcidon de cenizas
(3 %) que corresponde al contenido mineral. El contenido calérico por gramo en
orden descendente fue: mango = 4580.8993, control = 4371.2207, tilapia =
3983.3489 Kcal / gr.

La composicion bromatoldgica de la harina de larva por tratamiento, representada
en la Figura 7, a pesar, que las larvas alimentadas con mango cuentan con un ligero
aumento en la porcion de grasa, el ANOVA no indic6 una diferencia
estadisticamente significativa (p = 2.5743), entre las muestras. Adicionalmente, la
composicion de la harina de larva concuerda con la reportada por otros autores.
Wang y Shalom (2017), indican que una larva de calidad varia entre el 18 a 33 %
de grasa y 32 a 53 % de proteina. El contenido calérico por gramo, en orden
descendente fue: tilapia entera = 6245.7593, tilapia molida = 5623.6181, control =
5133.1601, mango entero =5183.8997 y mango molido = 4897.4939 Kcal / gr.

De acuerdo con Seyedalmoosav et al. (2022), sustratos con mayor contenido de
proteinas (> 22 %) en comparacion con aquellos con bajo contenido de proteinas
(< 13 %) generan un mayor peso larvario, una mejor bioconversién y tasa de
conversion alimenticia, asi como estadios reducidos. Por otra parte, las dieta bajas
en proteinas y lipidos pero altas en carbohidratos (como frutas), generan un
incrementd en el contenido de lipidos hasta 1.4 veces mas en comparacion que con
las larvas alimentadas con mayor proteina, pero el desarrollo de los estadios
larvales conlleva mas tiempo (37 dias en lugar de 21 dias). Lo anterior coincide con
los resultados presentados en la Figura 7, donde se puede distinguir, que el
contenido de lipidos en la harina de larvas alimentadas con mango fue mayor al de

las larvas alimentadas con tilapia o el control.
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Figura 6. Composicién proximal del contenido nutricional de las dietas ofrecidas como tratamiento n=3.
Valor de p= 0.0026
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Figura 7. Composicion nutrimental de la harina de larva procedente de cada tratamiento. n = 3.
Valor de p = 2.574.
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Composicion y estructura de los consorcios microbianos por tratamiento

Conforme al objetivo 2 de este estudio, se muestreo el gen 16S del ARNr en
intestinos de larvas en estadio de prepupa, puesto que, se ha comprobado que es
esta la etapa en la que cuentan con una mayor diversidad y riqueza microbiologica
(Looveren et al., 2024). Esto debido a que, han sido colonizadas por los
microorganismos del sustrato y en el transcurso de sus estadios larvarios lo han
modulado segun sus requerimientos y capacidades. Adicionalmente, es el estadio
con mayor interés comercial debido a que es el estadio donde adquieren un mayor
contenido de lipidos y proteinas.
-
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Figura 8. Anatomia de las regiones del intestino de la larva de mosca soldado negro en prepupa.

En las instalaciones del CIAD se realizaron las disecciones del intestino completo a
5 larvas de cada tratamiento en el estadio de prepupa, teniendo un total de 65

muestras. En las Figura 8 se muestra la morfologia del intestino de las larvas, y en
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la Figura 9 se muestran intestinos de las larvas alimentadas con cada una de los
tratamientos, donde se puede observar la diferencia de pigmentacion debido a la
dieta. Las larvas alimentadas con mango muestran un intestino de color rosado-
amarillo, de menor largo y grosor, mientras que el intestino de las larvas alimentadas

con tilapia muestran una pigmentacién obscura, asi como un mayor tamafo.

\ LB

Figura 9. Comparacion de los intestinos de larva de MSN por tratamiento en prepupa. Vista en estereoscopio.
Larva alimentada con: a) tilapia molida; b) tilapia entera; c) mango molido y d) mango entero.

En este estudio, la composicion microbiana so6lo se determiné en el microbioma
intestinal larval y no fue monitoreado del sustrato en las cajas de crianza durante el
experimento. Sin embargo, en diversos articulos (Loveeren et al., 2024; Gold et al.,
2020; Jiang et al., 2019), donde fue explorada, tanto la comunidad bacteriana de la
dieta inicial, como la comunidad bacteriana del sustrato final (compuesto por la
excreta, mudas y comida no digerida). Se ha corroborado, en dichos articulos, que
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las larvas no solo enriquecen sino moldean a cierto grado la comunidad bacteriana,
lo que lleva a un microbioma similar en el intestino de las larvas y su entorno a lo
largo del tiempo. Esto les permite a las larvas asegurar una rapida adaptacion al
entorno de cria, lo que sugiere que la principal transmisién del microbioma es

horizontal

Analisis estadistico de las muestras

Empleando un analisis de la mediana de los pesos se categorizaron las larvas por

tratamiento en tamafio corporal como bajo, medio y alto (Tabla 4).

Tabla 4. Prueba de la Mediana de Mood para Peso por Tratamiento

Medio Bajo Alto

Grupo Mediana LC inferior 95.0% LC superior 95.0%
Parental mango entero 1715 121.0 185.0
Parental mango molido 103.0 79.0 152.0
Generacion 1 mango entero 80.0 72.0 103.0
Generacion 1 mango molida 62.0 49.0 70.0
Parental tilapia entero 132.0 70.0 152.0
Parental tilapia molido 60.0 42.0 83.0
Generacion 1 tilapia entero 181.0 150.0 247.0
Generacion 1 tilapia molido 205.0 121.0 213.0
Generacion 2 tilapia entero 50.0 30.0 135.0
Generacion 2 tilapia molido 39.0 29.0 67.0
Generacion 3 tilapia entero 80.0 62.0 108.0
Generacion 3 tilapia molido 158.0 83.0 194.0
Control 175.0 150.0 230.0

Valor de p = 0.0000388802. n =5 por grupo.

Composicion del microbioma bacteriano de las larvas de MSN

Numero total de secuencias fastq: 3 184 123. Numero total de secuencias
ensambladas: 2 607 536 de las cuales 1 938 080 secuencias se encontraron libres
de quimeras (74 %). Total OTUs asignados a Bacteria 4052. Numero total de
phyllums encontrados: 18, numero total de diferentes familias: 338, numero total de
diferentes géneros encontrados: 824. Como resultados complementarios, en la
seccion de anexos se encuentra la liga con acceso a las graficas dinamicas de

KronaTools.
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En la Figura 10, se muestra el esfuerzo de secuenciacion por grupo de tratamiento,
donde las curvas de rarefaccidon mas altas indican una mayor diversidad de OTU'’s
que al aplanarse indica que se alcanzé el tope de lecturas asignadas a OTU. Se
observa que el control, cuenta con la curva mas alta por encima de las 600
observaciones, mientras que, los tratamientos con mango presentan menor numero
de observaciones. En la Figura 11, se muestra el arbol filogenético de los OTUs
asignados, donde se indica por color los taxones de acuerdo a la dieta, se observa

que la dieta de tilapia presenta una mayor diversidad de taxones dominantes.
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Figura 10. Rarefaccion del numero de OTUSs detectados por tratamiento
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Figura 11. Arbol filogenético marcado por los OTUS correspondientes a la dieta

La abundancia relativa de OTUs asignados a los niveles taxonémicos de phyllumy

familia correspondientes al tratamiento se muestra en las figuras 12 y 13.

El phyllum mas dominante en todos los tratamientos es Proteobacteria seguido de
Firmicutes, Bacteroidota, y Actinobacteriota. Se observé una particular dominancia
en las muestras de tilapia y el control correspondiente a Bacteroidota,
Actinobacteria, Acidobacteria, Por su parte, en el tratamiento de mango se encontro

Cyanobacteria como unico phyllum exclusivo.

La familia mas predominante presente en todos los tratamientos fue
Enterococcaceae seguido de Morganellacea y Enterobacteriaceae. Familias con
alta abundancia representada en las muestras de tilapia fue
Wohlfahrtiimonadaceae, seguido de Rhizobiaceae, Flavobacteriaceae,
Actinomycetaceae, y tres familias de Firmicutes no clasificadas. Familias
encontradas en alta abundancia en las muestras de mango son Acetobacteraceae

y Orbaceae.
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Figura 12. Abundancia relativa de los 10 phylums con mayor nimero de OTUs por tratamiento.
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Figura 14. Presencia de los 20 OTUs mas abundantes clasificados taxonémicamente a nivel de género,
correspondientes a: a) dieta de las larvas; b) sucesion generacional. NA es la dieta control; 0 son los
parentales; 1, 2 y 3 corresponde a la generacioén 1, 2 y 3 respectivamente.

En la Figura 14 se muestra por dieta y generacion de larvas, los 20 OTUs asignados
a género, con mayor abundancia relativa. Estas graficas permiten visualizar
facilmente la distribucién de los OTUs, agrupados por una variable particular. Se

observa que, Lactobacillus (50 %) tiene una fuerte presencia en la dieta tilapia;
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seguido tenemos Providencia (aproximadamente 30 %). Por su parte, Enterococcus
(55 %) se encuentra mas representativo en el intestino de las larvas alimentadas
con mango entero. Paralelo a esto, en la Figura 14 b), condicionadas por la
generacion predominan en el intestino de las larvas parentales los Actinomiceliales
en un 20 %, Lactobacillales con 35 % y Enterobacterales como Kleibsbella con 10
%. En la generacion 1 la presencia de los Actinomycetales se reduce y en cambio
sobresale la abundancia relativa de los Cardiobacteriales con un 70 % vy
Lactobacillales como Enterococcus con 30 %. En la segunda Enterobacterales
como Providencia con 30 %. En la segunda y tercer generacion que corresponden

a la dieta de tilapia dominan los Lactobacillales (aproximadamente en un 50 %).

La abundancia relativa de los phyllums bacterianos descritos en este estudio fue
similar a los reportados por otros autores (Yu et al., 2023; Zheng et al., 2014; Jeon
et al., 2011; Klammsteiner et al., 2020; Gorrens et al. 2022), con la region V3-V4 del
ARNr 16S. Dichos resultados, corresponden a la presencia de Actinobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes y Proteobacteria siendo este ultimo el mas dominante en
el intestino de las larvas de MSN. Sin embargo, Khamis et al. (2020), encontraron
ciertas diferencias en la variabilidad genética y la diversidad microbiana entre
poblaciones de MSN de diferentes ubicaciones geograficas del mundo, comparado
con sus resultados, el presentado en este estudio fue similar a los maestreados en
larvas de MSN provenientes de Costa Rica y Estado Unidos. De igual manera,
refieren que, Enterobacteriaceae, Dysgonomonadaceae, Wohlfahrtimonadaceae y
Enterococcaceae, son las familias con mayor abundancia encontradas en la
mayoria de las regiones geograficas. Lo cual coincide con los resultados de esta
investigacion, sin embargo, Dysgonomonadaceae no fue encontrada como una

familia representativa de las larvas muestreadas en este estudio.

Impacto de los tratamientos sobre la diversidad del microbioma de la larva de
MSN
Para explorar el impacto de la dieta y las generaciones sobre las comunidades

bacterianas se realizaron analisis de componentes principales (ACP por sus siglas
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en inglés) y escalamiento multidimensional no-métrico (NMDS, por sus siglas en
inglés). Ambos estudios son empleados para representar la diversidad beta, y que
representan graficamente la dinamica de las comunidades microbianas afectadas
por los tratamientos. Los ACP consisten en la proyeccion de los datos presentados
en términos de minimos cuadrados. Esta convierte un conjunto de observaciones
de variables posiblemente correlacionadas en un conjunto de valores de variables

sin correlacién lineal llamadas componentes principales.

Con un ACP realizado para la variable de tamafo (Figura 15), descrita en la Tabla
4, se puede inferir que el tamafio corporal de las larvas no genera algun efecto
determinante sobre la composicion de los consorcios. Esto debido a que los
conjuntos correspondientes a las tres variables de tamafio estan sobrepuestas, es
decir, hay una ausencia de conjuntos correlacionados al tamafo corporal. Esto
sugiere, que el tamafo corporal en las larvas de MSN no tiene implicaciones
relacionadas a la estructura de los consorcios microbioanos, sino a factores
asociados a la constitucién genética que repercuten en cuestiones enzimaticas u

hormonales.

En la Figura 16 se pueden observar las tendencias de agrupamiento de los OTUs
influenciados por el efecto de las dietas. En a) se distingue a los conjuntos de tilapia
sobrepuestos siendo tilapia molida de mayor extension, ademas, se mantienen
distanciadas de los conjuntos respectivos de los tratamientos de mango, los cuales
también se solapan siendo el mango entero de mayor dimension. Por su parte, el
control abarca un pequefio conjunto cercano a los grupos de tilapia. De esta
manera, se observa claramente que cada dieta genera agrupaciones delimitadas y
distanciadas por la composicién nutricional. Esto nos indica que la dieta es un factor
con un impacto relevante sobre la agrupacion de comunidades bacterianas del
intestino que parecen modularse debido a la composicion de la dieta ofrecida a la

larva.
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Figura 15. ACP de la composicién de los consorcios bacterianos agrupados por la condiciéon de tamario.

En el ACP referente de la sucesion generaciones de larvas (Figura 16 b), se observa
que, los 4 conjuntos se superponen cercanos al centro, siendo los parentales y la
generacion 1 el conjunto con mayor dimension, mientras que la generacion 2y 3 es
mas compacta. Es importante recordar que las generaciones 2 y 3 corresponden
unicamente a la dieta de tilapia, como se observa en la Figura 15 a), estos conjuntos
corresponden a los OTUs correlacionados por la dieta de tilapia. Se corrobora esto,
al apreciar que el conjunto de los parentales y generacion 1 abarcan lo que seria el
grupo de OTUs determinados por la dieta mango. Por lo que, se puede inferir que
la sucesidon generacional no parece tener efecto sobre la estructura de las
comunidades. Lo anterior se puede corroborar en la Figura 14 b) y 18 b) ya que

tampoco muestran un impacto evidente.

44



1.0
a)

05 Tratamiento
E.? lz‘ Caontrol
"E. EI Mango entero
8 E Mango molido
o EI Tilapia entero

EI Tilapia molido
0.0
-0.5
-0.4 0.0 04
PC1 [9.4%]

b)

1.0

05 Generacion
3

PC2 [7.1%]

0.0

-0.4 0.0 04
PC1 [9.4%]

Figura 16. ACP para la abundancia y dispersion de OTUs determinados por: a) el factor de tratamiento. b) el
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En un articulo Bahrndorff et al. (2016), argumentan que debido a que el microbioma
intestinal de la MSN silvestre no ha sido estudiado aun, se limita la posibilidad de
comparar poblaciones de laboratorio con poblaciones de moscas acostumbradas a
una dieta inconstante a lo largo de numerosas generaciones. Larvas derivadas de
una poblacion de laboratorio y, por lo tanto, adaptadas a una dieta y condiciones
estables, podria ser menos flexibles a la exposicién de alimentos transitorios y la
colonizacion de microorganismos diferentes que llegan a su intestino. Por lo que
Klammsteiner et al. (2020), refieren que una observacién de los efectos de la dieta
durante un periodo de tiempo de multiples generaciones de H. illucens podria ser
necesario para ilustrar un conocimiento completo de la dinamica del microbioma
intestinal. Reiterando la importancia del esfuerzo de exploraciéon realizado en la

investigacion presente.

El impacto de la metamorfosis sobre el microbioma y su transmisién vertical

En un estudio llevado a cabo por Looveren et al. (2024), inocularon los sustratos de
cria de H. illucens con una cepa de E. coli resistente a la kanamiycina, con el fin de
elucidar la dinamica de la transmisién vertical del microbioma durante todo el ciclo
de vita. Estos investigadores concluyen que, la transmision vertical no fue
perceptible ya que el conteo de esta cepa no fue persistente durante los estadios
larvarios inclusive no tuvo ningun impacto sobre el microbioma y se mostro
consistentemente por debajo del limite de deteccién de 1,0 log ufc / g para todas las
muestras. Paralelamente a esto, reportan un desacoplamiento de la comunidad
bacteriana entre las etapas larvarias y la etapa de mosca, siendo esta ultima
poseedora de una significativa diversidad a. Lo anterior se puede atribuir al proceso

de metamorfosis que sufre H. illucens.

La metamorfosis de los insectos holometabolos se caracteriza por ser un proceso
marcado por la remodelacion del intestino impulsada por los diferentes requisitos
digestivos entre la etapa larvaria y adulta. Consiste en un proceso complejo en el
cual la accién de hormonas lipdfilas juveniles y ecdisteroides, neuropéptidos, asi

como péptidos similares a la insulina (ILP) coordinan un re-estructuramiento
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corporal mediante el equilibrio estrictamente regulado entre la muerte celular de los
tejidos juveniles y la proliferacion de los adultos mediante hidrdlisis y fagocitosis
(Lenaerts et al., 2018). Lo cual en consecuencia conlleva un recambio de la
comunidad microbiana intestinal concurrente con este proceso de remodelacion
(Bruno et al., 2019; Manthey et al., 2022). Una vez alcanzada la etapa adulta se
produce un nuevo aumento de recuentos microbianos, debido a la remodelacion de
la microbiota intestinal. Esta recolonizacion de microorganismos sucede
inmediatamente después de su emergencia como adultos, cuando comienzan a

volar y tienen contacto con superficies, agua y las pupas restantes.

Al plantearse esto, los resultados mostrados en la presente tesis coinciden con el
hecho de que la sucesién generacional no repercute como factor determinante para
modelar el microbioma por bacterias transmitidas verticalmente. Puesto que, no se
observo una correlacion directa en la composicidn de las comunidades a lo largo de
las generaciones (Figura 16 b). No obstante, el efecto de una dieta poco variada,
como las aplicadas como tratamiento para esta tesis, durante generaciones pudiera
generar consecuencias debido al déficit nutrimental, dado que H. illucens destaca
por la cualidad de ser polifago, una dieta restringida posiblemente no satisface sus
requerimientos nutricionales. Esto se puede apreciar en la disminucion de la
capacidad metabdlica (ECD) en conjunto con la capacidad de aumentar de peso,
asimismo (ver Tabla 2), el rezago durante los estadios del ciclo de vida (Figura 4).
Es crucial un analisis que profundice en las alteraciones metabdlicas o genéticas
adquiridas por una dieta exclusiva a lo largo de las generaciones en H. illucens, lo

cual ayudaria a corroborar dichas aseveraciones.

Microbioma nucleo
Se representa graficamente en un diagrama de Venn, Figura 17, los conjuntos que
muestran la proporcion de OTUs que en el 80 % de todas las muestras intestinales,

se consideraron miembros exclusivos por el tipo de dieta, compartidos entre dietas

y miembros nucleo. De esta manera, la dieta control cuenta con la mayor proporcion
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de familias exclusivas. Mientras que, el microbioma nucleo corresponde a una
proporcion reducida, similar al conjunto compartido entre el control y la dieta de
mango. Con las Figuras 12, 13 y 14, se puede dilucidar a que familias
corresponden: representantes en Enterococcaceae, dentro de Morganellacea estan
los géneros Morganella 'y Providencia; y otras familias dentro de

Enterobacteriaceae.

Gainesville Mango

Non-core:
Tilapia 3603 (23.1%)

Figura 17. Conjuntos de OTUs compartidos entre dietas. El porcentaje se refiere a la proporcion relativa, el
numero arriba del porcentaje corresponde a OTUs asignados al nivel de Familia. Non-core son los OTUs
excluidos del analisis que no tenian presencia en un minimo del 80 % de todas las muestras intestinales.

De Smet et al. (2018) y Wynants et al. (2019), basados en los OTUs reportados en
el intestino de larvas de MSN expuestas a diferentes dietas en multiples articulos,
proponen que las larvas de H. illucens tienen establecido un microbioma bacteriano
nucleo, aunque todavia se debate sobre una definicion clara de este término en
curso (Gorrens et al., 2022). El cual aun se muestra susceptible a la colonizacién
microbiana de su entorno, descrito como "house flora" (microbioma del hogar).
Estos autores sugieren, que las larvas al estar expuestas a multiples patégenos
propios de la naturaleza de su nicho como degradadores de la materia organica,

cuentan con un mecanismo de defensa inherente al microbioma intestinal que
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permanece estable, lo cual que les permite tener una dieta flexible en diferentes

ambientes.

En el presente estudio se identificaron ciertas familias de bacterias presentes en al
menos un 80 % de las muestras: Enterobacteriaceae,  Enterococcaceae,
Morganellaceae, Sphingobacteriaceae y Actinomycetaceae. Las cuales componen
lo que seria el microbioma nucleo maestreado en este experimento. Estos grupos
de bacterias han sido reportadas en el intestino de insectos con diferentes roles y

funciones metabdlicas (Engel y Moran, 2013; Eke et al., 2023).

Entre los géneros a menudo incluidos en el microbioma nucleo estda Morganella y
Providencia. Ambos géneros incluyen especies especificas, como P. rettgeri y M.
morganii, que producen enzimas extracelulares con efecto bacteriolitico contra E.

coli degradando compuestos de la pared celular bacteriana (Tegtmeier et al., 2021).

Se ha detectado a los Actinomyces sp. como microorganismos comensales capaces
de romper las cadenas de lignina y quitina favoreciendo la digestién de residuos
provenientes de la agroindustria. También, son capaces de producir un amplio
repertorio de antibiéticos que inhiben el crecimiento de otros microorganismos, lo

cual puede representar un beneficio para las larvas (Barragan-Fonseca et al., 2022).

En otros insectos, como Galleria mellonella, los Enteroccocus se han identificado
como parte del microbioma nucleo del estadio larvario, promoviendo la salud del
intestino de su huésped al proveerle inmunidad relacionada a péptidos
antimicrobianos (Krams et al., 2017). Sin embargo, algunos miembros de
Enterococcus son identificados como patdgenos para el ser humano, como E.
faecalis y E. faecium (Hanchi et al., 2021), particularmente la dieta de tilapia
presenté a las familias Sphingomonnacea y Wohlfahrtimonadaceae, que también
contienen miembros patdgenos. En base a este inconveniente, en particular, si el
frass estuviera destinado a ser utilizado como fertilizante para plantas o mejorador
del suelo, debe ser indispensable un tratamiento térmico como el compostaje
asegurandose de alcanzar la temperatura de 55 a 65 °C durante tres dias

consecutivos como lo indica la norma mexicana NMX-AA-180-SCFI-2018.
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Por otro lado, ciertos miembros de los géneros identificados en la comunidad
bacteriana, como los miembros de los géneros Bacillus, algunos Enterococcus 'y
Lactobacillus, asi como la familia Rhizobiaceae con una alta presencia en el
intestino de las larvas control, son reconocidos como rizobacterias promotoras del
crecimiento de las plantas, que contribuyen a mejorar la productividad de los
cultivos, estimulando el crecimiento de las plantas y la supresion de patdégenos
(Barragan-Fonseca et al., 2022; Green, 2023).

En cuanto a la exploraciéon de la diversidad a, en la Figura 18 a, en graficas de
violin, se visualiza un impacto general de la dieta sobre las bacterias del intestino
basado en el indice de diversidad de shannon (p < 0.05). Se encontré que el indice
fue menor en las larvas alimentadas con tilapia y mango, mientras que la dieta
control, cuenta con una mayor diversidad a. Paralelo a esto, en la Figura 18 b) se
representa el indice de shannon correspondiente al factor de la sucesidn
generacional. El valor estadistico de p = 0.0364 en la dieta control (marcado como
NA en la grafica), indica que fue la unica muestra diferente. Por su parte, la
composicidn de los parentales y el resto de las generaciones fueron estilisticamente

similares (p < 0.05).

Todos los tratamientos, incluyendo el control se caracterizaron por poseer una
diversidad alfa relativamente baja (1.9 en mango, 2.3 tilapia y 3.8 control) y
notoriamente dominante, ya que el indice de Simpson (0.77 mango, 0.77 tilapia y
0.95 en control) en todas las muestras fue cercano al valor de 1. Esto coincide con
lo reportado por otros autores (Klammsteiner et al., 2020; Gold et al 2020; Gorrens
et al., 2022). En el caso de las larvas alimentadas con mango la riqueza observada,
y el valor del indice de Shannon fue bastante inferior, esto puede atribuirse al
agotamiento de los nutrientes de la dieta, lo cual esta relacionado con la produccion
de compuestos antimicrobianos por parte de las larvas en crecimiento que se

encuentran bajo estrés (Yang et al., 2021).
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Figura 18. Indice de diversidad de Shannon observada en los intestinos de larvas de MSN, presentados por
el factor: a) dieta y b) sucesion generacional, NA corresponde al control; F1, F2 y F3 corresponden a las
generaciones 1, 2 y 3 respectivamente.

Otros estimadores de la diversidad a son la riqueza observada y el indice de
Simpson, representados en la Figura 19. Donde, el control muestra una mayor

rigueza de OTUs observados (174.8), asi como un indice de Simpson (0.95), mas
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cercano al valor de 1. Por otro lado, las muestras provenientes de los tratamientos
con mango Yy tilapia tuvieron valores similares en ambos indices, una riqueza
promedio menor (mango = 69, tilapia = 83), y un indice de Simpson (mango 0.71, =
tilapia = 0.77), menor al control, sin embargo también cercano a 1. El indice de
Simpson refiere que dentro de la riqueza de OTUs observados la probabilidad de
que dos individuos, dentro de una muestra, seleccionados al azar pertenezcan a la
misma especie. En resumen, existe una mayor dominancia, lo cual se puede
corroborar en la Figura 12 y 13, donde se muestra, en el control una alta dominancia
de la familia Rhizobiaceae perteneciente al phyllum Proteobacteria. Similar a esto,
en las dietas de mango vy tilapia los phyllums Proteobacteria y Firmicutes, con las
familias Enterococcaceae, Morganellaceae y Enterobacteriaceae presentan una

alta dominancia en los intestinos de las larvas.
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Figura 19. Indices asociados a la a diversidad a) Riqueza de OTUs observados por dieta, valor de
p = 0.0017; b) indice de Simpson de la diversidad de OTUs por dieta con un valor de p = 0.0072.
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Para el analisis NMDS se empled la distancia UniFrac (abreviatura de métrica de
fraccion unica), este método incorpora informacion sobre la relativa relacion de los
miembros de la comunidad al incorporar distancias filogenéticas entre los
organismos observados. Al ser unweighted (no ponderado), considera solo la
informacion de presencia y ausencia de especies y cuenta la fraccion de la longitud
de la rama unica para cada comunidad. La distancia entre puntos ilustra su similitud:

cuanto menor es la distancia entre puntos, mas similar es su comunidad bacteriana

En la Figura 20 se puede observar el andlisis de NMDS, donde el conjunto
determinado por la dieta control representa la comunidad inicial antes de ser
sometida a los tratamientos de mango y tilapia. Al estar ubicadas cercanas al centro
de la superposiciéon (en color rojo) forman un punto de partida para el desarrollo
divergente de las comunidades intestinales. La dieta control consta de una
comunidad bien definida caracterizada por grupos dominantes, por su parte las
dietas mango y tilapia muestran una amplia nube de conjuntos indicando que sus
consorcios pudieran no estar definidos por un reducido numero de familias

dominantes.
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Figura. 20 Conjuntos de OTUs ordenados por NMDS por el método de unifrac correspondiente al efecto de la
dieta. K= 3 nivel de entres = 0.62.
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Microorganismos especificos al tipo de dieta
En la Tabla 5, se muestra el porcentaje de phyllums con mayor dominancia por
tratamiento, mientras que, en la Tabla 6 se muestran por familia. Los phyllums mas
abundantes son Proteobacteria en todos los tratamientos seguido por Firmicutes

que en el control es muy reducido.

Tabla 5. Porcentaje de abundancia relativa de los 5 phyllums con mayor dominancia.

Dieta
Phylum Control Mango molido Mango entero Tilapia molido Tilapia entero
Proteobacteria  80.77 % 77.06 % 53.23 % 51.47 % 36.14 %
Firmicutes 2.66 % 17.14 % 34.66 % 31.37 % 49.98 %
Bacteroidota 13.93 % 0.03 % 0.02 % 1215 % 6.58 %
Actinobacteriota 2.12 % 0.27 % 0.01 % 4.69 % 719 %
Cyanobacteria - 5.45% 12.06 % 0.27 % 0.01 %

Porcentaje promediado de la abundancia de los OTUs en todas las muestras de cada tratamiento. n= 5.

En la dieta de mango se observaron 2 familias particulares Orbaceae y

Cyanobacteria.

La familia Orbaceae se ha reportado ampliamente como un representante del
microbioma nucleo de Apis melifera, es una bacteria estrechamente correlacionada
con la parecencia de Lactobacillaceae. Brinda inmunidad a las abejas contribuyendo
con la estimulacion de la produccion de péptidos antimicrobianos inhibitorios de
Enterobacteriaceae (Kwong et al., 2017). Es posible que la dieta de mango, alta en
azucares, haya favorecido la colonizacion y crecimiento de esta familia en el
intestino de las larvas. Por su parte, Yu et al., (2023), a partir de una prediccion
funcional del microbioma de MSN, encontraron que Orbus sp., perteneciente a la
familia Orbaceae, esta fuertemente correlacionado con el metabolismo de
aminoacidos no proteicos y que es probable que estén involucrados en el

metabolismo de los procesos de aminoacidos no proteicos con el anfitrién.
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La presencia de Cyanobacterias es reportada por primera vez en el intestino de
larvas de MSN como parte del microbioma adquirido por el ambiente y no inducido.
Recientemente, se han descubierto Cyanobacterias no fotosintéticas como
Melainabacteria en ambientes aféticos, es decir carentes de luz, como sedimentos
lacustres e intestinos de diversos animales no acuaticos incluyendo el humano. Lo
cual abre el paradigma de la redefinicién de las Cyanobacterias y su relevancia
ecoldgica, ya que se desconoce, hasta cierto punto la funcién que cumplen como
simbiontes.

En el 2018 Utama et al. rastrearon la presencia de Melainabacteria en el intestino
de termitas. Al analizar el genoma de Melainabacteria, encontraron que Tpg-Mel-01
que codifica la mayoria de los genes implicados en las vias de glucdlisis y
gluconeogénesis, poseia vias fermentativas que posiblemente utilizaban azucares
y quitobiosa como fuentes de carbono y energia, mientras que no se encontraron
vias para la fotosintesis y la fijacion del carbono. Sin embargo, no se ha comprobado
su participacién directa en la degradacion de celulosa como mutualista con sus
huéspedes, hasta ahora, solo se identifica su rol como comensalista en el intestino
de las termitas. Lo cual sugiere, que la presencia de las Cyanobacterias en los
intestinos de las larvas alimentadas con mango no implica una relacion
necesariamente mutualista, es probable que la composicion del mango favorecio su

colonizacion.

Tabla 6 Porcentaje de abundancia relativa de las 15 familias con mayor dominancia por tratamiento

Dieta
Contro Mango Mango Tilapia Tilapia
Familia I molido entero molido entero
Enterococcaceae 0.23 % 15.27 % 39.55 % 2.98 % 6.85 %
Morganellaceae 1.29 % 14.25 % 24.08 % 13.97 % 7.73 %
Enterobacteriaceae 4.69 % 49.18 % 19.59 % 1.70 % 0.33 %
Wohlfahrtimonadaceae 0.25 % - - 23.98 % 16.95 %
Firmicutes-uncultured 0.38 % 0.03 % 0.0037 % 14.47 % 18.39 %
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Firmicutes-Unclassified f  0.01 % - - 3.30 % 25.40 %

Rhizobiaceae 56.1 % 0.03 % 0.01 % 8.33 % 1.60 %
Acetobacteraceae - 12.48 % 9.76 % - 0.01 %
Proteobacteria-
Unclassified_f 22.5 % - 0.01 % 5.50 % 0.87 %
Sphingobacteriaceae 9.76 % 0.01 % 0.0013 % 7.70 % 0.84 %
Orbaceae 0.01 % 7.57 % 6.40 % 1.1 % 1.19 %
Firmicutes-Unclassified_f - - 0.0013 % 5.66 % 4.74 %
Burkholderiaceae 0.01 % 117 % 0.59 % 21 % 7.26 %
Flavobacteriaceae 4.65 % - - 5.25 % 2.52 %
Actinomycetaceae 0.02 % 0.01 % - 3.94 % 5.33 %

Porcentaje promediado de la abundancia de los OTUs en todas las muestras de cada tratamiento. n= 5. Los
valores inferiores a 0.01fueron omitidos.

Por otra parte, en el intestino de las larvas alimentadas con la dieta de tilapia, se
encontrd en abundancia a la familia Wohlfahrtimonadaceae. Dentro de esta familia
se encuentra el género la cual consiste en una sola especie, W. chitiniclastica. Esta
especie esta asociadas a la infeccidon zoonotica recientemente publicada como su
primer caso de sepsis (Kopf et al., 2024). La familia Wohlfahrtimonadaceae ya se
ha reportado en el microbioma de larvas de MSN alimentadas con residuos
provenientes de peces (Khamis et al., 2020), lo cual representa un riesgo tanto para
el humano como para otras especies. Debido a esto, se sugiere un manejo
cauteloso de H. illucens empleada para la bioconversion de estor residuos, y se
sugiere que la biomasa larval sea empleada para la extraccion de lipidos y no

directamente como alimento.

Otra familia caracteristica del tratamiento con tilapia fue Ignatzschineriaceae que
por una parte comprende un repertorio de géneros con la capacidad de producir
metabolitos secundarios promotores del crecimiento vegetal y antagonistas de

fitopatdgenos, pero por otra parte, se encontrd una relacién entre la presencia de
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Ignatzschineria sp. en adultos de MSN y la reduccién en la cantidad de huevos

durante la ovoposicion (De Smet et al., 2018).

Capitulo V

Conclusion

Los resultados presentados indican que la dieta de tilapia favorece la ganancia de
peso, sin embargo, con el avance de las generaciones se reduce esta capacidad
metabdlica, debido a que se fue reduciendo la ECB. Es necesario, un analisis a nivel
genético que involucrara la sucesion de generaciones de larvas alimentadas con la
misma dieta, ya que ayudaria a comprobar si efectivamente la dieta restringida

ocasiona deficiencias que pudieran repercutir generacionalmente.

A diferencia de esto, la dieta Gainesvile, similar en su composicion al alimento
comercial para gallinas (chickenfeed) ofrecida comunmente en diversos articulos
como control o dieta estandar; no genera deficiencias en las generaciones
sucesivas, ya que cuenta con los requerimientos necesarios de micro y macro
nutrientes para el ciclo de MSN (Klammsteiner et al., 2020). Por ejemplo, en las
larvas empleadas para esta investigacion ya que provienen de un pie de cria
mantenido exclusivamente con Gainesville desde el 2018, se caracterizan por ser
una poblacion estandarizada con valores continuos en su composicion de lipidos y
proteinas en su estadio larval, asi como, la duracidon de cada estadio y la cantidad

de gramos en la puesta de huevo.

Por otro lado, la dieta de mango no se recomienda como alimento exclusivo para
larvas de MSN ya que no beneficia ningun aspecto de su desarrollo. Seria
conveniente explorar la fraccion de mango adecuada para ser adicionada al sustrato

Gainesville que promueva el desarrollo de MSN.

También, se demostré que no existe diferencia significativa entre la dieta molida y
entera sobre los parametros de crecimiento y la diversidad o composicion
microbiana de las larvas. Lo que descarta que la consistencia de la dieta tenga algun

impacto sobre el rendimiento productivo y desarrollo de la MSN.
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Los datos presentados, indican que la dieta ofrecida a las larvas de MSN tiene un
impacto directo sobre el microbioma. Debido a que, no solo puede modular la
diversidad, también la interaccién entre las comunidades microbianas simbiéticas
de las larvas. La composicion nutricional de la dieta repercute en el desarrollo del
crecimiento de la larva ya que afecta a su capacidad metabdlica, tanto los nutrientes
como por los recursos (prebidticos y microorganismos) que fomentan la colonizacién
del intestino de las larvas, condicionando de esta manera la capacidad de las larvas
para progresar en sus estadios larvarios y la etapa de reproduccion teniendo un alto

impacto sobre la metamorfosis y puesta de huevos.

El analisis metagendmico de la region V3 del ARN ribosomal 16S proveniente del
intestino de las larvas muestreadas coincidio con el reportado por otros autores. Ya
que, fueron identificados ciertos OTUs correspondientes a grupos taxondmicos
propuestos como microbioma nucleo. Los cuales, corresponden a Morganella,
Providencia, Enterococcus, Bacillota y Pseudomonadota. Ya que, a pesar de
encontrarse en cantidades menores, estuvieron presentes en al menos 80 % de los
individuos muestreados. Se propone que estas bacterias constituyen parte del
sistema inmune de las larvas dentro del intestino, ya que estos grupos bacterianos
estan implicados en la produccion de diversos péptidos antimicrobianos. Ademas,
de promover la digestiéon de compuestos de origen vegetal secretando enzimas que

rompen la hemicelulosa y lignina.

También, fueron encontradas algunas bacterias patégenas para el humano y
animales, como E. faecalis y E. faecium, en particular presentes en la dieta de
tilapia. Por lo que, se sugiere llevar a cabo un proceso de compostaje estricto al

frass si este se piensa destinar como abono.

Conforme a los resultados de la sucesion de generaciones de MSN, se determiné
que la transmision vertical no supone un determinante en la estructura de los
consorcios microbianos que pudieran heredar las generaciones de larvas de MSN.
Al ser un insecto holometabolo sus etapas larvarias se enfocan al consumo de
sustrato para su crecimiento, preparacion de reservas y nutrientes para su correcta

metamorfosis. Se ha observado en D. melanogaster que el microbioma presente en
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el estadio de pupa se caracteriza por bacterias con actividad microbiana que les
brinde cierta inmunidad contra patégenos que pudieran aprovecharse de su
condicion vulnerable, tales como hongos u otras bacterias (Lenaerts et al., 2018).
El proceso de metamorfosis altera la estructura del intestino y su revestimiento
repercutiendo sobre la composiciéon del microbioma adquirido durante la etapa
larvaria, por lo cual ocurre una discontinuidad del microbioma entre larva y mosca.
Las moscas hembra al ovopositar posiblemente inoculan ciertas bacterias sobre los
huevos, sin embargo, al entrar en contacto con el sustrato de inoculacion estos
adquieren y modifican su microbioma para adaptarse a la composicién del sustrato,

sus requerimiento degradatorios y asimilativos para su digestion total o parcial.

Los objetivos propuestos en esta tesis fueron explorados y concretados. Se analizé
cada resultado en base a dichos objetivos. La hipotesis planteada fue aceptada, se
evidencio y sustentd conforme lo reportado por otros autores que la transmision
vertical del microbioma no es determinante, para la composicion de los consorcios
microbianos de las larvas de MSN. Sin embargo, la sucesidn generacional de larvas
alimentadas con dietas de composicion restringida si genera un impacto en el
desarrollo de los estadios, asi como posibles deficiencias, las cuales se requiere

profundizar a nivel genético si son heredables.

La informacidn presentada en esta investigacion aporta evidencia util que apoya el
esfuerzo cientifico para profundizar en el comprendimiento de H. illucens y su
eficiente produccion para el manejo de residuos, asi como, el aprovechamiento de
los productos derivados de esto. Permitiendo disefiar métodos y estrategias que

integren la conclusion de esta investigacion.
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Anexo

Graficas dinamicas de KronaTools generadas para cada muestra de intestino:

https://drive.gooaqle.com/drive/folders/1b-02qdToDMbiCVgBNxBxNzyKvZCIKnj-

?usp=sharing
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