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Resumen

A nivel mundial, los microplasticos representan una amenaza creciente para los
ecosistemas. En Ecuador, la falta de clasificacion de residuos ha provocado un aumento
problematico en el volumen de plasticos, que sobrecarga los vertederos y las fuentes de
agua. Con el tiempo y condiciones ambientales, los plasticos reducen su tamafio y
entran silenciosamente en la cadena alimentaria. Las larvas de la mosca soldado negra
(MSN), Hermetia illucens, tienen un comportamiento devorador y se utilizan para el
manejo de desechos por sus beneficiosas cualidades como control de plagas de
moscas, produccion de biomasa y rapida degradacién de desechos orgéanicos. La
presente investigacion consistié en la caracterizacion molecular de larvas MSN y en la
determinacion del efecto de la alimentacion con 5% de microplastico en el sustrato
sobre el desarrollo de larvas de Puerto Quito, Ecuador. La caracterizacion molecular se
realizé con los marcadores moleculares COI, ITS2 y 28S rADN. Para evaluar las tasas
de biodegradacion, se aplicaron cuatro tipos diferentes de dietas con microplasticos en
un ambiente controlado: control (puré de banano), banano + 5% empaque de
poliestireno, banano + 5% bolsa de polietileno (PE) oxo-biodegradable, banano + 5%
bolsa de almidén de maiz (acido polilactico PLA). Se obtuvieron secuencias de MSN
para cada uno de los marcadores de 9 individuos de MSN. Estas secuencias
confirmaron que todos los individuos analizados pertenecen a la especie Hermetia
illucens. El analisis de poblaciones indicé que las MSN en Ecuador estan relacionadas
con las poblaciones de Costa Rica y Asia del Sur (Tailandia, Singapur). Por otro lado, el
ensayo de degradacion con microplasticos demostré que no hay diferencias
significativas de los tratamientos con el control; sin embargo, si existe un efecto
significativo en la produccion de biomasa de larvas criadas con microplasticos de bolsas

de PE y bolsas de almidén de maiz - PLA, donde la biomasa obtenida con 5% de
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microplasticos de PE es afectada negativamente. Esta informacién apoya al desarrollo
de estrategias ambientales para el uso de poblaciones de MSN ecuatorianas para la

biodegradacion de residuos.
Palabras clave:

¢ MOSCA SOLDADO NEGRA
e BIODEGRADACION

e MICROPLASTICOS
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Abstract

Globally, microplastics represent a growing threat to ecosystems. In Ecuador, the lack of
waste classification has caused a problematic increase in the volume of plastics,
overloading landfills and water sources. With time and environmental conditions, plastics
shrink in size and quietly enter the food chain. The larvae of the black soldier fly (BSF),
Hermetia illucens, have a devouring behavior and are used for waste management due
to their beneficial qualities such as fly pest control, biomass production and rapid
degradation of organic waste. The present investigation consisted of the molecular
characterization of BSF larvae and in the determination of the effect of 5% microplastics
in the feeding substrate on the development of larvae captured from Puerto Quito,
Ecuador. Molecular characterization was carried out with the COI, ITS2 and 28S rDNA
molecular markers. To evaluate the biodegradation rates, four different types of diets
with microplastics were applied in a controlled environment: control (banana puree),
banana + 5% polystyrene packaging, banana + 5% oxo-biodegradable polyethylene
(PE) bag, banana + 5% cornstarch bag (polylactic acid PLA). BSF sequences were
obtained for each of the markers from 9 MSN individuals. These sequences confirmed
that all the analyzed individuals belong to the Hermetia illucens species. Population
analysis indicates that BSF in Ecuador are related to the populations of Costa Rica and
South Asia (Thailand, Singapore). On the other hand, the degradation test with
microplastics showed that there are no significant differences between the treatments
and the control. However, there is a significant effect on the biomass production of
larvae reared with microplastics from PE bags and corn starch - PLA bags, where the
biomass obtained with 5% PE microplastics is negatively affected. This information
supports the development of environmental strategies for the use of Ecuadorian BSF

populations for the biodegradation of waste.
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Capitulo I: Introduccion

Formulacién del problema

Hermetia illucens es una especie del orden de los Dipteros, familia Stratiomyidae
comunmente conocida como mosca soldado negra (MSN); la cual ha ganado
importancia ambiental y econémica debido a su gran capacidad de degradacién de
residuos de origen organico. A causa del gran aumento volumétrico de plasticos en
rellenos sanitarios y otros lugares que forman parte del ecosistema natural debido a la
actividad humana, estos compuestos se degradan por fraccionamiento y otros procesos
hasta llegar a tamafios microscépicos. Su entrada a la cadena tréfica se hace inevitable
y es consumido por varios organismos como los insectos, los cuales abundan en
lugares donde existe materia en descomposicion. El interés de estudio se debe a que
ciertos insectos presentan gran voracidad en su estadio larvario; como Hermetia
illucens, que podria alimentarse de polimeros como de los plasticos de tamafio menor a
5 mm o microplasticos. Con respecto a la degradacion de plasticos y residuos
organicos, los investigadores Cho et al. (2020), observaron el efecto de microplasticos
de polietileno (PE) y poliestireno (PS) sobre el crecimiento de larvas de H. illucens y la
degradacién de residuos organicos. Concluyeron que ambos microplasticos, PE y PS,
agilizaron la formacion del estadio de pupa, disminuyeron la tasa de reduccion de
sustrato y que el PS disminuy6 significativamente la tasa de supervivencia de las larvas.
En consecuencia, analizar la capacidad de degradacién de la MSN en presencia de
plasticos podria significar de interés ambiental y alerta ecoldgica por la sobreproduccion
de estos desechos.

La caracterizacion molecular de Hermetia illucens puede ayudar a conocer la
diversidad genética y establecer relaciones entre poblaciones. Estudios de este tipo no

se han realizado para la MSN en Ecuador. Por ejemplo, en un estudio reciente por
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Stahls et al. (2020), se utilizaron regiones del gen marcador Citocromo ¢ Oxidasa |
(COI) mitocondrial y los marcadores nucleares: Espaciador Transcrito Interno 2 (ITS2) y
el ADN de la subunidad 28 ribosomal (28S rADN) para analizar la diversidad genética
de poblaciones de H. illucens en regiones biogeogréaficas distintas. Determinaron que
existe alto nivel de diversidad intraespecifica del gen COIl entre poblaciones de H.
illucens. Los investigadores concluyeron que se requiere caracterizar molecularmente
(genotipado) a estos insectos y compartir dicha informacién. Del mismo modo, la
caracterizacién molecular también se ha desarrollado para la identificacion del insecto,
como por ejemplo usando PCR a tiempo real en alimentos procesados para animales
en el estudio de Zagon et al. (2018). En esta investigacion se utiliz6 como marcador
molecular una regién de 89 pb del gen COI demostrando ser un método robusto y
adecuado para la deteccion sensible y confiable de H. illucens.

En el Ecuador, el Instituto Nacional de Biodiversidad (INABIO) es un Instituto
Publico de Investigacion (IPI) adscrito al Ministerio del Ambiente, Agua y Transicién
Ecolégica — MAATE, responsable de la generacion de conocimiento y desarrollo de
Ciencia, Tecnologia e Innovacién para garantizar la conservacion de la biodiversidad en
el Ecuador. Desde el 2018, el INABIO ejecuta el proyecto “Bioconversion de Residuos
Organicos y Plastico a partir de Invertebrados del Ecuador” gracias al financiamiento de
la Convocatoria INEDITA SENESCYT; enfocando sus esfuerzos por estudiar la
biodegradacién de desechos orgéanicos y plasticos por medio de invertebrados. Por
consiguiente, el presente proyecto de titulacion se desarrollé en el marco del proyecto
para aportar conocimiento sobre el efecto de microplasticos en larvas de MSN y la
diversidad genética de insectos Hermetia sp. recolectados en el pais (Instituto de

Nacional de Biodiversidad [INABIO], 2020).
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Justificacion del problema

En Ecuador se producen 4°139,512 toneladas de desechos cada afo, de ellos el
61.4% son organicos y el 11% corresponde a plasticos (INABIO, 2020). Existen escasos
datos sobre la situacion actual en el Ecuador y se evidencia la carencia de proyectos
entorno al efecto de los residuos en la biodiversidad. Ademas, la educacion de la
poblacién en temas ambientales no es suficiente para concienciar sobre el problema del
manejo de residuos actual y para empezar la separacion de residuos para reducir el
impacto.

En 2018, en el canton de Puerto Quito se financié un proyecto para el
mejoramiento integral de recoleccion de residuos sélidos que beneficié a 13 000
habitantes, evitando proliferacién de enfermedades y contaminacion ambiental.
Ademas, se crearon nuevas fuentes de empleo para los pobladores, por medio de la
clasificacion y el reciclaje de la basura (El Productor, 2018). Debido a este precedente
en el cantén, su poblacion tiene mas apertura a la separacion de residuos, lo que
permite proveerlos de tecnologias para la conversién de los residuos sélidos organicos
a productos con valor comercial con la ayuda de organismos, como es el caso de la
MSN.

La importancia de la conservacion de biodiversidad recae en las relaciones de
dependencia que existen entre las especies que intervienen en la renovacion del agua,
purificacién del aire, mantenimiento del suelo, regulacion del clima y reciclaje de
nutrientes y por ende para la produccién de nuestros alimentos (Wilson, 2010). Por esta
razon, la investigacion de la biodiversidad presente en el Ecuador es importante para
poder conservarla y que pueda ser utilizada responsablemente.

Se investigara a un insecto diptero, Hermetia sp., por su potencial de

degradacion de plastico y por ser estudiado mundialmente por su rol significativo en el
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reciclaje de residuos biologicos y otros nutrientes acumulados en el ambiente (Jeon

et al., 2011). No existe informacion sobre la caracterizacion molecular y diversidad
poblacional para los insectos del género Hermetia en Ecuador. Actualmente esta
informacion es relevante debido a la creciente importancia ambiental de la MSN por su
capacidad para reducir la materia organica en descomposicion, bacterias y olores,
controlar poblaciones de moscas comunes, servir como alimento para animales, etc.
(Stahls et al., 2020; Zheng et al., 2013). En el contexto pais, actualmente resulta
necesario caracterizar las poblaciones locales para saber si pertenecen a las especies
descritas en literatura y su nivel de variabilidad genética. De igual manera, la presente
tesis de grado buscara determinar el potencial de biodegradacion de plastico de la MSN

en Ecuador.

Objetivos de la investigacion
Objetivo General

e Caracterizar molecularmente y evaluar la capacidad de degradaciéon de
microplastico de insectos del género Hermetia originarios del cantén Puerto

Quito.

Objetivos Especificos

¢ |dentificar morfolégicamente a larvas y adultos de Hermetia sp., recolectados del
canton Puerto Quito, por medio de claves dicotomicas.

e Caracterizar molecularmente a individuos de Hermetia sp. con tres marcadores
moleculares: el gen citocromo ¢ oxidasa mitocondrial (COI), el Espaciador

Transcrito Interno 2 (ITS2) y el ADN de la subunidad 28 ribosomal (28S rADN).
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Realizar un ensayo de degradacién con larvas de Hermetia sp. expuestas a
cuatro diferentes tipos de dietas, una de banano y tres mezclas conteniendo
95% de banano y 5% microplasticos (poliestireno, bolsas oxo-biodegradables de

polietileno o bolsas de almidon de maiz).
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Capitulo II: Revision bibliogréfica

Generalidades sobre Hermetia illucens

Hermetia illucens (Linnaeus, 1758), mas conocida como Mosca Soldado Negra
(MSN), es una mosca perteneciente al orden Diptera, familia Stratiomyidae y subfamilia
Hermetiinae. Es nativa de regiones tropicales, subtropicales y temperadas del
continente Americano pero se ha extendido por todo el mundo y hasta regiones
Nearticas, Palearticas, Orientales, Australasianas y Afrotropicales y Asia entre la latitud

40° sur y 45° norte (Caruso et al., 2013; Rohacek & Hora, 2013).

Es un insecto saprofito, que se alimenta de materia en descomposicion, pero no
se considera una plaga. Debido a que las MSN no tienen piezas bucales funcionales, no
muerden o pican y ho son conocidas por transmitir enfermedades (Oliveira et al., 2015).
Por el contrario, son ambientalmente beneficiosas, pueden alimentarse de residuos
organicos como frutas y vegetales en descomposicion, restos de comida, vegetacion y
residuos de la agricultura como estiércol de animales, compost, etc. En el proceso de
degradacion, las larvas convierten los residuos organicos en proteina (37-63% en peso
seco) y grasa (7-39% en peso seco), por lo que tienen amplias aplicaciones en el
manejo de residuos, medicina o la elaboracién de balanceados (Barragan-Fonseca

et al., 2017; Liu et al., 2019; Rohacek & Hora, 2013).

En base a otras experiencias, H. illucens, tal como en otras especies de larvas,
podria haberse adaptado para degradar residuos no biodegradables como polietileno y

poliestireno (Cifuentes et al., 2020).
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Ciclo de Vida

Figura 1

Ciclo de vida de Hermetia illucens

ETAPA PUPA
Duracién: 10 dias a meses

ADULTO
Duracién: 5 a 8 dias

ETAPA PREPUPA

HUEVOS %
Nudmero: 500-900
Duracion: 7 dias aprox.

Tiempo de eclosion: 4

dias aprox. 1
i \E| ler estadio
6to estadio \)
Ciclo de vida de
Hermetia
illucens 2do estadio

5to estadio
YZZZZHD’ 3er estadio

ETAPA LARVARIA
5 estadios

4to estadio Duracién: 13 a 18 dias

Nota. Tomado de Smet et al. (2018) y adecuado al espafiol por Maria F. Pazmifio

H. illucens sufre una transformacién de huevo a adulto cruzando por cinco fases:
huevo, larva, prepupa, pupa y adulto (figura 1). Las hembras depositan sus huevos
usualmente en un sustrato seco con un ambiente himedo, aproximadamente cuatro
dias después a una temperatura de 27-29°C. Las larvas apenas salidas del huevo
miden 0.66 mm de largo y su actitud voraz les da la capacidad de ingerir grandes
cantidades de materia organica. El estado larvario dura de cuatro semanas a cinco
meses dependiendo del alimento disponible, la temperatura y la humedad. Los estadios

larvarios pueden separarse en cinco, dificiles de diferenciar (Caruso et al., 2013; Smet
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et al., 2018). Una vez formada la pupa (estadio 5 larvario) se nota un caracteristico
cambio de color de beige a café oscuro. En esta etapa miden 12-25 mm de largo y
duraran dos semanas en sufrir metamorfosis en condiciones adecuadas. Finalmente los
adultos que emergen tardaran aproximadamente dos dias hasta su reproduccion y
viviran dos dias mas hasta la nueva puesta de huevos. Los adultos no requieren la
misma cantidad de alimento que la etapa larvaria, su supervivencia dependera

principalmente de la disponibilidad de agua (Caruso et al., 2013).

Anatomia

Los huevos tienen una forma ovoide (1 mm largo) y durante la incubacién
cambian de color de beige a amarillo. El cuerpo larvario tiene 11 segmentos cubiertos
de pelos y cerdas, su color es variante segun su edad y pueden llegar a tener 20 mm en
largo y 6 mm en ancho (Caruso et al., 2013). Por otro lado, los adultos son de 13-20 mm
en longitud, poseen dos largas antenas, un par de alas desarrolladas, alas traseras y
tres pares de patas con un tarso blanco/amarillo. Hay dimorfismo sexual, los machos
son mas pequefios que las hembras y existe una diferencia anatémica en el ultimo
segmento abdominal que permite discriminar entre géneros. Las hembras tienen un
oviducto tubular retractil y los machos tienen un edeago (érgano reproductor masculino)
y un par de ganchos que le permiten unirse a la hembra durante la copula (Caruso

et al., 2013).

Capacidad de degradacion de materia organica

La actividad enzimatica (proteasa, amilasa, celulasa, lipasa) en las larvas
permite la reduccion rdpida de materia orgénica. Esta capacidad de degradacion se

debe a comunidades bacterianas presentes en su sistema digestivo como Bacillus
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amyloliquefaciens, B. stratosphericus y Proteus mirabilis (Caruso et al., 2013; Jeon

etal., 2011).

Contenido Nutricional

Las pupas de H. illucens estan compuestas de 40% proteina, 30% grasay 9%
quitina, lo que les da un alto valor comercial como un alimento o suplemento para

animales, ademas de que no acumulan pesticidas ni micotoxinas (Cho et al., 2020).

Residuos Sélidos

Los residuos sélidos se definen como materiales de origen organico e
inorganico, putrescible o no generados en procesos de produccién y consumo que no

tienen un fin practico para la actividad que se ejecuta (Alvaro & Moreno, 2013).

Residuos Sdlidos Organicos

Los residuos organicos son aquellos que se descomponen naturalmente,
pueden desintegrarse de forma rapida y transformarse en otro tipo de materia organica
(Garita Sanchez et al., 2014). En Ecuador, de las 4'139,512 toneladas de residuos
sélidos producidas cada afio, el 61.4% son organicos y el 11% corresponde a los

plasticos (INABIO, 2020).

Plasticos

Los plasticos son polimeros que principalmente se componen de carbono,
hidrégeno, nitrégeno, oxigeno, cloruro y bromuro (Huang & Almeida, 2015). A pesar de
su utilidad y moldeabilidad, se han vuelto una amenaza para la sociedad y el ambiente
desde su invencion debido a su lenta degradacion y acumulacion en el ambiente (Woo

et al., 2020).
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Microplasticos

En el 2017, menos del 9% de los plasticos producidos fueron reciclados en todo
el mundo, el porcentaje restante se une con los demas residuos y forman microplasticos
gue son fragmentos plasticos de menos de 5mm en longitud. Estos contaminantes son
altamente persistentes y pueden inhibir el desarrollo de organismos (Cho et al., 2020).
Los microplasticos pueden clasificarse en dos tipos dependiendo de como son
formados: primarios o secundarios. Los microplasticos primarios son aquellos
manufacturados por el humano por medio de procesos especificos para ser utilizados
en cosméticos, en la industria textil u otras aplicaciones. Por otro lado, los
microplasticos secundarios se forman a partir de la descomposicién de plasticos mas
grandes debido a factores ambientales como la abrasion del viento, golpeteo con agua

o la radiacion solar (National Geographic Society, 2019; Rogers, 2020).

En el Ecuador existen estudios relacionados con microplasticos pero la gran
mayoria se enfoca en la contaminacién de los océanos y fauna marina. Se estima que
la cantidad de particulas de plastico presentes en el mar del Ecuador sera unas 3.9
veces superior en 2030 comparado con 2008, a menos que se adopten medidas para

cambiar la situacién (Orayeva, 2020).

Poliestireno

El poliestireno (PS) es un polimero que tiene una columna linear de carbono con
anillos de fenilo unidos alternadamente a esta (Figura 2). Su estructura lo hace un
plastico de dificil biodegradacion. Solo existen limitados registros de la descomposicion

directa de PS por organismos (Cho et al., 2020; Woo et al., 2020).
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Figura 2

Estructura quimica del Poliestireno (PS)

i
I
H
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Nota. Tomado de Wikimedia Foundation, Inc. (2008)

Bolsas Oxo-Biodegradables

La mayoria de bolsas plasticas se componen de una estructura polimérica de
polietileno de baja densidad LDPE. El polietileno se forma a partir de la polimerizacion
de monémeros de etileno (Figura 3) (Matmatch GmbH, 2021; SpecialChem, 2021). Esta
caracteristica hace a las bolsas plasticas resistentes a la degradacion por lo que
terminaran enterradas en vertederos, acumulandose. Aquellas bolsas llamadas
biodegradables tienen la misma composicién con la diferencia de estar mezcladas con
compuestos de origen vegetal o aditivos que cambian su estructura quimica. Por este
hecho son susceptibles a la biodegradacion y pueden clasificarse en dos tipos:
polimeros hidro-biodegradables y polimeros oxo-biodegradables (Huang & Almeida,

2015).
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Figura 3

Estructura quimica del Polietileno (PE).

Nota. Tomado de Wikimedia Foundation, Inc. (2021)

En el 2013 en Ecuador se utilizaban alrededor de 257 millones de fundas
plasticas por afio por lo que se consideraron varias propuestas para impulsar el uso de
bolsas reusables y recicladas (Gobierno de la Republica del Ecuador, 2013). No fue
hasta el 09 de mayo del 2020 que se aplicé un impuesto a las fundas plasticas para
cargar alimentos y para evitar esto las compafiias de expensa de alimentos cambiaron a
bolsas con un contenido del 50% o mas de plastico reciclado las cuales estan exentas

del impuesto de 4 centavos de délar (El Universo, 2020).

Bioplasticos de almidén de maiz

Se consideran bioplasticos a plasticos organicos formados a partir de fuentes
renovables que pueden reemplazar los plasticos tradicionales derivados del petréleo
(Biodegradables Ecuador, s/f). Los polimeros organicos pueden formar bioplasticos, un
ejemplo es el &cido polilactico (PLA) obtenido por la fermentacion del almidén de
vegetales como el maiz (Cowley, 2020). La estructura quimica del PLA se resume en
una columna linear de monémeros de acido lactico (Figura 4). Por ende, las ventajas de
los bioplésticos formados a partir de almidén de maiz incluyen una mayor

susceptibilidad a la degradacién, no son toxicos ni liberan co-productos peligrosos al
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ambiente y la reduccion de la huella de carbono debido a su origen organico (Jaimes

Guitierrez, 2020).

Figura 4

Estructura quimica del Acido Polilactico (PLA).
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Nota. Tomado de Wikimedia Foundation, Inc. (2021b)

Hipotesis
Los insectos recolectados del cantén Puerto Quito se identifican como Hermetia

illucens segun la morfologia descrita en claves dicotdmicas y bases de datos

bioinforméticas.

Los aislados secuenciados de Hermetia illucens no tienen variabilidad genética
en los marcadores moleculares COI, ITS2 y 28S rADN con otras secuencias de la

especie encontradas en otros paises.

Los microplasticos afectan la produccion de biomasa, la tasa de crecimiento, la

supervivencia y la tasa de reduccion de sustrato de larvas de Hermetia sp.
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Capitulo lll: Metodologia
Fase de Campo
Recoleccién de muestras

Un total de 30 insectos en etapa larvaria, 9 adultos y 2 posturas de huevos de Hermetia
sp., 6 fueron obtenidos en Puerto Quito (coordenadas: 0°08'04.1”N 79°16'32.0"W,
fecha: 14/05/2021 y 13/06/2021, hora: 12h00 a 14h00) y 3 en Nanegalito (coordenadas:

0°06°'05.1”N 78°43'39.8"W, fecha: 14/05/2021, hora: 16h00), Ecuador.

Las moscas, hembras en su mayoria, fueron recolectadas con redes largas de tela
mientras eran atraidas por el olor de un criadero de cerdos. Luego se les indujo la
puesta de huevos en pedazos de carton seco. Por Ultimo, los huevos recolectados de
dos posturas se incubaron a 23.8 + 2.2 °C y humedad relativa de 41.3 + 12.6% en una
camara de crecimiento junto a sustrato fresco (puré de banano) para el surgimiento de
las nuevas larvas. Los individuos requeridos para la caracterizacion molecular se
sacrificaron y preservaron en alcohol 96% y 4°C hasta llegar al laboratorio donde se

almacenaron a -20°C previo a la extraccion de ADN (Figura 5).



Figura 5

Obtencién de muestras de insectos
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En total, para la identificacion morfol6gica se necesitaron 15 larvas (en varios

estadios larvarios) y 6 adultos (entre hembras y machos de diferentes fenotipos: negro

(N), negro-azul (NA), negro-café (NC) y negro-turquesa (NT)). Para la caracterizacion

molecular fue necesaria una larva (estadio 20 dias) y 8 adultos de cualquier sexo (1 de

cada fenotipo). Y finalmente para el ensayo de degradacion, se necesitaron dos

posturas de huevos de MSN con el fin de criar 360 larvas en 4 diferentes tratamientos.
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Fase de Laboratorio

Identificacion Morfol6gica

Preparacion de las muestras

Previo a la identificacion morfoldgica se sometié a las larvas a una clarificacién
por limpieza quimica para mejor observacion de sus estructuras. Primero se
sumergieron las larvas en agua hirviendo durante 5 min a 70-80°C y luego en etanol al
70%. Finalmente las muestras se clarificaron en KOH al 10% durante 24 h a
temperatura ambiente, el KOH se removié por medio de un lavado con &cido acético
20% y fueron observados directamente en un estereomicroscopio trinocular SMZ1270
(Nikon) (Velasquez et al., 2010). Se minimiz6 la manipulacién de las muestras con

pinzas para evitar dafiar estructuras.

Por otro lado, los adultos de MSN fueron sacrificados por sofocacién en un
recipiente con un algodén embebido en alcohol al 96% para evitar el dafio de las alas y

se observaron los individuos en el estereomicroscopio.

Identificacion

Se realiz6 la descripcion morfologica de cada etapa del ciclo de vida de la MSN:
huevo, larva, pupa y adulto (Jaramillo et al., 2019). Los especimenes se observaron con
estereomicroscopio utilizando el software MSHOT. Se determind la especie del insecto
mediante claves de identificacién morfoldgica, ilustraciones y recopilacion de imagenes
de insectos del orden Diptera, familia Stratiomyidae, subfamilia Hermetiinae, (Capinera,
2008; Fachin & Carvalho-Filho, 2020; Hauser et al., 2017; Ivorra et al., 2020; James &
Wirth, 1967; Kovac & Rozkosny, s/f; Lessard, 2020; Lessard et al., 2019; Mason, 2013;

Rozkosny & Kovac, 1994; Velasquez et al., 2010).
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Extraccion de ADN

Las muestras de larvas y moscas almacenadas en etanol 96% y -20°C fueron
utilizadas para la extraccion de ADN siguiendo las instrucciones del kit PureLink
Genomic DNA Mini (Invitrogen). La calidad y concentracion del ADN resultante fue
evaluada con la medicion en el espectrofotdmetro Nanodrop 2000/2000c (Thermo
Scientific). EI ADN extraido fue almacenado en buffer de elucién a -20°C hasta su uso
en la amplificacion de los marcadores moleculares COI, ITS2 y 28S rADN (Khamis

et al., 2020; Soyeon Park et al., 2017; Zagon et al., 2018).

Caracterizacion Molecular

Tres marcadores moleculares seran analizados para la caracterizacion
molecular de Hermetia illucens: COI, ITS2 y 28S rADN, con los cebadores indicados en
la tabla 2. Las condiciones de PCR para la amplificacion de estos fragmentos fueron
tomadas de investigaciones previas y considerando las condiciones de la polimerasa

DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific).

Para COl, la desnaturalizacion inicial se realiz6 por 180 s a 95.0 °C y 35 ciclos

con desnaturalizacién por 30 s a 95.0 °C, annealing de 45 s a 52.0 °C y extension de 60
s a 72.0 °C y una extension final de 300 s a 72.0 °C (Khamis et al., 2020; Soyeon Park
et al., 2017). Para ITS2 la desnaturalizacion inicial se realizé por 180 s a 95.0°Cy 35
ciclos con desnaturalizacion por 30 s a 95.0 °C, annealing de 30 s a 50.0 °C y extensién
de 60 s a 72.0 °C y una extension final de 300 s a 72.0 °C (Aboagye-Antwi et al., 2015).
Para 28S rADN la desnaturalizacion inicial se realizé por 180 s a 95.0 °C y 35 ciclos con
desnaturalizacion por 30 s a 95.0 °C, annealing de 30 s a 41.0 °C y extension de 60 s a

72.0 °C y una extension final de 300 s a 72.0 °C . El volumen total para todas las



reacciones de PCR fue de 25 yL con 12.5 uL de master mix, 0.4 uM de cada primer y

100-200 ng de ADN gendmico.

Posteriormente se realizd una electroforesis con los productos de la PCR para
comprobar su correcta amplificacion. Los fragmentos fueron observados en un gel de
agarosa al 1.5% (Invitrogen), con buffer TAE 1X (Invitrogen) y 4 uL del agente
intercalante SYBR Safe (Invitrogen), comparandolos con el marcador molecular Trakit
100 pb (Invitrogen) en un transiluminador UV a 300 nm (Ultralum). Los amplicones
obtenidos se enviaron a Macrogen™ (Seul, Corea del Sur) para someterlos a

secuenciacion bidireccional Sanger.

37
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38

Cebadores utilizados para amplificar los marcadores moleculares para la identificacion

de Hermetia illucens

Marcador Cebadores Tamaio del fragmento
COI-A Forward:
COl 5ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG3
657 pb
(Khamis et al., 2020) COI-B Reverse:
5TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA 3
ITS2-A Forward:
ITS2 5TGTGAACTGCAGGACACAT3’
453 pb
(Stahls et al., 2020) ITS2-B Reverse:
5TATGCTTAAATTCAGGGGGT3Y
28S-A Forward:
28S rADN 5TTYRGGAYACCTTYDGGACYZ
270 pb

(Stahls et al., 2020)

28S-B Reverse:

SGGTTTCCCCTGACTTCDACCTGATCAS’

Analisis de Secuencias

Las secuencias crudas se limpiaron y ensamblaron por medio de ensamblaje de

novo para secuencias con calidad alta y ensamblaje con una referencia para las

secuencias con calidad baja en el software Geneious Prime v2021.2.2.

Para identificar la especie de las MSN se realizaron andlisis en BLAST con la

base de datos GenBank del National Center for Biotechnology Information (NCBI) para
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encontrar homélogos cercanos. Con 11 secuencias similares y 2 outgroups se
realizaron arboles filogenéticos usando los métodos de méxima verosimilitud y analisis
bayesiano, para analizar la relacion de las poblaciones ecuatorianas con individuos de
MSN de otros paises. Los software MEGA v7.0.26 y BEAST v1.10.4 se usaron para la
construccion de los arboles de méaxima verosimilitud y bayesiano respectivamente. Los
N° de accesion (NA) de los aislados tomados de la base de datos de NCBI fueron: COI
(H. illucens: MT178509.1, MT483918.1, MT520663.1, LR792255, MT520686.1,
KY817115, MT178493.1, MT483914.1, LR792260, LR792259, H. coarctata:
MG967891.1, H. inflata: MT434000.1), ITS2 (H. illucens: MZ224484, LR792260,
LR792255, LR899015.1), 28S rADN (H. illucens: MT150784.1, MT50786.1, MT50789.1,

MT150791.1, MT150792.1, MT150794.1).

Finalmente se realiz6 un Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) de las
divergencias calculadas entre las poblaciones identificadas por el arbol filogenético del
gen COl, locus por locus, con 5% de significancia y analisis por pares estadisticos F,
con el indice de fijacién (FST). Para esto se utiliz6 Linux en maquina virtual VirtualBox
2021 con Ubuntu 20.04, el software Arlequin 3.5 (Khamis et al., 2020; Soyeon Park

et al., 2017; Stahls et al., 2020).

Ensayo de Degradacion
Crianza de Insectos

Los huevos y larvas de Hermetia illucens fueron criados a 23.8 + 2.2 °C,
fotoperiodo 12:12 L:O y humedad relativa de 41.3 £ 12.6% en una camara de
crecimiento (Bruno et al., 2018; Gao et al., 2019, 2019; Oliveira et al., 2015; Raimondi

et al., 2020). Dos posturas de huevos recolectadas de Puerto Quito se incubaron junto a
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sustrato control (puré de banano saturado con agua) en un recipiente plastico de
polipropileno (PP) (12 cm diametro y 6 cm de alto) (Bruno et al., 2018; Gao et al., 2019;
Sheppard et al., 2002; Wynants et al., 2019; Yu et al., 2011; Zheng et al., 2013). Cada
dos dias o cada vez que fue necesario, el sustrato se renové para evitar la
contaminacién con hongos y acaros (Gao et al., 2019). Después de seis dias de la
eclosién (4 dias en eclosionar), se inicié el ensayo de degradacion y se transfirieron las
larvas a nuevos contenedores de PP (12 cm diametro y 6 cm altura) con 4 tratamientos
diferentes. Un dia antes del inicio del ensayo, se indujo hambruna a las larvas para

estimular la alimentacion bajo la presencia de microplasticos (Anexos — figura 24).
Ensayo de Degradacién con Microplasticos

Trescientos sesenta larvas se distribuyeron en 12 recipientes de PP (12
didmetro x 6 altura cm) tapados con malla tipo tul. Se probaron 4 dietas diferentes: una
control de puré de banano y tres mezclas conteniendo 95% de banano y 5%
microplasticos (poliestireno PS, bolsas oxo-biodegradables PE o bolsas de almidén de
maiz PLA). Cada siete dias se administraron 30 g de sustrato nuevo (Jaramillo et al.,

2019).

Los plasticos (PS, PE y PLA) se redujeron a microplasticos para obtener un
tamafio menor a 5 mm (2.12+1.01 mm PLA, 1.71+1.40 mm PE, 1.06£0.76 mm PS,
medidos con el software Fiji), lo cual se logr6 mediante fragmentacion por
procesamiento (rayado y cortes, Anexos - figura 25). Los microplasticos obtenidos de
PS se mezclaron con el puré de platano y 20 mL de agua para evitar que seque durante

el transcurso de una semana (Anexos — tabla 14).

Dos veces por semana se muestrearon 10 larvas para pesaje, se conté el

namero de larvas sobrevivientes y se registro el peso del residuo. El pesaje de las
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larvas se realizé limpiando a las larvas con agua destilada y luego se secandolas con

papel (Bruno et al., 2018; Cho et al., 2020).

El experimento se consideraria concluido cuando el 25% de larvas lleguen a
etapa de prepupa. Una vez con estos datos, la biomasa total, la tasa de crecimiento
promedio, la supervivencia larvaria y tasa de reduccion del sustrato fue calculada con

las ecuaciones 1, 2, 3y 4 (Cho et al., 2020; Raimondi et al., 2020):

Biomasa total (g) = peso total estadio prepupa + peso final larvas restantes D

.. . Peso prepupa medio + Peso final larvas—peso medio larvas
Tasa de crecimiento promedio (2) — (Beso prepup ! L ) (2)
da periodo (d)
, . Sobrevivientes—Encontradas Muertas
Tasa de supervivencia (%) = — x 100 3)
Sobrevivientes
./ So—S¢
Tasa de reduccién de sustrato(%) = ——x 100 (4)
0

Donde,
So es el sustrato al inicio del ensayo

Sf es el sustrato al finalizar el ensayo

Andlisis Estadistico

Disefio experimental del ensayo de degradacion

El ensayo consistié en un disefio completamente aleatorizado (DCA) con tres
repeticiones. Para determinar el efecto de los cuatro tratamientos en la biomasa total,

tasa de crecimiento promedio, supervivencia y tasa de reduccién del sustrato, se realizé
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un analisis de varianza en un sentido (ANOVA) y ademas pruebas de comparaciones de
medias de Tukey con un nivel de significancia a= 0.05. El software utilizado fue la
version estudiantil de InfoStat 2020. Los factores controlables fueron temperatura,
humedad y luz. Los tratamientos fueron cuatro dietas: Una control de banano, dos
mezclas conteniendo 90% de banano y 10% microplasticos (PS, PE o PLA). La unidad

experimental fueron 12 contenedores de plastico con 30 larvas cada uno.
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Capitulo IV: Resultados

Identificacion morfoldgica

Se realiz6 la descripcion morfologica e identificacion del ciclo de vida de la
especie de MSN recolectada en Puerto Quito, Ecuador con la ayuda de claves

dicotémicas.

La mosca estudiada en el presente proyecto presenta las mismas caracteristicas
de la especie Hermetia illucens, la cual tiene cinco etapas durante su ciclo de vida:
huevo, larva, prepupa, pupa y adulto. Cada etapa se describe a continuacién segin su
crianza en el Laboratorio de Investigacion Aplicada y Biotecnologia del INABIO en

Quito, Ecuador.

Ciclo de vida

Huevos

Las hembras MSN fueron atrapadas mientras eran atraidas por el estiércol de
cerdo como fuente de alimento. Las posturas de huevos fueron inducidas entre pliegues

de cartdn e incubadas con puré de platano.

Los huevos son de forma ovoide y exhiben un color beige apenas son puestos
por la mosca, toman una coloracion amarilla durante su incubaciéon. Su tamafio

promedio estuvo entre los 4 £ 0.5 mm (figura 6).
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Figura 6

Morfologia de huevos de MSN

Nota. A. MSN Hembra depositando huevos en hendiduras de carton. Fotografia tomada
por Maria Pazmifio. B. Huevos de MSN. Fotografia tomada en estereomicroscopio por

MSHOT.
Larvas

Después de cinco dias de incubacion, las larvas emergieron de su huevo y
fueron criadas durante seis semanas. Las larvas tienen un cuerpo alargado y aplanado
dorsiventralmente, con una pared corporal o tegumento endurecido (figura 7). El cuerpo
se compone de 11 segmentos y tres regiones: capsula cefélica, tres segmentos
toracicos y ocho segmentos abdominales, cada uno con una determinada quetotaxia. La
capsula cefélica es estrecha, donde se dispone su boca sin mandibulas y los ojos
lateralmente. Por otro lado, en el extremo redondeado del cuerpo y del lado ventral se
distingue el ano. El color de las larvas es beige y varian en tonalidad segun el estadio

larvario (Jaramillo et al., 2019; Mullen, 2019).
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Figura 7

Morfologia de larvas de MSN de 13-15 dias de desarrollo

10mm

Smm

Nota. A. Vista ventral y dorsal de larvas MSN en estadio 5 larvario. B. Capsula cefalica
(C) y primeros segmentos del cuerpo de larva de MSN. Fotografias tomadas en

estereomicroscopio por MSHOT.

Se han determinado cinco estadios larvales segun varios autores, dificilmente
definido de acuerdo al tamafio de la capsula cefalica que a su vez depende de las

condiciones de humedad, temperatura y alimentacion con las que se desarrolle el
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insecto (Gobbi, 2012; Jaramillo et al., 2019). En la figura 8 se muestran fotografias de
larvas en diferentes etapas de su ciclo de acuerdo al tiempo desde la eclosion del
huevo. Las larvas maduras para la crianza en Quito se consideraron a aquellas con mas
de 20 dias y una longitud de 20 mm y las pre-pupas a aquellas que toman una tonalidad

café antes de su conversion a pupa.



Figura 8
Estadios larvales identificados segun el tiempo de desarrollo

PRIMER ESTADIO 1-3 DIAS SEGUNDO ESTADIO 5 DIAS
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TERCER ESTADIO 13-15 DIAS CUARTO ESTADIO >20 DIAS

10mm 10mm

10mm

Nota. Fotografias tomadas en estereomicroscopio por MSHOT.
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Pupa

Las larvas en el tltimo estadio larvario forman pupas que es el paso a su
metamorfosis a mosca. La coloracidén en este estadio cambia a café oscuro y de igual
manera cambia el comportamiento del insecto requiriendo menos alimento y prefiriendo

los lugares calientes y secos (figura 9).

Figura 9

Pupa de Mosca Soldado Negra

Nota. Fotografia tomada en estereomicroscopio por MSHOT.

Adultos

Los adultos de MSN capturados midieron en promedio 21.1 mm de longitud.
Tienen diferentes fenotipos en coloracion: negro, negro-azulado, negro-turquesa y
negro-café (figura 10). No poseen mandibulas y tienen manchas translacidas en el

segundo segmento abdominal (Mullen, 2019; Oliveira et al., 2015).
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Figura 10

Mosca Soldado Negra: Diferentes fenotipos de coloracion en Mosca Soldado Negra

encontrados en Puerto Quito, Ecuador

TURQUESA NEGRO-CAFE

/
/ 10mm Pr—

NEGRO-AZUL

NEGRO

10mm

10mm

Nota. Fotografias tomadas en estereomicroscopio por MSHOT.

De igual manera se realizaron fotografias de la terminacién del abdomen de la

MSN que indican el dimorfismo sexual (figura 11) (Jaramillo et al., 2019).
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Figura 11

Dimorfismo sexual en los aparatos reproductivos de la Mosca Soldado Negra

MACHO HEMBRA

Tmm

Nota. Segmento posterior de adultos de diferente sexo de MSN. Fotografias tomadas en

estereomicroscopio por MSHOT.

Las moscas soldado (Stratiomyidae) son uno de los grupos de Diptera mas
diversos. La subfamilia Hermetiinae es mayormente cosmopolita y entre sus géneros, el

género Hermetia es el mas extendido en el mundo (Lessard et al., 2019).

Segun claves de identificacion de insectos del orden Diptera (moscas), familia
Stratiomyidae (moscas soldado) y subfamilia Hermetiinae, los individuos recolectados

pudieron ser reconocidos como moscas de la especie Hermetia illucens.
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En resumen la especie de Hermetia illucens esté diferenciada por ojos desnudos
(quetotaxia) y facetas pequefias e uniformes. Las larvas varian en color beige durante
su desarrollo, tienen un cuerpo segmentado, cada segmento con una quetotaxia
distinguible. Una vez alcanzado los 20 mm inician su transicién a prepupa observado
por el cambio de color a café oscuro y en su comportamiento. Las estructuras descritas
anteriormente para la identificacion morfologica se detallan en las claves dicotomicas:
Clave para las familias sudamericanas de Diptera con importancia forense (Barros de
Carvalho & de Mello-Patiu, 2008), Clave de identificacion de larvas de dipteros en
estadio maduro de importancia forense en la Peninsula Ibérica (Velasquez et al., 2010),
Clave para los géneros australianos de Hermetiinae (Lessard et al., 2019), Clave para
las especies Hermetia (Lessard et al., 2019), Clave para los géneros y especies de

moscas soldado (Diptera: Stratiomyidae) de Sunderban indio (Roy et al., 2018).

Caracterizacion molecular del insecto

BLAST

Se obtuvieron 9 secuencias parciales del gen COI, 9 secuencias del gen 28S
rADN y 8 secuencias del espaciador ITS2 a partir de 9 individuos MSN de diferentes
fenotipos y diferentes locaciones como se indica en la tabla 2 y Anexos — tabla 15. Al
compararlos con la base de datos del NCBI se obtuvieron identidades del 100% con
secuencias de Hermetia illucens demostradas por una cobertura del 100% y valores de

expectativa (E-value) de 0 en la mayoria de las secuencias (Anexo - tabla 16).



Tabla 2.

Metadatos de las secuencias obtenidas de MSN recolectadas en Ecuador
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Individuo Fenotipo Lugar de Marcador Tamario del %HQ
(Sexo, color) recoleccion molecular fragmento Calidad
(pb)
A Hembra, negro- Puerto Quito Coil 622 96.8
café 28S rADN 281 95.4
ITS2 441 98.0
B Hembra, negro- Puerto Quito COl 636 74.1
café 28S rADN 281 98.9
ITS2 404 98.5
C Hembra, negra Puerto Quito COl 679 97.6
28S rADN 283 96.1
ITS2 429 96.7
D X, negra Nanegalito COl 683 98.5
28S rADN 283 94.3
ITS2 368 90.2
E Hembra, negra- Puerto Quito col 680 98.5
azul 28S rADN 281 98.9
ITS2 443 95.5
F Hembra, negra- Puerto Quito COl 677 97.8
azul 28S rADN 283 97.9
ITS2 440 96.1
G Nanegalito Ccol 682 99.7
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Hembra, negro- 28S rADN 286 97.2
turquesa ITS2 443 98.4
Hembra, negro- Nanegalito col 669 68.3
turquesa 28S rADN 283 100
Hembra, negro- Puerto Quito COl 670 98.7
turquesa 28S rADN 286 95.5

ITS2 434 94.9

Nota. X: Sexo no identificado

Andlisis filogenéticos

Durante el alineamiento multiple de las secuencias se determin6 que el
marcador 28S rADN no tiene variabilidad entre individuos de la especie H. illucens
(figura 12), mientras que el marcador ITS2 muestra una variabilidad minima y el

marcador COI presenta la mayor variabilidad entre individuos.

El marcador ITS2 amplificado incluye la secuencia completa del espaciador
transcrito interno 2, secuencias parciales del gen de ARN ribosomal 5.8S y del gen de
ARN de la subunidad grande ribosomal (figura 13). Estas regiones fueron identificadas
usando como referencia a las secuencias del genoma de H. illucens: XR_005250511.1
y NC_051855.1. Se observo la ausencia de un polimorfismo en la posicion 63 del
marcador ITS2 para las secuencias de la mayoria de los individuos de Ecuador, con
excepcion del individuo D, donde tienen una timina. La posicién 63 del ITS2 para el

individuo D tiene un polimorfismo K (Timina o Guanina) al igual que las secuencias de
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Kenia, Espafia y Australia. Ademas, todas las muestras secuenciadas en Ecuador

tienen una delecion de una adenina en la posicién 131 de ITS2.

Figura 12

Alineamiento multiple MUSCLE de las secuencias parciales del marcador 28S rADN
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6. F285_Hermetia_illucens
7. H285_Hermetia_illucens
8, G285_Hermetia_illucens
9,1285_Hermetia_illucens
10. MT150789.1_Hermetia_illucens
11. MT150804.1 Hermetla_lllucens
12, MT150791.1_Hermetia_illucens
13. MT150800.1_Hermetia_illucens
14, MT150784.1_Hermetia_illucens
15. MT150792.1_Hermetia_illucens
16. MT150794.1_Hermetia_illucens
17. MT150797.1_Hermetia_illucens
18. MT150786.1_Hermetia_illucens
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Figura 13

Alineamiento multiple MUSCLE de las secuencias 5.8S, ITS2 y ARN de la subunidad

grande ribosomal 28S rADN
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2. MZ224484 Hermetia illucens
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4, MZ224486_Hermetia illucens
5. LR899015.1_Hermetia_illucens
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7. A_Hermetla Cillucens
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Para comprobar y analizar estas variaciones, se construyeron arboles
filogenéticos solo con el gen marcador COI. La figura 14 muestra el arbol filogenético
para Hermetia illucens y outgroups de otras especies del género Hermetia. Con este

andlisis se puede confirmar que las MSN recolectadas en Puerto Quito y Nanegalito,
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Ecuador, pertenecen a la especie Hermetia illucens debido a su alta semejanza con las
secuencias de aislados en bases de datos moleculares. Otro punto es que aunque
existe una relacion muy fuerte apoyada por los valores de soporte del arbol, los
individuos recolectados en Ecuador presentan diferencias con otras poblaciones del
mundo, a excepcion del individuo G que forma parte del mismo clado con un valor de
soporte de 95% pero se relaciona con otras poblaciones en Singapur, Tailandia y Costa
Rica. Por esta razén se realiz6 un analisis de varianza molecular entre las poblaciones

distinguidas en el &rbol.

Adicionalmente, en el arbol filogenético se muestran los fenotipos de las
muestras recolectadas en Ecuador. Solo los individuos A y B con fenotipo NC tienden a

agruparse y los demas individuos con fenotipos N, NA y NT son polifiléticos.
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Figura 14

Arbol filogenético molecular del anélisis de Maxima Verosimilitud y Bayesiano para

especies del género Hermetia.

A-COI Ecuador
0'90 B-COI Ecuador
E-COI Ecuador
|I-COI Ecuador
H-COI Ecuador
o1 D-COl Ecuador
F-COI Ecuador
C-COl Ecuador
LR792255 H. illucens Australia
95 MT483918.1 H.illucens Costa Rica
G-COl Ecuador
95 |MT178509.1 H.illucens Singapur
100 TO‘— MT520663.1 H.illucens Taimnaia
1.00 LR792259 H.illucens Kenia
KY817115 H.illucens Rusia
100 |MT178493.1 H.illucens Francia
1.00 | MT483914.1 H.illucens China
LR792260 H.illucens Espafia
MT520686.1 H.illucens UsA

MG967891.1 H..r Costa Rica
MT434000.1 H. inflata Malasia

NC

NC

NA

NT

NT

NA

NT

0.020

Nota. Valores de soporte bootstrap >80% (ubicados sobre los nodos) calculados en
RAXML por el software MEGA 7: N° Repeticiones de Bootstraps=500, modelo de
sustitucién General Time Reversible model (GTR). Valores de soporte posterior
probabilities >0.90 (ubicados bajo los nodos), calculados con el software BEAST:
modelo de sustitucion GTR, reloj molecular estricto, longitud de la cadena MCMC
1000000, frecuencia de muestreo 1000, burn-in 10%. En el nombre de cada aislado se
encuentra el nimero de accesion de NCBI y al lado izquierdo de la figura se indican los
lugares de recoleccion y el fenotipo de cada muestra (N, NA, NC, NT). La escala indica
la distancia genética calculada. Imagen del arbol filogenético obtenida con FigTree

v.1.4.4 y editada con PowerPoint.
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Andlisis de varianza molecular (AMOVA)

Las poblaciones escogidas para realizar el analisis se agruparon segun los

arboles como se observa en la tabla 3.

Tabla 3.

Poblaciones agrupadas para el analisis AMOVA

Poblacién Nombre, NA NCBI (Lugar de recoleccion)
1 A-COl, B-COl, C-COl, D-COl, E-COI, F-COlI, H-COl, I-COI
G-COl, MT178509.1 (Singapur)
’ MT483918.1 (Costa Rica), MT520663.1 (Tailandia)
3 LR792255 (Australia)
MT520686.1 (USA), KY817115 (Rusia)
4 MT178493.1 (Francia), MT483914.1 (China)

LR792260 (Espafia), LR792259 (Kenia)

Los resultados obtenidos en el AMOVA se muestran en la tabla 4. Estos indican
una muy alta variacion entre las poblaciones (84.9%) y baja variacion dentro de las
poblaciones. Para determinar entre qué poblaciones existe tan alta diferencia se realiz6
el andlisis de las diferencias por pares (figura 15). Este andlisis muestra una alta

varianza entre las poblaciones 1y 4.
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Tabla 4.

Resultados del analisis AMOVA, promedio sobre 58 loci

Fuente de Suma de Componentes Porcentaje  Test de significancia

variacion cuadrados delavarianza devariacién (1023 permutaciones)
Valor-p

Entre 247.074 9.54637 84.85095 0.00000

poblaciones

Dentro de las 56.083 1.70438 15.14905

poblaciones

Total 303.157 11.25075

Nota. AMOVA Locus por locus, organismo diploide, N° de permutaciones: 1000,

Diferencia FST entre pares calculada con 0.05 de significancia y 100 permutaciones.
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Figura 15

Resultados de la comparacion entre pares de poblaciones para identificar las

diferencias segun valores FST, graficados por medio del software R studio

-1 -08 -06 -04 -02 0 02 04 06 08 1

Nota. Matriz con valores de los indices FST obtenidos en el anélisis AMOVA. Estos
indices representan la correlacion de alelos elegidos al azar dentro de una misma
subpablacion en relacion con toda la poblacién (Weir, 2012). Un valor FST de 0 indica
gue la proporcion de diversidad genética debida a diferencias de frecuencia de alelos
entre poblaciones es nula 'y por ende las poblaciones no pueden ser facilmente
distinguidas entre ellas segun sus secuencias; lo contrario ocurre con valores de FST
cercanos a 1 donde las poblaciones tienen alta diversidad genética y pueden ser
facilmente distinguidas entre ellas segun su genética. Los niumeros 1-4 representan las
poblaciones antes determinadas (tabla 3). Los colores indican los valores de FST,

donde 0 es blanco y 1 es azul oscuro. Las equis en la mitad de los cuadrados indican
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gue no existen diferencias significativas entre las poblaciones y por ende no deben ser

tomados en cuenta.

Ensayo de degradacién con microplasticos

Del ensayo de degradacién con microplasticos se obtuvo los datos de biomasa y se
calcularon las tasas de crecimiento, reduccion de sustrato y la supervivencia de las
larvas a la 4ta semana de ensayo o 31 dias a partir de la eclosion. No se observo
formacion de prepupas y los pesos de las larvas fueron significativamente bajos para su
desarrollo en todos los tratamientos, incluyendo el control (Anexos — tabla 14). Para
comparar los tratamientos se obtuvieron las medidas de resumen. Con el objetivo de
comprobar la homocedasticidad de los datos se generaron graficas Q-Q plot y
posteriormente se realizé el ensayo ANOVA con una prueba Tukey con un nivel de

significancia de 0.05.

Biomasa

El valor de la biomasa tuvo gran diferencia entre los tratamientos. El valor F critico
(3.86) es menor al F de prueba obtenido, por lo tanto se rechaza la hipétesis nula, lo
gue indica que existe diferencia entre las medias de la biomasa de las larvas criadas
con los diferentes tratamientos (tabla 6). Segun la prueba de Tukey, existen diferencias
significativas entre la biomasa de larvas criadas con bolsas de almidén y bolsas de
polietileno pero no existen diferencias entre la biomasa del tratamiento control y el que

contenia poliestireno (tabla 7, figura 17).



Tabla 5.

Medidas de resumen para la variable biomasa [mg] en cuatro tratamientos con

microplasticos

Media

TRATAMIENTO n D.E. E.E. CcVv Min. Max.
[mg]
PLA 5% 392 72.33 41.76 18.45 324 468
C 278 96.6 55.77 34.75 179 372
PE 5% 190 68.02 39.27 35.8 121 257
PS 5% 264 27.68 15.98 10.47 235 290
Figura 16

Grafica Q-Q plot para la normalidad de la variable biomasa
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Tabla 6.

Andlisis de la varianza para la variable biomasa

Analisis de la varianza

Variable N R? R2 Aj CVv

BIOMASA 12 0.61 0.46 25.13

Cuadro de Anélisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 62666.25 3 20888.75 4.19 0.0468
TRATAMIENTO 62666.25 3 20888.75 4.19 0.0468
Error 39912.67 8 4989.08
Total 102578.92 11

Tabla 7.

Prueba de Tukey, Alfa=0.05, DMS=184.68593, Error: 4989.0833, gl: 8

TRATAMIENTO Medias [mg] n E.E.

PLA 5% 392 3 40.78 A

C 278 3 40.78 A B
PS 5% 264 3 40.78 A B
PE 5% 190 3 40.78 B

Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Figura 17
Gréfica de comparacién de medias entre la biomasa obtenida con los diferentes
tratamientos del ensayo de degradacién
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Nota. Los intervalos representan el valor DMS obtenido en la prueba de Tukey

Tasa de Crecimiento

Los andlisis realizados para la tasa de crecimiento larvaria calculada demuestran que
no existen diferencias entre los tratamientos. El valor F critico (3.07) es mayor al F de
prueba obtenido, por lo tanto se acepta la hipétesis nula, lo que indica que no existe
diferencia entre las medias de la tasa de crecimiento de larvas criadas con los

diferentes tratamientos (tabla 9, figura 19).
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Medidas de resumen para la variable tasa de crecimiento (mg/d) en cuatro tratamientos

con microplasticos

Media
TRATAMIENTO n D.E. EE. CV Min. Max.
[mg/d]
C 6 17.45 1292 527 74.04 10.50 43.50
PE 5% 6 9.52 2.39 0.98 25.13 7.50 14.10
PLA 5% 6 19.33 2.55 1.04 13.19 17.00 24.10
PS 5% 6 14.85 2.50 1.02 16.87 11.60 17.90

Figura 18

Gréfica Q-Q plot para la normalidad de la variable tasa de crecimiento
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Tabla 9.

Andlisis de la varianza para la variable tasa de crecimiento

Andlisis de la varianza

Variable N R? R2 Aj Cv
TASA DE
24 0.26 0.15 44.53
CRECIMIENTO
Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 327.23 3 109.08 2.35 0.1027
TRATAMIENTO 327.23 3 109.08 2.35 0.1027
Error 927.05 20 46.35

Total 1254.29 23

65
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Figura 19
Grafica de comparacién de medias entre la tasa de crecimiento obtenida con los

diferentes tratamientos del ensayo de degradacion

35.001
) A
£ A
A
O  26.251
i
E A
O
b 17.50-
&)
L
o
&
< 875
0.004
PLA c PS PE
TRATAMIENTO

Nota. Los intervalos representan el valor DMS obtenido en la prueba de Tukey

Supervivencia

Los datos de supervivencia obtenidos no fueron robustos en cantidad y significado,

muestran heterocedasticidad segun el grafico Q-Q por lo que no se realizaron analisis

posteriores (figura 20).
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Promedio de larvas al inicio y al final del ensayo y porcentaje de larvas desaparecidas

TRATAMIENTO N°final  N°inicio

%Desaparecidas

CONTROL 25 30
PS 5% 27 30
PE 5% 19 30
PLA 5% 28 30

17

11

38

78

Tabla 11.

Medidas de resumen para la variable supervivencia en cuatro tratamientos con

microplasticos

TRATAMIENTO n Media D.E. E.EE. CV Min. Max.
C 3 0.99 002 001 217 09 1
PE 5% 3 0.96 0.04 003 455 091 1
PLA 5% 3 099 002 001 217 09 1
PS 5% 3 1 0 0 0 1 1
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Figura 20

Gréfica Q-Q plot para la normalidad de la variable supervivencia
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Tasa de reduccién del sustrato

Los analisis realizados para la tasa de reduccién del sustrato demuestran que no
existen diferencias entre los tratamientos. El valor F critico (5.41) es mayor al F de
prueba obtenido, por lo tanto se acepta la hipétesis nula, lo que indica que no existe
diferencia entre las medias de la tasa de reduccién del sustrato por las larvas criadas en

diferentes tratamientos (tabla 13, figura 22).



Tabla 12.

Medidas de resumen para la variable tasa de reduccion del sustrato en cuatro

tratamientos con microplasticos

Media
TRATAMIENTO n D.E. E.E. CV  Min. Max.
[mg/d]
C 2 280 37.19 26.3 1328 -235 29.1
PE 5% 2 219 1414 10 646 119 31.9
PLA 5% 2 296 7.21 5.1 244 245 347
PS 5% 2 227 0.85 0.6 3.74 221 233

Figura 21

Gréfica Q-Q plot para la normalidad de la variable tasa de reduccion de sustrato
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Tabla 13.

Analisis de la varianza para la variable tasa de reduccion de sustrato

Andlisis de la varianza

Variable N R2 R2 Aj Ccv

TASA DE REDUCCION DE
8 0.33 0 105.06
SUSTRATO

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC gl CM F  p-valor

Modelo 793.30 3 264.43 0.65 0.6249

TRATAMIENTO 793.30 3 264.43 0.65 0.6249
Error 1636.12 4  409.03

Total 2429.42 7
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Figura 22

Gréfica de comparacion de medias entre la tasa de reduccion del sustrato obtenida con

los diferentes tratamientos del ensayo de degradacion

T
(@)
£ 120.004
)
'_
< —_—T ——
o
0
@ 90.001 L
w
L
a
o
S 60.00;
O
-]
o)
& A
30.001
L
a A A
<
o)
s A
0.00-
PLA PS PE C
TRATAMIENTO

Nota. Los intervalos representan el valor DMS obtenido en la prueba de Tukey

Finalmente, un resumen de los datos obtenidos del ensayo de degradacién se
detalla en la figura 23, donde la biomasa fue la variable donde hay diferencias

significantes entre los tratamientos.
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Figura 23

Grafica resumen para el rendimiento de H. illucens en el tratamiento de residuos con
microplasticos: Control sin microplasticos, 5% de Poliestireno PS, 5% de bolsas de

Polietileno PE y 5% de bolsas de Almidon - Acido Polilactico PLA.
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Nota. Las letras A y B, indican diferencias significativas entre los tratamientos.
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Capitulo V: Discusion

Los insectos recolectados del cantén Puerto Quito se identifican como Hermetia
illucens segun los resultados de la caracterizacidén molecular, la busqueda BLAST, el
arbol filogenético y son apoyados con el aporte fotografico y la comparacion con claves
dicotbmicas. Por primera vez, se obtuvo informacién genética del insecto MSN en
Ecuador y de igual forma se proporciond informacion sobre la variabilidad genética que

existe entre poblaciones con los marcadores moleculares COl, ITS2 y 28S rADN.

De acuerdo con el gen marcador mitocondrial COI, Stahls et al. (2020)
identificaron que posee un alto nivel de diversidad genética intraespecifica (4.9%) entre
aislados secuenciados de varias partes del mundo, encontrando 56 haplotipos
diferentes. Por el contrario, los genes ITS2 y 28S rADN presentaron invariabilidad
intraespecifica. Todos estos resultados son corroborados por los obtenidos en el
presente estudio, dando a entender que el gen COI es un marcador adecuado para la
caracterizaciéon molecular de H. illucens debido a la gran cantidad de informacion que
proporciona entre poblaciones. De igual manera para un objetivo de identificacion
molecular, dentro de esta regién parcial amplificada del gen COI, 89 pb resultan ser
especificos para H. illucens y con estos se puede diferenciarla entre especies saprofitas

(Zagon et al., 2018).

Adicionalmente, el presente proyecto proporciona la caracterizacion del
marcador ITS2 de H. illucens. Se indica su posicién entre las regiones parciales de la
subunidad 5.8S ribosomal y el gen de rARN de la subunidad grande ribosomal 28S
rRNA, que comprenden una sola regién amplificada por los cebadores descritos en
metodologia. Se pudo identificar que el marcador ITS2, en los aislados de Ecuador,
tenia dos variaciones puntuales entre los individuos MSN analizados. Para determinar si

ITS2 se puede usar como un marcador molecular adecuado para diferenciar entre
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poblaciones de H. illucens, es necesaria una mayor cantidad de secuencias del mismo
para poder ser incluido en el analisis. En los alineamientos de este marcador solo se
utilizaron 4 secuencias encontradas en las bases de datos que no fueron suficientes

para establecer un resultado sobre las poblaciones.

Las muestras de este estudio formaron un clado monofilético con secuencias de
H. illucens de GenBank- NCBI. Aun asi, el resultado de la prueba AMOVA indico alta
diferenciacién genética entre poblaciones. Las poblaciones 1y 4 tienen un valor de FST
muy alto con nivel de significancia 0.05; lo cual significa que, los individuos de las
determinadas poblaciones pueden ser facilmente identificadas por sus diferencias
genéticas significativas. Las poblaciones 2 y 4 de igual manera podran identificarse pero
con menor facilidad puesto a que sus diferencias no son tan notorias como con las
poblaciones 1y 4. La poblacion 1 se compone por los aislados de Ecuador y la
poblacion 4 por aislados de Europa y Africa. De esta forma, se indica que los aislados
pueden tener mayor semejanza con H. illucens provenientes de Asia y Costa Rica que

conforman la poblacién 2.

Segun el andlisis filogenético de Khamis et al. (2020), muestras de H. illucens de
Africa Occidental (Nigeria y Ghana) formaron un grupo distinto, muestras de Tailandia y
Estados Unidos estaban estrechamente relacionadas, muestras de Uganda se
agruparon por separado y todas las muestras de Australia, Paises Bajos, Sudéfrica,
Kenia, Estados Unidos y China se agruparon entre ellas. Asi también, Soyeon Park
et al. (2017), sefialan que la alta diferenciacion molecular entre poblaciones indica una
limitacion en la dispersion de la MSN de forma regional que puede estar afectada por

las condiciones climéticas.

El segundo componente de estudio se enfocé en la biodegradacion con plasticos

que durd cuatro semanas y con el que se obtuvo datos no tan robustos. Se identifico
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gue la biomasa de las larvas en el grupo control no se asemejd a la biomasa que
podrian llegar a tener normalmente larvas criadas con las mismas condiciones. También
fue notable que, en todos tratamientos, ninguna larva logré llegar a estadio de prepupa.
Bajo condiciones 6ptimas y con buena cantidad y calidad de alimento, las larvas
crecerian en solo 15 dias aprox. Las larvas de MSN son organismos resilientes y por
tanto tienen la habilidad de extender su ciclo de vida bajo condiciones no favorables.
Debido a que los estadios larvarios son los Unicos momentos donde este organismo se
alimenta, solo cuando las reservas de grasa y proteina almacenadas sean suficientes,
las larvas van a sufrir la pupacion (inicio de la metamorfosis) (Dortmans et al., 2017).
Asi pues, una posible explicacion a la baja produccion de biomasa seria que por unidad
experimental se usaron solo 30 larvas a diferencia de otros estudios donde utilizan por
lo menos 100. Las larvas en grupos grandes tendrian mejores condiciones para resistir
situaciones limitantes debido a un comportamiento colectivo. Esto puede ser ratificado
por el estudio de Shishkov et al. (2019), donde se propuso un modelo matematico de la
mecanica de alimentacion de las larvas MSN quienes se alimentan rapidamente en
grupo, aumentando la tasa de alimentacion. Primero, las larvas se arrastran unas sobre
otras para acceder al alimento, se tocan constantemente entre si y no les gusta estar
aisladas. Aquellas que estan comiendo toman descansos frecuentes, lo que impide que
otras larvas accedan a la comida. Esto resulta un problema para los grupos de larvas y
es superado por medio de la generacién fuentes de larvas alrededor de los alimentos,
donde las larvas hambrientas se arrastran desde el fondo y son "bombeadas" hacia el
alimento. De modo que, las larvas de mosca pueden ser Unicas entre los saprofitos con

habilidades de alimentacion grupal.

Ademas se podria atribuir el lento desarrollo larvario a las condiciones de altura

y presion en Quito (2850 msnm, 0.71 atm) debido a no ser las Optimas para el insecto
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(Paredes, 2018). Este es uno de los primeros experimentos realizados a esta alturay a

condiciones controladas.

Por tanto, los datos de supervivencia y la tasa de reduccién de sustrato no
pueden ser considerados para determinar el efecto del microplastico en la crianza de H.
illucens. Debido a que las larvas no adquirieron peso rapidamente, la supervivencia no
fue correctamente registrada. Las larvas que morian no podian distinguirse entre el
sustrato por su pequefio tamafio, se perdian entre el sustrato y seguramente fueron
consideradas como desaparecidas. Asi se explicaria el por qué en los tratamientos de
5% de PE se obtuvo la menor biomasa y hubo la mayor cantidad de desaparecidos.
Asimismo, la tasa de reduccion de sustrato no pudo medirse correctamente. Esta tasa
fue también afectada por el lento crecimiento de las larvas debido a que la cantidad de
sustrato no variaba entre semana por la alimentacién de las larvas (qQue era muy

limitada) sino por la deshidratacién o hidratacién accidental del sustrato.

Sin embargo, existen claras diferencias entre las medias de la biomasa de las
larvas alimentadas con los cuatro diferentes tratamientos. Sorprendentemente, las
larvas alimentadas con el tratamiento control no tuvieron diferencias con respecto al
peso final obtenido con las larvas del tratamiento de 5% de PS. Ademas, las diferencias
mas significativas se encontraron entre las larvas con mayor biomasa promedio:
tratamiento 5% PLA y las larvas con menor biomasa promedio: 5% PE. Las larvas
alimentadas con 5% microplasticos de bolsas de PE fueron afectadas negativamente
con respecto a su biomasa a comparacion de las larvas alimentadas con 5%
microplasticos de bolsas de almidon (PLA) que tuvieron el mayor peso promedio de

todos los tratamientos.

Una explicacion al mayor aumento de peso en larvas alimentadas con fundas de

almidon seria que el polimero PLA del que estan hechas las bolsas biodegradables es
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un polimero natural, es decir que puede crearse en la naturaleza o destruirse por
hidrdlisis, fotélisis, microorganismos y degradacion enzimatica con mayor facilidad a los
plasticos como PE o PS. Debido a la fermentacion fomentada por las bacterias, este
polimero se transformaria en acido lactico y otros monémeros que sirven de alimento a
su vez a las larvas. Esta fuente de alimento adicional y facil de asimilar, pudo ser
causante del aumento significativo en la biomasa de este tratamiento. EI PLA después
de exponerse a la humedad sufre lisis en sus grupos éster de su cadena principal
haciendo que disminuya su peso molecular y liberando oligémeros y monémeros
solubles (acido lactico, glucosa). La reaccion crea grupos acidos que reducen el pHy
los iones H + aceleran la reaccion. La degradacion enzimética con ayuda de
microorganismos esta dada principalmente por proteasas (serina proteasas) y en menor
proporcion por lipasas (esterasa) y las cutinasas. Asi, las bacterias adheridas en el PLA
donde colonizan la superficie, excretan enzimas extracelulares que degradan el PLA e

hidrolizan su estructura polimérica (Zaaba & Jaafar, 2020).

Ahora bien, el obtener un resultado positivo para el aumento de biomasa en
larvas de MSN no necesariamente indicaria que es mejor el uso de bolsas
biodegradables de almidén de maiz para reemplazar los plasticos PE o PS como
empaques debido al menor impacto en este organismo. Sino que la degradacién de 5%
microplasticos de PLA es facilitada por la presencia de agua y la ayuda de las larvas de
MSN que permiten la proliferacion de bacterias y por ende la produccion de enzimas
para la degradacién de la materia organica en descomposicion. Hay desventajas del
uso del plastico a base de almidén - PLA. Aunque su produccion no proviene de
derivados del petréleo, tiene un impacto ambiental por el requerimiento de agua
necesaria para el cultivo de maiz, antes que por la produccién de gases de efecto

invernadero. Ademas, el PLA no es facilmente degradable a condiciones ambientales,
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sino que necesita de agua, luz, enzimas o bacterias como antes discutido (Zaaba &

Jaafar, 2020).

Para terminar, la utilizacién de larvas de H. illucens o insectos en general en la
gestion de los residuos orgénicos es prometedor debido a la capacidad que tienen para
bioconvertir materia en descomposicion. Si hay plasticos presentes se demuestra que
existe una afectacion al desarrollo de biomasa larvaria, especialmente por las fundas de
PE, indicando que los microplasticos crean una presion en el ecosistema por su dificil
degradacién. Hacen falta estudios que apoyen esta hip6tesis para que se puedan
superar dichas limitaciones. Asi, la utilizacién de insectos para bioconversion de
residuos organicos podra usarse como herramienta asequible para el manejo de
residuos en paises en desarrollo de Latinoamérica como Ecuador, donde la pobreza es

un factor limitante para el desarrollo de practicas eficientes (Del Hierro, 2016).
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Capitulo VI: Conclusiones

Se aislaron 26 secuencias de 9 insectos MSN del cantén Puerto Quito y
mediante observacién morfoldgica, analisis filogenéticos y de similitud molecular se

pudieron identificar como Hermetia illucens.

El andlisis filogenético de poblaciones de H. illucens de diferentes regiones del
mundo indica que la poblacién de Ecuador est4 mas relacionada con las poblaciones de

MSN de Costa Rica y Asia del Sur (Tailandia, Singapur).

El ensayo de degradacién con microplasticos comprob6 que existe un efecto
negativo en la biomasa larvaria al criar H. illucens con microplasticos de bolsas de PE.
El tratamiento con microplasticos de bolsas de almidon de maiz PLA fue el que resultd
en la mayor biomasa larvaria entre los tratamientos evaluados. El presente ensayo no
demuestra la capacidad de degradacién de plasticos por medio de las larvas de H.

illucens pero si muestra el efecto que tienen los microplasticos sobre las larvas.
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Capitulo VII: Recomendaciones

Con el objetivo de obtener un analisis profundo sobre el origen de la poblacién
de Ecuador de H. illucens, se podria realizar el andlisis filogenético y de haplotipos con
un repertorio mayor de secuencias del género Hermetia y especies H. illucens de varias

bases de datos, lugares de recoleccion y fenotipos distintos.

Se recomienda utilizar una muestra de por lo menos 100 larvas para el ensayo
de degradacién de tal forma que se obtengan datos cercanos al desarrollo de larvas en

campo.

Para investigaciones posteriores se recomienda realizar un ensayo quimico que

pueda verificar si existe la degradacion de plasticos por parte de H. illucens.

Finalmente se recomienda realizar un analisis del microbioma del tracto
digestivo del insecto con secuenciacion de alto rendimiento para relacionar con el efecto

de los microplasticos en la dieta.
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