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RESUMEN

La necesidad de aumentar la sostenibilidad en la agricultura, para garantizar la
seguridad alimentaria de las generaciones futuras, esta dando lugar a la aparicién
de instalaciones de cria industrial para insecto. Hermetia illucens ha recibido una
mayor atencion cientifica por su potencial en el manejo de los residuos, donde las
larvas de este insecto pueden servir como alimento para peces, aves y ganado,
ademas de la obtencion de biodiesel, su valor cientifico y comercial de las larvas
de H. illucens ha aumentado recientemente, por lo que es necesario enfocarse en
la masificacion de dicho insecto. En este estudio, presentamos una identificacion a
profundidad de la microbiota intestinal de H. illucens usando tecnicas
independiente, dependientes de medio de cultivo con la secuenciacion de alto
rendimiento del gen 16S rRNA y la Espectrometria de Masas MALDI TOF/TOF, e
informar la presencia de bacterias que ayudan en la degradacién y oviposicion de
H. illucens. Ochenta y siete unidades taxonémicas operativas (OTU) se identificaron
desde el intestino larvario. Las OTU representaban 5 phyla, 10 clases, 18 6rdenes,
27 familias y 50 géneros. La mayoria de las OTU bacterianas pertenecian al Orden
Enterobacteriales, que era el taxbn mas abundante en el intestino larvario. Las
bacterias  cultivables  revelaron once OTU que pertenecian a
Gammaproteobacteria. Posteriormente, examinamos a nivel de proteinas mediante
la Espectrometria de Masas MALDI TOF/TOF revelaron 61 secuencias peptidicas
presentes en tracto digestivo de H. illucens, bacterias que ayudan en la degradacion
y oviposicion. Nuestro estudio proporciona la primera identificacion de la diversidad
microbiana intestinal de las larvas, mediante técnica moleculares direccionada
fuertemente a nivel de la metagendmica, gendmica y Protedmica, mostrando que
algunas bacterias cultivables desempefian un papel importante para satisfacer las

necesidades en la degradacion de residuos y la reproduccion de H. illucens.

Palabras clave: MALDI TOF / TOF, metagenomica, microbiota y Hermetia illucens



ABSTRACT

The need to increase sustainability in agriculture, to ensure food security for future
generations, is leading to the emergence of industrial breeding facilities for insects.
Hermetia illucens has received greater scientific attention for its potencial in waste
management, where the larvae of this insect can serve as food for fish, birds and
livestock, in addition to obtaining biodiesel, its scientific and commercial value of H.
illucens larvae has recently increased, so it is necessary to focus on the
massification of said insect. In this study we presented as in depth identification of
the gut microbiota using independent techniques, dependent on culture medium
with high performance sequencing of the 16S rRNA gene and MALDI TOF / TOF
mass spectrometry, and reporting the presence of bacteria that aid in the
degradation and oviposition of H. illucens. Eighty seven operational taxonomic units
(OTU) were identified from the larval intestine. The OTU represented 5 phyla, 10
classes, 18 orders, 27 families and 50 genres. Most of the bacterial OCTs belonged
to the Enterobacterial order, which was the most abundant taxon in the larval gut.
Cultivable bacteria revealed eleven OTUs that belonged to Gammaproteobacteria.
Subsequently, we examined at the protein level using MALDI TOF / TOF mass
spectrometry revealed 61 peptide sequences present in the digestive tract of H.
illucens, bacteria that aid in the degradation of waste and oviposition of H. illucens.
Our study provides the first identification of the intestinal microbial diversity of H.
illucens larvae, using molecular technique strongly addressed at the level of
metagenomics, genomics, and proteomics, showing that some cultivable bacteria
play an important role in meeting needs in the degradation of residues and

reproduction of H. illucens.

Key words: MALDI TOF / TOF, metagenomics, microbiota and Hermetia illucens



|.  INTRODUCCION

La mosca soldado negro “BSF” por sus siglas en inglés, cuyo nombre cientifico es
Hermetia illucens (L., 1758) (Diptera: Stratiomyidae) es un insecto endémico de las
zonas tropicales, subtropicales y templadas calidas de América (Hoc, B et al. 2019),
es capaz de convertir eficientemente una amplia variedad de materiales organicos,
desde desechos de alimentos hasta estiércol, en biomasa de insectos para la
alimentacion del ganado y la acuicultura; ademas se encuentra entre los insectos
de granja mas importantes del mundo (Vogel et al., 2018), convirtiéndose
gradualmente en una biotecnologia prometedora para el manejo de desechos.
(Jiang et al., 2019).

Hermetia illucens es una especie saprofaga cuya dieta es polifaga y la calidad de
los macronutrientes (principalmente lipidos y proteinas) de estas larvas los
convierten en excelentes candidatos para diversas aplicaciones, como manejo de
desechos y materiales organicos, incorporacion en alimentos para animales o
fuentes de energia alternativas. El desarrollo de la crianza masiva en las
condiciones templadas o de bajas temperaturas requiere procesos artificiales para
producir huevos y larvas de alta calidad (Hoc et al., 2019); sin embargo, pocos
estudios se han realizado sobre los procesos de degradacion, apareamiento y
oviposicion, pasando por alto una comprensién profunda de las propiedades
morfofuncionales del intestino larval, cuyo 6rgano es clave ya que determina la

extraordinaria plasticidad dietética de este insecto (Bonelli et al., 2019).

Los insectos son colonizados por diversos microorganismos, facilitando una amplia
gama de procesos fisiologicos y desempefiando un papel crucial en la nutricion,
apareamiento, interacciones ecoldgicas y sociales para sus huéspedes, (Pinto et
al., 2009).
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Las interacciones entre microbios y organismos multicelulares a menudo son
dificiles de caracterizar (Janzen et al., 1977). Se ha demostrado que los microbios
intestinales son muy importantes para el comportamiento y el desarrollo del insecto,
ya que los microbios beneficiosos participan en la degradacion y la identificacion de
lugares adecuados para la alimentacion y la puesta de huevos (Archie y Tung,
2015).

Como se sabe las larvas de Hermetia illucens (mosca negra del soldado) pueden
reducir el desperdicio de alimentos, el valor cientifico y comercial de las larvas de
H. illucens ha aumentado recientemente. La proxima década promete ser
extremadamente interesante para este campo de investigacion y vera el
surgimiento de la optimizacion microbiolégica de H. illucens como un insecto
sostenible para la cria industrial y la explotacién de su microbioma para nuevas
aplicaciones biotecnoldgicas (De Smet et al., 2018). Nuestra hipotesis es que la
capacidad de degradacion catabdlica por las larvas y la puesta de huevos podrian
deberse a microorganismos intestinales. Por lo tanto, nuestro estudio proporciona
una mejor comprension de como los microbios intestinales que influencian en el
comportamiento y el desarrollo de los insectos, y ofrece una justificacion ecoldgica
de las preferencias de las moscas para diferentes microbios en su entorno natural
(Qiao et al., 2019).

Las moscas transportan bacterias especificas con sus larvas que proporcionan una
gama mas amplia de nutrientes para esas bacterias. Las interaccion simbidtica
entre bacteria-inecto puede depender de la sefalizacion del interkingdom (Ma et
al., 2012).

La busqueda de métodos que aumenten la exactitud y disminuyan los tiempos de
respuesta en la identificacion bacteriana ha venido ganando terreno es la biologia

molecular, siendo bastante precisa, asi como la identificacién bacteriana basada en

15



la espectrometria de masas, especificamente en el MALDI-TOF, por su sigla en
inglés matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometer, la cual es una técnica existente hace mas de 30 afios (Garcia et al.,
2012).

Dados sus roles biolégicos universales y altamente conservados, consideramos
gue Hermetia illucens presenta bacterias asociadas que estimula la degradacién y
ovoposicién de desechos. El propésito de este estudio fue identificar las
comunidades microbianas intestinales que median la oviposicién de bacterias
cultivables de larvas de H. illucens del cuarto estadio. La identificacién de las
comunidades microbianas la cual se bas6 en enfoques o técnicas independientes,

dependientes medio de cultivo y espectrometria de masas MALDI-TOF.

16



. REVISION DE LITERATURA

El primer informe del andlisis de una comunidad bacteriana en larvas de H.
illucens se publico en el afio 2011 y tenia como objetivo caracterizar a la comunidad
microbiana intestinal con notables habilidades catabdlicas de estas larvas durante
la cria en laboratorio de tres sustratos diferentes (desperdicio de alimentos, forraje

para terneros y arroz cocido) (Jeon et al., 2011).

Se sabe que las bacterias asociadas con la etapa del huevo mosca Musca
domestica L. (Diptera: Muscidae) son esenciales para que los adultos detecten y
midan los sitios de oviposicion (Lam et al. 2007). Si no se ponen los huevos dentro
de un periodo de tiempo dado, las larvas mueren debido a la falta de recursos o al

canibalismo por las larvas mas viejas ya presentes (Lam et al., 2007).

Las moscas gravid, Musa domestica L. (Diptera:Musasidae) utilizan la deteccion
multisensorial para evaluar compuestos volatiles producidos por microbios
especificos asociados a un recurso de ovoposicién depositados en desechos en
descomposicion y asi asegurar el desarrollo larvario sincrénico que permite una
alimentacion agregada y menor probabilidad de canibalismo (Lam et al 2007). Las
bacterias asociadas a los huevos también proporcionan recursos alimentarios

iniciales y proteccion contra hongos patégenos en la carrofia (Lam et al., 2009).

En el sistema olfativo, hay dos receptores ionotropicos (IR) co expresados, IR76b
e IR41a, median la atraccion de largo alcance hacia el olor. En el sistema gustativo,
se utiliza la sensacion de sabor multimodal por el receptor IR76b y las neuronas del
receptor amargo GR66a para evaluar la calidad y la valencia de los compuestos
volatiles, lo que proporciona un mecanismo para la alta atraccion de la mosca por

desechos en descomposicion (Hussain et al., 2016).

17



Dosophila melanogaster exhibe diferentes preferencias de comportamiento hacia
los microbios; Tanto los adultos como las larvas son atraidos por los compuestos
volatiles de bacterias, la exposicion de larvas de Drosophila a microbios promovié
su desarrollo, resultando en el desarrollo de ovarios siendo estos mas grandes y un

mayor numero de huevos en un ensayo de oviposicion (Wong et al., 2017).

Los métodos independientes de cultivo son esenciales para comprender la
diversidad genética, la estructura de la poblacion y los roles ecoldgicos de la
mayoria de los microorganismos. La metagendémica, o el analisis gendmico
independiente del cultivo de un conjunto de microorganismos, tienen el potencial
de responder preguntas fundamentales en la ecologia microbiana. En muchos
entornos, hasta el 99% de los microorganismos no se pueden cultivar mediante
técnicas estandar, y la fraccion no cultivada incluye diversos organismos que solo
estan distantemente relacionados con los cultivados. Riesenfeld, Schlossy
Handelsman (2004).

Mediante el empleo de técnicas moleculares basadas en la amplificacion por PCR
de genes de ARNr de 16S y secuenciacion, asi como mediante el andlisis
metagendmico utilizando herramientas bioinformaticas. De esta manera, se puede
obtener una gran diversidad de especies bacterianas asociadas a mudltiples
funciones metabdlicas y algunas de las cuales tienen posibles aplicaciones en

tareas de biorremediacion (Pérez et al., 2012).

La diversidad filogenética de la microflora intestinal de una termita, Reticulitermes
speratus, examinada mediante una estrategia que no se basa en el cultivo de los
microorganismos residentes. Las bacterias que se encuentran en el intestino de las
termitas pertenecian a estaban filogenéticamente afiliados a cuatro de los grupos
principales del dominio Bacteria: la Proteobacteria, el grupo de espiroquetas, el
grupo Bacteroides. Dentro de las proteobacterias, los clones de ADNr 16S
mostraron una estrecha relacién con los de las especies cultivadas de bacterias

entéricas y bacterias reductoras de sulfato, mientras que los clones de ADNr 16S

18



en los tres grupos restantes mostraron solo relaciones distantes con las de los

organismos conocidos en estos grupos. (Ohkuma y Kudo, 1996).

Una brecha de conocimiento se refiere al impacto de la comunidad microbiana
asociada con H. illucens en el rendimiento y la salud de este insecto, los primeros
pasos en la caracterizacion de la microbiota en H. illucens y el analisis de la
dinamica dependiente del sustrato en su composicién, las interacciones entre
microorganismos y el insecto durante el desarrollo de H. illucens, esto presta
atencion a como la investigacion del microbioma puede conducir a estrategias de
valorizacion alternativas para H. illucens, como (i) la manipulacion de la microbiota
para optimizar la produccién de biomasa de insectos y (ii) la explotacion de
la interaccién de microbiota - H. illucens para el descubrimiento de nuevas enzimas
y nuevas estrategias antimicrobianas basadas inmunidad utilizando el organismo

completo o sus moléculas.( De Smet et al., 2018).
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3.1

3.2.

.  MATERIALES Y METODOS

Crianza de Hermetia illucens

Las larvas de H. illucens fueron criaran a escala de laboratorio con dos tipos
de residuos: Residuos organicos “RO” y Residuos hidrobiologicos “RH”. Los
residuos de organicos se homogenizaran utilizando licuadora casera
(Osterizer-BLENDER) y se almaceno a - 20 ° C. Los residuos
Hidrobioldgico se obtuvieron de una Empacadora langostera (Marinasol).
Al llegar al laboratorio, estos se trituraron y la suspensién se almaceno a -
20 ° C. No serealiz6 tratamientos a los sustratos. Los sustratos congelados
se descongelaron durante 3 dias a 4 ° C, y todos los sustratos se colocaron
a temperatura ambiente durante 4 horas antes de administrar a las larvas.
Al comienzo de cada ciclo de crianza se colocaron los huevos de H. illucens
en un vaso de plastico (200 ml) con 15 g de sustrato respectivo y se incubo
a 30 ° C. 5 dias después de la eclosion larval, se colocaron en un vaso de
plastico mas grande de (0.55 x 0.35 x 0.16 m), que contenia 150 g de
alimento. Se mantuvieron con un contenido de humedad de
aproximadamente 70 % el cual mantuvo el crecimiento larvario adecuado y

al mismo tiempo un secado eficiente.

Las larvas se recolectaron, retirandolas manualmente del residuo con unas

pinzas estériles, en el dia 17 (estado larval L4).

Muestreo

Las muestras de las larvas de H. illucens se tomaron de los dos sustratos,

en la etapa larval L4. Después del muestreo, las larvas se lavaron con agua

20



3.3.

3.4.

El

a.

® o0 o

de cafo en un tamiz (tamafio de malla de 1 mm) por 1 minuto, eliminando
los residuos restantes de la superficie de las larvas. Todas las muestras se

almacenaron, a 4° C.

Desinfeccién externa de larvas

Las muestras de larvas se sometieron a una desinfeccion externa, el cual
consistié en sumergir las larvas en soluciones de hipoclorito de sodio 0.5 %
y formalina 10 %. Posteriormente se realizara 3 lavados en cloruro de sodio
al 0.15 M.

El agua del tercer lavado, se coloco en agar tripticasa de soya (TSA) por

24 horas, como control de protocolo de desinfeccion externa de las larvas.

Extraccion del ADN metagendmico de bacterias del tracto digestivo

de Hermetia illucens

Las muestras pre tratadas se diseccionaron y se extrajo el tracto digestivo,
el ADN metagendmico se obtuvo con el kit “PowerSoil® DNA Isolation
Kit” y se secuenciaron mediante el servicio del proveedor MR. DNA

(Shallowater, TX 79363 USA) y se analiz6 con programas bioinformaticos.

Protocolo de extraccion de ADN metagendmico consistié en:

Mezclar 0.18 gr de la muestra con 1ml del Buffer de extraccion ADN y
agregar 7.4pl de Proteinasa K (10 mg/ml).

Incubar a 37°C por 30 minutos en agitacion a 225 rpm. (shaking).
Agregar 110pl de SDS al 20% y luego incubar a 65°C por 2 horas.
NOTA: Mezclar los tubos cada 15-20 minutos en el periodo de incubacion.

Centrifugar los tubos a 6000xg por 10 minutos a temperatura ambiente.
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f. Transferir el sobrenadante a nuevos tubos (sobrenadante 01) y el pellet
de estos se le agrega 400ul del BUFFER DE EXTRACCION DNA vy 50ul
de SDS al 20%.

g. Vortexear las muestras e incubar a 65°C por 10 minutos.

h. Centrifugar los tubos a 6000xg por 10 minutos a temperatura ambiente.

I. Recuperar el sobrenadante y unirlo con el sobrenadante 01 que se
recuperd en el paso 5.

j. Agregar un volumen igual de cloroformo isoamilico (24:1).

k. Centrifugar los tubos a 6000xg por 10 minutos a temperatura ambiente.

Recuperar el sobrenadante y agregar 0.6 volumen de isopropanol e

incubar a temperatura ambiente por 1 hora.

3

Centrifugar a 16 000xg por 20 minutos a temperatura ambiente.
Eliminar el sobrenadante y agregar 500l de etanol al 70%.
Centrifugar los tubos a 6000xg por 10 minutos a temperatura ambiente.

Eliminar el sobrenadante y secar el pellet.

L2 T o >

Resuspender en 40ul de agua desionizada.

3.5. Aislamiento e identificacion molecular de bacterias del tracto

digestivo de las larvas de Hermetia illucens

3.5.1. Aislamiento de bacterias del tracto digestivo de larvas de
Hermetiaillucens
El Aislamiento de la microbiota intestinal de las larvas de H. illucens
se realizo suspendiendo el tracto digestivo en el medio TSB (Tryptic
Soy Broth) e incubo a 30 °C por 48 horas, y mediante el método de
diluciones seriadas(1/1000), colocando volumenes de 100 ul en
cada placa con TSA, estas son incubadas a 30°C por 24 horas.
Posterior a esto, se seleccionaron y purificaron las cepas con

morfologia diferente.
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3.5.2. Extraccion del ADN gendmico de bacterias aisladas

Los aislados bacterianos se sub cultivaron en medio TSB e

incubaron a 30 ° C durante 48 horas.

El ADN de los aislados bacterianos se obtuvieron utilizando el
protocolo de extraccion de ADN bacteriano CTAB 2X, el cual

consisti6 en:

a. Centrifugar los tubos que contienen el cultivo bacteriano a
12,000 rpm por 5 min.

b. Descartar el sobrenadante.

c. Agregar 695 uL del BUFER CTAB 2X que contiene 2 % CTAB,
100 Mm Tris-HCI (PH 8), 20 Mm EDTA, 1.4 Mm NaCl, 0.2 % B
Mercaptoetanol y 0.1mg/ml proteinasa K (0.1 mg/ml).

d. Incubar a 60°C por 1 hora.

e. Mezclar invirtiendo el micro tubo de vez en cuando

—h

Agregar 700 ul de cloroformo-isoamillico (24:1)

Mesclar por inversion suavenmente por 2 minutos.

0o «Q

Centrifugar por 10 minutos a 14000 x g a 4°C.

Recuperar el sobrenadante a un nuevo microtubo.

j. Agregar Isopropanol (2/3 del volumen recuperado).

k. Mezclar por inversion los tubos suavemente e incubar a -20°C
por 2 horas.

[. Centrifugar por 15 min a 14000 x g a 4°C.

3

. Descartar el sobrenadante y agregar 400 pL de Etanol al 75%.

=]

Centrifugar por 10 min a 14000 x g a 4°C.

Descartar el sobrenadante y secar el pellet.

Resuspender el pellet en 30 ul de T.E pH 8.0 (10 Mm Tris-HCI-
1 mM EDTA).

g. Agregar lul de Rnase (10mg/ml) e incubar por 30 minutos a
37°C.

r. Almacenar a -20°C.

T 0o
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3.5.3. Amplificacion del ADNr 16s mediante PCR “reacciéon en

cadena de la polimerasa”

La amplificacion de los fragmentos de los genes 16S rRNA de
cada aislados bacteriano, se realiz6 por separado usando los
cebadores 27F Forward (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) y 1492

R Reverse.

El MIX de reaccion de PCR se realiz6 con volumen final de 25 pl
el cual contenia: 2 pl de ADN, 5ul del Buffer Tag 10 X (Thermo
Scientific); 0.2 pl de Taq DNA polymerase Recombinante 5U/ pl
(Thermo Scientific); 2.5 pul de Mg CI2 (25 mM) ((Thermo Scientific);
0.5 pl de DNTP’s (10 mM) (Promega); 0,6 pl de primers (27F y
1492R) a 15 pmol/u y agua ultra pura 18.6 pl.

El programa de PCR tuvo como etapa de desnaturalizacion inicial
95 ° C por 60 segundos, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion
a 94 °C por 30 segundos, hibridacién de los cebadores a 58 °C
por 30 segundos y extension de los cebadores a 72 ° C por 60

segundos con una extension final de 72 ° C por 6 minutos.

3.5.4. Electroforesis

Después de la reaccién en cadena de la polimerasa, los
fragmentos amplificados se separaron mediante la técnica de
electroforesis en gel acrilamida 1.5 %, TAE 1 X “Tris-acetato-

EDTA” como diluyente, bromuro de etidio (0.5 ug/ml).
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Los fragmentos amplificados se depositaron en los posillos del gel
con 2 ul de azul de bromofenol como tampon de carga y 8 ul del

producto de PCR, se migraron por 25 minutos a 90 ° C.

3.5.5. Secuenciacién de amplicones

Los productos amplificados de PCR que mostraron bandas del
tamafio esperado, bien definidas y sin smir, se enviaran a un
proveedor de servicios, para la secuenciacion de fragmento del
ADN “MACROGEN?”. Los resultados de ecuenciacion fueron

procesados mediante programas bioinformaticos.

3.5.6. Analisis Bioinformatico

El Analisis bioinformatico consistid inicialmente con el
alineamiento de cada secuencia. Se realizé6 mediante MEGA7 un
software de anélisis de secuencias, alineando las secuencias

hasta encontrar la regién conservada.

Después de obtener las secuencias completas, se compraron en
la base de datos del Gen Bank, mediante las herramientas de

busqueda de alineamiento local basica nucleotidica (BLASTn).

3.6. Extraccion de proteinas de las bacterias aisladas del tracto digestivo

de Hermetia illucens

Las larvas fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio al 0,5 % y formalina
10al % y se lavaron tres veces con cloruro de sodio al 0.15 M y agua

destilada estéril Las muestras pre tratadas se diseccionaron y se extrajo el
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3.7.

tracto digestivo y se procedi6 a la extraccion de proteinas agregando 100 pl
de buffer de extraccién (8 M de urea, 20 mM de 1,4-Dithiothreitol (DTT), 100
mM de Tris, 0,75 mM de Fluoruro de Fenil metanosulfonilo (PMSF) y 4% de
3-[(3-Colamidopropil)  dimethylammonio]-1-propanosulfonato  hidratado
(CHAPS) a pH = 8, subsecuentemente se procedio a sonicar por 10 min. y
luego se incubd en hielo por 30 min., homogenizando ligeramente cada 15

min y se centrifugdé a 10 000 G durante 15 min. a 4 °C.

Separacion y digestién de proteinas bacterianas en electroforesis 1D
SDS-PAGE

Se procedio a la preparacion del gel, siguiendo el protocolo de Leammli
(1970), con ligeras modificaciones. Por lo consiguiente el gel de separacion
al 12 % se formo adicionando las siguientes soluciones: (volumen total = 5
ml), 1,7 ml de agua bidestilada, 2 ml de acrilamida al 30 %, 1,3 mlde 1.5 M
tris a pH 8.8 y 0.05 ml de 10 % Sulfato Dodecil Sodico (SDS), 0.05 ml de 10
% Persulfato de Amonio (APS), 0.002 ml de Tetrametiletilendiamina
(TEMED).

Se homogenizo y se transfirid rapidamente a la camara de fundicion entre
las placas de vidrio, seguido del adicionamiento de una pequefia capa de
isopropanol en la parte superior, antes de la polimerizaciéon para alinear el
nivel del gel. Una vez que el gel se polimerizo, se retiré el isopropanol, para
preparar el gel de alineamiento con las siguientes soluciones: (3 ml de
volumen total), 1.4 ml de agua bidestilada, 0.33 ml de acrilamida al 30 %,
0.25 ml de 1M tris a pH 6.8, 0.02 ml SDS 10 %, 0.02 ml de APS 10 %, 0.002
ml de TEMED.

De la misma manera se homogenizo y se transfirié rapidamente hasta que
el espacio este lleno y luego se inserté la peineta, hasta que el gel solidifico,

para posteriormente retirar la peineta. Después se depositaron 30 ul de
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proteinas, mezclado con 20 ul de buffer de corrida, para posteriormente
incubar en bafio seco a 95 °C por min. Se enfrid y se depositd en pozos del

gel, sometiéndolas a un campo eléctrico de 90 V, 50 A durante 3 h.

En la digestion de proteinas se realizom modificando ligeramente el
protocolo de (Sebastina et al., 2013), cortando las bandas presentes con una
hoja de bisturi estéril y se depositaron en microtubos eppendorf de 0.2 ml de
forma individual, adicionandoles 100 pl de bicarbonato de amonio a 100 mM
mas acetonitrilo a un volumen 1:1, la mezcla se incubd con agitacion
ocasional por 30 min, transcurrido el tiempo se elimind la solucion y se
adiciono 100 pl de acetonitrilo al 100 %. El contenido se incubé atemperatura
ambiente hasta que las piezas de gel se tornen blancas y luego se removié

el acetonitrilo.

Posteriormente se agregd buffer tripsina a 13 ng/ul hasta cubrir las piezas
del gel (25 pl aprox.), almacenandolo a 4 °C durante 2 h y luego se incubaron
a 37 °C por 4 horas. Después se adicion6 50 ul de buffer de extraccion (5%
acido férmico/ acetonitrilo a una proporcion 1:2 en volumen) y se incubaron

a 37 °C por 15 min con agitacion ocasional.

Se centrifugo a 800 RPM por 1 min. Se separ6 una alicuota de 10 ul y se

sonic6 por 5 min. Para ser secadas en bomba al vacio.

Posteriormente, se agrego6 2 pl de TFA al 0.1% en Agua grado HPLC y 2 ul
de matriz CHCA 10 mg/ml («-cyano-4-hidroxicinamico acid), después se
homogeneizo y se depositd 1 ul de la muestra en la placa Opti Tof, para ser

analizadas por el espectrometro de masas MALDI-TOF/TOF.
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3.8.

Analisis bioinformético de proteinas bacterianas mediante

espectrometria de masas “maldi tof/ tof”

El andlisis de proteinas se obtuvo a partir de un sistema analizador
proteémico MALDI-TOF/TOF (5800, AB SCIEX System), Los espectros
fueron captados en modo MS, reflector positivo con un laser Nd: YAG de 349
nm con una intensidad de 3800 unidades de laser y una velocidad de
600um/segundo, 600 disparos dentro de un rango de masas entre 800-4000
m/z y procesados en el software proteinPilot™; para la calibracion del equipo
se utilizo un kit Mass Standards AB SCIEX TOF/TOFTM Instruments. Las
secuencias fueron analizadas mediante el programa bioinformatico Protein
BLAST.
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4.1.

IV. RESULTADOS Y DISCUCION

Diversidad bacteriana del tracto digestivo de larvas de Hermetia
illucens mediante técnicas independientes de medio de cultivo

“Metagenémica”

La microbiota intestinal del insecto H. illucens se extrajo de los intestinos
del estadio larvario L4 de dos dietas: Residuos organicos “ROD” y
residuos hidrobiologicos “RHD”. La secuenciacion de alto rendimiento de
los ADN bacterianos de la microbiota intestinal dio como resultado un
total de 66 674 y 16166 lecturas sin procesar para ROD y RHD
respectivamente. La longitud promedio de la secuencia del amplicon fue

de 1500 pb aproximadamente.

El nimero total de unidades taxonémicas operativas (OTU) asignadas
durante el analisis fue de 87 y 42 OTU bacterianas para para ROD y
RHD respectivamente (Cuadro 1 y 2). El analisis revel6 que la mayoria
de las OTU se distribuyeron en cinco filos, de los cuales 2 filos fueron
comunes en "ROD" y "RHD": proteobacterias firmicutes (Figura. 1). Diez
clases, de las cuales 3 fueron comunes en "ROD" y "RHD™
gammaproteobacteria, bacilos y clostridia (Figura. 2). Dieciocho
ordenes, de los cuales 6 fueron comunes en "ROD" y "RHD"
alteromonadales, bacillales, clostridiales, enterobacteriales,
lactobacillales y pseudomonadales (Figura. 3). Veintisiete familias, de las
cuales 9 fueron comunes en "ROD" y "RHD": bacillaceae,
Carnobacteriaceae, Clostridiaceae, enterobacteriaceae,
enterococcaceae, paenibacillaceae, pseudoalteromonadaceae,
pseudomonadaceae y Streptococcaceae; (Figura. 4). Cincuenta
géneros de los cuales 26 géneros fueron comunes en "ROD" y "RHD":

Klebsiella, ignatzschineria, Proteus, enterobacter, pantoea, citrobacter,

29


https://www.nature.com/articles/s41598-019-41368-x#Fig1
https://www.nature.com/articles/s41598-019-41368-x#Fig1
https://www.nature.com/articles/s41598-019-41368-x#Fig1
https://www.nature.com/articles/s41598-019-41368-x#Fig1

pseudomonas, cosenzaea, enterococo, raoultella, providencia,
lactococcus, salmonella, candidatus, nardonella, lelliottia, erwinia,
cedecea, kluyvera, serratia, granulicatella, clostridium, morganella,

acinetobacter, bacillus, marinobacter y vibrio; (Figura. 5).

El predominio de las comunidades bacterianas entre los grupos de
larvas de H. illucens alimentadas con diferentes dietas mostré que el
tipo de alimento influia directamente en la diversidad bacteriana. Se
revel6 que estas comunidades bacterianas son bastante Unicas en
comparacion con la de la microflora intestinal de otros insectos, como
ejemplo, el analisis de la microflora en el intestino de las termitas ha
sido bien estudiado como un sistema modelo para la coevolucién de
microbios intestinales con diferentes géneros de termitas para la
coevolucién de microbios intestinales con diferentes géneros de

termitas (Breznak y Brune, 1994).

Un estudio realizado en el afio 2011 utilizando otros cebadores: SSU-
F (27f) y SSU-R (518r). en larvas de H. illucens alimentadas con tres
dietas diferentes indicaron que comprendian de 36 cepas bacterianas,
aquellas larvas que fueron alimentadas con muestras de residuos
alimenticios presentaron comunidades bacterianas cuyos filamentos
consistieron en Bacteroidetes (67.36%), Proteobacterias (18.85%),
Firmicutes (9.4%), Fusobacterias (2.01%) y Actinobacterias (1.92%);
los filamentos encontrados en el intestino de las muestras alimentadas
con arroz cocido fueron Proteobacterias (54.01%), Firmicutes (42.27%)
y bacterias no clasificadas (3.52%), y las larvas alimentadas con forraje
consistieron en proporciones iguales de cuatro filos: Proteobacterias
(31.08%), Actinobacterias (24.58%), Firmicutes (23.46%) vy
Bacteroidetes (20.51%), amplificados por los (Jeon et al., 2011).
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4.2. Diversidad bacteriana del tracto digestivo de larvas de Hermetia

illucens mediante técnicas dependiente de medio de cultivo.

Se estudiaron un total de 75 colonias bacterianas seleccionadas de las
larvas de H. illucens. La seleccibn de una colonia se baso
aleatoriamente en el morfotipo de las colonias. Se extrajo ADN
individual de cada colonia, y la secuenciacion de ADN del gen 16S
rRNA se realizé mediante métodos de secuenciacién Next Generation
Sequencing (NGS). El analisis de secuencia del gen 16S rRNA mostro
11 OoTuU, identificadas como varias especies de
Acinetobacter, Bacillus, Ignatzschineria, Klebsiella, Morganella,
Proteus, Providencia y Vagococcus, cuyos detalles se muestran en la
Cuadro 3.

La identificacion de secuencias mediante busquedas BLAST de
bacterias cultivables revelo que entre los 75 aislamientos, la mayoria
de las OTU se distribuyeron en dos filos: proteobacteria y Firmicutes de
los cuales ambos fueron comunes en "ROC" y "RHC"; dos clases:
Gammaproteobacteria y Bacilli fueron comunes en "ROC" y "RHC"
(Figura. 6); cuatro ordenes: Enterobacteriales, Pseudomonadales,
Lactobacillales y Bacillales ; el género mas abundante en ROC
fue Providencia (28 %), proteus y Klebsiella presentando 22 % y 19 %
de las bacterias cultivables respectivamente, mientras que en RHC el
género méas abundante fue Morganella (23 %), Ignatzschineria
y Proteus con 21 % y 15 % de las bacterias cultivables respectivamente
(Figura. 7). seis generos de los microrganismos cultivables fueron
comunes en "ROC" y "RHC” con 66.7 %, siendo estos: Providencia,

Proteus, enterococo, acinetobacter, Bacilo y morganella (Figura. 8).

Los microbiomas bacterianos de especies de insectos proporcionan
una comprension basica de la diversidad de su comunidad y la

influencia potencial en la ecologia y evolucién del huésped.

31



Estudios realizados en el afio 2013 informa sobre la diversidad
bacteriana en cada etapa del desarrollo y demuestra que la
composicién de las especies bacterianas cambia dentro del ciclo de
vida. La diversidad bacteriana de la mosca soldado negro a nivel de
phylum fue similar entre las diferentes etapas de la vida; sin embargo,
la diversidad a nivel de género fue mayor durante las etapas prepupal,
pupal y adulta que en la etapa del huevo. Esto no es sorprendente
teniendo en cuenta que los huevos de la mosca soldado negro son
sésiles y tienen menos exposicion a los microbios ambientales. Las
bacterias de la clase Gammaproteobacteria fueron las mas numerosas
en la comunidad bacteriana presente durante la segunda generacion
de la etapa del huevo sésil. En proporcion relativa a la poblacién total
clasificada; Un menor nimero de Gammproteobacteria estuvo mas
presente en las etapas prepupal y adulta mas moviles, asi como en la
etapa pupal. Las gammaproteobacterias representaron el 39% de la
poblacién en la etapa de huevo. Cinco 6rdenes, Alteromonadales,
Oceanospirillales, Enterobacteriales, Psuedomonadales y
Xanthomonadales, dentro de la clase Gammaproteobacteria,
estuvieron representadas en todas las etapas. Providencia fue la mas
destacada, representando el 49% de las gammaproteobacterias en
todas las etapas de la vida. Providencia parece ser un candidato para
la transmision vertical en el soldado negro, como se encontré en

adultos y huevos.

Los representantes de las familias Enterococcaceae se asociaron con
etapas no vegetarianas, mientras que las Lactobacillaceae se
identificaron desde la etapa del huevo. Dentro de la clase Clostridia, un
orden, Clostridiales, se representd como un componente menor
prepupas, pupas y adultos, pero un gran contribuyente a la comunidad
bacteriana en huevos (11.1%). (Holdaway, F.1930 y seddon, H. 1931)
manifierta que el amoniaco producido por la putrefaccion bacteriana en
ovino estimula la oviposicién por moscas (Diptera: Caliophroidae), asi

mismo para los moquitos hembras un factor primario que regula la
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4.3.

atraccion y colonizacion de estos sitios es la flora microbiana asociada
(Ponnusamy, L. 2008), donde la combinacién de 14 especies de
bacterias es responsable de la atraccion (Ponnusamy, L. 2010); dentro
de esas especies se encontro
a Providencia sp. del cap. Rufifacies 3 " instar

y Acintobactersp. de Alphitobius  diaperinus estimulando asi una
respuesta significativa de la mosca soldado negra (Zheng et al., 2013,
y Ignatzschineriasp.2 y 3 dehuevos deC. macellaria, cuya
secuenciacion preliminar de gen 16S rRNA y 23S rRNA permitieron la
secuenciacion de estas cepas (Tsang y col. Int J Syst Evol Microbiol.,
2018).

Identificacion de bacterias aisladas del tracto digestivo de Hermetia

illucens usando la espectrometria de masas maldi tof/ tof.

Los datos del MALDI TOF/TOF revelaron 61 secuencias peptidicas
presentes en tracto digestivo de H. illucens (37 “RO” y 24 “RH”). Segun
el andlisis realizado en BLAST, para larvas RO mostraron secuencias
peptidicas que pertenecen al género: Morganella (24 %), Vagococcus
(18.9 %), bacillus (16.2 %), Ignatzschineria (16.2 %), Lactobacillus (8.1
%), Proteus (5.5 %), Enterococcus (2.7 %), Paenibacillus (2.7 %),
Citrobacter (2.7 %), Rhizobium (2.7 %), bacterias cutas secuencias se
encuentran en (Cuadro 4) y (Figura. 9). Para aquellas larvas RH
mostraron el 33.3 % para Ignatzschineriapara 29.2 % para Morganella,
16.7 para Bacillus, 8.3 % para Vagococcus, 8.3 % para Proteus, 4.2 %
para Salmonella (Cuadro 5) y (Figura. 10). Asi mismo muestra que el
45.5 % de las secuencias peptidicas bacterianas son comunes en "RO"
y "RH" a nivel de género: Bacilo, Morganella, Vagococo, Ignatzschineria,

Proteus (Figura. 11).

Un analisis mostré que MALDI-TOF MS ha mostrado un alto grado de
precision en la identificacién anaerdbica, aunque faltan datos para definir
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su efectividad en la identificacion de especies anaerobias. Por lo tanto,
actualizar y perfeccionar las bases de datos son esenciales para mejorar

la tasa de identificacion. (Li et al., 2019).

Se ha caracterizado a M. morganii en base a la identidad limitada de la
secuencia de ADN, indicando muy pocas secuencias peptidicas que
permita su completa identificacion siendo estas las secuencias
peptidicas: hypothetical protein MmP1_ gp16 [Morganella phage MmP1]
con 53 % de identidad; single-stranded DNA-binding protein [Morganella
phage MmP1] con 87 %; lysozyme [Morganella phage MmP1] con 93 %;
hypothetical protein MmP1_ gp24 [Morganella phage MmP1] con 93 %;
exonuclease [Morganella phage MmP1] con 90 %; hypothetical protein
MmP1_ gp32 [Morganella phage MmP1] con 74 %; hypothetical protein
MmP1_ gp33 [Morganella phage MmP1] con 70 %; head-to-tail joining
protein [Morganella phage MmP1] con 92 %; capsid assembly protein
[Morganella phage MmP1con 80 %; tail tubular protein A [Morganella
phage MmP1] con 86 %; tail tubular protein B [Morganella phage MmP1]
con 88 % y DNA maturase B [Morganella phage MmP1] con 92 %
(Oliveira, H et all. 2017). epas de B. clausii, que se caracterizan por un
bajo nivel de diversidad gendmica intraespecifica, se expresan en
diferentes niveles de proteinas codificadas por los mismos genes. El
analisis del perfil de proteinas de células completas usando SDS-PAGE
unidimensional se realizaron que se realizé para vagococcus siendo su
perfil de proteinas de células enteras y la secuenciacion del gen 16S
rRNA desconocido. Cepas de Vagococcus, el analisis de conglomerados
de perfiles protedbmicos mostré que todas las cepas de Vagococcus se
distribuyeron en un grupo bien definido en funcién de la similitud de sus
perfiles de espectro de masas. Los espectros de las cepas de
Vagococcus mostraron altos niveles de similitud intraespecifica (87%)
(Torres y Santos, 2019). Los espectros de las cepas de Vagococcus
mostraron altos niveles de similitud intraespecifica (87%) (Torres-Corral
y Santos, Y., 2019). Un estudio adicional se dirigié a detectar las que se

expresaron de manera mas alta y diferente en cepas de Bacillus,
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mediante analisis de espectrometria de masas, exhibieron proteinas
como alcohol deshidrogenasa (ADHA, EC1.2.1.3; ABC0046 isoforma)
aldehido deshidrogenasa (DHAS, EC 1.2.1.3; ABC0047 isoforma) y
proteina flagellina de Bacillus KSM-k16 (Lippolis et al., 2011).
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V. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio revelan una variabilidad bacteriana cuando
se utilizan diferentes desechos como alimento para las larvas de de H.
illucens, la identificacion de las especies bacterianas mediante técnicas
moleculares tales como la gendmica, metagendémica y Protedmica nos ha
permitido obtener amplio conocimiento de los microrganismos presentes
asociados al tracto digestivo de H. illucens, los cuales ayudan en la
degradacion de los residuos (Bacillus) y en la oviposicién de la mosca
(Klebsiella, Ignatzschineria, Morganella, Providencia, Proteus); la gendmicas
y metagenomica mediante secuencias nucleotidicas, sin embargo el
Espectrémetro de masas “proteomica” con secuencias peptidicas aquellas
gue nos ha permitido confirmar dicha microbiota, técnica que nos ha

permitido estar a la vanguardia.
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VI. RECOMENDACIONES

Medir la influencia de la preferencia bacteriana en la oviposicion de adultos
hembras H.illucens al igual que la concentracién bacteriana de dichos

microorganismos; ya sea individual o en consorcio.

Identificar los compuestos voléatiles microbianos emitidos que sirven como el
mecanismo que regula la posterior atraccién de insectos, colonizacion de H.

illucens.
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VIII.

ANEXOS

Cuadro 1. Identificacién de especies bacterianas del intestino de larvas de H. illucens con ROD,
utilizando un enfoque independiente del cultivo con el gen 16S rRNA.

oTu Especies Abundancia
1 klebsiella spp. 17309
2 proteus vulgaris 8367
3 pantoea agglomerans 7064
4 ignatzschineria sp. 6080
5 citrobacter werkmanii 2805
6 pseudomonas aeruginosa 2401
7 enterobacter cloacae 2242
8 cosenzaea proteus myxofaciens 2154
9 klebsiella sp. 2071
10 enterobacter spp. 1685
11 klebsiella oxytoca 1504
12 enterococcus faecalis 1493
13 enterobacter kobei 1487
14 salmonella enterica 1368
15 enterobacter hormaechei 1361
16 raoultella terrigena 936
17 lactococcus lactis 725
18 providencia sp. 702
19 enterobacter ludwigii 677
20 candidatus nardonella endosymbiont 619
21 lelliottia amnigena 457
22 enterobacter sp. 443
23 klebsiella pneumoniae 415
24 klebsiella variicola 330
25 providencia rustigianii 327
26 erwinia sp. 276
27 cedecea lapagei 252
28 proteus mirabilis 166
29 enterococcus villorum 144
30 enterococcus durans 94
31 citrobacter spp. 68
32 kluyvera ascorbata 55
33 proteus spp. 53
34 erwinia piriflorinigrans 50
35 citrobacter sp. 46
36 providencia rettgeri 31
37 erwinia agglomerans 29
38 enterococcus spp. 28
39 lactococcus spp. 28
40 kluyvera intermedia 25
41 citrobacter braakii 23
42 salmonella sp. 21
43 providencia alcalifaciens 19
44 serratia sp. 18

OoTU Especies Abundancia
45 pantoea spp. 17
46 enterococcus faecium 16
a7 enterococcus raffinosus 16
48 enterococcus termitis 14
49 granulicatella paradiacens 14
50 clostridium sp. 13
51 proteus sp. 13
52 enterococcus hirae 12
53 enterococcus casseliflavus 11
54 aeromonas hydrophila 9
55 enterococcus sp. 9
56 lactococcus garvieae 9
57 enterobacter asburiae 8
58 providencia spp. 7
59 rhizobium spp. 7
60 morganella morganii 5
61 acinetobacter sp 4
62 enterobacter cancerogenus 4
63 enterococcus lactis 4
64 lachnoclostridium clostridium 3
65 methylobacterium aquaticum 3
66 serratia ureilytica 3
67 bacillus sp. 2
68 lactococcus sp. 2
69 salmonella spp. 2
70 vagococcus fluvialis 2
71 aeromonas spp. 1
72 enterococcus mundtii 1
73 enterococcus sulfureus 1
74 hafnia sp. 1
75 marinobacter spp. 1
76 paenibacillus glucanolyticus 1
77 paenibacillus glucanolyticus 1
78 pantoea dispersa 1
79 pantoea oleae 1
80 paracoccus marcusii 1
81 pseudoalteromonas sp. 1
82 roseobacter spp. 1
83 shigella dysenteriae 1
84 shigella flexneri 1
85 thalassiosira rotula 1
86 turicibacter spp. 1
87 vibrio spp. 1
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Cuadro 2. Identificacion de especies bacterianas del intestino de larvas de H. illucens
con RHD, utilizando un enfoque independiente del cultivo con el gen 16S

ARNTF.
OoTU Especies Abundancia
1 ignatzschineria larvae 7711
2 vagococcus fluvialis 6439
3 vagococcus carniphilus 763
4 xanthomonas vesicatoria 206
5 pseudomonas sp. 188
6 ramlibacter tataouinensis 129
7 comamonas spp. 121
8 cerasibacillus quisquiliarum 105
9 corynebacterium spp. 101
10  kocuria sp. 66
11 pelomonas aquatica 53
12 ignatzschineria schineria sp. 50
13  pelobacter spp. 49
14  thermaerobacter spp. 45
15 enterococcus faecalis 42

16 streptomyces sp.

17  proteus vulgaris

18 enterococcus villorum

19 granulicatella paradiacens
20 pseudoxanthomonas spp.

21  acidovorax konijaci

22 enterococcus durans

23 enterococcus eurekensis
24  cosenzaea proteus

25  curvibacter spp.

26 enterococcus spp.

27 mitsuaria sp.

28 delftia acidovorans

29  delftia spp.

30 enterococcus raffinosus

31 enterococcus sp.

32 ideonella sp.

33  kocuria rhizophila
34 lactococcus lactis
35 methylibium spp.

36  nannochloropsis granulata
37 nesterenkonia

38 paenibacillus glucanolyticus
39 pelomonas pseudomonas
40 pseudoalteromonas sp.

41 pseudoalteromonas spp.
42 streptococcus infantis

e
PP PRPPRPRE PRPRPRPE PRPRENN NOOOUO 055 8o
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ROD RHD

(40%)

Figura 1. Bacterias del tracto digestivo de larvas de H.illucens a nivel de phyum en 2
dietas "ROD" y "RHD": 2 fueron comunes en "ROD" y "RHD": proteobacterias y
firmicutes; 1 incluido exclusivamente en "ROD": bacillariophyta; 2 incluidos
exclusivamente en "RHD": actinobacterias y eustigmatophyceae.

ROD RHD

4

(40%)

Figura 2. Bacterias del tracto digestivo de larvas de H.illucens a nivel de clase
en 2 dietas"ROD" y "RHD"; 3 clases fueron comunes en "ROD" y "RHD":
gammaproteobacteria, bacilos, clostridia; 3 incluidos exclusivamente en "ROD":
alfaproteobacteria, erysipelotrichia y coscinodiscophyceae; 4 incluidos
exclusivamente en "RHD": betaproteobacterias, actinobacterias.
deltaproteobacteria y eustigmatophyceae.
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ROD RHD

Figura 3. Bacterias del tracto digestivo de larvas de H.illucens a nivel de
Orden en 2 dietas"ROD" y "RHD": 6 ordenes fueron comunes en "ROD" y
"RHD": alteromonadales, bacillales, clostridiales, enterobacteriales,
lactobacillales y pseudomonadales; 7 incluidos exclusivamente en "ROD":
aeromonadales, erysipelotrichales, gammaproteobacteria, rizobiales,
rhodobacterales, thalassiosirales y vibrionales; 5 incluidos exclusivamente
en "RHD": actinomicetales, burkholderiales, desulfuromonadales,
eustigmatales y xanthomonadales.

ROD RHD

(29.6%)

Figura 4. Bacterias del tracto digestivo de larvas de H.illucens a nivel de familia en 2
dietas"ROD" y "RHD": 9 familias fueron comunes en "ROD" y "RHD": bacillaceae,
Carnobacteriaceae, Clostridiaceae, enterobacteriaceae, enterococcaceae,
paenibacillaceae, pseudoalteromonadaceae, pseudomonadaceae y streptococcaceae;
10 incluidos exclusivamente en "ROD": aeromonadaceae, alteromonadaceae,
gammaproteobacteria, lachnospiraceae, methylobacteriaceae, moraxellaceae,
rhizobiaceae, rhodobacteraceae, thalassiosiraceae y vibrionaceae; 8 incluidos
exclusivamente en "RHD™": burkholderiales, comamonadaceae, corynebacteriaceae,
micrococcaceae, monodopsidaceae, pelobacteraceae, Streptomycetaceae vy
xanthomonadaceae.
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Cuadro 3. Bacterias aisladas de intestinos de larvas de H. illucens identificadas por analisis de
secuencia del gen 16S ADNT.

N° de . . Accesion a Similitud
aislamiento Genero Especies predichas GenBank (%)
7 Acinetobacter A. junii strain FC2961 16S ribosomal RNA gene MH532493.1 100%
. Bacillus. sp. (in: Bacteria) strain M-230 16S
s Bacillus ribosomal RNA gene HQ334981.1 100%
E. faecalis strain FC chromosome, complete
7 Enterococcus genome CP028835.1 100%
8 Ignatzschineria I. indica strain FFA1 16S ribosomal RNA gene NR 116120.1 99%
. K. pneumoniae strain KP1 16S ribosomal RNA
7 Klebsiella gene MK881026.1 99.80%
M. morganii strain AR_0133 chromosome,
10 Morganella complete genome CP028956.1 99.40%
M. psychrotolerans strain U2/3 16S ribosomal
1 Morganella RNA gene NR 117794.1 98%
6 Proteus P. mirabilis strain PmBC1123 chromosome CP034091.1 100%
P. vulgaris strain 201901145 16S ribosomal
11 Proteus RNA gene KY118917.1 99.50%
16 Providencia P. rettgeri strain DSM 4542 16S ribosomal RNA NR 042413.1 99%
V. fluvialis strain M-29c¢ 16S ribosomal RNA
5 Vagococcus gene NR 026489.1 99%
ROD RHD

Figura 5. Bacterias del tracto digestivo de larvas de H. illucens a nivel de Genero en 2
dietas"ROD" y "RHD"™ 26 géneros fueron comunes en "ROD" y "RHD" Klebsiella,
ignatzschineria, Proteus, enterobacter, pantoea, citrobacter, pseudomonas, cosenzaea,
enterococo, raoultella, providencia, lactococcus salmonella, candidatus, nardonella, lelliottia,
erwinia, cedecea, kluyvera, serratia, granulicatella, clostridium, morganella, acinetobacter,
bacillus, marinobacter y vibrio; 11 incluidos exclusivamente en "ROD": aeromonas, rizobio,
metilobacteria, lachnoclostridium, vagococcus, thalassiosira, roseobacter, paracoco,
paenibacillus, pseudoalteromonas y Turicibacter; 13 incluidos exclusivamente en "RHD":
lactobacillus, corynebacterium, ruminobacter, oceanospirillum, oceanimonas, acetobacter,
edwardsiella, prasinoderma, shewanella, microvirga, eionea, esfingomonas y escherichia.
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Bacilli
33%

Gammaproteobacteria
67%

M Bacilli ™ Gammaproteobacteria

Figura 6. Bacterias del tracto digestivo de larvas de H. illucens a nivel de clase en 2 dietas "ROC"
y "RHC": El 67 % de las bacterias cultivables pertenecian a la clase Gammaproteobacteria y un

33 % pertenecian a la clase Bacilli.
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Figura 7. Porcentaje de la Abundancia de la comunidad bacteriana del tracto digestivo de
larvas de H. illucens por su abundancia. A: comunidad bacteriana del tracto digestivos de larvas
de H. illucens en RHC. B: Comunidad bacteriana del tracto digestivos de larvas de H. illucens

ROC.
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Providencia

Proteus
Enterococcus
Acinetobacter
Bacillus
Morganella

RHC
()

Figura 8. Bacterias del tracto digestivo de larvas de H. illucens a nivel de Genero
en 2 dietas "ROC" y "RHC": 6 géneros fueron comunes en "ROC" y "RHC"
Providencia, Proteus, enterococo, acinetobacter, Bacilo y morganella. 1 fueron
incluido exclusivamente en "ROC": Klebsiella. 2 fueron incluidos exclusivamente en

"RHC": Ignatzschineria, Vagococo y Vagococcus
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Cuadro 4. Bacterias del tracto digestivo de larvas de Hermetia illucens RO, identificadas mediante
MALDI TOF/TOF.

Abundancia %

Secuencia Peptidica

Descripcion

Identidad %

Accession

16S rRNA (guanine(527)-N(7))-methyltransferase

HGGKTIILARFIPIVR RsmG [Morganella morganii] 100% WP_112549643.1
DGIVLFDSRNPATEE class | SAM—dependf_ant methyltransferase 100% WP 052927619 1
WR [Morganella morganii] -
VPLNFSAPYLATNLKE D-alanyl-lipoteichoic acid biosynthesis protein
FWAR DItB [Morganella morganii] 100% vDY32741.1
YAKTQKQEVé:_ASAAFGA'\EgGIS DNA replication protein [Morganella morganii] 100% WP_107679346.1
NAGILEQYQIELLGTK DUF28§_7 domain-containing protein [Morganella 100% WP_107678208.1
24.30% morganii]
LPVGH;\L/I,:I/:;SRDLFTW rl?]l;rl;%Gn?i]dommn-contamlng protein [Morganella 100% WP_108656734.1
NLYINANRFDNNDSFL fllame_nFous hemagglutlnln N-terminal q_omaln- 100% WP_153642419.1
SAR containing protein [Morganella morganii]
VGNGKDTFYNTNINW fimbrial biogenesis outer membrane usher protein o
MAGFNYGGWR [Morganella morganii] 100% WP_108656365.1
TKALLLAAKGSVVAIDI
GCINESHYFINMATGG lipid kinase YegS [Morganella morganii] 100% WP_108656837.1
FGPK
NLTAGEIVAQIMQVQH 23S rRNA (adenine(2503)-C(2))-
YFDQREEDER methyltransferase RImN [Vagococcus fluvialis] 100% WP_086951556.1
MAVKNMVQAINEALT alpha-ketoacid dghydrogenase subunit beta 100% WP 086343086.1
QEMKR [Vagococcus fluvialis] -
IQNNLDYLAKSTGMG carbohydrate ABC transporter permease o
SQIAGGLAALPSESAR [Vagococcus fluvialis] 100% WP_086342588.1
18.90% RKNFASSDSPSCPLC DUF916 and DUF3324 domain-containing protein o
GSKMIDGIR [Vagococcus fluvialis] 100% WP_114289525.1
ANGKMIVéDKGGFSKPY fzr]uctose-l,G-blsphosphatase [Vagococcus sp. 2B- 100% WP_136136674.1
IIRASGGGFKYAKGIG qut_amate formimidoyltransferase [Vagococcus 100% WP 086342384.1
VMLEDR fluvialis] -
WYGQFRVLTDCSTDV helix-turn-helix domain-containing protein
K [Vagococcus fluvialis] 100% WP_086951563.1
VPVEPITVDIHDLAHD 23S rRNA (uracil(1939)-C(5))-methyltransferase o
GRGVAK RImD [Ighatzschineria indica] 100% WP_109236918.1
AGMV:\III.DI%E%?(WHMH adenosine deaminase [Ignatzschineria indica] 100% WP_109236372.1
VPLISATGSTRMGQEV aldehyde dehydrogenase family protein o
16.20% APKVAARFGR [lgnatzschineria indica] 100% WP_109236410.1
PGMTI;\IEISSI;:\/EPRLAANR iI?]aaitlcaar]]ine--D-aIanine ligase [Ignatzschineria 100% WP_109235901.1
VPKDTRSEEIMSAFVG excinuclease ABC subunit UvrC [Ignatzschineria o
QYYGEHR sp. F8392] 100% WP_094567696.1
EGATEATAFLKKFGNE helix-turn-helix transcriptional regulator
DR [lgnatzschineria sp. F8392] 100% WP_094567085.1
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=28B4V8JA014&CDD_SEARCH_STATE=1&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=28B4VXHR016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=2&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_112549643
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_112549643
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_112549643.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=2A24J9PF014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_052927619
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_052927619
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_052927619.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=29W2APMT014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_VDY32741
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_VDY32741
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/VDY32741.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=29VZYGSJ014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_107679346
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_107679346.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=29M0VTJF014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_107678208
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_107678208
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_107678208.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=2A2F8BG4014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_108656734
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_108656734
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_108656734.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=29VFMHVA014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_153642419
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_153642419
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_153642419.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=29XJBVR6016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_108656365
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_108656365
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_108656365.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=29G0W7SY014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_108656837
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_108656837.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=29FA86PS014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_086951556
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_086951556
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_086951556.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=29FG3UFU014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_086343086
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_086343086
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_086343086.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=29X6UGXY014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_086342588
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_086342588
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_086342588.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=29FVEDGF014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_114289525
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_114289525
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_114289525.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=29U5BSVT016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_136136674
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_136136674
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_136136674.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=29XPMDNB014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_086342384
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_086342384
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_086342384.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=29VY5AEX016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_086951563
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_086951563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_086951563.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=29WJHMH9014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_109236918
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_109236918
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_109236918.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=29VES6T2014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_109236372
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_109236372.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=29VZ9K2B014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_109236410
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_109236410
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_109236410.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=29TZ9HC2014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_109235901
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_109235901
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_109235901.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=29X5MSZ9014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_094567696
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_094567696
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_094567696.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=29U3VYA1016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_094567085
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_094567085
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_094567085.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=29WBJ63H014

Continuacion

16S rRNA (guanine(966)-N(2))-methyltransferase

0,
DQKAIQTIHENIKMCR RsmD [Bacillus sp. MRMRS] 100% WP_075685265.1
FNSVLLLNSQEIEKVN 30S ribosomal protein S6 [Bacillus okhensis] 100% WP_034628904.1
carbamoyl-phosphate synthase large subunit
GDFVGSLITVRDAERR - 100% WP_095237615.1
16.20% [Bacillus sp. 7520-S]
EMMHEDIDT(BE%FF::SALDA Cellobiose 2-epimerase [Bacillus velezensis] 100% ASS62651.1
KMELRGQGEGQTFAC DNA topoisomerase Il [Bacillus velezensis o
VGGHR UCMB5033] 100% CDG28397.1
NKKGRWYWRNSSTDR gqozlgtjfni]no ne oxidoreductase [Bacillus 100% WP_061566047.1
ARNNEELEEQSATIPKR ~ anthranilate phosphoribosyliransferase 100% GAW99883.1
[Lactobacillus mixtipabuli]
8.10% GLKALTYD;GNGHKVNV ATP-dependent helicase [Lactobacillus salivarius] 100% WP_134354551.1
QLAHDGHELVYVPCHR ~ DNA-formamidopyrimidine glycosylase 100% WP_084975282.1
[Lactobacillus parabuchneri] -
CGFTSHALYWHCPSC lipopolysaccharide assembly protein LapB 96%
RSWDTIKPIR [Proteus mirabilis] TFT23811.1
5.50% GRNVVLDKSFGAPVV
TKDGVSVAREIELEDK molecular chaperone GroEL [Proteus mirabilis] 97%
FENM RYI03578.1
VGISLSGNGKDLKRPF 30S ribosomal protein S4 [Paenibacillus sp.
0, 0,
2.70% PPGOHGPGOR So0il766] 100% WP_057314783.1
2.70% HGRYDAI;LRIHNGVNE fgrlélltj:rc:Zi)i/]Itransferase family 4 protein [Citrobacter 100% WP_109908422.1
2.70% SPOR domain-containing protein [Rhizobium sp. 100%
APKEPAPRR RU36D] WP_084364216.1
16S rRNA (cytosine(1402)-N(4))-
2.70% IEVNSELEVIGESIEQAI methyltransferase RsmH [Enterococcus sp. 100%

ELLNDEGR

6C8_DIV0013]

WP_086341248.1
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_075685265
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_075685265
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_075685265.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=29WCA51N014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_034628904
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_034628904.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=29VP312M014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_095237615
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_095237615
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_095237615.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=2A2FS3FZ016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_ASS62651
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ASS62651.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=29VR3H9C016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_CDG28397
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_CDG28397
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CDG28397.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=29VXPMZ7014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_061566047
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_061566047
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_061566047.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=29WYZ1W1016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_GAW99883
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_GAW99883
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/GAW99883.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=29WHFZB9014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_134354551
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_134354551.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=29XCRGF4016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_084975282
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_084975282
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_084975282.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=2A0A3SYE014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_TFT23811
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_TFT23811
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/TFT23811.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=27V31ERK01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_RYI03578
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/RYI03578.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=27XPSTXE016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_057314783
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_057314783
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_057314783.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=29U4JW40016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_109908422
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_109908422
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_109908422.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=29W2YVUW014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_084364216.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=27UM9JXF014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_086341248
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_086341248
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_086341248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_086341248.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=28A0NEE0014

Cuadro 5. Bacterias del tracto digestivo de larvas de Hermetia illucens RH, identificadas mediante

MALDI TOF/TOF

ABUNDANCIA % SECUENCIAS PEPTIDICAS DESCRIPCION IDENTIDAD % ACCESION
23S rRNA (uracil(1939)-C(5))-
VPVEPITVDIHDLAHDGRGVAK methyltransferase RImD 100% WP_109236918.1
[lgnatzschineria indica]
4-hydroxy-3-polyprenylbenzoate
DAWQKLPQFK decarboxylase [lgnatzschineria 100% WP_109236468.1
indica]
DENDAKSVMQK ABC transporter ATP-binding protein 100% WP_109235456.1
[lgnatzschineria indica]
KASPQDRQQNRSQLMK ATP-binding protein [ignatzschineria 100% WP_109235448.1
33,30% indica] ———e=e s
AANHLDISSSVLSR LysR family transcriptional regulator 100% WP_109235364.1
[lgnatzschineria indica] -
molecular chaperone DnaJ o
FGETLGENHAPKQNSWLDKAK [lgnatzschineria larvae] 100% WP_026879163.1
NAD(P)/FAD-dependent
MNQQTRIAVLGAGPSGLAQLRAFQTLR oxidoreductase [lgnatzschineria 100% WP_109235707.1
indica]
RNA-binding transcriptional
EGELHAQVQAGKEELGNNYK accessory protein [Ignatzschineria 100% WP_109236200.1
indica]
50S ribosomal protein L5 o
QLMTQFSYNSVMQVPR [Morganella morganii] 100% WP_046895371.1
autotransporter outer membrane
AVMADIGR beta-barrel domain-containing 100% WP_112549783.1
protein [Morganella morganii]
Cobalt import ATP-binding protein S
PLNMGMTQDAARERALQCLEMLDIVR CbiO [Morganella morganii] 100% SPX91314.
29,20% cytochrome d ubiquinol oxidase
ADEHHRYFWDR subunit Il [Morganella morganii] 100% VDY34551.1
GGNGGRSFGGGNRR DEAD/DEAH family ATP-dependent 100% WP_107680072.1
RNA helicase [Morganella morganii] -
REVLLENKQVPLGHDNAIPTITDVAR Ethanolamine utilization protein eutQ 100% VDY35774.1
[Morganella morganii]
EKYATKMTSAEGR Macrodomain Ter protein 100% VDY35089.1
[Morganella morganii] 0 e
fumarylacetoacetate hydrolase
DVVTEMAIGVDLTLR family protein [Bacillus clausil] 100% WP_011246337.1
WEMEATTDGGYEVRFFDLR metal-dependent hydrolase [Bacillus 100% WP_062749958.1
16,70% clausii]
QNVPTLKDSDTLAEEGVR transketolase [Bacillus clausii] 100% WP_095237023.1
trp RNA-binding attenuation protein
GEVMIGQFTEHTSAVKVR MtrB [Bacillus sp. Marseille-P3800] 100% WP_099300867.1
lipopolysaccharide assembly protein
CGFTSHALYWHCPSCRSWDTIKPIR LapB [Proteus mirabilis] 96% TFT23811.1
8,30%
GRNVVLDKSFGAPVVTKDGVSVAREIELEDKFENM molecular chaperone GroEL 97% RYI03578.1
[Proteus mirabilis]
16S rRNA (cytosine967-C5)-
QIKEDSKVLDVCAAPGGK methyltransferase [Vagococcus 100% RCX14652.1
fluvialis]
8,30%
16S rRNA (guanine(527)-N(7))-
RILPVDTELRRSGSGSGRRAACAPSGR methyltransferase RsmG 100% WP_114290357.1
[Vagococcus fluvialis]
4,20% DKLENCMENK hypothetical protein [Salmonella 100% ECl4628491.1

enterica subsp. enterica]
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_109236918
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_109236918
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_109236918
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_109236918.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=288J3SR0014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_109236468
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_109236468
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_109236468
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_109236468.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=27V7S9V901R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_109235456
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_109235456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_109235456.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=27V8314T016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_109235448
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_109235448
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_109235448.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=28B00GF3016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_109235364
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_109235364
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_109235364.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=27TUSSCT01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_026879163
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_026879163
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_026879163.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=28AJ08FZ016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_109235707
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_109235707
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_109235707
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_109235707.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=2899AAP7016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_109236200
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_109236200
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_109236200
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_109236200.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=27W132UC01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_046895371
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_046895371
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_046895371.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=28F9MSB5014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_112549783
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_112549783
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_112549783
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_112549783.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=27UX6K0A016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_SPX91314
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_SPX91314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/SPX91314.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=2891J1WE016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/VDY34551.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=27TXUN9J01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_107680072
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_107680072
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_107680072.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=27X8CEJ0016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_VDY35774
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_VDY35774
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/VDY35774.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=28ES1X4U014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_VDY35089
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_VDY35089
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/VDY35089.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=27WMUSR501R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_011246337
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_011246337
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_011246337.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=27VH8WT801R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_062749958
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_062749958
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_062749958.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=288EBF9W016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_095237023
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_095237023.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=28F8ZBTM014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_099300867
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_099300867
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_099300867.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=28AVV9H5016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_TFT23811
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_TFT23811
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/TFT23811.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=27V31ERK01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_RYI03578
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_RYI03578
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Figura 9. Abundancia en porcentaje de las secuencias peptidicas segun su
género en larvas RO: Morganella (24 %), Vagococcus (18.9 %), bacillus (16.2
%), Ignatzschineria (16.2 %), Lactobacillus (8.1 %), Proteus (5.5 %),
Enterococcus (2.7 %), Paenibacillus (2.7 %), Citrobacter (2.7 %), Rhizobium

(2.7 %).
8.39“
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Figura 10. Abundancia en porcentaje de las secuencias peptidicas segun
su género en larvas RH: larvas RH mostraron el 33.3 % para
Ignatzschineriapara 29.2 % para Morganella, 16.7 para Bacillus, 8.3 % para

Vagococcus, 8.3 % para Proteus, 4.2 % para Salmonella.
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ROP RHP

Figura 11. Bacterias del tracto digestivo de larvas de H. illucens a nivel de Género
en 2 dietas "ROC" y "RHC" segun espectrometria de masas MALDI TOF/TOF: 5
géneros fueron comunes en "RO" y "RH": Bacillus, Morganella, Vagococcus,
Ignatzschineria, Proteus. 5 generos incluidos exclusivamente in "RO":Lactobacillus,
Paenibacillus, Citrobacter, Rhizobium, Enterococcus. 1 genero incluido

exclusivamente "RH": Salmonella
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Figura 12. Crianza de Hermetia illucens y Figura 13. Desinfeccion externa de larvas
muestreo

Figura 14. Aislamiento de la microbiota Figura 15. Arr:‘plifica(:_ipn del ADNr 16S
intestinal de las larvas de H. illucens mediante PCR “Reaccién en cadena de la

polimerasa”
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Figura 16. Extraccion del ADN Figura 17. Electroforesis
Metagendmico del tracto digestivo de H.
illucens
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Figura 18. Revelado del gel del gen 16rRNA
Figura 19. Alineamiento de secuencias

n/~

Figura 20. Extraccion de proteinas de la microbiota Figura 21. Separacion y digestion de
aislada del tracto digestivo de H. illucens proteinas en electroforesis en gel

unidimensional
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Figura 22. Procesamiento de datos en espectrometro de
masas “MALDI TOF/ TOF”.
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Figura 23. Analisis de proteinas de la microbiota intestinal
del tracto digestivo de larvas de H. illucens por
espectrometria de masas “MALDI TOF/ TOF”
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