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“No es la especie mas fuerte la que sobrevive, ni la mas inteligente,
sino la que mejor se adapta al cambio”
Charles Darwin

Esta tesis representa el resultado de un proceso de adaptacion continua,
donde el esfuerzo ha sido la constante que ha guiado mi metamorfosis académica.
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China), SxK (Espafia x Corea del Sur), SXE (Espafa x Inglaterra), CxC (China x China),
CxK 8China x Corea del Sur), CxE (China x Inglaterra), KxK (Corea del Sur x Corea del
Sur), KxE (Corea del Sur x Inglaterra) y EXE (Inglaterra x Inglaterra).

Figura 6: Diagrama de cajas con valores atipicos para la variable peso en cada uno
de los cruces de T. molitor. Los cruces estudiados en funcion del origen de los
progenitores fueron clasificados en: SxS (Espana x Espana), SxC (Espafna x China),
SxK (Espafia x Corea del Sur), SxE (Espana x Inglaterra), CxC (China x China), CxK
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8China x Corea del Sur), CxE (China x Inglaterra), KxK (Corea del Sur x Corea del
Sur), KxE (Corea del Sur x Inglaterra) y EXE (Inglaterra x Inglaterra).

Figura 7: Diagrama de cajas con valores atipicos para la variable longitud en los
distintos cruces de T. molitor. Los cruces estudiados en funcion del origen de los
progenitores fueron clasificados en: SxS (Espafa x Espafa), SxC (Espafia x China),
SxK (Espafia x Corea del Sur), SxE (Espana x Inglaterra), CxC (China x China), CxK
8China x Corea del Sur), CxE (China x Inglaterra), KxK (Corea del Sur x Corea del
Sur), KxE (Corea del Sur x Inglaterra) y EXE (Inglaterra x Inglaterra).

Figura 8: Comparacion de la condicién con las medias ajustadas al tamano (£95%
C.L.) entre diferentes cruces en adultos de T. molitor. Los cruces estudiados en
funcién del origen de los progenitores fueron clasificados en: SxS (Espafa x
Espafa), SxC (Espafa x China), SxK (Espafia x Corea del Sur), SXE (Espafa x
Inglaterra), CxC (China x China), CxK 8China x Corea del Sur), CxE (China x
Inglaterra), KxK (Corea del Sur x Corea del Sur), KxE (Corea del Sur x Inglaterra) y EXE
(Inglaterra x Inglaterra).

Figura 9: Representacion grafica de los centroides de cada cruce de T. molitor en
funcidén de las puntuaciones factoriales obtenidas por regresion para cada uno de
los individuos del ACP. Los cruces estudiados en funcion del origen de los
progenitores fueron clasificados en: SxS (Espafa x Espana), SxC (Espafia x China),
SxK (Espafia x Corea del Sur), SxE (Espana x Inglaterra), CxC (China x China), CxK
8China x Corea del Sur), CxE (China x Inglaterra), KxK (Corea del Sur x Corea del
Sur), KxE (Corea del Sur x Inglaterra) y EXE (Inglaterra x Inglaterra).

Capitulo 3

Figura 1: esquema del proceso de estudio seguido, 1y 2: recogida de poblaciones
de T. molitor en todo el mundo, 3: captura de imagenes ventrales y dorsales, 4:
colocacion de puntos de referencia, 5: estudio de los datos y 6: comparacion entre
poblaciones.

Figura 2: localizacion de los puntos de referencia elegidos para la posicion dorsaly
ventral para la especie T. molitor.

Figura 3: Variacion de la morfologia de la poblacién china de T. molitor analizada por
morfometria geométrica con la media del resto de las poblaciones, representada
con un diagrama de nodos y bordes para las posiciones dorsaly ventral.

Figura 4: relacion entre el nUmero de componentes principales y % en que inciden
en el estudio de la forma para la posicion dorsaly ventral para la especie T. molitor.

Figura 5: anadlisis de componentes principales (ACP) y anadlisis de variables
canonicas (AVC) en funcion del método de produccion de las poblaciones de T.
molitor para la posicion dorsal. Las codificaciones aparecen explicadas en la tabla
1.

Figura 6: andlisis de componentes principales (ACP) y andlisis de variables
candnicas (AVC) en funcion del continente de origen de las poblaciones de T.
moljtor para la posicién ventral.
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Figura 7: analisis de componentes principales (ACP) y anadlisis de variables
canonicas (AVC) en funcidn del pais de origen de las poblaciones de T. molitor para
la posicién ventral. Las codificaciones aparecen explicadas en la tabla 1.

Figura 8: analisis de las variables candnicas (CVA) en funcidn de las poblaciones T.
molitor agrupadas con caracteristicas similares para la posicién ventral.

Figura 9: analisis de componentes principales (ACP) y analisis de variables
canonicas (AVC) de todas las poblaciones de T. molitor encontradas en Espafia para
la posicién dorsal. Las codificaciones aparecen explicadas en la tabla 1.

Capitulo 4

Figura 1: Esquema de los materiales y métodos utilizados para determinar la
microbiota presente en el intestino de las poblaciones de T. molitor estudiadas.

Figura 2: Proporcidon de cada filo que aparece en los pools obtenidos de cada
poblacién de T. molitor con distinto origen.

Figura 3: grafico Krona que muestra la composicidon taxondmica de la microbiota
intestinal en larvas de T. molitor (poblacién de Espafa). Las abundancias relativas
se basan en la secuenciacién del gen 16S rRNA. Los cddigos de color representan
los filos bacterianos.

Figura 4: Grafico Krona que muestra la composicidon taxondmica de la microbiota
intestinal en larvas de T. molitor (poblacidn silvestre). Las abundancias relativas se
basan en la secuenciacion del gen 16S rRNA. Los codigos de color representan los
filos bacterianos.

Figura 5: Grafico Krona que muestra la composicion taxonémica de la microbiota
intestinal en larvas de T. molitor (poblacion de Egipto). Las abundancias relativas se
basan en la secuenciacion del gen 16S rRNA. Los codigos de color representan los
filos bacterianos.

Figura 6: Grafico Krona que muestra la composicidon taxondmica de la microbiota
intestinalen larvas de T. molitor (poblacion de Alemania). Las abundancias relativas
se basan en la secuenciacion del gen 16S rRNA. Los codigos de color representan
los filos bacterianos.

Figura 7: Grafico Krona que muestra la composicion taxondmica de la microbiota
intestinal en larvas de T. molitor (poblacion del Reino Unido). Las abundancias
relativas se basan en la secuenciacion del gen 16S rRNA. Los cédigos de color
representan los filos bacterianos.

Figura 8: Grafico Krona que muestra la composicion taxonémica de la microbiota
intestinal en larvas de T. molitor (poblacién de Corea del Sur). Las abundancias
relativas se basan en la secuenciacion del gen 16S rRNA. Los cédigos de color
representan los filos bacterianos.

Figura 9: Grafico Krona que muestra la composicion taxondmica de la microbiota
intestinal en larvas de T. molitor (poblacidon de China). Las abundancias relativas se
basan en la secuenciacion del gen 16S rRNA. Los codigos de color representan los
filos bacterianos.
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Figura 10: Analisis de componentes principales para los 5 individuos de T. molitor
de la poblacion espanola criada intensivamente.

Figura 11: Analisis de componentes principales para los 5 individuos de T. molitor
de la poblacion salvaje espafiola.

Figura 12: Analisis de componentes principales para los 5 individuos de T. molitor
de la poblacién egipcia criada manualmente.

Figura 13: Analisis de componentes principales para los 5 individuos de T. molitor
de la poblaciéon alemana criada intensivamente.

Figura 14: Analisis de componentes principales para los 5 individuos de T. molitor
de la poblacion britanica criada intensivamente.

Figura 15: Analisis de componentes principales de los 5 individuos de T. molitor de
la poblacién surcoreana criada intensivamente.

Figura 16: Analisis de componentes principales de los 5 individuos de T. molitor de
la poblacién china criada manualmente.
Capitulo 5

Figura 1: diagrama de las dietas utilizadas en cada tratamiento (de arriba abajo:
control (salvado), dieta 1 (cuerpo fructifero + salvado), dieta 2 (micelio + salvado))
para la cria de T. molitor.

Figura 2: grafico de barras que representa el filo mostrado para cada uno de los
tratamientos con T. molitor.

Figura 3: grafico de barras que representa las familias mostradas para cada uno de
los tratamientos con T. molitor.

Figura 4: grafico de barras que representa los géneros que aparecen para cada uno
de los tratamientos con T. molitor.

Figura 5: grafico de barras que representa las especies presentes en cada uno de
los tratamientos con T. molitor.

Figura 6: diagrama que representa el indice de Shannon para cada tratamiento con
T. molitor. (Ctrl = control; C20 = tratamiento carpdforo 20% en la dieta, C80 =
tratamiento carpoforo 80% en la dieta, M20 = tratamiento micelio 20% en la dieta,
M80 = tratamiento micelio 80% en la dieta).

Figura 7: curva de rarefaccion para cada tratamiento con T. molitor.

Figura 8: dominancia de especies para cada uno de los tratamientos con T. molitor
estudiados.

Figura 9: diversidad beta para los distintos tratamientos con T. molitory sus réplicas.

Capitulo 6

Figura 1: proceso de cria de cada uno de los ensayos de T. molitory efectos de los
microorganismos objeto de estudio.
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Figura 2: diagrama de lineas que muestra la evolucion de las larvas de T. molitor que
alcanzaron el estadio de pupa a lo largo del tratamiento con dieta liquida.

Figura 3: diagrama de lineas que muestra la evolucion de las larvas de T. molitor que
alcanzaron el estadio de pupa a lo largo del tratamiento con dieta seca.

Figura 4: diagrama de lineas que muestra la mortalidad de las larvas de T. molitor
acumulada en el tratamiento por inyeccion directa.

Figura 5: grafico tipo BoxPlot para la variable de peso larval de T. molitor en cada uno
de los tratamientos, en el que aparecen los valores atipicos.

Figura 6: grafico tipo BoxPlot para la variable de color en cada uno de los
tratamientos con T. molitor, en el que aparecen los valores atipicos.

Figura 7: grafico tipo BoxPlot para la variable de peso en cada uno de los
tratamientos con T. molitor, en el que aparecen los valores atipicos.

Figura 8: Grafico BoxPlot para la variable longitud en cada uno de los tratamientos
con T. molitor en los que aparecen valores atipicos.

Figura 9: diagramas de barras de la variabilidad del tiempo hasta la pupaciéony la
mortalidad entre los tratamientos secos con T. molitor.

Figura 10: diagramas de barras de la variabilidad del color, el peso de las larvas, el
peso de los adultos, la longitud y la tasa de malformaciones entre los tratamientos
secos con T. molitor.
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poblaciones de T. molitor.



Universidad de Murcia

26



Universidad de Murcia

INTRODUCCION



Universidad de Murcia

28



Universidad de Murcia

Introduccion general

Los artrépodos representan el grupo animal mas numeroso, diverso y ecolégicamente
dominante del planeta. Se estima que constituyen mas del 85% de las especies animales
conocidas (Zhang, 2011), con mas de 1,2 millones descritas formalmente y cifras que
podrian superar los 5 millones (Stork, 2018; Mora et al, 2011). Incluyen insectos, aracnidos,
crustaceosy miridapodos, y su éxito evolutivo radica en una combinacion de caracteristicas:
exoesqueleto quitinoso, segmentacion corporal, apéndices articulados y una plasticidad
fisiolégica y ecoldégica sin parangon (Mark, 2003; Gullan and Cranston, 2014).

Los primeros artrépodos surgieron en el Cambrico temprano, hace mas de 500 millones de
afnos, como demuestran registros fosiles excepcionales en yacimientos como Burgess
Shale y Chengjiang (Chen et al, 1994; Briggs et al, 1994). Desde entonces, han colonizado
practicamente todos los habitats posibles, desde desiertos hasta habitats polares,
pasando por ambientes acuaticos, subterraneos y urbanos. Su capacidad de adaptacion,
reproduccién eficiente y variedad de estrategias alimenticias ha sido clave para su
persistenciay diversificacion (Figura 1) (Grimaldi and Engel, 2005; Rainford et al, 2014).

Los insectos, en particular, constituyen mas del 70% de la diversidad animal conocida
(Grimaldi and Engel, 2005). La evolucién de la metamorfosis completa, el vuelo y la
coevolucién con las plantas con flores marcaron hitos evolutivos que dispararon su
radiacion adaptativa (Farrell, 1998; Misof et al, 2014). Los coledpteros, por ejemplo, forman
el orden mas numeroso del reino animal, superando las 400.000 especies descritas (Hunt
et al, 2007).

Pero mas alld de su relevancia bioldgica, los artrépodos estan cobrando un creciente
protagonismo en nuestra sociedad. Su estudio y manejo se han convertido en ejes clave en
multiples disciplinas aplicadas: agricultura, ecologia, farmacologia, medicina,
biotecnologia y, mas recientemente, en alimentacion y produccién sostenible (Van Huis et
al, 2013; Bessa et al, 2020). En las ultimas décadas, el interés por la criay el consumo de
insectos ha crecido de forma exponencial, impulsado por la necesidad de encontrar
alternativas sostenibles frente a las fuentes convencionales de proteina animal (Van Huis,
2015; Payne et al, 2016).

En paralelo, se ha observado un auge en su produccion a escala industrial, con especies
criadas en sistemas controlados para su aprovechamiento nutricional, biomédico y
ecolégico. Se estan evaluando insectos como fuente de compuestos bioactivos
(antioxidantes, antimicrobianos), quitina, aceites, y fertilizantes organicos derivados de
sus residuos (Malawey et al, 2021).

Ademas de sus beneficios productivos, los artrépodos mantienen su papel ecologico
insustituible. Son esenciales como polinizadores (Ollerton et al, 2011), recicladores de
materia organica (Yang and Gratton, 2014), y reguladores de poblaciones mediante redes
troéficas complejas (Symondson et al, 2002). Asimismo, las relaciones simbidticas con
microorganismos intestinales —ahora objeto de intensa investigacion— revelan como su
fisiologia depende en gran medida de sus comunidades microbianas asociadas (Engel and
Moran, 2013; Douglas, 2015), abriendo vias para intervenciones como la incorporacién de
probidticos en su dieta para mejorar rendimiento y salud (Borrelli et al, 2017).

En conjunto, los artropodos ya no son solo organismos fascinantes por su historia evolutiva
y su biodiversidad, sino que también representan una via estratégica hacia sistemas de
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producciéon mas eficientes, éticos y respetuosos con el medio ambiente. Como afirma
Edward O. Wilson, “los insectos son los pequenos engranajes que mantienen al mundo en
marcha” (Wilson, 1988). Comprenderlos, valorarlos y aprovechar su potencial sera
esencial en los grandes desafios ecolégicos y alimentarios del siglo XXI.

| f.‘ ﬂ,."?;. 2 i‘ ‘ AT,

Figura 1: Variedad de escarabajos existentes (https://culturacientifica.com/2018/07/29/una-desorbitada-

debilidad-por-los-escarabajos/)

El creciente interés en los insectos criados por el ser
humano

El ser humano ha mantenido una relacién compleja con los insectos a lo largo de su
historia. Desde los albores de las civilizaciones, diversas especies han sido utilizadas con
fines concretos, como la obtencién de miel, seda, tintes naturales o incluso como parte de
practicas rituales. Sin embargo, mas alla de estos usos tradicionales y localizados, la
domesticacidny cria sistematica de insectos ha sido histéricamente limitada a unas pocas
especies. En las ultimas décadas, este escenario ha comenzado a cambiar de forma
drastica. El interés global por los insectos criados por el ser humano ha crecido
exponencialmente, impulsado por la necesidad de desarrollar modelos productivos mas
sostenibles, eficientes y resilientes frente a los retos del siglo XXI (Van Huis et al, 2013).

Entre los factores que explican este renovado entusiasmo, destaca en primer lugar el
reconocimiento de los insectos como una fuente alternativa y prometedora de proteina
para el consumo humano y animal. Diversos estudios han documentado su elevado valor
nutricional, con un contenido en proteinas que puede oscilar entre el 30% y el 80% de su
materia seca, asi como la presencia de lipidos, vitaminas, minerales y compuestos
bioactivos como la quitina (Finke, 2013; Rumpold and Schliiter, 2013). Ademas, se ha
comprobado que la cria de insectos presenta una eficiencia ecoldgica muy superior a la del
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ganado convencional: consume menos agua y alimento, emite menos gases de efecto
invernadero, requiere menor superficie de cultivo y genera una cantidad significativamente
inferior de residuos (Oonincx and de Boer, 2012).

El concepto de “mini ganado” ha sido propuesto para describir a los insectos cultivados en
sistemas controlados, destacando su potencial como nueva categoria productiva en la
industria alimentaria y agricola (Premalatha et al, 2011). En este contexto, especies como
Tenebrio molitor (gusano de la harina), Hermetia illucens (mosca soldado negra), Acheta
domesticus (grillo doméstico) y Gryllodes sigillatus se han posicionado como los
principales candidatos para su explotacion a escala industrial (Van Huis et al, 2013;
Dobermann et al, 2017). Estas especies presentan ciclos de vida cortos, elevada tasa de
conversion alimentaria, adaptabilidad a diversos sustratos y facilidad de manejo, lo cual
permite su integracién en sistemas intensivos de produccion, incluso en entornos urbanos
o periurbanos.

A nivel global, organizaciones como la Organizaciéon de las Naciones Unidas para la
Alimentaciony la Agricultura (FAO) han promovido activamente la investigaciény el uso de
insectos comestibles, sefialando su potencial para contribuir a la seguridad alimentariay
la sostenibilidad ambiental (Van Huis, 2015). De hecho, el informe “Edible Insects”
publicado por esta institucion marcé un punto de inflexion en la percepcién publica y
académica del tema, alresaltar la viabilidad de los insectos como recurso alimentarioy de
nutricion. Desde entonces, se han multiplicado los estudios centrados en aspectos
biolégicos, ecoldgicos, tecnolégicos y regulatorios de la cria de insectos, configurando un
nuevo campo multidisciplinar con una notable proyeccion de crecimiento.

Mas alla de la alimentacion, los insectos criados por el ser humano ofrecen multiples
aplicaciones en otros sectores. En la agricultura, se utilizan como agentes de control
biolégico de plagas, polinizadores o productores de biofertilizantes. En la industria
farmacéutica y cosmética, se exploran sus propiedades antimicrobianas,
inmunomoduladoras o regenerativas. En el ambito industrial, materiales derivados de su
biomasa, como la quitina y la quitosana, se aplican en la elaboracién de materiales,
adhesivos, membranas y otros compuestos biodegradables. Esta versatilidad convierte a
los insectos en verdaderas biofactorias naturales, capaces de integrarse en modelos de
economia circular mediante la valorizacion de residuos orgdnicos y subproductos
agroindustriales (Parodi et al, 2018).

En este sentido, un aspecto clave del desarrollo de la insecticultura —entendida como la
cria técnicay planificada de insectos para usos humanos— es su papel en la valorizacion
de residuos. Muchas especies pueden alimentarse de subproductos agricolas, desechos
organicos o residuos alimentarios, convirtiéndolos en biomasa util con altos rendimientos.
Este proceso de bioconversion no solo reduce la carga de residuos, sino que transforma un
pasivo ambiental en un activo econdmico, con bajo costo y alto valor agregado (Surendra
et al, 2016).

Sin embargo, el auge de la cria de insectos también implica importantes desafios técnicos,
sanitarios y éticos. La estandarizacion de protocolos de cria, el control de contaminantes
microbianos, la trazabilidad genética de las poblaciones, la aceptacion del consumidor, y
el desarrollo de marcos regulatorios coherentes y seguros son algunos de los principales
retos que enfrenta esta nueva industria. Por ejemplo, aunque se ha avanzado en la
inclusion de insectos como ingrediente aprobado en piensos para acuicultura y avicultura
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en Europa, aun persisten limitaciones normativas respecto a su uso en alimentos humanos
y en otros segmentos de la cadena alimentaria (Turck et al, 2021).

La ciencia también ha comenzado a explorar con mayor profundidad las bases biolégicas
y ecolégicas de las especies criadas. En particular, aspectos como la microbiota intestinal,
elmetabolismo, lainmunidad, lareproduccién, la plasticidad fenotipicay las interacciones
tréficas cobran una relevancia creciente, al permitir no solo optimizar la produccion sino
también garantizar su inocuidad y calidad (Engel and Moran, 2013). La relacion simbidtica
entre los insectos y sus comunidades microbianas ha revelado funciones claves en la
digestion de sustratos complejos, la proteccién frente a patdogenos, y la modulacién del
desarrollo larval, lo que abre nuevas posibilidades de intervencion biotecnolégica para
mejorar el rendimiento productivo o la funcionalidad del producto final (Douglas, 2015;
Schmidt and Engel, 2021).

En sintesis, el interés contemporaneo en los insectos criados por el ser humano responde
tanto a necesidades urgentes del sistema alimentario global como a las oportunidades
tecnolégicas emergentes que ofrece la biologia de estos organismos. La cria de insectos ya
no se considera una curiosidad marginal ni una alternativa exdtica, sino una via concreta,
viable y multifacética hacia un futuro alimentario mas justo, eficiente y respetuoso con el
entorno. En este marco, el estudio sistematico de especies como Tenebrio molitor adquiere
un valor estratégico, no solo por su potencial nutricional, sino por su papel como modelo
para entender mejor la ecologia aplicada, la fisiologia productiva y las complejas
interacciones entre el animal, su dietay su microbioma.

Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae)

El uso de insectos como recurso biolégico en la alimentacién humana y animal ha
experimentado un notable auge en las ultimas dos décadas, impulsado por la necesidad
de encontrar fuentes de proteinas sostenibles que puedan hacer frente al crecimiento
poblacional, la degradacidon ambiental y los desafios nutricionales del siglo XXI (Van Huis,
2015; Van Huis et al, 2013). En este contexto, el escarabajo de la harina, Tenebrio molitor
(Coleoptera: Tenebrionidae), ha emergido como uno de los insectos mas prometedores
para su produccion a escala industrial, tanto por su elevado valor nutricional como por su
adaptabilidad, eficiencia de conversién alimentaria y potencial biotecnolégico (Ghaly and
Alkoaik, 2009; Rumpold and Schlater, 2013; Van Huis, 2020).

T. molitor es un insecto holometabolo originario de Eurasia pero cosmopolita en su
distribucion actual, ampliamente conocido por su ciclo de vida relativamente corto,
facilidad de criay tolerancia a distintas condiciones ambientales y dietéticas. Su desarrollo
incluye las fases de huevo, larva, pupay adulto, siendo la etapa larval la de mayor interés
para el consumo, ya que en ella alcanza su maximo contenido proteico y lipidico (Oonincx
and de Boer, 2012).

Las larvas de T. molitor presentan un perfil nutricional altamente competitivo en
comparacion con otras fuentes animales: entre 47-60% de proteina en base seca, hasta un
35% de lipidos, y una composicion equilibrada de aminodcidos esenciales, acidos grasos
insaturados, minerales como hierro y zinc, y vitaminas del grupo B (Finke, 2013; Rumpold
and Schlater, 2013). Este perfil lo convierte en un ingrediente valioso tanto para la

32



Universidad de Murcia

formulacién de piensos como para su incorporacién en productos alimenticios destinados
al consumo humano (Turck et al, 2021).

La aprobacion de T. molitor como nuevo alimento en la Unién Europea por la EFSA en 2021
(Turck et al, 2021) ha abierto las puertas a un abanico de aplicaciones alimentarias, que
incluyen su uso en forma deshidratada, pulverizada o como ingrediente en barritas
energéticas, snacks, hamburguesas o pasta. Asimismo, el interés en su uso como alimento
funcional ha crecido debido a la presencia de compuestos bioactivos como quitina,
péptidos antimicrobianos y antioxidantes naturales.

En la industria ganadera, T. molitor se utiliza como suplemento proteico en dietas para
aves, peces y cerdos, demostrando resultados positivos en términos de conversién
alimentaria, salud intestinal y desarrollo inmune (Mikolajczak et al, 2020). Ademas, su
capacidad para consumir una amplia variedad de subproductos agroindustriales lo
convierte en un eslabén estratégico dentro de los sistemas de economia circular y
aprovechamiento de residuos organicos (Surendra et al, 2016; Parodi et al, 2018).

Como en muchos insectos, la microbiota intestinal de T. molitor desempena funciones
clave en procesos fisiologicos del huésped, tales como la digestion de sustratos
complejos, la biosintesis de compuestos esenciales, la modulacion del sistema
inmunoldgico y la proteccion contra patdgenos (Engel and Moran, 2013; Douglas, 2015).
Estudios recientes han identificado diversos grupos bacterianos dominantes en su
intestino, principalmente Firmicutes, Proteobacteria y Actinobacteria, incluyendo géneros
como Enterococcus, Bacillus, Lactobacillus y Enterobacter (Stoops et al, 2016).

Elequilibrio de esta comunidad microbiana puede estar influido por factores como la dieta,
la densidad de cria, el ambiente fisico y las practicas postcosecha (Campos-Vega et al,
2015). Ademas, modificaciones en la dieta, tales como la inclusién de hongos, residuos
vegetales o compuestos prebiodticos y probidticos, pueden inducir cambios significativos
en la estructuray funcion del microbioma intestinal (Gupta and Nair, 2020), lo que a su vez
puede impactar el crecimiento, la conversion alimenticia y la seguridad del producto final.

Dada la creciente importancia de T. molitor como recurso zootécnico, se han propuesto
diversas estrategias de intervencion microbiolégica para optimizar su producciony calidad.
Entre ellas, destaca el uso de probidticos, como Pediococcus pentosaceus, con capacidad
para modular favorablemente la microbiota intestinal, inhibir patégenos y mejorar
parametros productivos. Este enfoque cobra especial relevancia frente a desafios como la
exposicion a patdgenos como Staphylococcus aureus o la acumulacion de micotoxinas
producidas por hongos como Fusarium spp., cuyos efectos negativos en la salud larval
estan documentados.

Aunque la investigacion sobre T. molitor ha avanzado significativamente, existen aun
lagunas importantes de conocimiento, especialmente en lo referente a la variabilidad
geografica de su microbiota, los efectos a largo plazo de dietas funcionales, y la interaccion
entre factores ambientales y comunitarios. Por ello, son necesarios estudios integrados
que consideren factores ecoldgicos, filogenéticos y tecnoldgicos para desarrollar
protocolos estandarizados que garanticen la inocuidad y eficiencia de su produccioén en
distintos contextos agroindustriales.
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Origen, expansion global y variabilidad de Tenebrio molitor

Tenebrio molitor, comuinmente conocido como gusano o escarabajo de la harina, es un
insecto holometabolo del orden Coleoptera y la familia Tenebrionidae, una de las mas
diversas delreino animal, con mas de 20.000 especies descritas (Matthews et al, 2010). Su
valor como fuente de proteina, facilidad de cria y adaptabilidad a ambientes artificiales han
despertado un interés creciente, pero su éxito ecolégico y productivo no puede entenderse
sin atender a su historia evolutiva, biogeografica y genética.

Los analisis filogenéticos y biogeograficos sitlan el origen del género Tenebrio en la region
paleartica, probablemente en zonas templadas de Eurasia (Arnett et al, 2002; et al, 2022).
T. molitor habria evolucionado en habitats secos y abiertos, adaptandose a explotar
sustratos ricos en materia organica como granos y semillas almacenadas. Su notable
capacidad para sobrevivir sin acceso directo al agua, obteniéndola metabdlicamente de
los alimentos, facilitd su establecimiento en ambientes marginales como despensas,
graneros o molinos, convirtiéndose en comensal humano (Ghaly and Alkoaik, 2009).

Su domesticacion parcial comenzé de manera no intencionada con el surgimiento de la
agricultura sedentaria en el Neolitico, cuando el almacenamiento prolongado de granos
proporcioné un nicho estable para su reproduccion. Restos arqueoldgicos han sido
identificados en yacimientos romanos, medievales y modernos de Europa y Asia, lo que
confirma su persistencia en contextos humanos desde hace milenios. Posteriormente, su
dispersion global se aceler6 mediante el comercio de alimentos y el transporte maritimo
durante el Imperio Romanoy la expansion colonial entre los siglos XVIy XIX, lo que permitié
su introduccién accidental en América, Africa y Oceania (Hagstrum and Subramanyam,
2009). Hoy, T. molitor se encuentra distribuido de forma cosmopolita, especialmente en
entornos artificiales con condiciones controladas.

Esta expansion, moldeada por factores antrépicos, ecolégicos y evolutivos, ha dado lugar
a una notable variabilidad morfoldgica, genética y simbiotica entre sus poblaciones.
Estudios han documentado diferencias en tamafio corporal, tasa de desarrollo, masa larval
y parametros reproductivos entre poblaciones geograficamente aisladas, incluso bajo
condiciones de laboratorio, reflejando posibles procesos de adaptacion local, seleccion no
intencionada y deriva genética (Kacie, 2022; van Broekhoven et al, 2015). Por ejemplo,
ejemplares de Asia Central presentan ciclos vitales mas cortos y menor tamano adulto,
mientras que las poblaciones del norte de Europa muestran mayor longevidad y masa
larval, probablemente como respuesta a climas frios y mayor estacionalidad en los
recursos.

A nivel genético, investigaciones con marcadores mitocondriales (COl y 16S) y nucleares
han revelado estructuras poblacionales diferenciadas entre linajes de Europa, América,
Asia y Africa, probablemente consecuencia de eventos fundadores repetidos y cuellos de
botella poblacionales durante su dispersion (Liu et al, 2021). La hibridacién entre estas
poblaciones podria aumentar la variabilidad genética, mitigando riesgos de endogamia en
sistemas industriales. Paralelamente, la gendmica comparada ha identificado variantes
alélicas asociadas a resistencia a patogenos, eficiencia alimentaria y metabolismo que
parecen seleccionadas en ambientes de produccién intensiva.

Una dimension especialmente relevante de esta variabilidad es la composicién de su
microbiota intestinal, que se havisto influida tanto por el origen geografico como por el tipo
de sustrato alimenticio. Las diferencias microbianas no solo afectan funciones fisioldgicas
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clave como la digestion, inmunidad y crecimiento larval, sino que también pueden tener
aplicaciones practicas en la mejora del rendimiento productivo. Por ejemplo, cepas
europeas presentan mayor abundancia de Enterococcus y Lactobacillus, mientras que las
asiaticas contienen mas Bacillus y Pseudomonas, reflejo de distintas dietas 'y condiciones
de cria (Oliveira-Junior et al, 2019).

Mas recientemente, la expansion deliberada de T. molitor ha sido impulsada por su
industrializacién para consumo humano y animal, con centros de producciéon en América
del Norte, Europa, Asia Oriental y América Latina (Van Huis, 2020). Esta explotacion
intensiva ha llevado a un creciente interés en el estudio de su fisiologia, genética y
relaciones simbiodticas, pero también plantea interrogantes sobre la sostenibilidad del
modelo, la conservaciéon de su diversidad genética y los riesgos asociados a escapes
ecolégicos o transmision de patdgenos.

En conjunto, el origen euroasiatico de T. molitor, su asociacion histérica con el ser humano,
su capacidad de adaptacion y su variabilidad intraespecifica, explican tanto su éxito
evolutivo como su potencial como biofactoria en sistemas de produccion alimentaria
sostenibles.

Efectos de la endogamiay el vigor hibrido en la cria
intensiva de Tenebrio molitor

La cria intensiva de insectos comestibles, como Tenebrio molitor (gusano de la harina), ha
cobrado una importancia estratégica creciente en el contexto de la seguridad alimentaria,
la economia circular y la produccién sostenible de proteinas. Sin embargo, al igual que
ocurre en otros sistemas de produccion animal, la seleccion artificial intensiva, las
condiciones de confinamiento y el manejo de poblaciones reducidas pueden generar
importantes consecuencias genéticas, como la pérdida de variabilidad, la acumulacion de
alelos deletéreos y los efectos negativos de la endogamia (Choi et al, 2020).

La endogamia, o reproduccioén entre individuos emparentados, puede reducir la aptitud
biolégica de las poblaciones al aumentar la probabilidad de homocigosidad para alelos
recesivos deletéreos. En T. molitor, varios estudios han documentado que lineas
endogamicas presentan reducciones significativas en tasas de fecundidad, viabilidad
larval y velocidad de desarrollo, ademas de un incremento en malformaciones
morfoldgicas y reduccion del tamafo adulto (Xu et al, 2013).

Estos efectos se ven agravados en condiciones de cria cerrada y durante varias
generaciones sin renovacion genética, como suele suceder en instalaciones comerciales.
A medida que la variabilidad genética disminuye, también lo hace la capacidad de
adaptacion a factores ambientales cambiantes o a desafios sanitarios, comprometiendo
la sostenibilidad a largo plazo de las colonias (Booth and Grieshop, 2022).

Frente a la depresion endogamica, una estrategia contrastada en entomocultura es la
hibridacién de lineas genéticamente divergentes, lo que puede dar lugar al fendmeno
conocido como vigor hibrido o heterosis. Este fendmeno describe el aumento del
rendimiento en la descendencia heterocigota, observable en rasgos como el crecimiento,
la fertilidad y la resistencia a enfermedades (Charlesworth and Willis, 2009).
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En el caso especifico de T. molitor, estudios recientes han mostrado que el cruce entre
poblaciones geograficamente distantes mejora el desempenio reproductivo y la eficiencia
alimenticia, en comparacion con lineas endogamicas mantenidas en condiciones
estandar. Este vigor hibrido puede ser aprovechado de forma deliberada para optimizar los
rendimientos de produccion en sistemas industriales, aunque requiere estrategias de
manejo genético activas y monitoreo constante de la diversidad alélica (Gasco et al, 2020).

El manejo genético de poblaciones de T. molitor debe por tanto equilibrar la eficiencia
productiva con la conservacion de la diversidad genética. Mantener multiples lineas
fundadoras, realizar cruces programados entre lotes reproductores y utilizar técnicas
moleculares para evaluar la diversidad genémica son practicas recomendadas para
prevenir la fijacion de alelos deletéreos y sostener el rendimiento biolégico en el tiempo
(Liu et al, 2021).

Ademas, dada la creciente profesionalizacién del sector de los insectos comestibles, la
implementaciéon de programas de mejoramiento genético formalizados, inspirados en
modelos ya existentes en otras especies de interés zootécnico, sera fundamental para
garantizar la estabilidad y seguridad del sistema productivo.

Influencia de la dieta en la microbiota de Tenebrio molitor:
aparicion de bacterias beneficiosas y potencialmente
patégenas

La microbiota intestinal es un componente clave en la fisiologia de Tenebrio molitor,
afectando no solo su crecimiento, digestién y eficiencia alimentaria, sino también su
resistencia a patdgenos y su calidad como fuente proteica en alimentacién humana y
animal (Garofalo et al, 2019; Grau et al, 2017). Entre los principales factores que modulan
la composicién y funcionalidad de esta microbiota se encuentra la dieta, la cual puede
inducir cambios sustanciales en la abundancia relativa de ciertos grupos bacterianos,
promoviendo tanto la aparicion de microorganismos con propiedades probidticas como la
proliferacion de bacterias potencialmente perjudiciales (Jung et al, 2014; Przemieniecki et
al, 2020). Dietas basadas en subproductos vegetales, como salvado de trigo o residuos de
frutas, tienden a favorecer un microbioma mas diverso y equilibrado, rico en bacterias
acido-lacticas como Lactobacillus, Enterococcus (Figura 2), Weissella o Pediococcus
pentosaceus, muchas de las cuales han demostrado tener propiedades beneficiosas tanto
en el insecto como en consumidores humanos o animales (Kingcha et al, 2012; Lecocq et
al, 2021; Qi et al, 2021).

En contraste, cuando se utilizan sustratos ricos en azucares simples, grasas animales o
residuos organicos fermentables sin control microbioldgico, se ha observado un aumento
de géneros como Pseudomonas, Proteus, Enterobacter o incluso Bacillus cereus,
asociados a riesgos sanitarios (Wynants et al, 2018; Urbanek et al, 2020; Guo et al, 2021).
Algunas cepas de Pediococcus pentosaceus aisladas en el intestino de T. molitor han
demostrado capacidades antimicrobianas frente a patdgenos alimentarios como Listeria
monocytogenes y Salmonella spp., asi como beneficios inmunomoduladores, lo que las
convierte en candidatas atractivas como probidticos en la produccién animal o humana
(Nghe and Nguyen, 2014; Stoops et al, 2016; Escobar and Alquicira, 2019; Islam and Yang,
2016). Asimismo, se hareportado que el uso de estos probidticos en dietas de larvas puede
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mejorar su tasa de supervivencia, crecimiento larval y conversion alimenticia (Mikolajczak
et al, 2020; Lecocq et al, 2021).

Figura 2: Placa de Petri sembrada con microorganismos. (https://www.freepik.es/fotos-premium/crecimiento-
cultivo-bacterias-placa-petri-laboratorio-microbiologia_24756737.htm)

No obstante, el disefio inadecuado de dietas o el uso de sustratos no estabilizados puede
provocar desequilibrios ecoldgicos en el intestino del insecto, facilitando la colonizacion
por microorganismos indeseables. Esto plantea desafios importantes en términos de
seguridad alimentaria, ya que ciertos patdgenos podrian resistir tratamientos térmicos si
no se aplican con rigurosidad (Oelschlaeger, 2010). Por ello, la formulacion de dietas
funcionales que promuevan la colonizacion por bacterias beneficiosas, junto con el uso
controlado de prebidticos o probioticos, representa una estrategia prometedora para
optimizar la produccion de T. molitor de forma sostenible, segura y eficiente (Ribeiro et al,
2018; Van Huis, 2020; Jamuna and Jeevaratnam, 2004).
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Objetivos generales de la tesis

El objetivo principal de esta tesis es analizar, cuantificar y caracterizar los cambios
morfolégicos, productivos, reproductivos y microbiolégicos ocurridos en la especie T.
molitor a lo largo del tiempo y en relacién con su origen geografico y condiciones de cria.
Para ello, se evaluaran variables como el peso, la longitud, la coloracion, la presencia de
malformaciones, parametros reproductivos, morfometria geométricay composicion de la
microbiota intestinal.

El segundo gran objetivo es explorar las aplicaciones practicas de estas diferencias
intraespecificas en el sector productivo, enfocandose en el aprovechamiento del vigor
hibrido, la seleccién de lineas con caracteristicas favorables y el uso de cepas bacterianas
beneficiosas presentes en la microbiota para mejorar el rendimiento, la sanidad y la
seguridad alimentaria en sistemas intensivos de cria.

Objetivos del Capitulo 1: Revision sistematica sobre
endogamia e insectos criados

Objetivo general:

Realizar una revision sistematica del conocimiento cientifico actual sobre los efectos de la

endogamia en insectos criados artificialmente, con especial atencion a sus implicaciones
en el rendimiento y bienestar de las poblaciones.

Objetivos especificos:

e Analizar los efectos de la consanguinidad en insectos desde una perspectiva
productiva, reproductiva, hormonal, inmunoldgica y genética.

e Comparar los hallazgos reportados en diferentes especies para identificar los
principales efectos negativos que podrian trasladarse a la cria intensiva de T.
molitor.

Objetivos del Capitulo 2: Hibridacion y caracteres
productivos

Objetivo general:

Evaluar los efectos de la hibridacion entre poblaciones globales de T. molitor sobre
caracteres productivos clave como el peso, longitud, coloraciény tasa de malformaciones.

Objetivos especificos:

e Comparar los resultados productivos obtenidos a partir de cruces entre
poblaciones de diferentes origenes geograficos.

e Determinar qué variables muestran diferencias estadisticamente significativas y
cémo estas pueden ser aplicadas en la optimizaciéon de sistemas industriales de
produccion.

41



Universidad de Murcia

Objetivos del Capitulo 3: Morfometria geomeétrica en el
analisis evolutivo

Objetivo general:

Aplicar herramientas de morfometria geométrica para comparar las formas corporales de
T. molitor entre individuos procedentes de diferentes origenes o criados bajo distintas
condiciones.

Objetivos especificos:

e Investigar la capacidad adaptativay evolutiva de T. molitor en respuesta a presiones
ambientalesy artificiales.

e Comprender la dinamica de expansién global de la especie y los cambios
morfolégicos asociados a esta dispersion.

Objetivos del Capitulo 4: Variabilidad de la microbiota
entre poblaciones

Objetivo general:

Estudiar las variaciones en la composicion de la microbiota intestinal de T. molitor entre
diferentes poblaciones a nivel mundial, considerando sus condiciones de origen y manejo.

Objetivos especificos:

e Comparar los perfiles taxondmicos de la microbiota entre poblaciones criadas en
sistemas intensivos, tradicionales o procedentes del medio silvestre.

e Analizar como variables ambientales como la temperatura, humedad y dieta
afectan la estructura microbiana en funcion del pais de origen.

Objetivos del Capitulo 5: Efecto de la dieta sobre la
microbiota

Objetivo general:

Evaluar el impacto de dietas diferenciadas, particularmente aquellas enriquecidas con
hongos, sobre la microbiota intestinal de una misma poblacion de T. molitor.

Objetivos especificos:

e Analizarlos cambios microbianos inducidos por dietas suplementadas con micelio
o carpdforo fungico.

e Determinar como la proporcién de los ingredientes fungicos (20% y 80%) modula la
composiciony diversidad de la microbiota.
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Objetivos del Capitulo 6: Patogenos y probidticosen T.
molitor

Objetivo general:

Investigar el efecto de diferentes patégenos relevantes en la cria de T. molitor y evaluar el
potencial del probidtico Pediococcus pentosaceus como herramienta para mitigar sus
impactos negativos.

Objetivos especificos:

e Determinar los efectos de la infeccidon por Staphylococcus aureus, Enterobacter
hormaecheiy Fusarium spp. sobre variables productivasy fisiolégicas de T. molitor.

e Identificar el método de infeccion mas agresivo en términos de letalidad vy
alteraciones morfolégicas.

e Evaluar la capacidad de P. pentosaceus para modular la microbiota y aumentar la
resistencia del insecto frente a dichos patdgenos.
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Capitulo 1

El crecimiento acelerado de la poblacién mundial, que se estima alcanzara los 10.000
millones de personas en 2050, ha intensificado la busqueda de fuentes de proteina mas
sostenibles. En este contexto, la cria de insectos, como T. molitor, se ha consolidado como
una alternativa viable por su alta eficiencia de conversidon alimenticia y bajo impacto
ambiental. Sin embargo, el avance de la produccion masiva plantea preocupaciones sobre
los efectos de la endogamia en las poblaciones explotadas industrialmente. Este capitulo
presenta una revision sistematica, desarrollada bajo las directrices PRISMA, que analiza
las consecuencias del cruzamiento entre individuos emparentados en T. molitor, asi como
en otras especies de insectos de interés zootécnico, con el fin de contextualizar los
hallazgos.

El andlisis de 19 estudios revela que la endogamia puede tener efectos negativos
significativos a nivel reproductivo, inmunoldgico, comportamentaly genético. En T. molitor,
los individuos endogamicos presentaron reducciones en la tasa de supervivencia, nimero
y peso de huevos, peso larval y masa corporal adulta, asi como un retraso en el desarrollo,
particularmente en las hembras. Ademas, se observé una menor resistencia a infecciones
por Beauveria bassiana y alteraciones comportamentales asociadas a sefiales quimicas
sexuales: las hembras evitaron feromonas emitidas por machos endogamicos. En especies
como Plodia interpunctella, se registré una menor produccion de feromonas sexuales por
parte de machos consanguineos, lo cual redujo su éxito reproductivo.

Desde el punto de vista genético, la endogamia en T. molitor ha provocado una
homogeneizacion de los acervos genéticos. En Hermetia illucens, se detectaron
coeficientes de endogamia a nivel gendmico superiores a los observados en Tribolium
castaneum, y los valores de Fst entre poblaciones geograficamente distintas reflejan una
divergencia considerable, especialmente entre poblaciones silvestres y aquellas
adaptadas a ambientes industriales como molinos de harina.

A pesar de los avances, persisten lagunas importantes en la literatura, especialmente en
relacion con el impacto de la endogamia sobre la microbiota intestinal, el desarrollo
completo del ciclo de vida, la movilidad o el perfil nutricional de los insectos criados.
Superar estos vacios resulta esencial para garantizar la sostenibilidad genética, sanitariay
productiva de los sistemas de cria intensiva de insectos comestibles.

Capitulo 2

La cria intensiva de insectos comestibles requiere un conocimiento detallado sobre los
factores que influyen en la calidad y productividad de las poblaciones, especialmente en
especies como T. molitor. Este capitulo analiza los efectos del cruzamiento entre distintas
poblaciones geograficamente separadas y mantenidas bajo condiciones variables,
evaluando su impacto sobre una serie de caracteres fenotipicos clave: peso corporal,
longitud, coloracion cuticular y frecuencia de malformaciones morfolégicas. Estos rasgos,
facilmente medibles en condiciones de produccién, ofrecen una via practica para mejorar
la eficiencia del proceso selectivo y asegurar la calidad de las lineas de cria.
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Los resultados obtenidos muestran que el 68,8 % de los cruzamientos interpopulacionales
presentaron diferencias significativas en el peso, lo que refuerza el valor de esta variable
como criterio primario para la clasificacion de individuos de edad similar. Esta variabilidad
entre lineas genéticas sugiere una fuerte influencia del origen poblacional sobre la
expresion del tamafio corporal, factor determinante en el rendimiento productivo. Por otro
lado, se observé una correlacién positiva (r = 0,55) entre la intensidad de la coloraciény la
presencia de malformaciones, lo que apunta a la posibilidad de utilizar el grado de
pigmentacion como un marcador indirecto del estado de viabilidad o salud del individuo,
especialmente util en fases tempranas del desarrollo.

Elanalisis de los distintos tipos de cruces revela que aquellos realizados entre poblaciones
homogéneas (por ejemplo, Spain x Spain o China x China) presentan mayores tasas de
malformaciones. Este hallazgo es consistente con los efectos esperados de la depresion
endogamica, que tiende a acumular alelos deletéreos y reduce la viabilidad de la
descendencia. En cambio, los cruzamientos entre lineas genéticamente distantes
mostraron una mayor estabilidad fenotipica y menor incidencia de defectos, reflejo del
fendmeno de vigor hibrido o heterosis. Esta ventaja observada en los cruces heterogéneos
proporciona un argumento sélido para su aplicacion practica en programas de mejora
genética en insectos de interés comercial.

En conjunto, este estudio resalta la importancia de integrar evaluaciones fenotipicas
detalladas dentro de las estrategias de gestidn genética en sistemas de cria intensiva. EL
conocimiento generado permite no solo optimizar la seleccion de parentales con alto
potencial productivo, sino también disefiar esquemas de cruzamiento que maximicen la
robustezy calidad de las poblaciones de T. molitor. Estos resultados sientan las bases para
la consolidacién de protocolos de selecciéon mas eficientes, orientados a la estabilidad
genética y al aprovechamiento de las ventajas del cruzamiento interpopulacional.

Capitulo 3

Tenebrio molitor, tradicionalmente considerado una plaga de productos almacenados
debido a su capacidad de causar dafios en granos y cereales, ha pasado en las uUltimas
décadas a ser un organismo de interés creciente para la cria intensiva. Esta transformacion
responde al potencial del insecto como fuente sostenible de proteina y otros compuestos
utiles en la alimentacion animal, agricultura y cosmética. Paralelamente a este cambio de
paradigma, se ha producido una expansion global de su cultivo, lo cual plantea
interrogantes sobre la variabilidad fenotipica y morfolégica de las poblaciones actuales
respecto a las antiguas, asi como sobre los efectos de la domesticacion, el aislamiento
geografico y los sistemas de cria intensiva en la diversidad de la especie.

En este capitulo se aplica la técnica de morfometria geomeétrica con el objetivo de analizar
los patrones de variacidon morfolégica en poblaciones de T. molitor a lo largo del tiempo y el
espacio. Se compararon poblaciones provenientes de cuatro continentes (América,
Europa, Africa y Asia), representadas por ejemplares recolectados en diferentes siglos y
bajo distintos métodos de cria (tradicional, intensiva o salvaje). Se capturaron imagenes
dorsales y ventrales de 10 individuos adultos por poblacion, identificando puntos de
referencia anatdmicos (landmarks) que fueron analizados mediante Andlisis de
Componentes Principales (PCA) y Analisis de Variables Candnicas (CVA), con el fin de
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explorar la estructura de la variacion y clasificar las poblaciones segun origen, antigliedad
y sistema de cria.

Los resultados obtenidos revelan una clara pérdida de diversidad morfolégica en las
poblaciones modernas en comparacion con las histéricas, lo que sugiere un proceso de
homogenizacidn relacionado con la domesticacion y seleccidn intensiva. Asimismo, se
observa una mayor similitud morfolégica entre las poblaciones europeas y asiaticas,
mientras que las de origen americano y africano presentan patrones diferenciales,
posiblemente reflejando trayectorias evolutivas distintas o eventos de aislamiento
reproductivo. Esta estructura geografica de la variacién sugiere que la expansion global de
la especie no ha sido homogénea y ha estado influida por factores historicos como la
expansién agricola y los movimientos coloniales, que han facilitado la dispersion
involuntaria de cepas locales.

Este estudio destaca el valor de la morfometria geométrica como herramienta para rastrear
los efectos de la domesticacion y el aislamiento geografico en insectos de interés
industrial. Los resultados alertan sobre la necesidad de conservar la variabilidad
morfoldgica como parte del acervo genético de T. molitor, especialmente en contextos de
mejora genéticay sostenibilidad productiva.

Capitulo 4

La microbiota intestinal constituye un componente esencial en la fisiologia de los
organismos, al desempenar un papel clave en procesos como la digestion, el metabolismo,
la inmunidad y la resistencia frente a patégenos. En insectos, esta comunidad microbiana
es especialmente relevante debido a su capacidad de adaptacién rapida a cambios en el
entorno, y su modulacion puede influir directamente en el rendimiento productivo. Aunque
se tiende a asumir que los organismos de una misma especie presentan una microbiota
relativamente homogénea, estudios recientes demuestran que factores como el origen
geografico, la dieta, el sistema de cria y las condiciones ambientales pueden generar
importantes variaciones en la composicion y diversidad de la microbiota intestinal.

Este estudio analiza comparativamente las comunidades bacterianas presentes en el
intestino de ejemplares adultos de T. molitor pertenecientes a cuatro colonias con origenes
geogréficos distintos (América, Europa, Asia y Africa). Las muestras representan sistemas
de cria diversos, desde explotaciones industriales intensivas hasta poblaciones criadas en
condiciones mas tradicionales o semicontroladas. El objetivo principal es evaluar hasta
qué punto las condiciones locales —particularmente la dieta, la humedad, la temperatura
y el método de cria— afectan la estructura microbiana intestinal del insecto.

La investigacion se basa en técnicas de secuenciacion de nueva generacion (NGS)
aplicadas al ADN ribosomal 16S para identificar y cuantificar los distintos taxones
bacterianos presentes en las muestras. A través de analisis de diversidad alfa y beta, asi
como representaciones graficas mediante PCoA (Analisis de Coordenadas Principales), se
caracterizo la riqueza, equitatividad y similitud entre comunidades bacterianas. Se presté
especial atencion a la abundancia relativa de géneros potencialmente beneficiosos o
perjudiciales, con implicaciones para la salud del insecto y su eficiencia productiva.
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Los resultados muestran diferencias significativas entre las poblaciones analizadas, tanto
en la diversidad total como en la composicion especifica de su microbiota. Las
poblaciones criadas en ambientes mas calidos y himedos tendieron a presentar una
microbiota mas rica y diversa, mientras que aquellas sometidas a regimenes alimentarios
mas homogéneos y condiciones controladas mostraron una menor variabilidad. Estas
observaciones sugieren que la microbiota de T. molitor no solo refleja la historia ambiental
y geografica de cada poblacion, sino también que puede ser modulada estratégicamente
mediante ajustes en el manejo zootécnico.

Este capitulo contribuye a reforzar la idea de que el conocimiento profundo de la
microbiota en insectos es indispensable para el disefo de programas de cria mas
eficientes, sostenibles y resilientes, donde se maximicen los beneficios de comunidades
microbianas favorables y se minimicen los efectos de posibles disbiosis o patdégenos
oportunistas.

Capitulo 5

La microbiota intestinal desempefa un papel esencial en la salud, fisiologia y rendimiento
productivo de T. molitor, insecto cada vez mas utilizado en la industria agroalimentaria por
su eficiencia en la conversidn de residuos organicos y su alto valor nutricional. Dado que el
tipo de dieta influye significativamente en la composicién de la microbiota, este estudio se
centra en evaluar como distintas formulaciones alimenticias basadas en hongos pueden
modular las comunidades bacterianas intestinales del insecto.

Se disefid un experimento controlado en el que se compararon cinco dietas distintas: una
dieta estandar compuesta por salvado de trigo y patata, y cuatro dietas experimentales
suplementadas con micelio o carpdforo del hongo Lentinula edodes, en proporciones del
20% y 80%. Tras un periodo de alimentacion, se extrajo ADN intestinal de los individuos
alimentados con cada tratamiento y se realizd una secuenciacion masiva de la region 16S
del ADN ribosomal para identificar la estructura y composicion bacteriana a diferentes
niveles taxondmicos (filo, familia, género y especie).

Los resultados revelaron que lainclusion de micelio, particularmente al 20%, promovio una
mayor diversidad bacteriana (mayor riqueza y equitatividad), lo cual podria relacionarse
con beneficios fisiolégicos y funcionales. En contraste, las dietas con carpdforo al 80%
indujeron una disminucion significativa de la diversidad microbiana y favorecieron la
proliferacion dominante de taxones especificos como Enterobacter hormaechei, especie
con potencial patdgeno. Este desequilibrio, o disbiosis, puede comprometer la salud
intestinal y la eficacia productiva del insecto. Asimismo, se observd una sustitucion
progresiva de bacterias del filo Firmicutes por Proteobacteria en funcion del tipo y
proporcion del suplemento fungico, con una clara relacion dosis-dependiente.

Estos hallazgos permiten concluir que la composicion de la dieta tiene un efecto profundo
sobre la ecologia microbianaintestinal de T. molitor, y que la inclusion de micelio de hongos
puede representar una herramienta eficaz para modular positivamente la microbiota. Por
el contrario, el uso excesivo de carpéforo debe abordarse con precaucién debido a sus
posibles efectos negativos sobre el equilibrio microbiano.
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En conjunto, este capitulo aporta conocimientos valiosos para el desarrollo de dietas
funcionales y adaptadas a las necesidades fisioldgicas del insecto, con el objetivo de
mejorar su bienestar y optimizar la produccién en sistemas intensivos de cria sostenibles.

Capitulo 6

El uso de probidticos en la produccién intensiva de insectos comestibles ha emergido
como una herramienta biotecnoldgica prometedora para mejorar el rendimiento
productivo y la resistencia frente a agentes patdgenos, contribuyendo asi a la
sostenibilidad de los sistemas de cria. En este estudio, se evalué el efecto del probidtico
Pediococcus pentosaceus sobre diversos parametros productivos, fisioldgicos y
morfoléogicos de T. molitor, tanto en condiciones estandar como bajo exposicion a
microorganismos patdgenos de relevancia en la cria intensiva.

Se disefd un experimento multifactorial que incluyé un grupo control, grupos tratados con
patoégenos (Fusarium spp., Enterobacter hormaechei y Staphylococcus aureus) y grupos
combinados con dichos patégenos y suplementacién de P. pentosaceus, administrado en
dietas liquidas y secas. Las variables evaluadas incluyeron el tiempo de desarrollo larval,
tasas de mortalidad, peso y longitud de larvas y adultos, coloracion del exoesqueleto
(como aproximacién al contenido de quitina/quitosano) y frecuencia de malformaciones.

Los resultados mostraron que la suplementacion con P. pentosaceus no afectd
negativamente ningun parametro evaluado bajo condiciones normales, y de hecho mejoré
ligeramente algunos indicadores productivos. Bajo exposicion a patdgenos, el efecto del
probidtico fue marcadamente positivo: se observé una disminucion significativa en la
mortalidad, aceleracion del desarrollo larval, aumento del peso corporaly de la longitud de
los individuos. Asimismo, algunos tratamientos indujeron una mayor pigmentacién del
exoesqueleto, lo cual podria estar vinculado a un incremento en el contenido de
compuestos estructurales como el quitosano, con potencial interés para aplicaciones en
la industria farmacéuticay agricola.

Estos hallazgos posicionan a P. pentosaceus como un probiotico eficaz en la cria de T.
molitor, capaz de mejorar tanto la productividad como la resistencia frente a infecciones, y
con posibles beneficios colaterales en la calidad morfologica del producto final. La
implementacion de estrategias basadas en probioticos se perfila, por tanto, como una via
realista para optimizar la produccidn de insectos comestibles en sistemas agroindustriales
sostenibles, reduciendo la dependencia de antibidticos y mejorando el perfil
biotecnoldgico de las harinas de insecto.
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CAPITULO T

¢Por qué es importante estudiar la endogamia? una revision sistematica de sus
efectos en las poblaciones de insectos cautivos, especialmente centrada en la
especie comestible Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), segun las

directrices PRISMA
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Resumen

Se espera que la poblacion mundial alcance los 10 mil millones para 2050, aumentando la
necesidad de fuentes sostenibles de proteina. La cria de insectos ofrece una solucion
prometedora, pero su rapido crecimiento genera preocupaciones sobre la endogamiay sus
impactos en la productividad y salud genética. Esta revisién sistematica, siguiendo las
directrices PRISMA, examino los efectos de la endogamia en poblaciones de Tenebrio
molitor (Linnaeus, 1758), e incluy6 datos de otros insectos de cria para un contexto mas
amplio. Diecinueve estudios revelaron diferencias conductuales, reproductivas, genéticas,
inmunologicas y de desarrollo entre individuos endogamicos y exogamicos de T. molitor.
Los individuos endogamicos mostraron disminuciones en supervivencia, nimero de
huevos, peso de huevos y peso larval. El desarrollo de las hembras se retrasé y la masa
adulta se redujo en ambos sexos. La resistencia a infecciones por Beauveria bassiana
disminuyé en los escarabajos endogamicos. Conductualmente, las hembras pasaron
menos tiempo cerca de las feromonas de machos endogamicos y los visitaron con menor
frecuencia. En Plodia interpunctella, los machos endogamicos emitieron menos
feromonas, reduciendo su éxito reproductivo. Genéticamente, las poblaciones de T. molitor
mostraron un acervo génico homogenizado, mientras que Hermetia illucens presentd
coeficientes de endogamia gendmica superiores a los de Tribolium castaneum, y los
valores Fst entre grupos regionales destacaron la divergencia entre poblaciones silvestres
y aquellas recolectadas en molinos. A pesar de estos hallazgos, persisten vacios
importantes, especialmente sobre los efectos de la endogamia en microbiota intestinal,
tiempo de ciclo de vida, movilidad y calidad nutricional de los insectos de cria. Abordar
estas cuestiones es crucial para garantizar la sostenibilidad y productividad a largo plazo
de los sistemas de cria de insectos.

Palabras clave

Diversidad genética, endogamia, cria de insectos, gusano de la harina, fuentes sostenibles
de proteina.
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Introduccion

La endogamia ha sido ampliamente estudiada en mamiferos domesticados,
particularmente en el ganado bovino y porcino, donde se sabe que impacta negativamente
la eficiencia reproductiva, la productividad y la salud general. Por ejemplo, Van Knegsel et
al. (2014) encontraron que la depresion endogamica afectd de manera negativa los rasgos
de produccion y fertilidad en vacas lecheras, siendo los efectos de la endogamia reciente
mas severos que los de la endogamia antigua. De manera similar, Knol et al. (2002)
reportaron que coeficientes mas altos de endogamia en cerdos condujeron a
disminuciones significativas en rasgos reproductivos, incluyendo tamanos de camada
reducidos y menores tasas de supervivencia de los lechones. Estos hallazgos resaltan la
importancia de mantener la diversidad genética en las poblaciones de ganado para mitigar
los efectos perjudiciales de la endogamia.

Los efectos de la endogamia en vertebrados estan bien documentados, pero pocos
estudios han considerado sus impactos en insectos, especialmente en especies criadas
comercialmente como Tenebrio molitor Linnaeus, 1758. Este coledptero ha ganado
prominencia en las industrias agricola y alimentaria debido a su alto contenido proteico, su
facil cria y su capacidad para convertir desechos vegetales en biomasa. Las larvas sirven
como una fuente sostenible de proteina para alimento animal y consumo humano, y los
escarabajos adultos se utilizan en aplicaciones cosméticas, agricolas e industriales (Van
Broekhoven et al, 2015; Oonincxy de Boer, 2012).

Las preocupaciones sobre la diversidad genética han aumentado a medida que la cria de
T. molitor se expande en Europa Occidental y América del Norte. A diferencia del ganado,
gue ha pasado por extensos programas de seleccion, las poblaciones de T. molitor criadas
probablemente provienen de un acervo genético limitado, incrementando el riesgo de
depresidon endogamica. La combinacién de similitud genética, altas tasas reproductivasy
rapida rotacion generacional puede acelerar la fijacion de alelos deletéreos, lo que podria
llevar a rasgos fenotipicos indeseables. Investigaciones en otros animales de cria han
demostrado que la endogamia puede afectar negativamente rasgos clave de aptitud,
incluyendo el éxito reproductivo, las tasas de desarrollo, la funcién inmune y la
supervivencia general (Frankham, 2005; Charlesworth y Willis, 2009). Dado estos riesgos,
investigar si ocurren patrones similares en T. molitor es esencial para evaluar las posibles
consecuencias de la endogamia en instalaciones de cria comercial.

Basandose en investigaciones en ganado vertebrado y debido a la creciente importancia
industrial de T. molitor, se recopilaron y analizaron en esta revision sistematica estudios
empiricos que examinaron los efectos de la endogamia dentro de las poblaciones de T.
molitor y entre ellas. En particular, se evaluaron los impactos de la endogamia en rasgos
clave de produccidn y reproduccion, incluyendo tasas de crecimiento, fertilidad, funcién
inmune y variabilidad genética. Al sintetizar la investigacion existente, esta revision
proporciona valiosos conocimientos sobre las consecuencias de la endogamia en la cria
de T. molitor y respalda el desarrollo de estrategias de manejo efectivas para mitigar sus
efectos negativos.

Métodos

Se revisaron sistematicamente estudios empiricos sobre produccién de insectos,
enfocdndose en la endogamia y las similitudes genéticas entre poblaciones. Esta revision
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se realizé siguiendo las directrices PRISMA (Page et al, 2021) para garantizar transparencia,
rigor y reproducibilidad en revisiones sistematicas. Dichas directrices orientan la
seleccion, evaluacién y sintesis de estudios, minimizando sesgos. En el caso de la
endogamia en insectos, ayudan a estructurar claramente la busqueda y analisis de la
literatura relevante, facilitando la comprension de la metodologia por parte de otros
investigadores.

A continuacion, se detalla la metodologia paso a paso.

Busqueda sistematica

La busqueda sistematica se realizd en las bases de datos Scopus, PubMed, Web of Science
y Google Scholar. Para asegurar la inclusion de investigaciones actualizadas, la busqueda
se restringio a articulos publicados desde 2018 en adelante, con la excepcidon de algunos
estudios mas antiguos seleccionados manualmente debido a su relevancia.

La busqueda se realizd utilizando la siguiente combinacién de términos (Fig. 1):
((consanguinity OR inbreed) AND (insect OR "Tenebrio molitor" OR mealworm) AND (effect
OR quinine OR reproduction OR metamorphosis OR hormone OR weight OR gene)).

Quinine
Reproduction
Effect
Metamorphosis
Hormone

Weight

Figura 1: Palabras clave utilizadas para la blsqueda bibliografica en Internet. La estrategia de blsqueda
combind términos relacionados con consanguinidad/reproduccion, la especie de insecto T. molitor y factores
como quinina, reproduccion, metamorfosis, hormonas, pesoy genes mediante operadores booleanos.

La busqueda arrojé un total de 300 articulos de todas las fuentes. Para refinar la seleccion,
se establecieron los siguientes criterios especificos de inclusion y exclusion.

Criterios de inclusion

e Se seleccionaron todos los articulos que cumplieron con los siguientes
criterios:

e Investigacion empirica basada en estudios experimentales.

e Insectos como sujetos principales de estudio.

e Comparaciones entre poblaciones con diferentes grados de endogamia.

e Especies con alta produccioén reproductiva y sin cuidado parental.

e Especies que puedan ser facilmente criadas en condiciones domésticas o
de granja.

e Publicaciones entre 2018 y 2025 (inclusive).

Criterios de exclusion

e Se excluyeron los siguientes estudios:

o Aquellos que se enfocaban en insectos acuaticos o especies con alguna
etapa metamarfica en el agua.

¢ Investigaciones que involucraban insectos hemimetabolos.

e Especies sociales o coloniales, como hormigas, avispas, abejas y termitas.
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e Especies con requerimientos de cria extremos o tiempos generacionales
largos.

Busqueda manual

Después de la seleccidn de articulos, se incluyeron cuatro estudios adicionales citados en
las referencias de la seleccidn preliminar, a pesar de estar fuera del rango inicial de fechas
de publicaciéon o provenir de otras fuentes. Estos articulos fueron publicados en 2011,
2012,2013y2014.

Resultados

Después de compilar todos los articulos obtenidos mediante la busqueda sistematica, se
aplicaron los criterios de inclusién y exclusion previamente definidos. Basandose
Unicamente en la revision de titulos, se seleccionaron inicialmente 291 articulos. Tras
eliminar cuatro duplicados, el niumero final fue de n = 287 (Fig. 2).

Posteriormente, se excluyeron 148 articulos tras revisar los resumenes, principalmente
porque no abordaban especificamente el tema de estudio. La seleccidn finalfue de n=139
articulos (Figura 2).

Finalmente, después de aplicar los criterios de exclusion —como estudios que
involucraban insectos sociales o especies con patrones reproductivos muy prolongados o
irregulares (por ejemplo, cigarras)— se descartaron 32 estudios. Como resultado, se
conservaron 15 estudios relevantes (n = 15). De estos, siete se enfocaron en Coledpteros,
mientras que los restantes abordaron otras especies de insectos como la mosca soldado
negra, polillasy grillos.

Al incorporar los articulos seleccionados manualmente, el numero total de estudios
incluidos en la revisidn sistematica fue de 19. Los resultados obtenidos se resumen en la
Tabla 1.

Respecto a los efectos de la endogamia sobre el comportamiento y los rasgos
reproductivos de los insectos, se identificaron nueve articulos que abordaban este tema,
de los cuales cuatro se centraron en T. molitor y los restantes en otras especies. Estos
estudios analizaron la relacion entre endogamia y diversos rasgos conductuales y
reproductivos para comprender los efectos mas amplios de la consanguinidad en las
poblaciones de insectos.

En cuanto a los estudios genéticos sobre la endogamia en insectos, se identificaron cuatro
articulos relevantes. Dos de ellos no midieron directamente los niveles de endogamia, pero
emplearon técnicas genéticas para evaluar el grado de parentesco entre poblaciones. Los
otros dos se enfocaron explicitamente en las consecuencias de la endogamia y su gestion
en poblaciones cautivas.
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A pesar de los efectos bien documentados de la endogamia sobre el éxito reproductivo y la
supervivencia, pocos estudios han investigado su impacto hormonal. En efecto, solo dos
trabajos examinaron especificamente la relacién entre hormonasy endogamia en insectos,
destacando la influencia de las senales hormonales en la atraccién sexual y el
comportamiento reproductivo.

Las relaciones entre endogamia y funciones inmunolégicas en insectos siguen sin estar
claras, ya que los estudios muestran resultados mixtos. Cuatro investigaciones clave
examinaron la respuesta inmune y la capacidad de encapsulacion en insectos con altos
niveles de endogamia para entender como esta afecta la resistencia a patdégenos y la
asignacion de energia.

Discusion

Lainvestigacion sobre los efectos de la endogamia en animales domesticados ha avanzado
significativamente, especialmente en vertebrados dentro de la cadena alimentaria
humana, donde numerosos estudios han documentado sus consecuencias negativas. En
contraste, pocos trabajos han abordado la endogamia en industrias de cria de
invertebrados, lo que resalta la necesidad de mayores esfuerzos de investigacion e
inversidn de recursos. Esta brecha de conocimiento es particularmente evidente en
insectos, dado que la cria de estos aun es una industria emergente. Ademas, la amplia
variedad de especies estudiadas sugiere que los efectos de la endogamia pueden variar
considerablemente entre especies e incluso entre diferentes etapas del desarrollo. La
endogamia es un fenédmeno inevitable en la mayoria de las poblaciones cautivas de
insectos, pero sus efectos perjudiciales pueden mitigarse mediante el refrescamiento
genético continuo, la introduccién periddica de poblaciones silvestres y el control de
estrategias de reproduccién para minimizar la consanguinidad.

Los estudios analizados en esta revision demostraron de forma consistente los impactos
adversos de la endogamia en multiples ambitos. Las crias resultantes de cruces entre
individuos emparentados presentaron rasgos perjudiciales, incluyendo:

Caracteristicas reproductivas y comportamentales: reduccidn en peso y tamafo,
alteracion de la coloracion de la cuticula y mayor duracion del proceso de metamorfosis.

Factores genéticos: incremento en la homocigosidad y disminucion de la diversidad
genética.

Cambios hormonales: disrupciones en la regulacion endocrina.
Respuestas inmunoldgicas: defensas debilitadas frente a patégenos y estresores externos.

Estos hallazgos subrayan la necesidad critica de implementar estrategias eficaces de
gestion genética para mantener poblaciones de insectos sanas y productivas en entornos
de cria.
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Figura 3: Mapa conceptual de los articulos incluidos en esta revisién sistematica, ordenados por tema de
estudio y especie.

Efectos de la endogamia sobre el comportamiento y los rasgos reproductivos
en insectos

Varios estudios demostraron cémo la endogamia puede influir en el comportamiento de
los insectos, especialmente en lo relativo a la evasion de depredadores, estrategias de
apareamiento y capacidad de respuesta al entorno. En T. molitor, Krams et al. (2014)
examinaron tres conductas clave: evasion de la depredacion, reflejo de inmovilidad y
tiempo de latencia ante amenazas. Sus hallazgos indicaron que estos comportamientos se
conservaban dentro de las poblaciones, pero existian diferencias entre poblaciones
correlacionadas con la distancia genética. Aunque no se reportaron datos cuantitativos
especificos, los autores subrayaron que los animales criados en laboratorio experimentan
una seleccioén natural relajada, lo que podria inducir cambios conductuales y reducir su
adaptabilidad ambiental.

En linea con estos resultados, Miiller et al. (2018a) estudiaron Phaedon cochleariae
(escarabajo del berro) y hallaron que las poblaciones altamente endogamicas presentaban
tasas de eclosion (-90 %), oviposicion (-27.1 %) y supervivencia (-45.2 %)
significativamente menores, aunque el tiempo de desarrollo apenas se vio afectado (+4.3
%). Ademas, compararon comportamientos exploratorios y defensivos frente a
depredadores. Los escarabajos con alto coeficiente de endogamia tardaban mas en buscar
proteccion tras un estimulo amenazante y permanecian inmaviles por mas tiempo tras su
cese. Paradodjicamente, mostraban comportamientos mas osados en entornos no
protegidos, lo que sugiere una mayor tendencia al riesgo.

Mas alla de los cambios conductuales directos, la endogamia también afecta la
comunicacién quimica y el reconocimiento de pareja. Miller et al. (2018b) analizaron los
hidrocarburos cuticulares de P. cochleariae y encontraron que las hembras endogamicas
producian sefales quimicas mas similares a las de los machos, reduciendo su atractivo
sexual. Estas hembras también mostraban mayor agresividad, y los machos preferian a
hembras exogdmicas, lo que sugiere que la agresividad femenina podria ser una respuesta
a dicha seleccidén, complicando aun mas la dinamica reproductiva.
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En un estudio relacionado, Amanullah et al. (2023) analizaron los efectos de la endogamia
sobre conductas innatas en Drosophila melanogaster, revelando una amplia gama de
alteraciones conductuales y fisioldgicas. Observaron una reduccién significativa de la
geotaxia negativa, debido a una menor capacidad de respuesta gravitacional. La fototaxia
positiva disminuyo un 30.9 %, y se retrasé la apariciéon de comportamientos sociales clave
como la agresion y el cortejo. Curiosamente, un subgrupo de moscas endogamicas que
mantenia fototaxia positiva mostro mejoras en el aprendizaje, lo que sugiere que la
endogamia podria purgar ocasionalmente alelos deletéreos relacionados con funciones
cognitivas. No obstante, también se reportd una reduccion de 1.78 veces en la viabilidad
general, lo que resalta sus efectos mayoritariamente negativos.

Los efectos sobre la conducta reproductiva y la aptitud biolégica son particularmente
relevantes, ya que inciden directamente en la viabilidad poblacional. Krams et al. (2014) y
Mdller et al. (2018a) demostraron que los individuos endogamicos de T. molitor y P.
cochleariae respondian mas lentamente a amenazas, presentaban tiempos prolongados
de inmovilidad y fuertes caidas en éxito reproductivo y supervivencia (superiores al 45 % en
algunos parametros). Complementando esto, Khodaei et al. (2020) identificaron un
mecanismo de reconocimiento de parentesco en larvas de D. melanogaster. Observaron
gue las larvas endogamicas tenian un 50 % mas de probabilidad de entrar en contacto con
huevos no emparentados y mostraban mayor canibalismo hacia ellos, lo que sugiere un
efecto de la endogamia sobre el comportamiento social, posiblemente como una formade
seleccién de parentesco.

Estudios recientes han resaltado los efectos complejos y, en ocasiones, contradictorios de
la endogamia sobre el comportamiento reproductivo, especialmente en especies como T.
molitor. Cargnelutti et al. (2021) cuantificaron los coeficientes de endogamia en T. molitor
y encontraron que los machos muy endogamicos invertian mas tiempo en
comportamientos de cortejo clave, como frotar antenas y patas. Aunque la duracion de la
c6pula no vario, este esfuerzo adicional se asocié a un mayor éxito reproductivo, lo que
sugiere un posible mecanismo compensatorio.

De forma paralela, Adamaki-Sotiraki et al. (2023a) examinaron la compatibilidad de cruce
entre cepas de T. molitor provenientes de Grecia, Bélgica, Italia y EE. UU. Todas las
combinaciones fueron compatibles, aunque ciertos cruces exogamicos —especialmente
entre cepas italiana-italiana, belga-italiana y belga-estadounidense— produjeron
mayores tasas de eclosion, y las larvas de cruces endogamicos fueron hasta un 4.46 % mas
ligeras. Un estudio posterior (Adamaki-Sotiraki et al, 2023b) centrado en cepas
endogamicas griegas e italianas mostro alto éxito reproductivo y supervivencia larval
constante, aunque las larvas de cruces endogamicos presentaron mayor variabilidad en el
peso. Esto ilustra la naturaleza impredecible de los efectos de la endogamia, donde
posibles ventajas a corto plazo pueden ir acompafadas de rasgos inconsistentes o
negativos.

Mas alld de T. molitor, Zaalberg et al. (2024) investigaron estrategias de seleccién en
Hermetia illucens (mosca soldado negra). Sus resultados mostraron que seleccionar
adultos en funcion del peso larval mejord el progreso genético, mientras que la cria
controlada redujo los niveles de endogamia. Sin embargo, fijar el nimero de larvas
fenotipadas por familia aumento la endogamia, redujo la variabilidad genética y provoco
una caida de hasta un 10 % en la supervivencia larval.
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En conjunto, estos hallazgos demuestran que la endogamia altera significativamente los
rasgos reproductivos en insectos: fecundidad, viabilidad larval, peso de las crias y
dinamica del apareamiento. Aunque algunos individuos endogamicos pueden compensar
desventajas genéticas mediante mayor esfuerzo de cortejo o mejoras inesperadas en
supervivencia, la tendencia general indica un desempefio reproductivo reducido y una
mayor variabilidad fenotipica. A medida que la cria de insectos se expande, gestionar la
endogamia se vuelve esencial para mantener poblaciones estables, productivas y
resilientes. Estrategias como programas de cria controlada, cruzamientos peridédicos entre
lineas, y uso estratégico de diversidad genética pueden mitigar los efectos negativos y
favorecer la sostenibilidad del sistema productivo.

Incremento en la homocigosidad y disminucion de la diversidad genética

Eleftheriou et al. (2022) analizaron poblaciones de T. molitor de granjasy centros de cria de
todo el mundo y encontraron un alto grado de similitud genética independientemente de la
ubicacién geografica. En contraste, las poblaciones silvestres de T. molitor mostraron una
divergencia genética significativa, siendo las de Alemania y Serbia las que presentaron las
mayores diferencias genéticas tanto entre sicomo con respecto a las cepas domesticadas.
Estos hallazgos sugieren que las practicas de cria comercial han dado lugar a un reservorio
genético homogeneizado en las poblaciones criadas de T. molitor.

Estos estudios demuestran los riesgos asociados con la homogeneidad genética en
poblaciones de insectos criados, particularmente en T. molitor, ya que las poblaciones
domesticadas en todo el mundo comparten un origen genético comun y exhiben altos
niveles de endogamia. La introduccién de individuos silvestres en los programas de cria
podria ayudar a mitigar estos riesgos al mantener la variabilidad genética, reduciendo asi
los efectos negativos de la endogamia y mejorando la adaptabilidad de los insectos
criados.

Papel de las hormonas en estudios de endogamia

Polkki et al. (2012) investigaron las senales hormonales producidas por machos
endogamicos y exogamicos de T. molitory evaluaron las respuestas de las hembras a estas
sefales quimicas. Sus resultados mostraron que las hembras pasaron significativamente
mas tiempo cerca de discos impregnados con el olor de machos exogamicos (145.9
segundos) en comparacion con los machos endogamicos (90.5 segundos), y también los
visitaron con mayor frecuencia (6.3 frente a 4.9 visitas, respectivamente). Esto sugiere una
fuerte preferencia femenina por las sefiales hormonales de los machos exogamicos. Por el
contrario, los machos mostraron diferencias menos pronunciadas en el comportamiento:
pasaron 107.3 segundos cerca de los discos de hembras exogamicas frente a 99.3
segundos para hembras endogamicas, y realizaron 6.4 frente a 5.3 visitas,
respectivamente. Estos hallazgos indican una posible influencia especifica del sexo de la
endogamia en la comunicacion por feromonas, siendo las hembras mas sensibles a la
calidad hormonal como senal para la seleccion de pareja.

De manera similar, Heydorn et al. (2018) estudiaron los impactos de la endogamia en la
sefalizacion de feromonas y la atraccion de pareja en las polillas Plodia interpunctella.
Encontraron que los machos endogamicos mostraban una capacidad reducida para
producir feromonas, lo cual llevd a una menor tasa de éxito en la atraccion de parejas. Esta
capacidad de sefalizacidn disminuida podria afectar negativamente su éxito reproductivo,
especialmente en entornos competitivos o con recursos limitados. Sin embargo, la

64



Universidad de Murcia

endogamia no afectd significativamente su comportamiento de vuelo general, lo que
sugiere que, si bien la produccién de feromonas se vio comprometida, otros rasgos
conductuales permanecieron estables.

Las hormonas a menudo han sido pasadas por alto en la investigacion sobre endogamia,
pero desempenan roles cruciales en la comunicacién de los insectos, el éxito del
apareamiento y la dinamica poblacional. Incluso cambios leves en la composicion
hormonal pueden influir significativamente en el ciclo reproductivo y las interacciones
sociales de un insecto. Ademas, las respuestas hormonales no solo son especificas de la
especie, sino también dependientes del sexo, lo que moldea aun mas los resultados
reproductivos en poblaciones endogamicas. Dada su importancia, los estudios futuros
deberian integrar analisis hormonales para obtener una comprensién mas completa de los
efectos de la endogamia en las poblaciones de insectos.

Endogamia y respuestas inmunitarias en insectos

Rantala et al. (2011) y Prokkola et al. (2013) investigaron la capacidad de respuesta
inmunitaria de T. molitor al probar la hipotesis de que la endogamia podria no afectar el
potencial inmune innato de un insecto, pero si alterar las respuestas inmunes reales.
Rantala et al. (2011) encontraron que los individuos endogamicos tenian tasas de
supervivencia mas bajas frente a infecciones flngicas (Beauveria bassiana, 37% de
supervivencia en endogamicos frente al 44% en exogamicos), desarrollo mas lento
(promedio de 119 dias en endogamicos frente a 113 en machos exogamicos) y menor masa
corporal adulta (132.8 mg en endogamicos frente a 147.4 mg en exogamicos).
Curiosamente, aunque el potencial de respuesta inmune (medido como respuesta de
encapsulacioén) fue similar (58.4% en endogamicos frente a 56.9% en exogamicos), estos
resultados sugieren que la endogamia reduce el rendimiento real mas que la capacidad
tedrica. Prokkola et al. (2013), aunque no compararon directamente individuos
endogamicos y exogamicos, concluyeron que la respuesta de encapsulacion tenia baja
heredabilidad y estaba mads influenciada por condiciones ambientales, como la
temperatura, mientras que la coloracion del tegumento mostré heredabilidad
inconsistente.

Duffield et al. (2019) exploraron aiin mas las compensaciones entre inmunidad y esfuerzo
reproductivo en machos de G. sigillatus. Los machos endogamicos exhibieron una
actividad antimicrobiana mas fuerte, pero invirtieron mas energia en el comportamiento de
llamado cuando estaban infectados con patdgenos leves, a diferencia de los machos
exogamicos que redujeron el cortejo y priorizaron la inmunidad. Esto indica un posible
cambio en la asignacion de energia en individuos endogamicos, favoreciendo los
comportamientos reproductivos incluso bajo riesgo de infeccion. Sin embargo, bajo
infecciones severas, las diferencias entre machos endogamicos y exogamicos
disminuyeron, lo que implica que los desafios inmunitarios extremos pueden anular las
distinciones conductuales vinculadas al trasfondo genético.

Letendre et al. (2022) examinaron como el sexo y la endogamia influyen en la inmunidad en
Gryllodes sigillatus, utilizando diferentes patégenos. Encontraron que la susceptibilidad
variaba segun el patdgeno: para Serratia marcescens, hubo una fuerte variacion genética
con un claro efecto de la endogamia; para Bacillus cereus, el impacto fue especifico del
sexo; y para Metarhizium robertsii, la endogamia tuvo efectos minimos e inconsistentes.
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Estos resultados sugieren que las consecuencias de la endogamia sobre la defensainmune
pueden depender del contexto y ser especificas del patdgeno.

A pesar de los hallazgos diversos, la evidencia sugiere que los insectos endogamicos a
menudo asignan mas energia a las respuestas inmunes, potencialmente a expensas del
crecimiento, la reproduccion o el desarrollo del tegumento. Por ejemplo, los escarabajos T.
molitor en lineas altamente endogamicas tendian a tener cuticulas mas blandas y
marrones, un posible signo de inversion comprometida en defensas fisicas. Comprender
los efectos de la endogamia sobre la funciéon inmunoldgica es fundamental, ya que una
asignacion energética desproporcionada puede tener efectos a largo plazo en la viabilidad
de la colonia. Una sobreinversion en defensas inmunes puede limitar la capacidad
reproductiva, mientras que una subinversion aumenta la vulnerabilidad a los patdgenos.
Estas compensaciones destacan la necesidad de mas investigacion sobre cémo la
endogamia moldea la estrategia inmune y la aptitud general en poblaciones de insectos
criados.

Este analisis sistematico de los estudios revisados destaca las consecuencias negativas
significativas de la endogamia en T. molitor y otras poblaciones de insectos en cautiverio.
Estos efectos se manifiestan en multiples aspectos biolégicos y conductuales, influyendo
en la reproduccion, diversidad genética, regulacion hormonal y respuestas inmunes. Por
ejemplo, los individuos endogamicos de T. molitor muestran una reduccién notable en
rasgos reproductivos como el nimero de huevos (-27.1%), el peso del huevo (-8.3%) y la
tasa de supervivencia (-45.2%) en comparacion con las poblaciones exogamicas (Mdiller
et al, 2018b). De manera similar, en Hermetia illucens, los niveles de endogamia superaron
consistentemente el 1.9% en todos los contextos de cria (Generalovic et al, 2021), y la
viabilidad reproductiva cayo en un factor de 1.78 (Amanullah et al, 2023).

La evidencia revisada subraya la necesidad urgente de estrategias de manejo genético en
los programas de cria de insectos en cautiverio. Mantener la diversidad genética mediante
cria controlada y la introduccion periddica de individuos silvestres puede mitigar los
efectos adversos de la endogamia. Por ejemplo, Adamaki-Sotiraki et al. (2023a) reportaron
hasta un 4.46% de reduccioén en el peso larval en lineas endogamicas, mientras que los
cruces hibridos entre cepas endogamicas produjeron inesperadamente una mayor
supervivencia larval (hasta +7%) y valores de rasgos mas extremos (Adamaki-Sotiraki et al,
2023b), lo que sugiere beneficios potenciales del cruzamiento estratégico.

Tabla 1: Resumen de estudios sobre los efectos de la endogamia en insectos. La tabla presenta un resumen de
los estudios que examinaron los efectos de la endogamia en insectos, destacando el enfoque de la
investigacion, la especie estudiada y el tipo de insecto (escarabajo, mosca, grillo o polilla). Se detallan el
tamafo de las muestras, las metodologias empleadas y los principales resultados. Estos estudios
proporcionan informacion valiosa sobre como influye la endogamia en rasgos bioldgicos esenciales, como la
reproduccion, la funcién inmunitaria y la diversidad genética.
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CAPITULO 2

Efectos de la endogamia en los insectos: Datos experimentales en la produccion
intensiva de Tenebrio molitor (Coleoptera:Tenebrionidae)
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Resumen

Este estudio investiga el impacto de las estrategias de cruzamiento sobre rasgos
fenotipicos clave en Tenebrio molitor, incluyendo el peso corporal, la longitud, la coloracion
de la cuticula y la incidencia de malformaciones. Entre los rasgos evaluados, el peso
mostrd una variacion significativa en el 68,8% de los tipos de cruce, lo que subraya su valor
como indicador discriminante para individuos del mismo estadio de desarrollo. Una
correlaciéon positiva moderada (r = 0,55) entre la frecuencia de malformaciones y la
intensidad de pigmentacion sugiere que la coloracidon puede servir como indicador no
invasivo para identificar individuos con un desarrollo comprometido. Los cruces
homogéneos (consanguineos), como Spain x Spain y China x China, mostraron elevadas
tasas de malformacion, probablemente como reflejo de la depresidon por endogamia,
mientras que los cruces heterogéneos (no consanguineos) mostraron una mayor
estabilidad fenotipica y robustez general del desarrollo. Estos resultados ofrecen ideas
practicas para optimizar la seleccion de cepas y las estrategias de hibridacion en los
programas de cria de insectos. El estudio subraya la importancia de integrar la seleccion
fenotipica en los protocolos de gestién genética para mejorar la eficacia y fiabilidad de los
sistemas de produccién de T. molitor.

Palabras clave

Lineas endégamas, lineas consanguineas, cruces Tenebrio, endogamia, genética de
insectos
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Introduccion

El estudio de la variabilidad genética dentro de las poblaciones de insectos es esencial
para comprender los efectos de la hibridacidon sobre diversos rasgos fenotipicos. En
particular, el escarabajo de la harina (T. molitor) ha sido ampliamente utilizado en
investigaciones sobre fisiologia, ecologiay genética aplicada debido a su importancia en la
industria de insectos comestibles, la alimentacion animaly su posible papel en la gestion
de residuos organicos (Grau et al, 2017; Van Huis et al, 2013). Sin embargo, los efectos de
la hibridacion entre poblaciones geograficamente distantes sobre rasgos como la longitud
corporal, el peso, la coloracion y la incidencia de malformaciones siguen siendo poco
comprendidos (Ghosh, 2021).

Estudios previos han demostrado que la hibridacién en poblaciones de insectos puede
producir efectos tanto beneficiosos como perjudiciales. Por ejemplo, investigaciones en
Drosophila melanogaster han demostrado que los cruces entre poblaciones
geograficamente distantes pueden aumentar la variabilidad genética, lo que en ocasiones
conduce a un mayor vigor hibrido (Gibson and Dworkin, 2004). Sin embargo, ciertos cruces
también se han asociado con incompatibilidades genéticas, lo que resulta en mayores
tasas de malformaciones o una viabilidad reducida de la descendencia (Edmands, 2007;
Templeton, 1986).

En T. molitor, los estudios recientes se han centrado principalmente en la produccién a gran
escalay las respuestas a factores ambientales (Morales-Ramos et al, 2020; Rumbos and
Athanassiou, 2021). Sin embargo, se sabe poco sobre cémo la hibridacion influye en sus
rasgos fenotipicos y fisioldgicos, lo que representa una brecha significativa en el
conocimiento sobre su potencial de mejora genética (Zhang et al, 2022). Investigaciones de
Adamaki-Sotiraki et al. (2023a) sugieren que la variabilidad genética en T. molitor podria ser
clave para optimizar la cria selectiva, sin embargo, los efectos especificos de combinar
poblaciones de diferentes regiones siguen siendo en gran medida inexplorados (Mamtimin
et al, 2023).

Con el aumento continuo de la poblacién mundial y la consiguiente mayor demanda de
proteinas (Ravzanaadii et al, 2012; Van Huis, 2021), junto con el aumento de costos y la
escasez de materias primas en la industria agroalimentaria, identificar los mecanismos de
herencia de rasgos en T. molitor es crucial para maximizar su potencial industrial a lo largo
de las generaciones (FAO, 2019).

Este estudio evalua el impacto de la hibridacién en T. molitor mediante el analisis de diez
combinaciones cruzadas entre poblaciones de Espanfa (S), Inglaterra (I), China (C) y Corea
del Sur (K). Se evaluaron cuatro rasgos fenotipicos clave: longitud corporal, peso,
coloraciéon (medida mediante la escala RGB) e incidencia de malformaciones.

Nuestros hallazgos destacan la importancia de la hibridacion en T. molitor para mejorar los
rasgos productivos en la cria selectiva y las aplicaciones industriales. Comprender los
efectos del cruce entre poblaciones geograficamente distintas es esencial para optimizar
las caracteristicas morfoldgicas y fisiolégicas, al mismo tiempo que se mitigan posibles
efectos negativos como el aumento de malformaciones. Con base en estos hallazgos, este
estudio tiene como objetivo analizar la variabilidad fenotipica en poblaciones hibridas de
T. molitor y explorar su potencial para mejorar las estrategias de cria y produccion a gran
escala (Adamaki-Sotiraki et al, 2023a, 2023b).
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Materiales y métodos

Origeny cria de los insectos

Se obtuvieron ejemplares adultos de T. molitor de cuatro poblaciones geograficamente
distintas: Espanfa (S), Inglaterra (E), China (C) y Corea del Sur (K). Para asegurar el control
genético, los individuos F1 de cada poblacion se criaron por separado bajo condiciones
idénticas, a fin de evitar el apareamiento previo al experimento. Todos los cruces se
iniciaron utilizando adultos virgenes (Tabla 1).

Tabla 1: Disefio experimentaly cruces entre las poblaciones de T. molitor estudiadas.
Cruce 1 Cruce 2 (complementario)

Origen del macho | Origende lahembra | Origen del macho | Origen de la hembra
Espana Espana Espana Espana
Espana China China Espana
Espana Corea del Sur Corea del Sur Espafa
Espana Inglaterra Inglaterra Espana

China China China China
China Corea del Sur Corea del Sur China
China Inglaterra Inglaterra China
Corea del Sur Corea del Sur Corea del Sur Corea del Sur
Coreadel Sur Inglaterra Inglaterra Corea del Sur
Inglaterra Inglaterra Inglaterra Inglaterra
Control

Se recolectaron cuatro larvas de T. molitor en cada una de las siguientes ubicaciones
geograficas:

e Espanfa (S): Esparragal, 18, 47155 Santovenia de Pisuerga, Valladolid.

e Inglaterra (E): 60-61 Barnes High St, Londres SW13 9LF.

e China (C): Distrito de Xiacheng, Hangzhou, Zhejiang, China (310004).

e Corea del Sur (K): 6-1 Nangmin-ro, Nangmin-dong, Dongnae-gu, Busan.

Diseno de los cruces y configuracion experimental.

Se establecieron diez combinaciones de cruces: SxS, SxC, SxK, SxE, CxC, CxK, CxE, KxK,
KxE y ExE. La primera letra indica el origen de la hembra y la segunda el del macho. Para
cada cruce, se realizaron tres réplicas, cada una con 50 hembras y 50 machos, lo que
resultd en 60 bandejas experimentales, mas una bandeja de control homogénea. Cada
bandeja (20 x 30 cm, &rea superficial: 0.06 m? se mantuvo en una cdmara ambiental
controlada bajo condiciones de cria estandarizadas detalladas en la Tabla 2.

Tabla 2: Condiciones de cria de las bandejas con los respectivos cruces de T. molitor durante el experimento.
Condiciones dentro de la camara de cria
Temperatura (°C) 22 -26
Humedad relativa (%) 40-60
N° de horas de luz al dia 4

Tipo de sustrato Salvado de trigo
Método de suministro de humedad 40 gramos suministrados cada 3 dias
Densidad (individuos por bandeja) 100
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El grupo control consistio6 en una sola poblacién no manipulada mantenida bajo
condiciones idénticas (Figura 1).

1st population 2nd population

SPAIN (S) CHINA (C)

=
| X
it

3rd population 4th population
KOREA (K) ENGLAND (E)

X1 4times

Fstx = 25%

—)

X2 6times

Fstx2 = 0%

Figura 1: Figura 1: Disefio experimental y resumen de las variables medidas. La seccion superior ilustra las
poblaciones y los cruces de T. molitor incluidos en el estudio. La seccién inferior izquierda presenta el
coeficiente de consanguinidad de cada cruce y el nUmero de cruces por caso. La seccion inferior derecha
resume las variables medidas: color, peso, malformaciones y longitud.

Recoleccion de muestras

Para cada cruce (generacion F2), se seleccionaron 30 machos adultos, con 10 individuos
por réplica. Para eliminar posibles efectos de alelos ligados al sexo, los machos se tomaron
equitativamente de bandejas de cruces reciprocos. Todos los individuos se recolectaron al
alcanzar la etapa adulta y se mantuvieron hasta completar su ciclo de vida naturaly morir,
para asegurar que la edad no afectara las variables estudiadas. Posteriormente, se secaron
para eliminar variabilidad asociada al contenido de aguay el tiempo de desarrollo.

Mediciones morfologicas y fenotipicas

Se registraron las siguientes variables:

e Peso corporal: Medido con una balanza de precision Accuris™ al miligramo mas
cercano (0.001 g).

e Malformaciones: Registradas como una variable binaria (presencia o ausencia
de defectos morfolégicos). Las malformaciones evaluadas incluyeron
deformidades en los élitros o en el exoesqueleto abdominal, especialmente en
casos donde el abdomen sobresalia anormalmente entre las alas (Figura 2).
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Normal Malformation

Figura 2: Las malformaciones estudiadas se basaban en defectos abdominales para los especimenes
estudiados de T. molitor, concretamente casos en los que el abdomen sobresalia anormalmente entre los
élitros.

e Longitud corporal: Medida desde la punta del abdomen hasta la base de las
mandibulas con un calibrador digital (Figura 3).

Figura 3: Se recogieron datos de longitud de cada espécimen de T. molitor desde la punta del abdomen hasta la
cabeza siguiendo el eje longitudinal.

e Coloracion: Los valores RGB se extrajeron de fotografias digitales
estandarizadas tomadas con un estereomicroscopio STEMI-200-C, una
computadora Lenovo ThinkPad y el software SPOT 4.6 Advanced™. El color se
midid en el centroide de los élitros usando la herramienta cuentagotas de
Photoshop (radio de 25 pixeles), bajo iluminacidon y posicionamiento constantes
(Figura 4). Para medir la coloracién a partir de las fotografias, primero se
selecciond un punto blanco de referencia en cada imagen para calibrar el
balance de blancos, asegurando iluminacion uniforme y correcciéon de color en
todas las muestras. Luego, se midié el color en un punto especifico de cada
escarabajo. Los datos resultantes se registraron en la escala RGB (Rojo, Verde,
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Azul), que representa los colores a través de combinaciones de estos tres
componentes primarios de luz. Cada canal varia entre 0 y 255, donde (0, 0, 0)
corresponde al negro, (255, 255, 255) al blanco, y otras combinaciones
representan una amplia gama de colores.

Figura 4: Se tomaron fotografias para determinar el color en el baricentro del tridngulo formado por los vértices
que delimitan los élitros de cada espécimen de T. molitor.

Analisis estadistico

Los andlisis se realizaron utilizando SPSS y Microsoft Excel. Se aplicaron los siguientes
procedimientos estadisticos:

Estadistica descriptiva: Se calcularon medidas de tendencia central, dispersiény
forma de la distribucion para todas las variables cuantitativas por cruce.
Incidencia de malformaciones: Analizada mediante prueba de Chi-cuadrado (a =
0.05). Hipotesis nula: las frecuencias de malformaciones son iguales entre
cruces.

Rasgos cuantitativos: Se evalud la normalidad con la prueba de Shapiro-Wilk.
Debido alano normalidad en algunos casos, se utilizo la prueba de Kruskal-Wallis
(a = 0.05) para evaluar diferencias en las medianas. Los casos significativos se
analizaron con la prueba post hoc de Dunn.

Andlisis de correlacion: Se utilizé la correlacion por rangos de Spearman para
evaluar asociaciones entre variables cuantitativas y cualitativas.

ANCOVA: Se aplico para evaluar diferencias en la condicion (peso ajustado por
longitud corporal) entre cruces. Los datos fueron transformados log,, ¥ se
excluyeron valores atipicos para cumplir con los supuestos paramétricos. La
transformacion logaritmica se utilizd exclusivamente para este analisis a fin de
mejorar la normalidad de los residuos, estabilizar las varianzas de grupo y
asegurar una relacion lineal entre la covariable y la variable dependiente.
Andlisis de Componentes Principales (PCA): Se realizé para identificar patrones
multivariantes y reducir la dimensionalidad entre los rasgos morfoldgicos.

Control de calidad y ética

La consistencia en las mediciones se aseguro repitiendo los registros en un subconjunto
aleatorio de individuos. Se aplicé validaciéon cruzada para identificar y excluir valores
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atipicos. Todos los procedimientos cumplieron con las normas institucionales e
internacionales sobre el uso ético de invertebrados en investigacion.

Resultados

Los resultados se estructuran en tres subsecciones principales: (1) estadistica descriptiva
para cada variable y cruce, (2) comparaciones inferenciales entre tipos de cruces, y (3)
correlaciones entre variables.

Analisis descriptivo
Los rasgos cuantitativos—incluyendo coloracién, peso y longitud—se resumieron
utilizando estadisticas descriptivas estandar (media, mediana, moda, desviacion estandar,
rango y cuartiles). La frecuencia de malformaciones se calculé como porcentaje para cada
cruce.

Coloracion

El color se evalué utilizando el promedio de los componentes RGB (Figura 5). El cruce CxC
presento el valor medio mas alto de coloracidn (24.69), mientras que el cruce CxK mostré
el mas bajo (7.51). Se observd simetria en la distribucion en los cruces CxE y KxE, donde
las medias coincidian con las medianas y modas. El cruce CxC presenté el rango mas
amplio (94.33) y la mayor varianza (479.08), indicando alta dispersion. Los valores de
asimetria (skewness) y apuntamiento (kurtosis) variaron entre cruces: SxC mostré una
distribucion muy picuda (kurtosis = 14.68), mientras que SxK mostré la mas plana (kurtosis
= 0.12). Las distribuciones oscilaron entre altamente simétricas (SxK, skewness = 0.35)y
fuertemente sesgadas (KxK, skewness =4.51).
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Figura 5: Diagrama de cajas que muestra los valores atipicos de la variable color en los distintos cruces de T.
molitor. Los cruces estudiados en funcion del origen de los progenitores fueron clasificados en: SxS (Espafia x
Espafa), SxC (Espafia x China), SxK (Espafa x Corea del Sur), SxE (Espana x Inglaterra), CxC (China x China),
CxK 8China x Corea del Sur), CxE (China x Inglaterra), KxK (Corea del Sur x Corea del Sur), KxE (Corea del Sur x
Inglaterra) y EXE (Inglaterra x Inglaterra).

Peso
Los pesos medios mas altos se observaron en los cruces SxSy SxC (0.074 g), mientras que
el cruce KxK presenté el valor mas bajo (0.027 g) (Figura 6). Algunas distribuciones, como
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SxSy KxK, fueron aproximadamente simétricas. La mayor variabilidad ocurrié en el cruce
SxS (rango = 0.148 g), y la menor en CxC (rango = 0.036 g). Las medidas de asimetria y
apuntamiento indicaron notables asimetrias en ciertos cruces, particularmente en CxE
(skewness = 3.88, kurtosis = 18.86).
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Figura 6: Diagrama de cajas con valores atipicos para la variable peso en cada uno de los cruces de T. molitor.
Los cruces estudiados en funcién del origen de los progenitores fueron clasificados en: SxS (Espafia x Espafia),
SxC (Espafia x China), SxK (Espafia x Corea del Sur), SxE (Espafia x Inglaterra), CxC (China x China), CxK 8China
x Corea del Sur), CxE (China x Inglaterra), KxK (Corea del Sur x Corea del Sur), KxE (Corea del Sur x Inglaterra) y
EXE (Inglaterra x Inglaterra).
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Figura 7: Figura 7: Diagrama de cajas con valores atipicos para la variable longitud en los distintos cruces de T.
molitor. Los cruces estudiados en funcion del origen de los progenitores fueron clasificados en: SxS (Espafia x
Espafia), SXC (Espafa x China), SxK (Espafia x Corea del Sur), SxE (Espafia x Inglaterra), CxC (China x China),
CxK 8China x Corea del Sur), CxE (China x Inglaterra), KxK (Corea del Sur x Corea del Sur), KxE (Corea del Sur x
Inglaterra) y EXE (Inglaterra x Inglaterra).
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Malformaciones
Se observé una variacion marcada en la incidencia de malformaciones entre cruces. Las
frecuencias mas altas se presentaron en los cruces endogamicos CxC (13.3%) y SxS
(10.0%), lo que concuerda con signos tipicos de depresion por endogamia. En contraste,
no se detectaron malformaciones en los cruces exogamicos SxK, SxE, CxK o KxE, lo que
resalta el papel potencial de la cruza externa para mitigar anormalidades del desarrollo.

Analisis Inferencial

Rasgos cuantitativos
La prueba de Kruskal-Wallis reveld diferencias significativas entre cruces para coloracion,
pesoy longitud (p < 0.05) (Tabla 3).

Tabla 3: Resultados del test de Kruskal-Wallis (U) y chi-cuadrado (x°) para cada variable cuantitativa estudiada
en los cruces de T. molitor.

[ Variable u X
Color 83,43 16,92
Peso 119,23 16,92
Longitud 72,82 16,92

Las pruebas post hoc de Dunn identificaron diferencias especificas por pares.
Destacadamente:

e Coloracion: Elcruce CxE presentd el mayor numero de diferencias significativas.
e Peso: Los cruces SxE y CxC mostraron la mayor variabilidad.
e Longitud: El cruce CxC difiri¢ significativamente de multiples otros (Tabla 4).

Tabla 4: nimero total de casos con diferencias significativas en las medianas de cada cruce de T. molitor en
comparacion con los demas cruces para cada variable cuantitativa.

Color Peso Longitud
SxS 4 7 4
SxC 5 7
SxK 4 5 3
SXE 6 8 5
CxC 7 8 8
CxK 4 5 4
CxE 8 7 3
KxK 5 5 3
KXE 4 5 6
ExE 7 5 3

El peso fue la variable mas diferenciadora, con diferencias medianas significativas en el
68.89% de las comparaciones por pares (Tabla 5).
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Tabla 5: Tabla 5: porcentaje para cada variable en el que la mediana entre cada cruce de T. molitor presenta
diferencias significativas.

Variable Significante Casos %
Acierto 54 60
Color .
No acierto 36 40
Acierto 62 68,89
Peso .
No acierto 28 31,11
. Acierto 46 51,11
Longitud .
No acierto 44 48,89

Incidencia de malformaciones
El analisis de Chi-cuadrado arrojé un valor p = 0.083, lo que indica que no hubo diferencias
estadisticamente significativas en la frecuencia de malformaciones entre cruces al nivel a
= 0.05. Sin embargo, la tendencia hacia una mayor incidencia en los cruces endogamicos
sigue siendo bioldgicamente relevante (Tabla 6).

Tabla 6: valor de probabilidad para el chi-cuadrado de la variable cualitativa presencia de malformaciones para
los cruces de T. molitor.

Variable P-VALOR a
Presencia de malformacion 0,084 0,05

Analisis de correlacion
Los coeficientes de correlacidon de Spearman revelaron varias relaciones clave:

Correlacion negativa entre coloracién y peso (p < 0), lo que sugiere que los individuos mas
claros tienden a tener menor masa corporal.

Correlaciones positivas entre peso y longitud, y entre longitud y coloracion.

La correlacion mas fuerte fue entre coloracion y presencia de malformaciones (p = 0.55), lo
que indica que la pigmentacion puede ser un indicador fenotipico de anomalias del
desarrollo (Tabla 7).

Tabla 7: valor de probabilidad para el coeficiente de Spearman que compara el color (C), la longitud (L), el peso
(W) y la frecuencia de malformaciones (M) para cada cruce de T. molitor.

p (C-W) -0,213
p(C-L) 0,091
p (W-L) 0,447
p (C-M) 0,557
p (W-M) 0,479
p (L-M) 0,453

ANCOVA y Analisis de Componentes Principales (PCA)

EL ANCOVA mostro diferencias significativas en la condicidn corporal (peso ajustado por
longitud) entre cruces (Tabla 8).
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Tabla 8: Tabla 8: resultados de los analisis ANCOVA de la condicién en adultos de T. molitor. la longitud es la
covariable, y la cruz es el factor fijo.

F D.f. P
Longitud 67.22 1.19 <0.001
Cruce 2.90 9.19 <0.01
Longitud x cruce 2.95 9.19 <0.01

Las comparaciones post hoc indicaron que el cruce CxE tuvo el indice de condiciéon mas
alto (p < 0.001), seguido por SxCy SxS (Figura 8).
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Figura 8: Comparacion de la condicién con las medias ajustadas al tamafio (+95% C.L.) entre diferentes cruces
en adultos de T. molitor. Los cruces estudiados en funcién del origen de los progenitores fueron clasificados en:
SxS (Espana x Espafa), SxC (Espana x China), SxK (Espafa x Corea del Sur), SXE (Espafa x Inglaterra), CxC
(China x China), CxK 8China x Corea del Sur), CxE (China x Inglaterra), KxK (Corea del Sur x Corea del Sur), KxE
(Corea del Sur x Inglaterra) y ExE (Inglaterra x Inglaterra).

ELPCA explict el 86.01% de la varianza total en dos componentes:

e (CP1(49.74%): Asociado positivamente con peso y longitud.
o (CP2(36.28%): Correlacionado con la coloracion (Tabla 9).

Tabla 9: matriz de componentes rotada para los componentes con valores superiores a 1 para los componentes
1y 2 para los cruces de T. molitor.

Componente
1 2
Peso 0.781 -0.445
Longitud 0.900 0.209
Color 0.006 0.958
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Figura 9: Representacién grafica de los centroides de cada cruce de T. molitor en funciéon de las puntuaciones
factoriales obtenidas por regresion para cada uno de los individuos del ACP. Los cruces estudiados en funcién
delorigen de los progenitores fueron clasificados en: SxS (Espafia x Espafia), SxC (Espafia x China), SxK (Espafia
x Corea del Sur), SXE (Espafia x Inglaterra), CxC (China x China), CxK 8China x Corea del Sur), CxE (China x
Inglaterra), KxK (Corea del Sur x Corea del Sur), KxE (Corea del Sur x Inglaterra) y EXE (Inglaterra x Inglaterra).

Los cruces con progenitores coreanos (K) se agruparon en el cuadrante superior izquierdo
del grafico PCA, caracterizados por menor tamafioy pigmentacién. En contraste, los cruces
derivados de China (C), particularmente SxC, se agruparon en el lado opuesto, indicando
mayor tamano corporal y mejor condicion (Figura 9).

Discusion
Este estudio aporta evidencia de que el cruzamiento entre poblaciones geograficamente

distintas de T. molitor afecta rasgos fenotipicos, incluidos el peso, la longitud, la coloracion
y la tasa de malformaciones.

Heterogeneidad genéticay expresion fenotipica. Las diferencias significativas entre cruces
sugieren que la variacion genética desempenfa un papel clave en los rasgos fenotipicos. Los
cruces entre poblaciones genéticamente distantes tendieron a mostrar vigor hibrido,
mientras que las combinaciones endogamicas como CxC y SxS fueron mas propensas a
presentar malformaciones. Estos hallazgos respaldan investigaciones previas que vinculan
la endogamia con inestabilidad del desarrollo y disminucion de la aptitud bioldgica
(Adamaki-Sotiraki et al. 2023a, 2023b). Tendencias similares se han observado en otros
sistemas de insectos: Malfant et al. (2018) demostraron que los cruces interpoblacionales
en Ciona intestinalis mejoraron laviabilidad y la consistencia del crecimiento, mientras que
Lany Negre (2023) observaron un mejor desempefo larvaly menos defectos del desarrollo
en lineas hibridas de Spodoptera frugiperda. Ademas, Wang and Zhang. (2015) utilizaron
perfiles de expresion génica en Bombyx mori para mostrar que la heterosis a menudo se
basa en unaregulacion no aditiva de genes relacionados con el crecimientoy lainmunidad.
En conjunto, estos estudios subrayan la relevancia bioldgica de las estrategias de
cruzamiento para mejorar la estabilidad de los rasgos y mitigar los efectos negativos de la
homogeneidad genética.
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Incidencia de malformaciones. La ausencia de malformaciones en varios cruces
heterogéneos resalta los beneficios de la diversidad genética para promover la estabilidad
del desarrollo. En contraste, las tasas mas altas de malformaciones en los cruces
homogéneos pueden reflejar la expresién de alelos recesivos deletéreos, en linea con la
teoria de la depresion por endogamia (Wright, 1931). Hallazgos recientes apoyan esta
interpretacidon: Adamaki-Sotiraki et al. (2023b) reportaron que los cruces entre cepas
genéticamente distantes de T. molitor resultaron en una mayor consistencia morfolégicay
menos anomalias del desarrollo en comparacion con lineas endogamicas. De manera
similar, Lan y Negre (2023) observaron en otras especies de insectos que los hibridos
intercepa de Spodoptera frugiperda presentaron menos defectos fenotipicos y mayor
robustez, atribuida a la heterosis. Estos estudios reafirman que la hibridacién no solo
mejora los rasgos productivos, sino que también mitiga las consecuencias fisiolégicas de
la uniformidad genética.

Masa corporal y morfometria. El peso se destacé como una variable fenotipica clave,
altamente sensible alfondo genético. La fuerte correlacidn entre pesoy longitud indica que
ambos rasgos pueden estar influenciados conjuntamente por el genotipo y el ambiente, en
concordancia con trabajos previos sobre la fisiologia del desarrollo de T. molitor (Morales-
Ramos et al. 2012, Leclercq 1963). Estudios recientes han resaltado aun mas la
importancia de estos indicadores morfoldgicos bajo condiciones de cria variables. Por
ejemplo, Rumbos et al. (2021) demostraron que el origen de la cepa afecta
significativamente el tamano y el peso larval, especialmente con diferentes sustratos
alimenticios. Ademas, Adamaki-Sotiraki et al. (2023a) informaron que la masa corporaly la
longitud estan fuertemente moduladas por factores ambientales como la humedad y la
temperatura, reforzando su valor para evaluar el rendimiento y seleccionar cepas
adaptadas en programas de cria industrial.

Coloracién y desarrollo. La coloracion varié considerablemente entre cruces. Se observo
una pigmentacion mas saturada en lineas endogamicas, posiblemente debido a la fijacion
de alelos. En contraste, los cruces con mayor diversidad genética mostraron una
coloracién intermedia o combinada, consistente con la recombinacion alélica. Una fuerte
correlacion positiva entre la intensidad de la pigmentacion y la frecuencia de
malformaciones sugiere que la coloracion puede actuar como un indicador indirecto de
estrés durante el desarrollo. Estos resultados coinciden con hallazgos previos que
respaldan el papel de la pigmentacion de la cuticula como biomarcador de condicion
fisioldgica en insectos. Lee et al. (2008) demostraron que la produccién de melanina esta
limitada por la calidad proteica de la dieta, proponiendo que la expresion melanica puede
funcionar como un indicador “honesto” del estado fisioldgico del insecto. Asimismo,
Ramniwas et al. (2013) encontraron que los rasgos de melanizaciéon abdominal en
Drosophila estaban significativamente asociados con la regulacion del equilibrio hidrico y
estaban sujetos a presiones de seleccion bidireccional simultaneas. Estos hallazgos
refuerzan la hipétesis de que la coloracién cuticular refleja la calidad genética subyacente
y la estabilidad del desarrollo, especialmente bajo condiciones de endogamia o cria
subodptima o estrés ambiental. Mas recientemente, Bomble et al. (2024) demostraron gue
en larvas de Drosophila melanogaster, la exposicion a estresores ambientales como
desecacion, calor y hambre —individualmente o en combinacién— activé respuestas de
estrés oxidativo mediadas por especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (RONS),
estrechamente ligadas a la funciéon inmune y a la regulacion metabdlica. En este contexto,
la variacién observada en la coloracidn de la cuticula entre cruces de T. molitor puede
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reflejar diferencias en la resiliencia fisiolégica frente al estrés oxidativo. Dado que la
sintesis de melanina es energéticamente costosa y depende de la disponibilidad de
antioxidantes, la pigmentacion intensa observada en individuos endogamicos podria
indicar unaflexibilidad fisiolégica limitada y una menor capacidad para mitigar el estrés. En
cambio, la pigmentacién mas variable en los individuos exogamicos podria sefialar una
mayor capacidad antioxidante y una mayor estabilidad del desarrollo bajo condiciones
ambientales o metabdlicas desafiantes.

Analisis de Componentes Principales y Condiciéon Corporal. Los resultados del PCA
confirmaron una agrupacion morfolégica basada en el origen genético. Los cruces con
progenitores chinos presentaron mayor tamano y peso (PC1), mientras que los cruces
coreanos fueron mas homogéneos y mostraron valores fenotipicos mas bajos. ELANCOVA
confirmo diferencias significativas en la condicién corporal, siendo el cruce CxE el de
mejor desempefno. Estas tendencias pueden reflejar historias de seleccion distintas,
donde las lineas chinas han sido posiblemente moldeadas por una cria intensiva enfocada
en rasgos comerciales (Song et al. 2022). Investigaciones recientes respaldan esta
interpretacion: Rumbos et al. (2021) encontraron que las cepas de gusano de la harina
seleccionadas bajo condiciones industriales en China muestran mayores tasas de
crecimiento y eficiencia en la conversion alimenticia en comparacién con poblaciones
silvestres o menos seleccionadas. Ademas, Eriksson y Picard (2021) destacaron que la
seleccién de rasgos de mercado en insectos comestibles puede generar una divergencia
fenotipica rapida entre colonias geograficamente separadas, incluso dentro de la misma
especie. Estas observaciones subrayan como la presion selectiva a largo plazo, a menudo
vinculada a objetivos productivos regionales, puede resultar en perfiles morfofisioldgicos
distintos entre cepas. En conjunto, estos resultados destacan el valor de la hibridacion para
optimizar los resultados de cria. Integrar datos genéticos y fenotipicos puede informar
estrategias de seleccion que reduzcan malformaciones y mejoren los rasgos productivos
en T. molitor.
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CAPITULO 2

Salvando las distancias: ¢son los kildmetros la Unica distancia entre las poblaciones
mundiales de Tenebrio molitor? Una visidon general mediante morfometria geométrica
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Resumen

Tenebrio molitor es una especie clasificada como plaga debido a los dafios que puede
causar en los almacenes de grano y cereales. Este insecto, perteneciente al orden
Coleoptera, es cosmopolita y se distribuye por todo el mundo. Sin embargo, en los ultimos
afnos ha aumentado significativamente el interés por su cria industrial e intensiva, con el
objetivo de utilizar los productos que genera para aplicaciones en agricultura, alimentacion
animaly cosmeética.

En este estudio se emplean técnicas de morfometria geométrica para clasificar las
poblaciones de T. molitor en funcién de dos variables: método de cria y origen geografico,
con el fin de analizar como ha cambiado y se ha distribuido globalmente esta especie a lo
largo del tiempo.

Se capturaron imagenes dorsales y ventrales de 10 individuos adultos de cada poblacion
(América, Europa, Africa y Asia). Posteriormente, se analizaron los puntos de referencia
mas representativos mediante Analisis de Componentes Principales (ACP) y Analisis
Canodnico de Variables (ACV) para clasificar las poblaciones.

Los resultados indican que las poblaciones modernas presentan una pérdida de diversidad
morfolégica en comparacion con las silvestres, que son mas diversas. Ademas, las
poblaciones europeas y asiaticas estan mas emparentadas entre si, mientras que las
americanasy africanas muestran mayores diferencias con el resto.

Estos hallazgos sugieren que la pérdida de diversidad morfoldgica se ha intensificado a lo
largo de la domesticacion. Ademas, indican que el origen y la posterior expansion de la
especie estan correlacionados con el desarrollo de la agricultura y el colonialismo.

Palabras clave

Morfologia, Cria intensiva, Morfometria geométrica, Tenebrio molitor, Domesticacion
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Introduccion

Tenebrio molitor Linnaeus, 1758, conocido comunmente como el gusano de la harina, es
una especie de escarabajo cosmopolita ampliamente distribuida en todo el mundo.
Tradicionalmente se lo considera una plaga importante en las industrias de la harinay los
cereales debido al dano significativo que causa en instalaciones de almacenamiento de
granos (Vigneron et al. 2019). Su impacto no se limita a pérdidas cuantitativas y cualitativas
de los cereales almacenados; la presencia de fragmentos de insectos en productos
alimenticios también puede provocar reacciones alérgicas en consumidores sensibles,
representando un riesgo adicional para la seguridad alimentaria (Barre et al. 2019).

La globalizacidny el creciente intercambio internacional de materias primas agricolas han
facilitado la rapida expansiéon de T. molitor hacia nuevos entornos, permitiéndole
establecer poblaciones robustas en diversas regiones climaticas y ecolégicas. A pesar de
su ubicuidad actual, la evidencia filogeografica sugiere que su origen se encuentra en la
cuenca del Mediterraneo (Mancini et al. 2019). A lo largo de los siglos, los seres humanos
han invertido considerables esfuerzos y recursos en su controly erradicacién, debido a su
clasificacién como plaga nociva. Los insecticidas quimicos, particularmente los
organofosforados como el pirimifos-metilo, han sido comuUnmente empleados en
estrategias de control (Grau et al. 2017; Boukouvala et al. 2023). Sin embargo, las
preocupaciones sobre los residuos quimicos, la resistencia y su impacto ecoldgico han
llevado a una creciente restriccion en su uso, especialmente en productos destinados al
consumo humano o animal.

Paralelamente, T. molitor ha ganado atencion como fuente alternativa y sostenible de
proteina para la produccion de alimentos y piensos (Ravzanaadii et al. 2012; Grau et al.
2017). Su perfil nutricional, alta eficiencia de conversion y bajo impacto ambiental relativo
lo han posicionado como un candidato prometedor en el contexto de la bioeconomia
circular. Esta doble condicionh—como plaga y como insecto beneficioso—resalta la
importancia de comprender su biologia, dindamica poblacional y estrategias adaptativas.

En este contexto, explorar la variabilidad morfolégica de T. molitor es esencial para
entender mejor cémo responden sus poblaciones a cambios ambientales, condiciones de
cria y presiones antropogénicas. La morfometria geométrica ofrece un marco sélido y
cuantitativo para analizar la variacién de forma y la diferenciacion morfolégica entre
poblaciones (Benitez et al. 2024). A diferencia de la morfometria tradicional, este enfoque
preserva las propiedades geométricas de las estructuras y permite comparaciones
detalladas de la forma, las cuales pueden vincularse a factores ecologicos, genéticos o
funcionales.

Estudios previos han demostrado como los métodos de cria, los estresores ambientales e
incluso la endogamia pueden influir en los rasgos morfoldgicos y fisiologicos de T. molitor
(Grau et al. 2017). Ademas, los avances recientes en estudios gendmicos han revelado
diferencias estructurales significativas entre poblaciones de laboratorio y silvestres, lo que
sugiere un trasfondo evolutivo complejo influido por la seleccion artificial y el aislamiento
geografico (Eleftheriou et al. 2022).

Por lo tanto, el presente estudio tiene como objetivo aplicar técnicas de morfometria
geomeétrica para evaluar la variacién en forma y tamafio en poblaciones de T. molitor a
través de diferentes contextos geograficos y de cria. Al analizar especimenes recolectados
de distintos continentes (América, Europa, Africa y Asia), se busca dilucidar los patrones
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de divergencia morfolégicay sus posibles impulsores evolutivos. Esta investigacion no solo
contribuye a la comprensién fundamental de la evolucién morfolégica de la especie, sino
gue también ofrece conocimientos practicos para su manejo, ya sea como plaga o como
recurso en sistemas de cria industrial.

Materiales y métodos

Especimenes

Los especimenes de T. molitor fueron recolectados de poblaciones silvestres, de criaderos
convencionalesy de instalaciones industriales de cria de insectos. Cada grupo de insectos
que compartia las mismas caracteristicas fue designado como una poblacién. Todas las
poblaciones incluyeron 10 individuos adultos (Figura 1).

(1)

o (4)

Figura 1: esquema del proceso de estudio seguido, 1y 2: recogida de poblaciones de T. molitor en todo el
mundo, 3: captura de imagenes ventrales y dorsales, 4: colocacion de puntos de referencia, 5: estudio de los
datos y 6: comparacion entre poblaciones.

La Tabla 1 presenta la lista completa de poblaciones junto con sus caracteristicas
especificas en las tres variables estudiadas: pais de origen y método de cria. También se
proporcionan los coédigos de poblacion utilizados en el estudio y la leyenda
correspondiente para las figuras.

Las larvas vivas se recibieron y criaron en condiciones controladas. La cria se realiz6 en
bandejas de polietileno blanco (12 x 20 x 8 cm), con 250 larvas por bandeja. A cada
poblacidn se le proporciond inicialmente una capa de 3 cm de salvado de trigo organico
como sustrato. Cada dos semanas se afnadieron 150 g de salvado fresco. El tiempo de
desarrollo varid segun la poblacion y el tamafo larval al momento de la adquisicion,
tardando aproximadamente de 1 a 2 meses hasta que 10 individuos alcanzaran el estadio
adulto. Para mantener la hidratacion, se afladieron 200 g de papa fresca semanalmente.
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Durante el periodo de cria, la temperatura se mantuvo entre 20-24°C y la humedad relativa
entre 35-45%.

Tabla 1. Cédigo del estudio, origeny condiciones de cria para las poblaciones de T. molitor.

Caédigo Origen Tipo de crianza
SPC201 Espafa Convencional
SPC202 Espafa Convencional
SPW20 Espafia Silvestre
SPI201 Espanfa Intensivo
SPI202 Espafa Intensivo
FRC20 Francia Convencional
GEC20 Alemania Convencional
ITC201 Italia Convencional
KOC20 Corea del Sur Convencional
CHC20 China Convencional
EGC20 Egipto Convencional
ENC20 Inglaterra Convencional

Preparacion de especimenes

Los individuos criados vivos fueron inmovilizados colocdandolos en una cdmara fria durante
10 minutos antes de la captura de imagenes.

Captura de imagenes

Las fotografias se tomaron bajo condiciones estandarizadas para capturar las estructuras
anatomicas relevantes, asegurando iluminacioén uniforme y resolucion suficiente para el
analisis posterior. Los individuos inmovilizados fueron fotografiados con un microscopio
estereoscopico conectado a una camara digital, usando el siguiente equipo:

e Microscopio estereoscopico STEMI-200-C
e Ordenador Lenovo ThinkPad
e Software SPOT 4.6 Advanced™

Se tomaron fotografias en vista dorsal para todas las poblaciones de museo. Para las
poblaciones criadas desde larvas, se capturaron tanto vistas dorsales como ventrales. En
cada imagen se incluy6 una regla de escala de 1 mm para conservar la consistencia de
escala.

Definicion de landmarks

Se seleccionaron un total de 13 landmarks anatomicos para las imagenes dorsales y 28
para las ventrales. Estos puntos fueron elegidos por su relevancia bioldgicay repetibilidad,
incluyendo sitios de insercién de apéndices, uniones intersegmentales y limites de areas
corporales. Se evitd el uso de pseudolandmarks subjetivos para asegurar la fiabilidad de
los datos (Figura 2)
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Figura 2: localizacién de los puntos de referencia elegidos para la posiciéon dorsal y ventral para la especie T.
molitor.

Adquisicion y procesamiento de datos morfométricos

Las coordenadas de los landmarks se extrajeron utilizando tpsUtil v1.82 (64-bit) para
organizar las bases de datos de imagenes y tpsDig v1.40 (64-bit) para digitalizar los
landmarks. Todas las imagenes fueron calibradas para minimizar distorsiones y asegurar la
comparabilidad entre individuos.

El analisis morfométrico se basd en la superposicion de Procrustes para eliminar
diferencias debidas a traslacién, rotacidon y escala.

Analisis estadistico

Se utilizaron Analisis de Componentes Principales (PCA) y Analisis de Variantes Candénicas
(CVA) para comparar poblaciones y explorar la variaciéon en la forma. Para minimizar el
sesgo relacionado con el tamafio o la orientacion del espécimen, se utilizaron centroides
poblacionales y configuraciones medias en las visualizaciones.

Serealizaron pruebas de permutacion para evaluar la significancia estadistica entre formas
poblacionales. Las diferencias morfolégicas se visualizaron mediante rejillas de
deformacion promedio para cada poblacion.

Software utilizado para el analisis

Todos los analisis morfométricos y estadisticos se realizaron con el software Morphol.
También se utilizd AutoCAD para asistir en la preparacion de figuras y visualizacion grafica
de estructuras morfométricas.

Control de calidad

Se repitieron las mediciones en un subconjunto aleatorio de individuos para evaluar la
precision y repetibilidad en la colocacién de landmarks. Se emplearon métodos de
validacion cruzada para detectar y eliminar puntos de datos inexactos.

Resultados

Se realizaron dos analisis por separado. El primero se baso en fotografias dorsales de T.
molitor de todas las poblaciones disponibles. El segundo utilizé fotografias ventrales de
poblaciones criadas a partir de larvas vivas, permitiendo la validacién cruzada de los
patrones morfoldgicos observados (Tabla 2).
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Tabla 2. Tabla 2. Valores posibles para todas las variables estudiadas en las poblaciones de T. molitor.

Método de cria Origen geografico
Intensivo

Convencional Diferentes paises
Silvestre

El analisis morfométrico geométrico reveld una variacion significativa en la forma entre
las poblaciones de T. molitor.

Analisis exploratorio

ELAnalisis de Componentes Principales (PCA) indico una notable variacion morfolégica en
varios puntos de referencia entre las distintas poblaciones de T. molitor (Figura 3).
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Figura 3: Variacién de la morfologia de la poblacién china de T. molitor analizada por morfometria geométrica
con lamedia delresto de las poblaciones, representada con un diagrama de nodos y bordes para las posiciones
dorsaly ventral.

La variacion de los puntos por orientacion fue la siguiente:

e Imagenes dorsales: puntos de referencia 2, 3, 10, 11, 12 y 13, que
corresponden a:

o Insercidn de las antenas, que varia en posicion entre poblaciones.
o Escutelo, que difiere en tamafio y desarrollo.
o Morfologia de la punta del abdomen.

e Imagenes ventrales: puntos 1, 10,11, 12,13, 14,16y 17, que representan:
o Curvatura maxima en la parte anterior de la cabeza.

Curvatura posterior del térax.

Curvatura anterior del abdomen.

Inicio del discrimen.

Insercion del primer segmento abdominal.

o O O O

Para el analisis dorsal: se obtuvieron 22 PC, de los cuales los dos primeros explicaron el
73.01% de la varianza total de forma.

Y para el andlisis ventral: se generaron 52 PC; los primeros explicaron el 31.1% de la
varianza, lo que indica mayor complejidad morfoldgica (Figura 4).
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Figura 4: relacién entre el nimero de componentes principalesy % en que inciden en el estudio de la forma para
la posicién dorsal y ventral para la especie T. molitor.

El Andlisis de Variables Candnicas (CVA) revelé diferentes conjuntos de puntos de
referencia influyentes:

e Imagenes dorsales: puntos 2, 3, 6, 7y 13. Los puntos 6 y 7 se ubican en las
esquinas posteriores del térax.

e Imagenes ventrales: puntos 1, 14, 26 y 27. Estos reflejan variaciones en la
curvatura de la cabeza, inicio del discrimen y segmentos abdominales
posteriores.

Analisis comparativos y estadisticos

Las poblaciones se compararon segun tres variables principales de clasificacion: afo de
recoleccion, método de criay origen geografico.

Para evaluar la eficacia de las vistas dorsales vs. ventrales en la discriminacion de
poblaciones, se realizé un MANOVA. Los resultados, presentados en los Anexos 1 (dorsal)
y 2 (ventral), mostraron que las imagenes ventrales son significativamente mas efectivas
para la clasificacion. En concreto, las comparaciones dorsales arrojaron p > 0.05en el 74%
de los casos, mientras que en las ventrales esto ocurrié solo en el 18% de las
comparaciones. Esta diferencia se atribuye al menor numero de puntos de referenciayala
mayor presencia de puntos tipo Il y pseudopuntos en la vista dorsal.

Por lo tanto, se priorizaron las vistas ventrales en el andlisis cuando estaban disponibles.
No obstante, las imdagenes ventrales no se obtuvieron de los especimenes de museo para
preservar su integridad.

Analisis segun el método de cria

ELPCAindicé que las poblaciones silvestres presentaron la mayor variabilidad morfolégica,
seguidas por las criadas industrialmente y, por ultimo, las criadas de manera tradicional
por pequefos productores para autoconsumo.
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Los resultados del CVA mostraron un solapamiento minimo entre las poblaciones
silvestres e industriales, lo que sugiere que son las mas diferenciadas morfolégicamente.
Las poblaciones tradicionales ocuparon una posiciéon intermedia (Figura 5).

PCA CVA
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Figura 5: andlisis de componentes principales (ACP) y analisis de variables canénicas (AVC) en funcion del
método de produccion de las poblaciones de T. molitor para la posicidn dorsal. Las codificaciones aparecen
explicadas en la tabla 1.

Analisis por origen geografico
Segln el PCA, las poblaciones con menor variabilidad morfolégica fueron las de Africa 'y
América, seguidas por las asiaticas. Las poblaciones europeas mostraron la mayor
variabilidad (Figura 6).
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Figura 6: analisis de componentes principales (ACP) y analisis de variables candnicas (AVC) en funcion del
continente de origen de las poblaciones de T. molitor para la posicién ventral.

EL CVA mostré que las poblaciones africanas y americanas eran las mas distintas entre si,
con diferencias también sustanciales en las comparaciones Asia-Africa. Las poblaciones
europeas se solaparon con varios otros grupos regionales.
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En el PCA, la poblacion china presentd la mayor variabilidad interna en la forma, seguida
por las poblaciones de Italia, Egipto y Espafia. Las poblaciones de Corea del Sury Francia
mostraron la menor variabilidad (Figura 7).
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Figura 7: andlisis de componentes principales (ACP) y andlisis de variables canénicas (AVC) en funcién del pais
de origen de las poblaciones de T. molitor para la posicién ventral. Las codificaciones aparecen explicadas en
la tabla 1.

Los resultados del CVA indicaron gque las poblaciones de Italia y una de Espafia eran las
mas similares. Las mas divergentes fueron las de Alemaniay China.

En la Figura 8 puede observarse que, en el CVA, las poblaciones mediterraneas ocupan una
posicion central, desde la cual emergen dos “ramas”: la asiatica e inglesa (bastante
similares) y la germanica.
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Figura 8: andlisis de las variables candnicas (CVA) en funcién de las poblaciones T. molitor agrupadas con
caracteristicas similares para la posicion ventral.

Analisis de las poblaciones espanolas

Los resultados del PCA mostraron que, dentro de Espafia, las poblaciones criadas de forma
intensiva presentaron la mayor variabilidad en la forma, mientras que la menor
correspondid a la cria convencional.

El CVA indic6 que las poblaciones criadas intensivamente eran claramente distintas del
resto. Las poblaciones criadas de forma convencional fueron mas similares
morfolégicamente a las poblaciones silvestres, independientemente del siglo de
recoleccion (Figura 9).
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Figura 9: andlisis de componentes principales (ACP) y analisis de variables candnicas (AVC) de todas las
poblaciones de T. molitor encontradas en Espafia para la posicién dorsal. Las codificaciones aparecen
explicadas en la tabla 1.

Valores atipicos

La poblacion china mostréo el mayor nimero de valores atipicos, con distancias de
Mahalanobis que oscilaron entre 6.4 (vs. la poblaciéon de EE. UU.) y 8.8 (vs. la poblacion
espafola). Los valores detallados se encuentran en los Anexos 1y 2.

Discusion

En este estudio se utiliz6 morfometria geométrica para analizar poblaciones de T. molitor
recolectadas en distintas regiones del mundo. El objetivo fue contribuir a una comprension
mas amplia de como las técnicas basadas en la forma pueden apoyar la clasificacion de

poblaciones de insectos, especialmente en especies agroalimentarias (Bravo Pefa 2021;
Zelditch et al. 2004; Lawing y Polly 2010).

Las muestras analizadas proceden de distintas partes del mundo y bajo diversas
condiciones de cria. Aunque comunmente se utilizan alas de insectos en anélisis
morfométricos —incluidos escarabajos—, otras estructuras anatdmicas también pueden
ofrecer datos valiosos (Adams y Funk 1997; Rosenberg 2002). En este estudio se analizé la
forma del exoesqueleto de la cabeza, térax y abdomen para obtener conclusiones
significativas (Peri¢-Mataruga et al. 2008; Tatsuta et al. 2018; Claude et al. 2003).

Esta investigacion representa la primera aplicacion de morfometria geométrica para
diferenciar poblaciones de T. molitory evaluar la variacién intraespecifica. Para el andlisis
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dorsal, se seleccionaron puntos en las posiciones mas distales y vértices del tegumento,
especialmente en las zonas de insercion elitral. Para el analisis ventral, se usaron puntos
distales similares, junto con el discrimen (la linea media entre el primer y segundo par de
patas) (Dujardin 2011; Phanitchat et al. 2019; Sasakawa 2016; Pretorius y Scholtz 2001;
Rohlfy Slice 1990).

Aunque las poblaciones pueden parecer visualmente similares, un analisis detallado
mediante herramientas de morfometria geométrica revela diferencias sutiles pero
consistentes que son caracteristicas de cada grupo (Yonehara et al. 2011; Alibert et al.
2001; Klingenbergy Mcintyre 1998).

Nuestros datos sugieren que, si bien las poblaciones silvestres y las criadas
convencionalmente difieren de las criadas de forma intensiva, las diferencias aun no son
marcadamente significativas. No obstante, si las practicas actuales de cria contindan, es
probable que estas diferencias se acentlen en el proximo siglo. Ademas, se observé una
progresiva reduccién de la variabilidad morfolégica a lo largo del tiempo, probablemente
debido a practicas intensivas con escaso control sobre los niveles de endogamia (Ariza-
Marin y De Luna 2020; Krams et al. 2016; Klingenberg 2011). Esta reduccién de la
variabilidad podria dificultar la adaptabilidad futura frente a cambios ambientales o
resistencia a enfermedades (Felsenstein 1985; Gould 1966).

Al analizar las poblaciones segun el método de cria, las poblaciones silvestres mostraron
mayor diversidad de forma. Ademas, en el analisis CVA, las poblaciones silvestres no se
solaparon con las de cria intensiva, lo que indica una clara diferenciacién. Estos resultados
son consistentes con lo anterior y con investigaciones que sugieren que la endogamia
afecta negativamente la aptitud y el comportamiento de los escarabajos (Muller et al.
2018a; Mdller et al. 2018b; Konuma y Chiba 2007).

Es importante destacar que no se encontrd evidencia de que individuos escapados de
criaderos comerciales afecten los reservorios genéticos de poblaciones silvestres, lo cual
sugiere un adecuado controly manejo en las operaciones comerciales (Lovei y Sunderland
1996; Roff 1990).

El andlisis geografico, respaldado por estudios recientes, sugiere que T. molitor
probablemente se origind en la cuenca oriental del Mediterraneo. Desde alli se dispersoé
por Europa, Asia y Africa, llegando finalmente a América. Esta hipdtesis se ve reforzada por
la mayor variabilidad morfoldgica observada en las poblaciones asiaticas v,
especialmente, europeas, asi como por cierto grado de solapamiento entre estos grupos.
La dispersion inicial de la especie parece correlacionarse con el desarrollo de la
agricultura, mientras que su expansion transoceanica estaria ligada a las rutas comerciales
coloniales (Harlan 1971; Beutel et al. 2008; Barton et al. 2011).

En particular, el grafico correspondiente a Espana respalda estos hallazgos: se
identificaron dos grupos claramente diferenciados —uno compuesto por poblaciones de
cria intensiva y otro por poblaciones silvestres o de cria convencional—, sin evidencia de
solapamiento espacial.
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CAPITULO 4

Efectos de ladieta y el origen geografico en la microbiota intestinal de Tenebrio molitor
(Coleoptera:Tenebrionidae)
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Resumen

La microbiota intestinal, compuesta por los microorganismos que habitan en el intestino,
es esencial para el buen funcionamiento del aparato digestivo. Aungue cabe suponer que
la composicidon microbiana es homogénea entre individuos de la misma especie, diversos
estudios han demostrado lo contrario. Este estudio analiza la diversidad alfa y beta de la
microbiota intestinal en siete poblaciones de Tenebrio molitor procedentes de China,
Corea del Sur, Reino Unido, Espana, Alemania, Egipto y una poblacidn silvestre. Se observo
una considerable variabilidad en la diversidad alfa entre las poblaciones, siendo la egipcia
la que presentaba la mayor diversidad, lo que sugiere una comunidad microbiana mas
heterogénea probablemente influida por factores dietéticos y ambientales. La poblacién
britanica mostré la diversidad mas baja, lo que indica un ecosistema mas homogéneo. En
términos de beta diversidad, las poblaciones egipcia y salvaje presentaron una mayor
variabilidad interindividual, mientras que la poblacion salvaje exhibié una microbiota mas
uniforme. Las diferencias observadas en las poblaciones espafiolay surcoreana apuntan a
la influencia de la dieta y de factores genéticos. Estos resultados subrayan el impacto de
los factores ambientales y genéticos en la composicién microbiana intestinal, lo que puede
tener implicaciones para la cria y la produccion sostenible de T. molitor.

Palabras clave

Mutualismo, Tenebrio molitor, microbiota, bacterias, intestino
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Introduccion

La microbiota intestinal de los insectos desempena un papel crucial en la salud, el
desarrollo y la adaptabilidad ecoldgica del hospedador. Estas complejas comunidades
microbianas contribuyen a procesos fisioldgicos clave como la digestion, adquisicion de
nutrientes, modulacidn del sistema inmunolégico y proteccion contra patdgenos (Dillony
Dillon 2004; Douglas 2015; Schmidty Engel 2021).

En el gusano de la harina amarillo, Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), una
especie cada vez mas reconocida por su valor como fuente sostenible de proteinas tanto
para consumo humano como animal (Ravzanaadii et al. 2012; Ghaly y Alkoaik 2009;
Siemianowska et al. 2013), la microbiota intestinal se considera un componente bioldgico
fundamental que influye no solo en la fisiologia del insecto, sino también en su rendimiento
productivoy en la seguridad alimentaria (Worku et al. 2018; Osimani et al. 2018).

Como ocurre en muchos otros insectos, T. molitor alberga una microbiota intestinal diversa
ydinamica, cuya composicién esta moldeada por una amplia variedad de factores internos
y externos. Entre los mas importantes se encuentran la dieta y el sustrato alimenticio, los
cuales influyen significativamente en la riqueza microbianay la estructura de la comunidad
(Campos-Vega et al. 2015; David et al. 2014; Angel-Sanchez y Galian 2022). Las variaciones
derivadas de la dieta pueden modular no solo la abundancia microbiana, sino también la
presencia de taxones funcionales especificos involucrados en la degradacion de quitina,
fermentacion y metabolismo del nitrdgeno (Ben Guerrero 2018; Engel y Moran 2013).

Parametros ambientales como la humedad (Deruytter et al. 2020; Murray 1968),
temperatura y exposicion a la luz (Jiang et al. 2020; Liebert et al. 2019; Kim et al. 2019)
también interactuan con la composicién microbiana, mientras que los procesos de
manejo, como el ayuno y el lavado post-cosecha, pueden impactar significativamente la
microbiota intestinal residual en los gusanos comestibles (Wynants et al. 2017;
Vandeweyer et al. 2017).

La adquisicion microbiana en T. molitor puede ocurrir mediante transmision vertical y
horizontal, y las comunidades microbianas resultantes reflejan no solo el ambiente del
insecto, sino también su historia evolutiva y filogenia (Yun et al. 2014; Engely Moran 2013).
Diversos estudios han identificado filos bacterianos comunes como Proteobacteria,
Firmicutes, Bacteroidetes y Actinobacteria en multiples especies de insectos, aunque sus
abundancias relativas varian segun la etapa de desarrollo, el habitat ambiental y la dieta
(Wang and Zhang 2015; Rajagopal 2009; Yun et al. 2014).

En T. molitor, se ha reportado frecuentemente la presencia de miembros de
Enterobacteriaceae, Lactobacillaceae y Bacillaceae (Jung et al. 2014; Stoops et al. 2016;
Osimani et al. 2018), y algunas cepas han demostrado participar en la descomposicion de
polisacaridos, la asimilacion de nutrientes o la defensa antimicrobiana (Guptay Nair 2020;
Vargas Jerez et al. 2012).

A pesar del creciente interés por la microbiota de T. molitor, la mayoria de los estudios
realizados hasta la fecha se han limitado a condiciones de laboratorio controladas o a un
numero reducido de regiones geograficas y condiciones de alimentacion (Worku et al.
2018; Vandeweyer et al. 2017). Esto crea una brecha de conocimiento respecto al grado en
que la microbiota de T. molitor varia entre diferentes poblaciones globales sometidas a
practicas de cria, climasy dietas diversas.
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Dado el creciente alcance global de la cria de insectos comestibles, comprender cémo
difieren las comunidades microbianas entre poblaciones es crucial para optimizar
protocolos de cria, garantizar la seguridad microbioldgica y, potencialmente, seleccionar
rasgos microbianos beneficiosos.

Por tanto, el presente estudio tiene como objetivo caracterizar y comparar la microbiota
intestinal de larvas de T. molitor provenientes de multiples poblaciones globales criadas
bajo condiciones ambientales y de manejo distintas. Mediante la integracion de
secuenciacion de alto rendimiento y metadatos sobre practicas de cria, este trabajo busca
identificar sefales geograficas y ambientales en la composicién del microbioma, asi como
detectar taxones microbianos nucleo y variables asociados a distintos sistemas de
produccidén. Estos conocimientos podrian, en dltima instancia, servir de base para
desarrollar estrategias basadas en el microbioma que mejoren la salud del insecto, su
productividad y la seguridad alimentaria en la cria industrial de T. molitor.

Materiales y métodos

Este estudio se centro en la caracterizacion de la microbiota intestinal de larvas de Tenebrio
molitor obtenidas de diferentes regiones geograficas. A continuacién, se describen los
materiales utilizados y las metodologias empleadas para la recoleccion, conservacion,
extraccion intestinal, analisis de ADN y evaluacion de la diversidad bacteriana (Figura 1).
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Figura 1: Esquema de los materiales y métodos utilizados para determinar la microbiota presente en elintestino
de las poblaciones de T. molitor estudiadas.

Recoleccion de larvas y disefio experimental

Se recolectaron cinco larvas de T. molitor de cada una de las siguientes ubicaciones
geograficas:

e Espafa: C. Esparragal, 18, 47155 Santovenia de Pisuerga, Valladolid.
e Reino Unido: 60-61 Barnes High St, Londres SW13 9LF.

108



Universidad de Murcia

e China: Distrito Xiacheng, Hangzhou, Zhejiang, China (310004).

e Corea del Sur: 6-1 Nangmin-ro, Nangmin-dong, Dongnae-gu, Busan.

e Egipto: Mohye El-Deen, Gobernacion de Alejandria.

e Alemania: JunkerstraBe 17, 80689 Munich.

e Poblacion silvestre: Santa Marta de Tormes, Salamanca, Espafa
(40.948839, -5.617438).

Las poblaciones fueron clasificadas seguln su sistema de produccion:

e Produccién intensiva: Valladolid, Busan, Mudnich y Londres.
e Produccion manual: Alejandria y Hangzhou.
e Poblaciones silvestres: Especimenes recolectados en Salamanca.

Las diferencias en normativas ambientales y productivas entre paises, asi como las
condiciones locales y climaticas, pueden influir en la composicion de la microbiota
intestinal. Todas las larvas analizadas estaban en una etapa larval temprana para evitar
variaciones debidas al desarrollo (ver Tabla 1).

Tabla 1: Variables que afectan a las poblaciones de T. molitor recogidas y sus posibles valores.

Alimento Alimento Tipo de

Origen ) Temperatura Precipitaciones .
seco humedo crianza
. Veranos
Valladolid, Salvado Gel :
E N St hidratante calurosos e Escasas Industrial
Spana inviernos frios
Busan, Veranos
Salvado Residuos .
Corea del . L. calurosos e Abundantes Industrial
de trigo organicos . . ,
Sur inviernos frios
Veranos
London, Salvado :
Insl S Patata suaves e Abundantes Industrial
nglaterra inviernos frios
.. . Veranos
Munich, Salvado Residuos .
Al ] de trigo Ore4nicos suaves e Abundantes Industrial
emania g g inviernos frios
Veranos
Hangzhou Residuos Residuos calidos e
g. ’ , . . . .. Abundantes Tradicional
China organicos organicos inviernos
suaves
. . . Veranos e
Alexandria, | Residuos Residuos o -
Egiot organicos  organicos inviernos Escasas Tradicional
gipto calidos
Silvestre, . Veranos
Sustrato Residuos .
Salamanca, .. calurosos e Escasas Silvestre
vegetal organicos . .
Espafa inviernos frios
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Conservacion de las larvas

Las larvas fueron sumergidas en isopropanol al 99.5% para su conservacién durante un
periodo de cuatro meses. Cada muestra fue etiquetada individualmente con lapiz y una
pequefa etiqueta para asegurar su correcta identificacion. Posteriormente, las muestras
se almacenaron en tubos Falcon de 15 mL hasta su procesamiento.

Extraccion intestinal

Tras el periodo de conservacidn, los sistemas digestivos de las larvas fueron extraidos bajo
condiciones estériles en una campana de flujo laminar. El procedimiento fue el siguiente:

e Secado de larvas: Se colocaron en una estufa a 35 °C durante 2 minutos para
eliminar residuos de alcohol.

e Extraccion del intestino: Cada larva fue colocada en una placa Petri de vidrio
estéril y se realizé una incision en la parte ventral del abdomen (segmentos 5-9)
con pinzas de diseccion estériles. El intestino fue cuidadosamente extraido y
transferido a un tubo Eppendorfde 1.5 mL.

Se obtuvieron 35 muestras en total, cada una identificada con el siguiente codigo: una letra
mayuscula que indica el pais de origen (C = China, K= Corea del Sur, R = Reino Unido, E =
Espana, A = Alemania, G = Egipto, W = Silvestre) + un niumero del 1 al 5 que indica el
espécimen individual.

Extraccion de ADN

Se utilizé un protocolo optimizado con el Kit Promega Insect Lysis, siguiendo los siguientes
pasos:

e Lisis celular: Se afiadieron 100 pL de tampdn de lisis y 20 yL de Proteinasa

K (10 mg/mL).

e Incubacidn: Las muestras se incubaron a 56 °C con agitacion constante

durante 6 horas.

e Centrifugacion inicial: Se centrifugaron a 2,000 rpm durante 15 segundos

para eliminar condensacion.

e Unidén del ADN: Se afiadieron 100 L de Binding Mix, se mezclaron durante

15 segundosy se centrifugaron a 11,000 rpm por 20 segundos.

e Filtracion: El contenido fue transferido a un tubo de 2 mL con columna de

filtraciony se centrifugd a 11,000 rpm durante 5 minutos.

e |avado del ADN:

o Se anadieron 200 pL de tampon de lavado proteico y se centrifugé a
11,000 rpm por 2 minutos.
o Serealizé un segundo lavado con 600 pL del mismo tampén.

e Elucion del ADN:
o Se afadieron 30 pL de agua bidestilada caliente (56 °C)
directamente sobre la membrana de la columna.
o Después de esperar un minuto, se centrifugd a 11,000 rpm durante
5 minutos.

e Almacenamiento: Se desecharon las columnas y los tubos con el ADN

extraido se almacenaron a -20 °C hasta su anAlisis.
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Analisis de comunidades bacterianas

Las muestras de ADN se enviaron al Servicio de Metagendmica LAIB para la identificacion
de comunidades bacterianas mediante la secuenciacion del gen 16S rRNA.

Se realizaron dos analisis para el procesamiento de las muestras:

En el primer analisis, se agruparon las cinco muestras individuales de cada poblacion en
siete muestras compuestas para minimizar la variabilidad intra-poblacional.

En el segundo analisis, se analizaron las muestras individualmente para evaluar la
diversidad beta.

Se utilizo el kit lon 16S Metagenomics Kit (lonTorrent) para amplificar las regiones variables
2, 4y 8 en el primer tubo (fragmentos de 250, 288 y 295 pb, respectivamente). En un
segundo tubo, se amplificaron las regiones 3, 6-7 y 9 (fragmentos de 215, 260 y 209 pb,
respectivamente). Los cebadores utilizados aseguraron una cobertura superior al 80% de
las secuencias con una identidad del 100%.

Los datos resultantes se procesaron mediante lon Reporter™, empleando un flujo de trabajo
especifico para 16S rRNA. Para el analisis bioinformatico se utiliz6 la base de datos curada
Greengenes v13.5 para la identificacién taxondmica.

Se establecié un umbral minimo de lectura de 210 para considerar valida una secuencia.
Se utilizé un umbral de identidad del 99.5% para asignaciones a nivel de especie.
La diversidad microbiana se evalud de la siguiente forma:

e Diversidad alfa: Evaluacidn de la variabilidad dentro de una misma muestra
a nivel de especie, género y familia.

e Diversidad beta: Comparacion de la composicion de comunidades
bacterianas entre diferentes poblaciones.

e Se generaron graficos Kronay tablas de abundancia relativa para interpretar
los resultados.

Resultados

Los resultados obtenidos de la extraccidony analisis de ADN de las distintas poblaciones de
T. molitor se presentan en detalle mediante tablas y graficos generados con software de
analisis bioinformatico.

Analisis de diversidad alfa

La diversidad alfa mide lariquezay composicion de especies dentro de una Unica muestra,
en este caso, el intestino de cada larva analizada. Este analisis proporciona informacion
sobre la complejidad y variedad de la microbiota intestinal presente en cada poblacion
estudiada.

Analisis a nivel de filo por poblacion
En todas las poblaciones analizadas se detectaron los filos Proteobacteria, Tenericutes y
Firmicutes, aunque sus proporciones variaron segun el origen geografico de las muestras
(Figura 2).
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Figura 2: Proporcién de cada filo que aparece en los pools obtenidos de cada poblacién de T. molitor con
distinto origen.

Los resultados por pais se detallan a continuacién:

Espafia: Las comunidades bacterianas estuvieron dominadas por
Proteobacteria (50.57%) y Firmicutes (48.4%), seguidas por Tenericutes (1.03%)
y Actinobacteria (0.02%) en proporciones menores.

Poblacion silvestre: Mostré la mayor diversidad a nivel de filo, con Proteobacteria
(73.63%) como grupo predominante, seguido de Firmicutes (17.7%),
Actinobacteria (7.81%), Tenericutes (0.56%), Cyanobacteria (0.18%), Chloroflexi
(0.1%), Bacteroidetes (0.08%), Fusobacteria (0.04%), Gemmatimonadetes
(0.02%), Planctomycetes (0.02%) y Verrucomicrobia (0.01%).

Egipto: Predomind Tenericutes (62.09%), seguido por Firmicutes (17.41%),
Proteobacteria (11.17%), Cyanobacteria (5.86%), Actinobacteria (3.38%) y
presencia minima de Fusobacteria (0.01%).

Alemania: Las comunidades bacterianas estuvieron compuestas
principalmente por Firmicutes (46.03%)y Proteobacteria (43.89%), con menores
proporciones de Tenericutes (7.43%), Actinobacteria (2.64%), Bacteroidetes
(0.03%), Cyanobacteria (0.02%) y Synergistetes (0.01%).

Reino Unido: Presentd un alto porcentaje de Firmicutes (83.2%), seguido por
Actinobacteria (9.34%), Tenericutes (4.65%), Proteobacteria (2.79%) vy
Bacteroidetes (0.04%).

Corea del Sur: La composicion estuvo dominada por Firmicutes (77.33%) y
Proteobacteria (20.93%), con cantidades menores de Actinobacteria (1.67%) y
Tenericutes (0.05%).

China: Se identificaron principalmente Firmicutes (66.53%) y Tenericutes
(24.63%), seguidos por Actinobacteria (4.76%), Proteobacteria (3.69%),
Bacteroidetes (0.23%), Cyanobacteria (0.18%), Chloroflexi (0.01%) vy
Synergistetes (0.01%).

Estos resultados reflejan una marcada variabilidad en la compaosicién bacteriana entre las
diferentes poblaciones analizadas, lo que sugiere una influencia de factores ambientalesy
geograficos en la microbiota intestinal de T. molitor.
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Analisis a nivel de clase por poblacion

El analisis taxonémico a nivel de clase reveld una variacidn significativa entre las
poblaciones. Sin embargo, Gammaproteobacteria, Bacilli y Mollicutes estuvieron
presentes en todas las muestras, aunque en diferentes proporciones relativas:

Espafa: La microbiota estuvo dominada por Gammaproteobacteria (50.48%) y
Bacilli (48.24%), con niveles menores de Mollicutes (0.64%), Clostridia (0.15%)
y clases menores como Alphaproteobacteria, Actinobacteria y Negativicutes.
Poblacion silvestre: Mostré la mayor diversidad a nivel de clase, con
Gammaproteobacteria (71.09%) y Bacilli (17.6%) como mas abundantes,
seguidos por Actinobacteria (7.81%) y Alphaproteobacteria (2.42%). Se
detectaron otras 15 clases en pequefias cantidades.

Egipto: Predominaron Mollicutes (62.09%), seguido de Bacilli (17.4%) y
Gammaproteobacteria  (8.56%). También se identificaron clases
cianobacterianas como Nostocophycideae (4.97%) y Oscillatoriophycideae
(0.81%).

Alemania: Principalmente compuesta por Bacilli (45.17%) y
Gammaproteobacteria (43.38%), con contribuciones menores de Mollicutes
(7.43%), Actinobacteria (2.63%) y Clostridia (0.84%).

Reino Unido: Se caracterizo por un alto porcentaje de Bacilli (82.8%), junto con
Actinobacteria (9.33%), Mollicutes (4.65%) y Gammaproteobacteria (2.62%).
Coreadel Sur: Predominaron Bacilli (77.12%) y Gammaproteobacteria (20.76%),
seguidos por Actinobacteria (1.66%) y Clostridia (0.2%).

China: Present6 altas proporciones de Bacilli (66.14%) y Mollicutes (24.63%),
seguidos por Actinobacteria (4.75%) y Gammaproteobacteria (1.84%).

Estos resultados destacan diferencias significativas en la composicién bacteriana entre las
poblaciones, reflejando posibles variaciones ambientales y ecoldgicas que influyen en la
microbiota intestinal de T. molitor.

Analisis a nivel de familia por poblacion

El analisis a nivel taxondmico de familia mostré un alto grado de diversidad entre las
poblaciones analizadas. Sin embargo, se observaron diferencias en la capacidad del
software para clasificar todas las secuencias de ADN, apareciendo los primeros casos
donde no fue posible asignar pares de bases a una familia conocida.
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) Espafia: Predominaron las familias Enterobacteriaceae (50.42%) y
Enterococcaceae (32.61%), seguidas por Streptococcaceae (9.93%),
Lactobacillaceae (5.56%) y Spiroplasmataceae (1.03%). Se detectaron 17
familias adicionales en proporciones inferiores al 1%, incluyendo
Carnobacteriaceae, Sphingomonadaceae y Clostridiaceae.

. Poblacion silvestre: La microbiota estuvo dominada por
Enterobacteriaceae (68.46%) y Enterococcaceae (15.19%), con menor
representacion de Lactobacillaceae (1.89%), Nocardioidaceae (1.88%),
Moraxellaceae (1.34%) y Microbacteriaceae (1.15%). Se identificaron mas
de 60 familias adicionales en proporciones bajas, incluyendo
Rhodobacteraceae, Streptococcaceae y Flavobacteriaceae.

o Egipto: Predomind Spiroplasmataceae (62.03%), seguida por
Staphylococcaceae (11.21%), Nostocaceae (4.97%), Enterobacteriaceae
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(4.39%) y Streptococcaceae (3.62%). Ademas, se registraron 30 familias en
proporciones inferiores al 1%, como Pseudomonadaceae,
Corynebacteriaceae y Fusobacteriaceae.

. Alemania: Enterobacteriaceae (42.89%) y Streptococcaceae
(40.35%) fueron las familias mas abundantes, con presencia de
Spiroplasmataceae (7.43%) y Staphylococcaceae (3.81%). También se
detectaron 20 familias en proporciones bajas, como Corynebacteriaceae,
Bacillaceae y Ruminococcaceae.

) Reino Unido: Staphylococcaceae (72.17%) fue la familia mas
abundante, seguida por Leuconostocaceae (6.63%), Spiroplasmataceae
(4.65%) y Enterococcaceae (3.47%). Se identificaron ademads 15 familias
adicionales en proporciones inferiores al 1%, como Lactobacillaceae,
Microbacteriaceae y Flavobacteriaceae.

) Corea del Sur: Las familias mas representadas fueron
Staphylococcaceae (34.04%), Leuconostocaceae (383.26%),
Enterobacteriaceae (20.75%), Enterococcaceae (5.94%) y

Streptococcaceae (3.88%). Ademas, se identificaron 10 familias en
proporciones bajas, entre ellas Corynebacteriaceae, Spiroplasmataceae y
Erysipelotrichaceae.
. China: La microbiota estuvo dominada por Staphylococcaceae
(64.07%) y Spiroplasmataceae (24.63%), con menores contribuciones de
Micrococcaceae (2.85%), Sphingomonadaceae (1.46%) y
Leuconostocaceae (1.45%). También se identificaron 25 familias
adicionales en proporciones menores al 1%, como Lactobacillaceae,
Vibrionaceaey Clostridiaceae.
Estos resultados revelan diferencias significativas en la composicion bacteriana entre las
poblaciones, lo que refleja posibles influencias ambientales y ecoldgicas sobre la
microbiota intestinal de 7. molitor.

Analisis a nivel de género para cada poblacion
Para cada poblacion de T. molitor, se identificaron diversos géneros bacterianos, con
diferencias notables entre los origenes geograficos. A continuaciéon, se describen los
hallazgos mas relevantes:

) Espafia: Predominaron géneros asociados con la fermentaciéon y el
procesamiento de carbohidratos, siendo Enterococcus (28.2%) el mas
abundante, seguido por Leclercia, Lactococcus y Lactobacillus (cada uno
entre 5% y 6%). Ademas, se hallaron otros 25 géneros en proporciones
menores, como Pantoea, Salmonellay Erwinia.

) Poblacion silvestre: Nuevamente destacé Enterococcus (10.48%),
junto con Pediococcusy Serratia. Se registrd una alta diversidad bacteriana,
con mas de 60 géneros identificados, incluyendo Klebsiella, Listeria y
Pseudomonas en proporciones menores al 1%.

. Egipto: Se observé un predominio de Spiroplasma (19.14%) vy
Staphylococcus (11.11%), seguidos por Acinetobacter y Arthrobacter.
También estuvieron presentes géneros fermentativos como Lactobacillus y
Weissella, junto con algunas enterobacterias en menor cantidad.

o Alemania: El género dominante fue Lactococcus (27.69%), seguido
por Salmonella, Staphylococcus y Erwinia. Se identificaron 20 géneros
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adicionales en proporciones bajas, principalmente de las familias
Enterobacteriaceae y Lachnospiraceae.

) Reino Unido: La comunidad bacteriana estuvo claramente
dominada por Staphylococcus (71.59%), acompanado por Weissella y
Enterococcus. Entre los 30 géneros minoritarios figuraron Salmonella,
Lactococcusy Vibrio.

o Corea del Sur: La microbiota se caracterizé por una alta proporcion
de Staphylococcus (33.86%) y Leuconostoc (28.29%), con presencia de
otros géneros fermentativos como Weissella y Lactococcus, ademas de
algunas enterobacterias.

. China: La comunidad estuvo dominada por Staphylococcus (63.9%)
y Spiroplasma (9.73%). Se detectaron mas de 40 géneros adicionales en
proporciones bajas, pertenecientes principalmente a las familias
Bacillaceae, Enterobacteriaceae y Lachnospiraceae.

Este analisis revela una alta diversidad bacteriana con una distribucién especifica para
cada origen geografico, con presencia recurrente de géneros como Enterococcus,
Staphylococcusy Spiroplasma en distintas poblaciones.

Analisis a nivel de especie para cada poblacion

Elnivel taxondmico de especie permanece incompleto. Tras el analisis, el software no logré
clasificar ni relacionar todas las secuencias de ADN con sus respectivas especies.
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. Espafia: Las especies principales detectadas fueron Enterococcus
mundtii (7.06%), Leclercia adecarboxylata (5.9%) y Lactococcus garvieae
(5.56%), seguidas de Lactobacillus graminis (1.27%), Lactobacillus sakei
(1.25%), Enterococcus villorum (1.19%), Lactobacillus curvatus (0.77%),
Enterococcus faecalis (0.26%), Pantoea agglomerans (0.25%), Vagococcus
penaei (0.11%), Pantoea calida (0.11%), Enterococcus faecium (0.1%) y
Enterococcus gallinarum (0.1%). Por debajo del 0.1%, destaca la presencia
de Trabulsiella odontotermitis debido a su potencial patogénico. (Figura 3)
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Figura 3: grafico Krona que muestra la composicion taxonémica de la microbiota intestinal en larvas de T.
molitor (poblacidn de Espafia). Las abundancias relativas se basan en la secuenciacion del gen 16S rRNA. Los
codigos de color representan los filos bacterianos.

o Poblacion silvestre: Las especies mas abundantes fueron
Enterococcus malodoratus (3.41%), Enterobacter asburiae (0.42%),
Serratia quinivorans (0.37%), Gordonia humi (0.19%), Citrobacter murlinia
(0.14%) y Klebsiella oxytoca (0.11%). Listeria ivanoviiy Serratia marcescens
son destacadas por su relevancia patdgena, aunque se encontraron en
proporciones inferiores al 0.1%. (Figura 4)
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Figura 4: Gréafico Krona que muestra la composicidon taxonémica de la microbiota intestinal en larvas de T.
molitor (poblacidn silvestre). Las abundancias relativas se basan en la secuenciacion del gen 16S rRNA. Los
codigos de color representan los filos bacterianos.
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) Egipto: Las especies mas abundantes fueron Staphylococcus
gallinarum (3.49%), Staphylococcus sciuri (1.36%), Staphylococcus
succinus (0.82%), Enterococcus faecalis (0.5%), Morganella morganii
(0.49%), Staphylococcus kloosii (0.47%), Rosenbergiella nectarea (0.39%),
Lactococcus lactis (0.36%), Lactococcus taiwanensis (0.35%),
Lactococcus garvieae (0.22%), Acinetobacter johnsonii (0.21%),
Pediococcus pentosaceus (0.18%), Weissella cibaria (0.17%),
Acinetobacter calcoaceticus (0.15%), Arthrobacter bergerei (0.14%),
Staphylococcus xylosus (0.13%), Vibrio fluvialis (0.13%) y Lactococcus
piscium (0.12%). Se detectd Cronobacter dublinensis por debajo del 0.1%,
destacandose por su relevancia en seguridad alimentaria y patogenicidad.
(Figura 5)
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Figura 5: Grafico Krona que muestra la composicién taxonémica de la microbiota intestinal en larvas de T.
molitor (poblacién de Egipto). Las abundancias relativas se basan en la secuenciacién del gen 16S rRNA. Los
codigos de color representan los filos bacterianos.

. Alemania: Las especies destacadas incluyeron Lactococcus
garvieae (11.31%), Lactococcus lactis (5.75%), Erwinia oleae (3.64%),
Pantoea  cypripedii  (1.18%), Staphylococcus  kloosii  (0.97%),
Corynebacterium variabile (0.45%), Staphylococcus xylosus (0.35%),
Staphylococcus saprophyticus (0.31%), Staphylococcus sciuri (0.2%),
Corynebacterium terpenotabidum (0.17%), Serratia marcescens (0.13%),
Kocuria halotolerans (0.12%), Propionibacterium acnes (0.11%),
Enterococcus phoeniculicola (0.11%)y Sphingomonas echinoides (0.11%).
Se resalta Edwardsiella tarda por debajo del 0.1% debido a su importancia
en infecciones. (Figura 6)
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Figura 6: Grafico Krona que muestra la composicién taxonémica de la microbiota intestinal en larvas de T.
molitor (poblaciéon de Alemania). Las abundancias relativas se basan en la secuenciacion del gen 16S rRNA.
Los codigos de color representan los filos bacterianos.
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. Reino Unido: Las especies identificadas incluyeron Staphylococcus
xylosus (21.49%), Staphylococcus equorum (4.7%), Weissella
paramesenteroides (1.03%), Staphylococcus gallinarum (0.68%),
Enterococcus villorum (0.63%), Corynebacterium variabile (0.38%),
Brevibacterium antiquum (0.29%), Staphylococcus saprophyticus (0.29%),
Acinetobacter calcoaceticus (0.25%), Kocuria koreensis (0.19%),
Lactococcus garvieae (0.19%), Brachybacterium alimentarium (0.13%) y
Staphylococcus lentus (0.11%). Prevotella nanceiensis, aunque se
encontré por debajo del 0.1%, fue incluida por su posible papel en
fermentacion. (Figura 7)
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Figura 7: Gréafico Krona que muestra la composicién taxonémica de la microbiota intestinal en larvas de T.
molitor (poblacién del Reino Unido). Las abundancias relativas se basan en la secuenciacion del gen 16S rRNA.
Los cédigos de color representan los filos bacterianos.

. Corea del Sur: Las especies mas frecuentes fueron Staphylococcus
gallinarum (12.15%), Leuconostoc holzapfelii (9.51%), Staphylococcus
succinus (2.09%), Citrobacter farmeri (1.85%), Weissella
paramesenteroides (1.72%), Staphylococcus  xylosus (1.66%),
Staphylococcus sciuri (1.26%), Raoultella planticola (1.12%), Enterococcus
avium (0.8%), Erwinia oleae (0.35%), Enterococcus villorum (0.25%),
Enterococcus mundtii (0.2%), Corynebacterium variabile (0.16%),
Lactococcus garvieae (0.15%), Lactococcus lactis (0.11%) y Pantoea
cypripedii (0.1%). Salmonella enterica, aunque presente por debajo del
0.1%, es relevante por su importancia epidemiologica. (Figura 8)
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Figura 8: Grafico Krona que muestra la composicidon taxonémica de la microbiota intestinal en larvas de T.
molitor (poblacion de Corea del Sur). Las abundancias relativas se basan en la secuenciacion del gen 16S rRNA.
Los codigos de color representan los filos bacterianos.

) China: Las especies mas prominentes fueron Staphylococcus
gallinarum (16.46%), Staphylococcus xylosus (8.4%), Staphylococcus sciuri
(4.39%), Staphylococcus succinus (2.45%), Staphylococcus equorum
(0.55%), Corynebacterium variabile (0.38%), Sphingomonas echinoides
(0.33%), Propionibacterium acnes (0.26%), Staphylococcus saprophyticus
(0.2%), Corynebacterium terpenotabidum (0.16%) y Micrococcus lylae
(0.16%). Se destaca Legionella drancourtii por debajo del 0.1% por su
potencial patdgeno. (Figura 9)
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Figura 9: Gréafico Krona que muestra la composicién taxonémica de la microbiota intestinal en larvas de T.
molitor (poblacién de China). Las abundancias relativas se basan en la secuenciacion del gen 16S rRNA. Los
codigos de color representan los filos bacterianos.

La composicion de la microbiota del escarabajo puede variar significativamente
dependiendo del origen geografico y las condiciones ambientales bajo las cuales se
obtuvieron las muestras. Factores como la dieta, la temperatura y las interacciones con
otros organismos pueden influir en la presencia y abundancia de especies bacterianas
especificas, lo que explica las diferencias observadas entre poblaciones de distintas
regiones.

Analisis de diversidad beta
La diversidad beta mide las diferencias en la composicion de especies entre distintas
regiones, comparando el numero de especies presentes en cada una con el total
identificado en todo el sistema. En este estudio, cada regidon corresponde al intestino de
una larva, mientras que el sistema abarca las cinco larvas analizadas por poblacion.

Estudio de la poblacion espanola

Los individuos fueron etiquetados con la letra S (Espafia) y su nimero correspondiente
(Tabla 2).
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Tabla 2: Valores de cada uno de los componentes de la diversidad beta en los cinco individuos de la poblacion
espafiola de T. molitor criada intensivamente y los colores que representan a cada individuo.

Color PC1 PC2 PC3 PC3
S1 0,388 -0,145 0,048 0,321
S2 -0,077 0,330 -0,467 0,003
S3 0,372 -0,160 0,034 -0,326
S4 -0,500 -0,432 -0,011 0,009
S5 -0,184 0,407 0,396 -0,007

El analisis de componentes principales (PCA) permite visualizar la variabilidad en la
composicion de la microbiota entre los cinco individuos de la poblacién espafiola. En este
caso, los tres primeros componentes principales explican el 87.51% de la variabilidad total
(PC1:34.61%, PC2: 30.29% y PC3: 22.61%), indicando que estas dimensiones capturan la
mayor parte de las diferencias en la composicion microbiana. (Figura 10)

PC2 (30.29 %)

\c?

PC1(34.6 %)
PC3 (22.61%)

Figura 10: Anélisis de componentes principales para los 5 individuos de T. molitor de la poblacidn espafiola
criada intensivamente.

Los individuos S1 y S3 presentan valores positivos similares en PC1, lo que sugiere una
composicion microbiana relativamente similar. En contraste, S4 muestra una mayor
separacion en PC1y PC2, lo que indica una microbiota mas divergente. Mientras tanto, S2
y S5 presentan una distribucion mas equidistante, lo que refleja una variabilidad
intermedia.

En general, estos resultados reflejan heterogeneidad en la composicion bacteriana dentro
de la poblacion espafiola, aunque algunos individuos comparten perfiles mds similares
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entre si. Este patron puede deberse a factores individuales como dieta, entorno o
diferencias genéticas.

Estudio de la poblacion silvestre
Los individuos fueron etiquetados con la letra W (Wild) y su numero correspondiente (Tabla
3).

Tabla 3: Valores para cada componente de diversidad beta en los cinco individuos de la poblacion salvaje
espafola de T. molitory los colores que representan cada uno.

Color PC1 PC2 PC3 PC3
w1 -0,147 0,017 0,062 0,001
w2 -0,139 0,131 -0,043 -0,006
w3 -0,070 -0,189 -0,024 -0,004
w4 0,217 0,023 0,009 -0,029
w5 0,139 0,018 -0,004 0,038

La tabla muestra resultados que van de 0 a +1, donde los valores mas cercanos a 0 indican
mayor similitud entre las comunidades bacterianas de dos individuos, y los valores mas
cercanos a 1 indican microbiotas intestinales completamente distintas.

El PCA revela variabilidad en la composicidon microbiana entre los cinco individuos de la
poblacidn silvestre. Los tres primeros componentes explican el 87.51% de la variabilidad
total (PC1: 34.61%, PC2: 30.29%, PC3: 22.61%), lo que sugiere que estos ejes capturan la
mayoria de las diferencias estructurales. (Figura 11)
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Figura 11: Andlisis de componentes principales para los 5 individuos de T. molitor de la poblacion salvaje
espafola.

En este caso, W1, W2 y W3 se agrupan en torno a valores negativos en PC1, lo que sugiere
similitud en su composiciéon microbiana. Sin embargo, W3 presenta mayor dispersion en
PC2, posiblemente reflejando diferencias en ciertos taxones. W4 y W5 muestran valores
positivos en PC1, siendo W4 el mas distante, lo que indica una composicién distintiva.

Estos resultados indican menor variabilidad dentro de la poblacién silvestre comparada
con la espanola, ya que los valores estan mas concentrados cerca del centro del espacio
de coordenadas. Esto podria reflejar mayor homogeneidad, posiblemente por compartir
factores ambientales y una dieta mas uniforme.

Elvalor mas alto es 0.22 para W4, aunque en general el promedio es bajo, lo que indica que
todos los individuos albergan comunidades bacterianas similares.

Estudio de la poblacion egipcia
Los individuos fueron etiquetados con la letra E (Egipto) y su nimero correspondiente
(Tabla 4).

Tabla 4: Valores para cada componente de diversidad beta en los cinco individuos de la poblacién egipciade T.
molitory los colores que representan cada uno.

Color PC1 PC2 PC3 PC3
E1 -0,675 0,061 0,123 0,022
E2 0,271 -0,073 0,329 -0,145
E3 0,294 0,145 0,085 0,211
E4 0,082 0,411 -0,302 -0,095
E5 0,028 -0,544 -0,236 0,006

ELACP (Analisis de Componentes Principales) refleja la variabilidad de la microbiota entre
los cinco individuos egipcios. Aqui, los tres primeros componentes principales explican el
100% de la variabilidad total (CP1: 61.42%, CP2: 30.93%, CP3: 7.65%), lo que indica que
las diferencias en la composicion microbiana estan bien capturadas por estos ejes. (Figura
12).

Los datos muestran una dispersion marcada entre individuos. E1 destaca con un valor
altamente negativo en CP1, lo que sugiere una composicidon microbiana distinta. En
cambio, E2 y E3 tienen valores positivos en CP1y estan agrupados estrechamente, lo que
indica similitudes en sus perfiles microbianos. E4 se separa en CP2, lo que sugiere
variacion en ciertos taxones en comparacion con los demas. E5 muestra mayor distancia
en CP2y CP3, lo que probablemente refleja una microbiota distinta.

A diferencia de las poblaciones espafola y salvaje, la poblacion egipcia muestra mayor
variabilidad a lo largo de CP1, lo que podria indicar una diversidad microbiana mas amplia
entre individuos, posiblemente debido a diferencias en dieta, ambiente o genética.
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Figura 12: Andlisis de componentes principales para los 5 individuos de T. molitor de la poblacién egipcia criada
manualmente.
Estudio de la poblaciéon alemana

Los individuos fueron etiquetados con la letra G (Alemania) y su nimero correspondiente
(Tabla 5).

Tabla 5: Valores para cada componente de diversidad beta en los cinco individuos de la poblacion alemana de
T. molitory los colores que representan cada uno.

Color PC1 PC2 PC3 PC3
G1 -0,122 0,246 -0,369 -0,108
G2 0,353 0,462 0,206 0,030
G3 -0,377 -0,157 0,215 -0,239
G4 0,483 -0,460 -0,066 -0,010
G5 -0,335 -0,090 0,014 0,327

EL ACP muestra variabilidad de la microbiota entre los cinco individuos alemanes. Los tres
primeros componentes explican el 88.61% de la variabilidad total (CP1: 40.4%, CP2:
33.42%, CP3: 14.79%), capturando la mayoria de las diferencias en composicion
microbiana. (Figura 13).

126



Universidad de Murcia

PC2 (33.42 %) P

\

PC1 (40.4 %)

PC3 (14.79 %)

Figura 13: Andlisis de componentes principales para los 5 individuos de T. molitor de la poblacién alemana
criada intensivamente.

G4 se desplaza notablemente en CP1 con un valor positivo alto, lo que sugiere una
composicion microbiana distintiva. En cambio, G3 y G5 tienen valores negativos en CP1, lo
que podria indicar perfiles microbianos similares pero distintos de G4.

En CP2, G2 tiene un valor positivo alto, mientras que G4 presenta uno negativo, lo que
sugiere diferencias taxondmicas marcadas. G1 se encuentra en una posicion intermedia,
posiblemente compartiendo caracteristicas con varios individuos.

EL CP3, que explica una proporcion menor de la variabilidad (14.79%), muestra una mayor
separacion en G5, lo que sugiere una microbiota Unica no capturada en CP1 o CP2.

En general, la poblacidon alemana muestra una distribucion amplia a lo largo de los tres
ejes, lo que indica una considerable variabilidad individual en la diversidad microbiana.

Estudio de la poblacidn britanica

Los individuos fueron etiquetados con la letra B (Gran Bretaha) y su numero
correspondiente (Tabla 6).

Tabla 6: Valores para cada componente de diversidad beta en los cinco individuos de la poblacién britanica de
T. molitory los colores que representan cada uno.

Color PC1 PC2 PC3 PC3
B1 -0,699 0,010 0,018 0,002
B2 0,119 -0,204 -0,101 -0,027
B3 0,212 0,057 0,165 -0,037
B4 0,161 0,195 -0,138 0,001
B5 0,207 -0,058 0,056 0,061
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EL ACP muestra que la mayor parte de la variabilidad en la microbiota de los individuos
britanicos es explicada por el CP1 (80.2%), seguido por el CP2 (11.23%) y el CP3 (7.8%), lo
que indica que el CP1 es la principal fuente de variacidon microbiana. (Figura 14).

it e PC1(80.2 %)

Figura 14: Andlisis de componentes principales para los 5 individuos de T. molitor de la poblacion britanica
criada intensivamente.

B1 tiene un valor muy negativo en CP1, lo que sugiere una microbiota significativamente
diferente del resto. En cambio, B2, B3, B4 y B5 tienen valores positivos en CP1 con
diferencias menores, lo que indica caracteristicas microbianas mas similares.

En CP2, B2 muestra un valor fuertemente negativo mientras que B4 presenta uno positivo
alto, lo que sugiere diferenciacion en ciertos taxones. B3 y B5 estan en posiciones
intermedias, lo que implica similitud con distintos subgrupos.

El CP3, con menor contribucion (7.8%), muestra una ligera separacion en B5, indicando
diferencias sutiles en la microbiota.

Enresumen, la poblacion britdnica muestra una diferenciacion marcada en CP1, siendo B1
elindividuo mas distintivo, mientras que los demas estan mas agrupados. Esto sugiere que
la variabilidad microbiana en esta poblacion esta influenciada principalmente por factores
representados en CP1.

Estudio de la poblacion surcoreana
Los individuos fueron etiquetados con la letra K (Corea) y su niumero correspondiente (Tabla
7).

Tabla 7: Valores para cada componente de diversidad beta en los cinco individuos de la poblacién surcoreana
de T. molitory los colores que representan cada uno.

Color PC1 PC2 PC3 PC3
K1 -0,128 0,566 0,004 -0,001
K2 -0,700 -0,235 -0,002 0,000
K3 0,283 -0,113 -0,062 -0,086
K4 0,273 -0,120 0,179 0,017
K5 0,271 -0,098 -0,119 0,071
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El ACP muestra que la mayor parte de la variabilidad microbiana es explicada por CP1
(60.72%), seguido por CP2 (34.09%) y, en menor medida, por CP3 (4.14%). Esto indica que
CP1y CP2 capturan las principales diferencias microbianas. (Figura 15).

PC3(4.14 %) PC1 (60.72 %)

Figura 15: Anélisis de componentes principales de los 5 individuos de T. molitor de la poblacién surcoreana
criada intensivamente.

K2 destaca con un valor muy negativo en CP1, lo que sugiere que posee la microbiota mas
distinta. En cambio, K3, K4 y K5 muestran valores positivos en CP1 con variaciones
menores, lo que indica una mayor similitud entre ellos.

En CP2, K1 tiene un valor positivo alto, lo que indica una microbiota diferenciada. K2, K3,
K4 y K5 muestran valores negativos en CP2, lo que implica caracteristicas microbianas
compartidas, aunque con diferencias sutiles.

El CP3 (4.14%) refleja variaciones menores. K5 tiene un valor ligeramente positivo, pero
debido al menor poder explicativo del CP3, estas diferencias son menos relevantes.

En conjunto, la poblacidn surcoreana muestra una separacion clara en CP1, siendo K2 el
individuo mas distintivo, mientras que los demas estan mas agrupados a lo largo de CP2.
La mayor parte de la variabilidad microbiana esta influenciada por los factores capturados
en CP1.

Estudio de la poblacién china
Los individuos fueron etiquetados con la letra C (China) y su numero correspondiente
(Tabla 8).
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Tabla 8: Valores para cada componente de diversidad beta en los cinco individuos de la poblacién salvaje china
de T. molitor y los colores que representan cada uno.

Color PC1 PC2 PC3 PC3
C1 -0,265 0,076 -0,087 -0,168
Cc2 0,627 0,186 -0,008 -0,019
C3 -0,040 -0,353 0,205 -0,018
C4 -0,284 0,432 0,056 0,104
C5 -0,037 -0,340 -0,166 0,102

EL ACP muestra que la mayor parte de la variabilidad microbiana en la poblacién china es
explicada por CP1 (47.79%), seguido por CP2 (40.82%) y, en menor medida, por CP3
(7.01%). Esto indica que los dos primeros componentes explican casi toda la variabilidad,
siendo CP1 el factor mas decisivo. (Figura 16).

PC2 (40.82 %)

O

PC3 (7.01 %) PC1(47.79%)

Figura 16: Andlisis de componentes principales de los 5 individuos de T. molitor de la poblacion china criada
manualmente.

C2 destaca claramente con un valor positivo alto en CP1, lo que sugiere una microbiota
distintiva. En cambio, C1, C3, C4 y C5 presentan valores negativos en CP1, indicando
caracteristicas microbianas mas similares.

En CP2, C4 muestra un valor positivo alto, indicando una diferenciacién adicional. C3y C5
tienen valores negativos, lo que refleja similitudes en su composicién microbiana.

El CP3 (7.01%) revela diferencias mas sutiles: C4 y C5 tienen valores positivos, mientras
que C1 y C3 muestran valores negativos. Sin embargo, debido a la baja variabilidad
explicada por este componente, estas diferencias son menos relevantes.

En resumen, la poblacion china muestra una diferenciacion clara en CP1, siendo C2 el
individuo mas distintivo. La variabilidad en CP2 sugiere que C4 también posee una
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microbiota Unica. Combinados, estos dos ejes explican la mayor parte de la diversidad beta
observada.

Discusion

El estudio de la microbiota intestinal de los insectos ha ganado una atencién considerable
en los ultimos afnos debido a su papel fundamental en la nutricidn, salud y adaptabilidad
del huésped (Engel y Moran 2013; Douglas 2015). Los insectos albergan comunidades
microbianas complejas que influyen en la digestidn, la modulacion del sistema inmune y
la aptitud general, posicionandolos como modelos prometedores para la investigacion del
microbioma y aplicaciones en biotecnologia (Yun et al. 2014; Ben Guerrero 2018). En el
contexto de la cria de insectos, particularmente para especies como T. molitor,
comprender la estructura y funcion de la microbiota intestinal es crucial para optimizar las

practicas de crianza y mejorar la eficiencia productiva en sistemas alimentarios
sostenibles (Worku et al. 2018; Wynants et al. 2017).

Los resultados de este estudio respaldan firmemente la hipdtesis de que la microbiota
intestinal de T. molitor esta fuertemente influenciada por el origen geografico, una variable
multifactorial que abarca condiciones ambientales, practicas de manejo y estrategias de
crianza. Esto concuerda con hallazgos previos en investigaciones sobre el microbioma de
insectos, que han destacado la naturaleza dinamica y plastica de las comunidades
microbianas dependiendo de factores externos (Engel y Moran 2013; Yun et al. 2014). En
nuestro caso, tanto la diversidad alfa (riqueza y equitatividad intrapoblacional) como la
diversidad beta (variabilidad entre individuos) fueron notablemente moldeadas por el
entorno de crianzay las practicas asociadas.

La elevada diversidad alfa observada en la poblacion egipcia es particularmente
destacable. Este grupo fue criado bajo condiciones agricolas tradicionales, con dietas
basadas enresiduos organicos heterogéneos, controlambiental minimoy exposicién a una
gama mas amplia de reservorios microbianos. Tales condiciones probablemente favorecen
el establecimiento de comunidades microbianas mas diversas y funcionalmente
versatiles. Las microbiotas complejas pueden conferir multiples ventajas al insecto
huésped, incluyendo capacidades metabdlicas ampliadas, mayor actividad enzimatica,
mejor modulacion inmunitaria y mayor resiliencia frente a fluctuaciones ambientales
(Osimani et al. 2018; Douglas 2015). La presencia de microbios involucrados en la
degradacion de fibras, la produccion de compuestos antimicrobianos o la activacion del
sistema inmune podria representar respuestas adaptativas a las presiones ecologicas
presentes en entornos menos estandarizados.

Por el contrario, la poblacion britanica, criada en instalaciones industriales bajo estrictos
protocolos higiénicos y alimentada con una dieta uniforme compuesta principalmente por
salvado de trigo y patata, mostro baja diversidad alfa y una microbiota intestinal dominada
por un numero limitado de géneros bacterianos, notablemente Staphylococcus. Este
patrén es consistente con lo que se ha informado previamente en insectos criados
intensivamente, donde las presiones selectivas, incluidas las dietas simplificadas y la
exposicion microbiana reducida, conducen a una composicién microbiana mas estrecha
(Worku et al. 2018; Wynants et al. 2017). Aunque esta simplificaciéon puede mejorar la
consistencia y la previsibilidad en la produccidn, también podria reducir la redundancia
funcionaly la capacidad adaptativa de la microbiota, lo que en Ultima instancia impacta en
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la salud, la tasa de crecimiento y la capacidad del insecto para enfrentar estresores
ambientales o dietéticos.

Ademas, el analisis de la diversidad beta revela una capa adicional de complejidad. Los
insectos egipcios mostraron un alto grado de variacion interindividual en sus perfiles
microbianos intestinales, lo que sugiere que los sistemas de produccidn tradicionales y
menos controlados generan un paisaje microbiano mas amplio. Esta variabilidad puede
deberse a varios factores, como la inconsistencia en los insumos alimenticios, diferencias
en los indculos microbianos entre lotes y una mayor exposicidon a microbios ambientales.
En contraste, la poblacidn silvestre —a pesar de estar sujeta a la variabilidad natural del
entorno— mostré perfiles microbianos mas homogéneos, lo que posiblemente refleje un
nicho ecolégico estable y una coevolucidn a largo plazo entre huésped y microbioma
(Poveda Arias 2019; Stoops et al. 2016). Esta observacion desafia la suposicion de que los
entornos silvestres siempre promueven una mayor diversidad microbiana y destaca la
importancia de la previsibilidad ambiental en la configuracion de las comunidades
microbianas.

La dieta emerge como un determinante clave en la estructuracién de la microbiota
intestinal. Los sustratos fermentables, especialmente aquellos ricos en material
lignocelulésico o materia organica parcialmente descompuesta, tienden a enriquecer la
diversidad bacteriana y seleccionan taxones con funciones enzimaticas especializadas
(Ben Guerrero 2018; Wang and Zhang 2015). Los insectos que consumen estos sustratos
tienen mas probabilidades de albergar consorcios microbianos capaces de descomponer
polimeros vegetales complejos, facilitando la absorcidén de nutrientes y aumentando la
eficiencia de conversidon de biomasa. Ademas, la humedad dietética —frecuentemente
pasada por alto en la cria de insectos— impacta significativamente en la fisiologia
intestinaly la composicion microbiana. Como se ha demostrado en estudios previos, tanto
la sequedad excesiva como la alta humedad pueden alterar el desarrollo larvaly desplazar
las comunidades microbianas hacia taxones tolerantes al estrés u oportunistas (Deruytter
et al. 2020; Murray 1968).

En conjunto, estos hallazgos subrayan el papel central de la microbiota en la configuracion
del rendimiento zootécnico de T. molitor. La comunidad microbiana intestinal no es un
subproducto pasivo del entorno del insecto, sino un socio dinamico en su biologia, que
influye en la digestién, la inmunidad, la tolerancia al estrés e incluso en la eficiencia de
conversion de sustratos en biomasa valiosa (Grau et al. 2017; Ghaly y Alkoaik 2009).
Comprender como se estructura esta microbiota y como responde a manipulaciones
ambientales es crucial para optimizar los protocolos de cria. En el contexto del creciente
interés por los insectos como fuente sostenible de proteina y soluciéon para la
bioconversion de residuos organicos, las estrategias de manejo informadas por el
microbioma podrian conducir a sistemas de produccién mas eficientes, resilientes y
respetuosos con el medio ambiente.

Lainteraccion entre dieta, entornoy ecologia microbiana representa un campo prometedor
para el desarrollo de una cria de insectos de precision. Investigaciones futuras deberian
explorar el uso de prebiodticos, probidticos e inoculantes microbianos, asi como investigar
la estabilidad a largo plazo y la heredabilidad de microbiotas beneficiosas en T. molitor.
Tales esfuerzos serdn esenciales para liberar todo el potencial de la cria de insectos dentro
de marcos de bioeconomia circular.
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CAPITULO

Modulacion de la microbiota intestinal de Tenebrio molitor mediante subproductos
fangicos: comparacion entre micelio y carp6foro
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Resumen

La microbiota intestinal desempefa un papel fundamental en la fisiologia, salud vy
rendimiento productivo de Tenebrio molitor, un insecto de creciente interés en la industria
agroalimentaria. En este estudio, se analizé el efecto de cinco dietas experimentales sobre
la estructura microbiana intestinal del insecto: una dieta control (salvado de trigo + patata)
y cuatro dietas suplementadas con micelio o cuerpo fructifero del hongo Lentinula edodes,
en proporciones del 20% y 80%. Mediante analisis de secuenciacion de la region 16S rRNA,
se evalué la diversidad alfa y beta en distintos niveles taxonédmicos (filo, familia, géneroy
especie).

Los resultados mostraron que la inclusién de micelio, especialmente al 20%, promovio una
microbiota mas rica, diversa y equilibrada, mientras que las dietas con un 80% de cuerpo
fructifero redujeron significativamente la diversidad y condujeron a una marcada
dominancia de especies especificas, como Enterobacter hormaechei. Se observé un claro
patrén de reemplazo de Firmicutes por Proteobacteria, dependiendo del tipo y proporcién
del suplemento fungico, con efectos dependientes de la dosis.

Estos hallazgos sugieren que el micelio puede ser una estrategia nutricional adecuada para
modular positivamente la microbiota de T. molitor, con beneficios potenciales para su cria
industrial. En contraste, el uso del cuerpo fructifero debe abordarse con precaucion debido
a su efecto reductor sobre la microbiota. Este trabajo aporta informacidn relevante para el
diseno de dietas funcionales orientadas a optimizar la salud intestinal y el desempefio de
los insectos en sistemas de produccién sostenibles.

Palabras clave

Cuerpo fructifero, micelio, fungicultura, dietas para insectos, efectos dietéticos
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Introduccion

El uso de insectos como fuente alternativa de alimento y forraje ha generado un creciente
interés en los ultimos anos, tanto por su valor nutricional como por su eficiencia ecoldgica
en la produccidén (Ghaly and Alkoaik, 2009; Ravzanaadii et al, 2012). Entre ellos, T. molitor
(Coleoptera: Tenebrionidae), comunmente conocido como gusano de la harina, ha
emergido como uno de los candidatos mas prometedores para la produccion a escala
industrial debido a su alto contenido de proteinas, lipidos y su capacidad de adaptarse a
dietas diversas (Aguilar-Miranda et al, 2001; Grau et al, 2017).

Ademas de su perfil nutricional, T. molitor es un modelo adecuado para estudiar las
interacciones entre insectos y microbioma. Al igual que en otros insectos, la microbiota
intestinal en esta especie desempefia un papel clave en la digestion, la inmunidad, el
desarrollo y la adaptacion a cambios ambientales, incluyendo modificaciones dietéticas
(Dillon and Dillon, 2004; Engel and Moran, 2013; Schmidt and Engel, 2021). Esta comunidad
microbiana puede variar significativamente segun multiples factores como el entorno, la
etapa de desarrollo y, especialmente, la dieta (Yun et al, 2014; Wang and Zhang, 2015;
Osimani et al, 2018).

Se ha demostrado que las variaciones en la dieta alteran rapidamente la composicién del
microbioma intestinal en vertebrados (David et al, 2014), y evidencia similar ha comenzado
a surgir también en insectos (Jung et al, 2014; Gupta and Nair, 2020). En T. molitor, los
cambios en la dieta no solo afectan la tasa de crecimiento o el valor nutricional (Deruytter
et al, 2020; Mendaza Lainez, 2017), sino también la estructura y funciéon de su microbiota
(Worku et al, 2018; Angel-Sanchez and Galian, 2022). Esto abre nuevas posibilidades para
manipular su dieta con el fin de optimizar la producciéon o modificar su perfil microbiano
con fines biotecnoldgicos o de seguridad alimentaria (Stoops et al, 2016; Vandeweyer et al,
2017).

En este contexto, el presente estudio tiene como objetivo comparar la composicion de la
microbiotaintestinal de T. molitor alimentado con cinco dietas diferentes: una dieta control
(salvado de trigo + patata), dos dietas suplementadas con micelio del hongo (20% y 80%) y
dos dietas con cuerpo fructifero del mismo hongo en las mismas proporciones. El objetivo
principal es evaluar como varia la comunidad microbiana intestinal segun el tipo y
proporcion del ingrediente fungico afiadido. Este analisis permitira identificar posibles
patrones de modulacidon microbiana asociados con componentes flungicos y evaluar su
impacto potencial sobre la fisiologia del insecto. A través de este enfoque, el estudio busca
contribuir al disefio de estrategias alimenticias mas funcionales y eficientes en la cria de
insectos comestibles.

Materiales y métodos

Este estudio se centré en la caracterizacion de la microbiota intestinal de larvas de T.
molitor criadas con diferentes dietas. A continuacion se detallan los materiales utilizados
y las metodologias aplicadas para la recogida de larvas, conservacion, extraccion del
intestino, analisis de ADN y evaluacion de la diversidad bacteriana.
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Recogida de larvas

Tras la eclosidn, las larvas se colocaron en bandejas para su desarrollo y cria. Las bandejas
tenfan una superficie de 0,06 m?> (20 x 30 cm) y se mantuvieron en una cdmara de cria en
las condiciones indicadas en la tabla 1 y figura 1.

Tabla 1: Condiciones de la cdmara de cria para cada tratamiento dietéticos en las poblaciones de T. molitor.

Temperatura (°C) 22-26
Humedad relativa (%) 40-60
NuUmero de horas de luz diarias 4 horas
Sustrato Dependiendo del tratamiento
Suministro de humedad 40 gramos de gel cada 3 dias
Densidad de larvas 100 individuos por bandeja

-
Treatment:
100 % (A)

Treatment 1: Treatment 2:
20 % (A) + 80% (B) 80 % (A) + 20% (B)

Treatment 1: Treatment 2:
20 % (A) + 80% (B) 80 % (A) + 20% (B)

Figura 1: diagrama de las dietas utilizadas en cada tratamiento (de arriba abajo: control (salvado), dieta 1
(cuerpo fructifero + salvado), dieta 2 (micelio + salvado)) para la cria de T. molitor.

El experimento concluyd cuando al menos una larva en cada tratamiento se transformé en
pupa, lo que indica el inicio de la metamorfosis.

Conservacion de larvas

Al finalizar el experimento, cinco larvas seleccionadas fueron sumergidas en isopropanol
al 99,5% durante tres semanas para su conservacion previa al analisis de microbiota. Cada
muestra fue etiquetada individualmente con lapiz y una pequefia etiqueta para asegurar
una correcta identificacion, y posteriormente almacenada en tubos Falcon de 15 mL hasta
Su procesamiento.

Extraccion intestinal

Tras la conservaciéon, los sistemas digestivos de las larvas fueron extraidos bajo
condiciones estériles en una campana de flujo laminar. El procedimiento fue el siguiente:
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Secado de las larvas: Las larvas se colocaron en un horno a 35 °C durante 2 minutos para
eliminar el alcohol residual.

Extraccion intestinal: Cada larva fue colocada en una placa Petri de vidrio estérily se realizd
una incisién ventral en el abdomen (segmentos 5-9) usando pinzas de diseccion estériles.
Luego, los intestinos se extrajeron cuidadosamente y se transfirieron a un tubo Eppendorf
de 1.5 mL.

En total, se obtuvieron 9 muestras, cada una etiquetada con el siguiente cédigo: una letra
mayuscula que indica la dieta (- = control negativo, C = cuerpo fructifero, M = micelio),
seguida de un numero del 1 al 5 que representa la larva individual.

Extraccion de ADN

Se utilizd un protocolo de extraccion de ADN optimizado para insectos, con el kit de lisis de
insectos de Promega, siguiendo estos pasos:

e Lisis celular: Se afadieron 100 pL de Insect Lysis Buffer y 20 pyL de
Proteinasa K (10 mg/mL) a cada muestra.

e Incubacidn: Las muestras se incubaron a 56 °C con agitacion constante
durante 6 horas.

e Centrifugacion inicial: Se centrifugaron a 2.000 rpm durante 15 segundos
para eliminar la condensacion.

e Unién del ADN: Se afadieron 100 pL de Binding Mix, la muestra se vortexo
durante 15 segundos y se centrifugd a 11.000 rpm durante 20 segundos.

o Filtracion: El contenido se transfirié a un tubo de 2 mL con una columna de
filtraciony se centrifugd a 11.000 rpm durante 5 minutos.

e Lavado del ADN: se anadieron 200 yL de Protein Wash Buffery se centrifugo
a 11.000 rpm durante 2 minutos. Luego se repitio el lavado con 600 pL del
mismo buffer.

e Elucion del ADN: se anadieron 30 pL de agua bidestilada caliente (56 °C)
directamente sobre la membrana de la columna. Tras esperar 1 minuto, se
centrifugd a 11.000 rpm durante 5 minutos.

e Almacenamiento: Las columnas se descartaron y los tubos con el ADN
extraido se almacenaron a —20 °C hasta su analisis.

Analisis de la comunidad bacteriana

Las muestras de ADN fueron enviadas al Servicio de Metagendmica de LAIB para la
identificacion de la comunidad bacteriana mediante secuenciacion del gen 16S rRNA.

Para el andlisis, se agruparon 5 individuos de cada repeticion (3 por dieta). Se utilizé el lon
16S Metagenomics Kit (lonTorrent) para amplificar las regiones variables 2, 4y 8 en un tubo
(fragmentos de 250, 288 y 295 pb, respectivamente), y las regiones 3, 6-7 y 9 en otro tubo
(fragmentos de 215, 260y 209 pb, respectivamente). Los cebadores (primers) garantizaban
mas del 80% de cobertura de las secuencias con un 100% de identidad.

Los datos fueron procesados con lon Reporter™ utilizando un flujo de trabajo especifico
para 16S rRNA. Para la identificacién taxondmica se utilizé la base de datos Curated
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Greengenes v13.5. Se establecié un umbral minimo de =210 lecturas para considerar una
secuencia valida, y un criterio de identidad del 99,5% para asignacion a nivel de especie.

Para evaluar la diversidad microbiana:

o Diversidad alfa: Se evalu¢ la variabilidad dentro de cada muestra a nivel de
especie, géneroy familia.

o Diversidad beta: Se comparé la composicién bacteriana entre diferentes
poblaciones.

Se generaron graficos Krona y tablas de abundancia relativa para la interpretacion de
resultados.

Resultados

Los resultados se estudiaron en los niveles taxondmicos de filo, familia, género y especie,
tanto para diversidad alfa como beta.

Diversidad alfa

Fue analizada para cada nivel taxondmico.

Filo
La caracterizacidn taxondmica a nivel de filo revelé la presencia dominante de Firmicutes,
Proteobacteria, Actinobacteriota y Bacteroidota en todas las muestras, con diferencias
relativas seguln el tratamiento.

Firmicutes fue el grupo mas abundante en la mayoria de las muestras, especialmente en
los tratamientos control (C1-C3), donde representé entre el 52% y el 65% de la microbiota
total (Figura 2). En los tratamientos con micelio y cuerpo fructifero, su abundancia
disminuy6 conforme aumentaba el suplemento fungico, alcanzando entre el 20%y 40% en
M80 y CARB80. Esto sugiere un efecto modulador de los componentes fungicos sobre este
grupo bacteriano.

Proteobacteria mostro la tendencia opuesta. Fue menos prevalente en el grupo control (15—
25%), pero aumenté notablemente en las dietas con alto contenido de micelio (M80) y
cuerpo fructifero (CAR80), alcanzando hasta un 45-50% en algunos individuos. Esto puede
indicar una expansion de este filo bajo condiciones de mayor fermentacion fungica o
disponibilidad alterada de nutrientes.

Actinobacteriota mantuvo una presencia moderada y estable en todos los tratamientos,
con proporciones ligeramente mas altas en el grupo con 20% de cuerpo fructifero (~10-
15%) y entre 5-10% en los demas tratamientos.

Bacteroidota aparecié en proporciones generalmente bajas, pero mostré aumentos
puntuales en las muestras M20 y CARS80, sin un patrén claro, variando entre un 2%y 10%.
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Figura 2: grafico de barras que representa el filo mostrado para cada uno de los tratamientos con T. molitor.

Familia
A nivel de familia, se observa una clara influencia de la dieta en la composicion de la
microbiota de T. molitor. En el grupo control (salvado + patata), predominaron las familias
Enterococcaceae y Enterobacteriaceae, con una elevada representacion de Firmicutes y
Proteobacteria, respectivamente.

En los individuos alimentados con carpoforo (CAR20 y CAR80), se produjo una disminucion
progresiva de la abundancia relativa de Enterococcaceae, mientras que
Enterobacteriaceae aumentd, especialmente en CAR80. También aparecieron otras
familias como Lactobacillaceae y Staphylococcaceae, aunque en menor proporcion
(Figura 3).

En los tratamientos con micelio (M20 y M80), la tendencia se acentua: Las
Enterobacteriaceae se vuelven ampliamente dominantes, sobre todo en M80, lo que indica
un cambio importante en el equilibrio microbiano. Paralelamente, las Lactobacillaceae y
otras familias del filo Proteobacteria se vuelven mas prominentes.

Este patrén sugiere que las dietas ricas en componentes fungicos favorecen el crecimiento
de Proteobacterias, especialmente de la familia Enterobacteriaceae, en detrimento de
Firmicutes como Enterococcaceae. El cambio es mds pronunciado con el aumento del
porcentaje de micelio o carpoforo, lo que indica una respuesta de la microbiota intestinal
dependiente de la dosis.
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Figura 3: grafico de barras que representa las familias mostradas para cada uno de los tratamientos con T.
molitor.

Género
A nivel de género, la variacion de la microbiota intestinal de T. molitor entre dietas se hace
aun mas especifica y revela una clara reestructuracion de la comunidad microbiana.

En elgrupo de control se observo un notable predominio del género Enterococcus, seguido
de Enterobactery otros géneros como Weissella en menor proporcion. Esta composicion
es coherente con una dieta estandar basada en salvado y patata, que parece favorecer a
los géneros pertenecientes a los Firmicutes.

Con la inclusion de carpdéforo (CAR20 y CAR80) en la dieta, se registré una disminucion
significativa de Enterococcus, mientras que Enterobacter aumentd en abundancia,
especialmente en CAR80. También se detectaron géneros como Staphylococcus y
Lactococcus, aunque a niveles bajos, lo que indica una transicion parcial hacia una
comunidad mas diversa.

El efecto fue alin mas pronunciado en los tratamientos con micelio (M20 y M80). En estos
grupos, Enterobacter se convirtio en el género dominante, sobre todo en M80, con una
notable pérdida de representacion de Enterococcus. Ademas, aparecieron otros géneros
asociados a las Proteobacterias, incluidos miembros del género Serratia en algunas
muestras (Figura 4).

Este cambio en la composicidon microbiana sugiere que el aumento de la proporcion de
componentes fungicos en la dieta induce un cambio hacia géneros tipicos de
Proteobacterias, lo que puede reflejar adaptaciones funcionales del microbioma a
compuestos presentes en el micelio o carpdéforo, posiblemente ricos en quitina u otros
polisacaridos fungicos.
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Figura 4: grafico de barras que representa los géneros que aparecen para cada uno de los tratamientos con T.
molitor.

Especie
Anivel de especies, el andlisis reveld marcadas diferencias en la microbiota intestinal de T.
molitor segun la dieta, con un alto grado de especificidad microbiana.

En el grupo de control (C1, C2, C3), la especie dominante fue claramente Enterococcus
faecalis, acompafiada en menor medida por Enterobacter hormaechei y otros taxones
como Weissella cibaria, lo que indica una comunidad microbiana fuertemente asociada al
entorno naturaly a la dieta estandar del insecto (Figura 5).

Cuando se introdujo el carpéforo (CAR20, CAR80) en la dieta, se observé una marcada
disminucion de E. faecalis, siendo sustituido progresivamente por E. hormaechei,
especialmente en CAR80. Este cambio sugiere que el carpdforo podria inhibir el
crecimiento de Firmicutes tipicos, favoreciendo en su lugar a ciertas especies de
Proteobacterias.

En los tratamientos con micelio (M20, M80), la tendencia fue aun mas pronunciada. E.
faecalis desapareci6 casi por completo, siendo E. hormaechei la especie predominante,
acompanada de Serratia marcescens en algunas muestras M80. Estos perfiles indican una
alteracion drastica de la comunidad intestinal hacia una configuracion dominada por
bacterias oportunistas o mas versatiles, capaces de metabolizar componentes miceliales.

La diferencia entre M20 y M80 también sugiere un efecto dependiente de la dosis de
micelio, donde una mayor proporcion de este ingrediente intensifica la selecciéon de
especies especificas como E. hormaecheiy reduce la diversidad de especies firmicutes.
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Figura 5: grafico de barras que representa las especies presentes en cada uno de los tratamientos con T. molitor.

Comparacién global

El analisis de la diversidad microbiana mediante el indice de Shannon revelé diferencias
notables entre los tratamientos dietéticos aplicados a T. molitor. El grupo control (salvado
de trigo + patata) mostro una diversidad relativamente alta, comparable a la observada en
los tratamientos M20 (20% de micelio) y M80 (80% de micelio), sin diferencias
estadisticamente significativas entre ellos (p > 0,4) (Figura 6). Por el contrario, los grupos
suplementados con carpéforo, especialmente CAR80 (80% carpdforo), mostraron una
marcada disminucion de la diversidad microbiana, siendo CAR80 el tratamiento con menor
valor del indice de Shannon (mediana < 1), con diferencias marginalmente significativas
respecto al controly M80 (p = 0,2y p = 0,1, respectivamente). Estos resultados sugieren
que altas concentraciones de carpdéforo en la dieta pueden reducir la diversidad de la
microbiota intestinal de T. molitor, mientras que la inclusién de micelio, incluso en altas
proporciones, no parece afectar negativamente a este parametro.

144



Universidad de Murcia

Shannon index

0.2
0 '
04 '
1
; 0.8 |
) 0.2 b
S
o4 T 04 1
| 0.2 !
T 7 1 group
1
° B3 ci
c
g " B c20
c
s 5. e B cso
% B m20
== YN

Cirl €20 80 M20 M80
group

Figura 6: diagrama que representa elindice de Shannon para cada tratamiento con T. molitor (Ctrl= control; C20
=tratamiento carpéforo 20% en la dieta, C80 = tratamiento carpdforo 80% en la dieta, M20 = tratamiento micelio
20% en la dieta, M80 = tratamiento micelio 80% en la dieta).

Curva de rarefaccion

Las curvas de rarefacciéon mostraron claras diferencias en la rigueza de variantes de
amplicones (ASVs) entre tratamientos dietéticos en T. molitor. El tratamiento M2_20 (20%
de micelio) alcanzo la mayor riqueza, con mas de 120 ASVs, indicando una alta diversidad
microbiana potencial. Este resultado contrasta con el tratamiento de control (C1), que tuvo
la riqueza mas baja (alrededor de 20 ASVs), lo que sugiere que la dieta estandar limita la
complejidad de la microbiota intestinal (Figura 7). Otros tratamientos basados en micelio
(como M2_80y M3_80) también mostraron altos niveles de riqueza (60-90 ASVs), mientras
que las dietas con carpoforo (especialmente C3_80) presentaron curvas mas bajas,
indicando una menor diversidad. En conjunto, estos datos sugieren que la inclusiéon de
micelio, especialmente al 20%, favorece el establecimiento de una comunidad microbiana
mas diversa, mientras que las dietas con alto contenido en carpoforo tienden a reducir la
riqueza microbiana asociada a T. molitor.
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Numero Tratamiento Repeticion
1 N/A 1
2 Control N/A 2
3 N/A 8
4 20 1
5 Carpdforo 20 2
6 20 3
7 80 1
8 Carpdforo 80 2
9 80 8
10 20 1
11 Micelio 20 2
12 20 3
13 L 80 1
14 Micelio 80 5
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Figura 7: curva de rarefaccion para cada tratamiento con T. molitor.

Dominancia
El grafico muestra la distribucion de las especies bacterianas dominantes en los distintos
grupos de tratamiento dietético: control (Ctrl), carpéforo 20% (C20), carpéforo 80% (C80),
micelio 20% (M20) y micelio 80% (M80). Se observan varias especies recurrentes, lo que
sugiere cierta estabilidad en los taxones dominantes, aunque con interesantes diferencias
segun el tratamiento:

Enterococcus faecium aparece como dominante principalmente en el grupo controly en
uno de los tratamientos con micelio (M80), lo que indica que esta especie podria estar
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asociada a unas condiciones de alimentacién mas estandar o a una baja interferencia
fungica.

Lactococcus taiwanensis es dominante tanto en C20 como en M80, lo que sugiere que esta
especie podria beneficiarse tanto de los componentes del carpéforo como del micelio a
dosis elevadas (Figura 8).

Leuconostoc pseudomesenteroides aparece en C20 y C80, lo que indica una posible
afinidad por el carpéforo como sustrato.

Weissella cibaria aparece en el control, C80y M20, mostrando cierta plasticidad ecoldgica
y adaptacion a diferentes entornos dietéticos.

Este patron sugiere que la dieta influye significativamente en la estructura de la microbiota
dominante, con cierta especializacion o favorecimiento de especies dependiendo del tipo
y proporcion de suplementacion fungica administrada.
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Figura 8: dominancia de especies para cada uno de los tratamientos estudiados con T. molitor.

Diversidad beta

Elandlisis de diversidad beta, visualizado mediante escalado multidimensional no métrico
(NMDS) basado en la disimilitud de Bray-Curtis, mostré diferencias sustanciales en la
composicion de la comunidad asociadas a los distintos tratamientos dietéticos
administrados a T. molijtor. Las muestras correspondientes al tratamiento de control
(salvado de trigo + patata) se agruparon separadamente de las que incluian componentes
fungicos. En particular, las dietas con alta proporcion de micelio (M80) y carpéforo (C80)
mostraron una clara separacion espacial en el plano NMDS, indicando una marcada
diferenciaciéon en la composicién (alta diversidad beta) respecto al control (Figura 9).
Asimismo, los tratamientos con menor proporcion de micelio (M20) o carpdéforo (C20)
mostraron patrones intermedios, indicando una relacién dosis-dependiente en la
influencia del hongo sobre la comunidad analizada. Estos resultados sugieren que tanto la
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naturaleza del suplemento fungico (micelio vs. carpoforo) como su concentracién
modifican significativamente la estructura de la comunidad, reflejando probablemente
cambios en la microbiota intestinal u otros parametros ecoldgicos internos del
hospedador.
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Figura 9: diversidad beta para los distintos tratamientos con T. molitory sus réplicas.

Discusion

Los resultados de este estudio demuestran que la composicién y estructura de la
microbiota intestinal de T. molitor puede ser modulada significativamente mediante la
inclusion de distintos tipos y proporciones de hongos comestibles en la dieta,
especificamente del carpoforo (cuerpo fructifero) y el micelio. Este hallazgo tiene
importantes implicaciones tanto para la comprension ecoldgica de los insectos saprofagos

como para la optimizacion de su cria industrial, donde la salud intestinal, la eficiencia
digestiva y la seguridad microbiologica son aspectos clave.

Los resultados obtenidos en este estudio confirman la importancia de la microbiota
intestinal de T. molitory su sensibilidad a cambios ambientales, especialmente ladietay la
iluminacion, factores que ya han sido reportados previamente como moduladores clave de
la microbiota en insectos (Engel and Moran, 2013; Yun et al, 2014). El presente trabajo
coincide con estudios previos que evidencian que la dieta determina en gran medida la
composicion y diversidad microbiana intestinal (David et al, 2014; Douglas, 2015), lo cual
es fundamental para el crecimiento, desarrollo y aprovechamiento nutricional de esta
especie (Aguilar-Miranda et al, 2001; Ravzanaadii et al, 2012).

En el caso de dietas basadas en subproductos agroindustriales, como residuos de café o
cereales, se ha observado su potencial como sustratos sostenibles para la cria de insectos
comestibles (Campos-Vega et al, 2015; Van Huis, 2021). Sin embargo, la modificacion de la
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microbiota por estas dietas puede influir tanto en la eficiencia de conversién alimenticia
como en su perfil nutricional final (Deruytter et al, 2020; Mendaza Lainez, 2017). Algunos
estudios han sugerido que el microbioma de T. molitor podria contribuir a la digestién de
polisacaridos complejos gracias a bacterias simbidticas productoras de hidrolasas
glicosidicas (Ben Guerrero, 2018; Poveda Arias, 2019).

Por otro lado, la exposicidn a diferentes condiciones de luz constituye un factor de estrés
gue impacta la microbiota intestinal de los animales (Kim et al, 2019; Wei et al, 2020), y en
los insectos, especificamente, puede afectar su ritmo circadiano, desarrolloy composicion
microbiana (Jung et al, 2014; Angel-Sanchez and Galian, 2022). Balfour and Carmichael
(1928) y Jiang et al. (2020) demostraron que la alteraciéon luminica genera cambios en el
comportamiento y la fisiologia de insectos y aves, respectivamente, los cuales podrian
estar mediados, en parte, por alteraciones en la microbiota intestinal (Liebert et al, 2019).

En este sentido, se ha demostrado que el microbioma de T. molitor estd compuesto
predominantemente por bacterias de los géneros Enterobacter, Serratia y Staphylococcus,
cuya proporcién varia segun la dieta, la etapa de desarrollo y las condiciones de cria
(Osimani et al, 2018; Wynants et al, 2017; Wang and Zhang, 2015). Este estudio confirma
dicha tendencia, encontrando diferencias significativas en las comunidades bacterianas
tras la modificacion de los sustratos alimenticios, en concordancia con Engel and Moran
(2013) y Rajagopal (2009), quienes sefialan que los insectos mantienen interacciones
mutualistas con su microbiota, las cuales facilitan la asimilacién de nutrientes y la
detoxificacién de compuestos.

Ademas, los resultados coinciden con lo sefialado por Murray (1968) y Deruytter et al.
(2020), quienes indican que la disponibilidad de agua y la forma de presentacion del
alimento (humeda o seca) afectan el crecimiento larval y, por lo tanto, la dinamica
microbiana intestinal. Cabe destacar que la manipulacién de la microbiota en insectos
comestibles como T. molitor podria utilizarse estratégicamente para mejorar su perfil
nutricional y la seguridad alimentaria (Ghaly and Alkoaik, 2009; Siemianowska et al, 2013;
Grau et al, 2017).

Finalmente, es importante considerar que la microbiota intestinal de los insectos cumple
funciones equivalentes a las de los vertebrados en cuanto al metabolismo de nutrientes,
proteccion frente a patégenos y modulacion del sistema inmunolégico (Dillon and Dillon,
2004; Schmidt and Engel, 2021; Ley et al, 2008). Estos hallazgos abren oportunidades para
optimizar la produccion de T. molitor en sistemas agroindustriales sostenibles, mejorando
su calidad como ingrediente alimenticio para consumo animaly humano (Baek et al, 2015;
Hicks, 2017; Ramos-Elorduy et al, 2002).
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CAPITULO &

Evaluacidn de los efectos de diferentes microorganismos sobre Tenebrio molitory
aplicacion de Pediococcus pentosaceus como probiético potencial
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Resumen

El uso de probidticos en la cria de insectos comestibles representa una estrategia
prometedora para mejorar la productividad y la resistencia a patdégenos. En este estudio se
evalud el efecto del probidtico Pediococcus pentosaceus, aplicado en dietas liquidas y
secas, sobre parametros de desarrollo, rendimiento y calidad morfolégica de Tenebrio
molitor. Los tratamientos control se compararon con otros suplementados con patégenos
(Fusarium spp., Enterococcus hormaecheiy Staphylococcus aureus)y con combinaciones
de éstos con P. pentosaceus. Se analizaron variables como el tiempo de desarrollo larvario,
la mortalidad, el peso de larvas y adultos, la longitud, el color del exoesqueleto (como
indicador indirecto del contenido de quitosano) y las tasas de malformacion.

Los resultados mostraron que, en condiciones normales, P. pentosaceus no afectaba
negativamente a ninguna variable y mejoraba ligeramente algunos atributos productivos.
En presencia de patdgenos, su efecto fue significativamente positivo: redujo la mortalidad,
aceleré el desarrollo larvario y mejoro el peso y la longitud de los insectos. Ademas, en
algunos tratamientos se observo un oscurecimiento del exoesqueleto, lo que podria indicar
un aumento del contenido en quitosano, con implicaciones para aplicaciones
biotecnoldgicas. La suplementacion con P. pentosaceus se consolida asi como una
herramienta eficaz para mitigar el impacto negativo de los microorganismos patégenos en
la cria de T. molitor, y para optimizar parametros clave en la produccién de este insecto,
considerado una fuente sostenible de proteina.

Palabras clave

Gram negativo, gram positivo, hongo, entomopatdgeno, probiodtico
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Introduccion

El gusano de la harina amarillo, Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), ha ganado
una atencioén considerable en los ultimos afios como una fuente alternativay sostenible de
proteina para el consumo humano y animal (Ribeiro et al, 2018). Este insecto destaca por
su capacidad eficiente de bioconversién de subproductos agricolas en proteina de alta
calidad, posicionandolo como un actor prometedor dentro de la economia circular y la
seguridad alimentaria global (Van Huis, 2020).

La microbiota intestinal de T. molitor desempefia un papel crucial en su fisiologia y
desarrollo. Compuesta principalmente por Tenericutes, Proteobacteria y Firmicutes, esta
comunidad microbiana es esencial para la digestidon de nutrientes y la respuesta inmune
del insecto (Garofalo et al, 2019). Sin embargo, la composicion de esta microbiota es
altamente sensible alos cambios en ladietay ala exposicidon a microorganismos exégenos,
lo que puede impactar significativamente la salud larval y la productividad (Wynants et al,
2018).

Estudios recientes han mostrado que la exposicion a patégenos como Staphylococcus
aureus puede afectar negativamente el desarrollo larval de T. molitor. Este patdgeno
oportunista, conocido por su capacidad de producir enterotoxinas, puede causar una
reduccidn significativa en el crecimiento y la tasa de supervivencia larval (Jung et al, 2014).
Por otro lado, ciertas cepas de Enterobacter hormaechei han demostrado propiedades
probidticas, modulando positivamente la microbiota intestinal del insecto y mejorando la
resistencia frente a patégenos (Grau et al, 2017).

El hongo Fusarium spp. presenta una interaccidon particularmente interesante con T.
molitor. Este hongo fitopatégeno produce micotoxinas que pueden ser perjudiciales tanto
para los insectos como para los consumidores finales. Sin embargo, también sintetiza
compuestos que actian como atrayentes alimenticios para las larvas de T. molitor, lo que
plantea posibles riesgos de bioacumulacién de metabolitos secundarios toxicos en los
insectos (Guo et al, 2021).

En este contexto, la suplementacién con probiéticos como Pediococcus pentosaceus
surge como una estrategia prometedora para mejorar la salud intestinaly el rendimiento en
T. molitor. Esta bacteria acido-lactica ha demostrado capacidad para inhibir el crecimiento
de patégenos mediante la produccion de acidos organicos y bacteriocinas, ademads de
estimular respuestas inmunes en diversos modelos animales (Kingcha et al, 2012). Un
estudio reciente mostrd que dietas enriquecidas con P. pentosaceus pueden incrementar
significativamente la supervivencia larval en T. molitor bajo infeccion fungica, lo que
sugiere su potencial para contrarrestar la colonizacién microbiana indeseada (Grau et al,
2017).

La optimizacion de los sistemas de cria a gran escala de T. molitor requiere una
comprension profunda de estas interacciones microbianas. El manejo adecuado de la
microbiota intestinal no solo puede mejorar los parametros productivos, sino también
garantizar la inocuidad alimentaria al reducir la presencia de microorganismos
potencialmente patégenos o la acumulacion de metabolitos toxicos en insectos
destinados al consumo (Mikolajczak et al, 2020).

Este estudio tiene como objetivo evaluar elimpacto diferencialde S. aureus, E. hormaechei
y Fusarium spp. sobre los parametros productivos de T. molitor (color, longitud, tasa de
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mortalidad y peso del individuo adulto; peso y mortalidad larval; y tiempo requerido para
completar la metamorfosis), y analizar posteriormente la capacidad de P. pentosaceus
para modular estas interacciones. Los hallazgos de este estudio proporcionaran una base
cientifica sdlida para el desarrollo de estrategias de manejo microbiolégico dirigidas en la
cria de T. molitor, con el objetivo de optimizar la produccién y minimizar los riesgos
sanitarios asociados a contaminantes bioldgicos en la cadena alimentaria.

Materiales y métodos

A continuacién, se describen los pasos seguidos durante el presente informe para el
aislamiento y estudio de los efectos de diferentes microorganismos sobre la cria y el
desarrollo de T. molitor.

Recoleccion de diferentes colonias de T. molitor

Se recolectaron cinco poblaciones de larvas de T. molitor en cada una de las siguientes
ubicaciones geograficas:

e Espana: Esparragal, 18, 47155 Santovenia de Pisuerga, Valladolid.

e Reino Unido: 60-61 Barnes High St, London SW13 9LF.

e China: Distrito de Xiacheng, Hangzhou, Zhejiang, China (310004).

e Coreadel Sur: 6-1 Nangmin-ro, Nangmin-dong, Dongnae-gu, Busan.

e Egipto: Mohye El-Deen, Gobernacion de Alejandria, Egipto.

e Alemania: JunkerstraBe 17, 80689 Munich.

e Silvestre: Santa Marta de Tormes, Salamanca, Espafa (40.948839, -
5.617438).

Las diferencias en las condiciones ambientales y las normativas de produccién de cada
pais podrian influir en la microbiota intestinal, junto con el clima y otras condiciones
ecologicas del lugar donde se obtuvieron las poblaciones. El objetivo fue estudiar las
poblaciones de microorganismos hallados en su intestino, tanto patdégenos como
organismos beneficiosos para el analisis.

Extraccion de intestinos e identificacion de las bacterias mas relevantes

Las larvas fueron sumergidas en isopropanol al 99,5% para su conservacion durante un
periodo de cuatro meses. Cada muestra fue etiquetada individualmente con lapiz y una
pequefia etiqueta para asegurar una correcta identificacion. Posteriormente, se
almacenaron en tubos Falcon de 15 mL hasta su procesamiento.

Después del periodo de conservacion, los sistemas digestivos de las larvas fueron
extraidos en condiciones estériles dentro de una cabina de flujo laminar. El procedimiento
seguido fue el siguiente:

e Secado de larvas: Las larvas se colocaron en un horno a 35°C durante 2
minutos para eliminar el alcohol residual.

e Extracciondelintestino: Cada larva fue colocada enuna placa Petri de vidrio
estérily se realizé una incision en la parte ventral del abdomen (segmentos 5-
9) utilizando pinzas de diseccion estériles. El intestino fue extraido
cuidadosamente y transferido a un tubo Eppendorf de 1.5 mL.
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Se obtuvieron un total de 35 muestras, cada una etiquetada con el siguiente c6digo: una
letra mayuscula indicando el pais de origen (C = China, K = Corea del Sur, R = Reino Unido,
E = Espafia, A = Alemania, G = Egipto, W = Silvestre) seguida de un numero del 1 al 5
correspondiente al individuo.

Para la extraccion de ADN se empled un protocolo optimizado utilizando el kit de lisis para
insectos de Promega, siguiendo estos pasos:

e Lisis celular: Se afadieron 100 pyL de Insect Lysis Buffer y 20 pL de
Proteinasa K (10 mg/mL) a cada muestra.

e Incubacion: Las muestras se incubaron a 56°C con agitaciéon constante
durante 6 horas.

e Centrifugacion inicial: Se centrifugaron a 2.000 rpm durante 15 segundos
para eliminar condensacion.

e Unidn del ADN: Se afnadieron 100 pL de Binding Mix, se mezclaron por 15
segundosy se centrifugaron a 11.000 rpm durante 20 segundos.

e Filtracion: El contenido se transfirid a un tubo de 2 mL con una columna de
filtrado y se centrifugd a 11.000 rpm durante 5 minutos.

e Lavado del ADN: Se anadieron 200 pL de Protein Wash Buffer y se centrifugé
a 11.000 rpm durante 2 minutos. Se realizé un segundo lavado con 600 pL del
mismo buffer.

e Elucion del ADN: Se anadieron 30 uL de agua bidestilada caliente (56°C)
directamente sobre la membrana de la columna. Tras esperar un minuto, se
centrifugd a 11.000 rpm durante 5 minutos.

e Almacenamiento: Se desecharon las columnas y los tubos con el ADN
extraido fueron almacenados a -20°C hasta su analisis.

Aislamiento de las colonias de microorganismos utilizados

Las muestras de ADN fueron enviadas al Servicio de Metagenémica de LAIB para la
identificacion de comunidades bacterianas mediante la secuenciacion del gen 16S rRNA.

Una vez obtenidos los resultados, se estudiaron las bacterias que aparecieron en
cantidades considerables (por encima del 1%) y que podrian tener interés tanto negativo
como positivo en la cria de T. molitor. Siguiendo estos criterios, se seleccionaron
Enterobacter hormaechei, Staphylococcus aureus y Pediococcus pentosaceus. Se
sembraron placas, y las colonias que aparecieron fueron maceradas, posteriormente
secuenciadasy enviadas de nuevo al servicio anteriormente mencionado.

También se adquirié Fusarium spp. con el fin de contar con un hongo de efectos negativos.
Esto completd un grupo de microorganismaos que incluye bacterias Gram-positivas, Gram-
negativas, hongosy una bacteria con efectos potencialmente positivos (Kingcha et al, 2012;
Qietal, 2021; Escobar et al, 2019).

Las colonias aisladas se multiplicaron utilizando los siguientes medios especificos:

e E. hormaechei: agar con extracto de higado

e S. aureus: agar con extracto de higado

e P pentosaceus: agar MRS

e Fusarium spp.: agar dextrosa de patata (PDA)
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Las muestras de ADN fueron enviadas al Servicio de Metagendmica de LAIB para la
identificacion de comunidades bacterianas mediante la secuenciacion del gen 16S rRNA.

Una vez obtenidos los resultados, se estudiaron las bacterias presentes en cantidades
superiores al 1% y que pudieran tener relevancia positiva o negativa en la cria de T. molitor.
Siguiendo estos criterios, se seleccionaron E. hormaechei, S. aureus y P. pentosaceus. Se
sembraron placas y cualquier colonia que apareciera fue aislada, secuenciada y enviada
nuevamente al servicio mencionado (Figura 1).

Fusarium spp. también fue adquirido para incorporar un hongo con efectos negativos. Esto
completd un conjunto de microorganismos que incluye bacterias Gram-positivas, Gram-
negativas, hongos y una bacteria con posibles efectos beneficiosos (Kingcha et al, 2012; Qi
et al, 2021; Escobar et al, 2019).

Las colonias aisladas se multiplicaron utilizando los medios liquidos correspondientes ya
mencionados.

Cria de las poblaciones experimentales

Los huevos fueron recolectados de una poblacion saludable originaria de Valladolid,
Espafa. Tras la eclosidn, las larvas fueron colocadas en bandejas para su desarrollo y cria.
Las bandejas tenian una superficie de 0.06 m> (20 x 30 cm) y se mantuvieron en una camara
de cria bajo las condiciones mostradas en la Tabla 1.

Tabla 1: Condiciones de cria de las bandejas con los respectivos tratamientos de 7. molitor.

Temperatura (°C) 22-26
Humedad relativa (%) 40 -60
Horas de luz al dia 4

Tipo de sustrato

Salvado de trigo estéril

Alimento humedo

Depende del tratamiento (siempre estéril)

Densidad (individuos por bandeja)

100

Las larvas seleccionadas para iniciar el tratamiento experimental destinado a comprobar
los efectos de los microorganismos tenian un peso homogéneo comprendido entre 0,14y
0,145¢g.

Tratamientos experimentales

Se establecieron ocho tratamientos con el fin de evaluar los efectos de diferentes
microorganismos sobre T. molitor y el posible efecto protector de Pediococcus
pentosaceus:

Control negativo: sin microrganismos.

P. pentosaceus (without pathogenic organisms).
S. aureus.

S. aureus + P. pentosaceus.

E. hormaechei.

E. hormaechei + P. pentosaceus.

Fusarium spp.

Fusarium spp. + P. pentosaceus.
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Tabla 2: codificacion utilizada para trabajar con los distintos tratamientos de T. molitor.
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S. E. Fusariu
P. S. aureus + E. hormaec Fusari mspp.+
Cont ‘
rol pentosa aure P. hormae hei+P. um P.
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ceus ceus ceus
Inyecc I I (Sa+ I (Eh +
I(C I (P I (Eh I(F I(F+P
ong | 1C | 1R e | ey En o) (F) | 1(F+Pp)
Seco D D (Sa+ D (Eh + D(F+
D(C D(P D (Eh D (F
© PO PP e ey E 1 ) O ey
Hdme H H (Sa + H (Eh + H(F+
H(C) | H(Pp) H (Eh) H (F)
do (H) (Sa) Pp) Pp) Pp)

Cada tratamiento se aplico mediante tres técnicas diferentes: inyeccion directa,
incorporacién al pienso seco € incorporacién al pienso humedo (Tabla 2). En total, se
generaron 72 combinaciones experimentales:

8 tratamientos x 3 repeticiones x 3 métodos de inoculacion = 72 combinaciones.

Se utilizd un total de 720 individuos experimentales. La concentracion de todos los
microorganismos (tanto patégenos como probiéticos) fue de 10’ UFC/mL. Los métodos de
inoculacion utilizados fueron:

e Inyeccidn directa: Se inyectaron 0,2 mL del microorganismo por larva. Una
semana después, se anadié P. pentosaceus (en su caso) al pienso seco, y se
repitié la aplicacién del probiético dos semanas después de la primera dosis. Al
grupo de control se le inyectd agua estéril.

e Aplicacién en pienso seco: Se mezclaron 2,5 mL de medio de cultivo que
contenia el microorganismo correspondiente con 750 pL de agua estérily 20 g
de salvado de trigo estéril. El patogeno se aplico el primer dia, con una dosis de
refuerzo el dia 4. La primera dosis del probidtico se administré una semana
después, y la segunda dosis se aplicé dos semanas después de la primera.

e Aplicacion en pienso humedo: Se inocularon doce colonias del microorganismo
en cubos de patatairradiados (dos colonias en cada cara del cubo). El programa
de aplicacion fue idéntico al utilizado para el pienso seco (Tabla 3).

Todos los procedimientos se llevaron a cabo en condiciones estériles en una campana de
flujo laminar.
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Tabla 3: manipulaciény caracteristicas de cada una de las combinaciones estudiadas de T. molitor.

Métod
erodo No ) Dia " Dia
de . Patégeno . . | Probiético . ..
. .| Tratamiento larv | | aplicaci | . aplicacio
inoculaci inoculado ; inoculado
, as on q]
on
Agua 2 7
Control 10 Agua 1 1
gu Agua 3 14
Probidtico 1 7
P. pentosaceus 10 Agua 1 1
P g Probidtico 2 14
, Agua 1 7
. aur 1 Pat no 1 1
S. aureus 0 atogeno Agua 2 14
S. aureus +P. 10 Patégenc 1 ] Probidtico 1 7
. pentosaceus g Probidtico 2 14
Inyeccid Azua 1 >
n E. hormaechei 10 | Patégeno 1 1 g
Agua 2 14
E. hormaechei
+p ! 10 Patéseno 1 1 Probidtico 1 7
) g Probidtico 2 14
pentosaceus
. Agua 1 7
F. b 1 Pat no 1 1
s 0 atogeno Agua 2 14
F. spp. +P. Probidtico 1 7
PP 10 | Patégeno1 1 I I
pentosaceus Probiotico 2 14
7
Agua 1 1 Agua 3
Control 20 14
Agua 2 4 Agua 4
Agua 1 1 Probiodtico 1 7
P. pentosaceus 20
P Y Agua 2 4 | Probitico2 14
Patdogeno 1 1 Agua 1 7
. 2
S aureus 0 Patégeno 2 4 Agua 2 14
Alimento S. aureus +P. 20 Patogeno 1 1 Probidtico 1 7
seco o pentosaceus Patégeno 2 4 Probidtico 2 14
Patégeno 1 1 Agua 1 7
himedo | E. hormaechei 20 ,g gu
Patogeno 2 4 Agua 2 14
E. hormaechei 3 .
‘p 20 Patogeno 1 1 Probiodtico 1 7
) Patdgeno 2 4 Probiético 2 14
pentosaceus
Patogeno 1 1 Agua 1 7
F. spp. 20
. Patogeno 2 4 Agua 2 14
F. spp. +P. 20 Patogeno 1 1 Probidtico 1 7
pentosaceus Patégeno 2 4 Probidtico 2 14

Monitoreo del experimento

Cada semana (lunes y jueves) se registraron los siguientes parametros:
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Numero de individuos que cambiaron de estadio de desarrollo (pupa

adulto).
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e Peso larval promedio en el momento de aparicion de la primera pupa en
cada grupo.

Al finalizar el experimento (una vez que todas las larvas alcanzaron la etapa adulta), se
tomaron las siguientes mediciones:

e Peso del adulto (utilizando una balanza de precision Accuris™, 0.001 g).

e Longitud desde elabdomen hasta la cabeza (medida con un calibrador digital).

e Colorde los élitros (escala RGB, capturado con un estereomicroscopio STEMI-
200-C y analizado en Photoshop mediante la herramienta cuentagotas sobre
un radio de 25 pixeles centrado en el centroid del élitro).

e Tasa de malformaciones (% de individuos con deformidades en los élitros).

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizo utilizando Microsoft Excel y SPSS. Las etapas del analisis
incluyeron:

e Descriptivo: media, error estandar, mediana, moda, desviaciéon estandar,
varianza, curtosis, asimetria, rango, minimo y maximo para cada variable.

e Inferencial: debido a la no normalidad de los datos, se utilizd la prueba de
Kruskal-Wallis. Cuando se encontraron diferencias significativas, se aplicé la
prueba post hoc de Dunn.

e Representacion grafica: diagramas de caja (boxplots) y graficos de lineas.

e Analisis global: comparacién mediante grafico de barras entre el tratamiento
problema (con patdgeno)y el mismo tratamiento con la aplicacién posterior de
P. pentosaceus.

Control de calidad

Las mediciones se repitieron en un subconjunto aleatorio de especimenes para validar su
reproducibilidad. Los valores atipicos fueron descartados mediante validacion cruzada.

Consideraciones éticas
El estudio cumplio con las normativas éticas nacionales e internacionales sobre el uso de
insectos en la investigacion cientifica. Todos los procedimientos fueron disefiados para
minimizar el estrés y el dafno a los organismos.

Trial1: | Tal2: | Trial3: | Triald: | Trigis: | Trialé: | Trial7:

P. pentosaceus + £

P. pentosaceus + S. aureus P. pentosaceus +
= E. hormaechei hormaechei

S. aureus F oo F. oxysporum

P. pentosaceus

Time (days) »
y — >

Healthy Necrosis
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Figura 1: proceso de cria de cada uno de los ensayos de T. molitor y efectos de los microorganismos objeto de
estudio.

Resultados

Los resultados se han organizado en tres secciones: a) Analisis descriptivo, tanto de los
individuos adultos como a lo largo de la duracién del experimento; b) Analisis inferencial,
evaluando si existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias de las
variables estudiadas; y c) Comparacién global.

Analisis descriptivo

Dependiendo de las variables analizadas y del momento de la recoleccién de los datos, se
obtuvieron distintos resultados.

Los datos sobre mortalidad y nimero de dias necesarios para alcanzar el estadio de pupa
se recopilaron unicamente para el método de inyeccion, ya que esta técnica resulta
altamente agresiva para los insectos, y la mayoria de los individuos murié durante las dos
primeras semanas.

Analisis temporal de la tasa de mortalidad y del tiempo requerido para

completar la metamorfosis
El analisis del porcentaje de individuos que alcanzaron el estadio de pupa reveld
diferencias significativas segun la técnica de inoculacion y el tratamiento aplicado. EL
método de inyeccion demostré ser el mas perjudicial para el desarrollo de T. molitor, ya que
todos los tratamientos con patégenos —ya fueran bacterianos, fungicos o combinados con
el probiético P. pentosaceus— resultaron en una inhibicién completa de la pupacién (0%)
a lo largo del experimento, debido a la alta mortalidad temprana. Solo el tratamiento con P.
pentosaceus por si solo mostré una tasa de pupacién muy limitada (6.67%), ligeramente
superior al grupo control (3.33%), lo que sugiere que esta via de inoculacién puede inducir
un estrés considerable o una mortalidad elevada en etapas tempranas.
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Figura 2: diagrama de lineas que muestra la evolucion de las larvas T. molitor que alcanzaron el estadio de pupa
a lo largo del tratamiento con dieta liquida.

En contraste, la técnica de alimento humedo favorecid una pupacién mas rapida y
completa, alcanzando el 100% de pupacion hacia el final del periodo en los grupos control
y P. pentosaceus (Figura 2). Los tratamientos con patégenos redujeron la velocidad de
metamorfosis, pero el uso combinado con el probidtico mitigd parcialmente este efecto,
acelerando la pupacion en varios casos, particularmente con S. aureus y E. hormaechei.
De forma similar, en la técnica de alimento seco se observd una progresion mas lenta
comparada con el alimento humedo, pero con una tendencia final también hacia el 100%
de pupacion (Figura 3). En este caso, P. pentosaceus también mostré efectos beneficiosos
al mejorar las tasas y tiempos de pupacion frente a los tratamientos con patdgenos. En
general, el probidtico demostréo ser un modulador positivo del desarrollo larval,
especialmente cuando se administré junto con patdgenos por via alimentaria, mientras
que la inyeccion resultod ser la via mas dafina para lograr una metamorfosis completa del
insecto.
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Figura 3: diagrama de lineas que muestra la evolucién de las larvas T. molitor que alcanzaron el estadio de pupa
a lo largo del tratamiento con dieta seca.

En cuanto a la mortalidad, los resultados muestran que la técnica de inyeccion genera una
mortalidad significativamente mas alta y rapida en comparacion con las aplicaciones por
alimento humedo o seco (Figura 4). En todos los tratamientos por inyeccion, la mortalidad
alcanzdé el 100% en un periodo relativamente corto (alrededor del 21/04/2025),
independientemente de si P. pentosaceus se aplicé solo o en combinacidn con patogenos.
Los tratamientos con patégenos solos (como S. aureus, E. hormaechei y Fusarium spp.)
mostraron una mortalidad acelerada, y el uso de P. pentosaceus no mitigd claramente esta
progresion mediante esta via.

Por otro lado, en la técnica de alimento humedo, los niveles de mortalidad fueron
considerablemente mas bajos y progresivos, con diferencias significativas entre los
tratamientos. Los tratamientos con P. pentosaceus solos mantuvieron una mortalidad
cercana a cero durante la mayor parte del experimento. Cuando se aplicé en combinacion
con los patdgenos, se observé un impacto reducido, especialmente contra S. aureus y E.
hormaechei, lo que sugiere un posible efecto protector del probidtico, aunque no
completamente inhibitorio. En el caso del hongo, la mortalidad fue mas alta, pero también
moderadamente atenuada por la presencia del probiodtico.

En la técnica de alimento seco se observd una tendencia intermedia. La mortalidad fue
mayor que con alimento humedo pero menor que por inyeccion. P. pentosaceus por si solo
generé poca mortalidad, pero en combinaciéon con patégenos —especialmente con S.
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aureus y Fusarium spp.— se notdé una disminuciéon de la tasa de mortalidad en
comparacion con los patogenos aplicados sin el probiético. Destaca el efecto protector
mas claro frente a E. hormaechei, donde la combinacién con P. pentosaceus logré una
marcada reduccién en la mortalidad en comparacion con el tratamiento con el patégeno
solo.
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Figura 4: diagrama de lineas que muestra la mortalidad acumulada de las larvas de T. molitor en el tratamiento
por inyeccién directa.

Analisis del peso larval antes de la metamorfosis

Respecto al peso larval, se observaron diferencias sutiles pero significativas entre los
tratamientos. Los valores medios oscilaron entre 0.13 g (L(Eh)) y 0.18 g (D(Pp)), siendo los
tratamientos que incluyeron P. pentosaceus en la dieta (D(Pp): 0.18 gy D(F+Pp): 0.17 g) los
que mostraron valores ligeramente superiores a los tratamientos liquidos, especialmente
en comparacion con el patégeno E. hormaechei. Esto sugiere un posible efecto positivo del
probidtico en la ganancia de peso larval, particularmente cuando se administra a través de
la dieta.

Los tratamientos liquidos que involucraron patégenos (Eh, F) o sus combinaciones
(L(Eh+Pp), L(F+Pp)) mostraron pesos promedio mas bajos (0.13-0.16 g), lo que podria
indicar una ligera inhibicion del crecimiento larval en respuesta a estos microorganismos,
especialmente cuando E. hormaechei se aplica sin probidticos. Sin embargo, en algunos
casos —como L(Sa+Pp) y L(F+Pp)— los pesos medios se mantuvieron comparables al
control (L(C): 0.16 g), lo que sugiere que los efectos negativos de los patdégenos pueden ser
parcialmente mitigados por la inclusion del probiético.

La desviacion estandar fue baja en todos los grupos (0.02-0.03 g), lo que indica
consistencia en la distribucién del peso. Los valores de curtosis revelaron distribuciones
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mas planas que lo normal (valores negativos) en la mayoria de los tratamientos, excepto en
L(C) (1.67) y D(Sa+Pp) (0.95), donde se observé una mayor concentracion de valores
alrededor de la media. La asimetria fue generalmente cercana a cero, aunque algunos
tratamientos —como L(C) (0.96) y L(Eh) (0.54)— mostraron una asimetria positiva,
posiblemente indicando una mayor proporciéon de larvas con pesos superiores a la media
en esos casos.

Los rangos de peso fueron mas amplios en los tratamientos D(Eh) (0.14 g) y D(Sa) (0.13 g),
lo que podria reflejar variabilidad individual en la respuesta a estos tratamientos. Los
valores minimos y maximos no siguieron una tendencia clara, pero los tratamientos con
pesos promedio mas altos también tendieron a mostrar rangos mas amplios, lo cual es
esperable.

En resumen, los resultados sugieren que la administracion dietética de P. pentosaceus
puede favorecer la ganancia de peso larval, incluso en presencia de patégenos. En cambio,
E. hormaechei en tratamientos liquidos parece tener un efecto mas restrictivo sobre el
crecimiento larval (Figura 5).
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Figura 5: grafico tipo BoxPlot para la variable de peso larval de T. molitor en cada uno de los tratamientos, en el
que aparecen los valores atipicos.

Analisis del peso, coloracion, longitud y tasa de malformaciones en

adultos
Respecto a la variable de coloracion en adultos de T. molitor, se observaron diferencias
notables entre tratamientos, tanto segun el microorganismo aplicado como el método de
administracién (alimento seco o liquido). EL grupo control (L(C): 21.53; D(C): 20.64) mostro
valores intermedios, mientras que el tratamiento con P. pentosaceus solo resultd en una
marcada reduccion en los valores de color (L(Pp): 13.69; D(Pp): 14.14), lo que indica un
efecto de oscurecimiento del probidtico sobre la pigmentacion del adulto.

En contraste, la inoculacion con S. aureus produjo los valores mas altos (L(Sa): 24.82;
D(Sa): 23.90), lo que indica un efecto de aclaramiento relativo. Este efecto se redujo al
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combinarse con P. pentosaceus (L(Sa+Pp): 20.86; D(Sa+Pp): 21.53), lo que sugiere un rol
modulador del probidtico frente a este patdgeno.

En el caso de E. hormaechei y Fusarium spp., los tratamientos combinados con el
probiético no mostraron mejoras claras respecto al patégeno solo (por ejemplo, L(Eh):
19.17 vs. L(Eh+Pp): 18.48; L(F): 22.19 vs. L(F+Pp): 20.11).

La variabilidad fue mayor en los tratamientos con patégenos, con desviaciones estandar
altas (hasta 7.64 en D(Sa+Pp)), lo que refleja respuestas heterogéneas en la pigmentacion.
Asimismo, se identificaron curtosis negativas y asimetrias de leves a moderadas en varios
tratamientos, indicando distribuciones con colas extendidas o asimetrias, especialmente
en los grupos combinados (Figura 6).

En general, los resultados sugieren que P. pentosaceus ejerce un efecto de oscurecimiento
en la coloracién adulta, especialmente en presencia de S. aureus, con efectos menos
consistentes cuando se combina con E. hormaechei o Fusarium spp., independientemente
de si se administré con alimento seco o liquido.
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Figura 6: grafico tipo BoxPlot para la variable de color en cada uno de los tratamientos con T. molitor, en el que
aparecen los valores atipicos.

El andlisis del peso en adultos de T. molitor revelo ligeras variaciones entre tratamientos,
con valores globales bastante homogéneos, aunque ciertas tendencias fueron atribuibles
al tipo de microorganismo y a la via de administracién. El peso medio oscild entre 0.09gy
0.13 g, observandose valores mas altos en los grupos tratados con P. pentosaceus,
particularmente cuando se administré con alimento seco (D(Pp): 0.13) y en combinacion
con patégenos como Fusarium spp. (D(F+Pp): 0.12). Los tratamientos con Fusarium spp.
solo, ya fuera por via seca o liquida, mostraron valores ligeramente mas bajos (L(F): 0.10;
D(F): 0.11), lo que sugiere un impacto leve pero negativo del hongo sobre el desarrollo del
peso.
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Por otro lado, el tratamiento combinado de S. aureus y P. pentosaceus mostré uno de los
pesos promedio mas altos (L(Sa+Pp): 0.12; D(Sa+Pp): 0.12), incluso superando a los grupos
tratados solo con el patégeno (L(Sa): 0.10; D(Sa): 0.11), lo que indica un posible efecto
compensatorio del probidtico frente a la reduccion de peso inducida por S. aureus.

En cuanto a la variabilidad, las desviaciones estandar fueron muy bajas en todos los
tratamientos (entre 0.01 y 0.02 g), lo que refleja una alta homogeneidad dentro de cada
grupo. Los coeficientes de asimetria fueron en su mayoria cercanos a cero, indicando
distribuciones aproximadamente simétricas, aunque algunos tratamientos, como L(F+Pp)
(1.10) y L(Sa+Pp) (0.91), mostraron una asimetria positiva moderada. De forma similar, la
curtosis fue generalmente negativa, lo que indica distribuciones mas planas comparadas
con una curva normal, excepto en el tratamiento L(Sa+Pp) (1.39), que mostré una
distribucion mas acentuada. El rango de peso fue similar en todos los tratamientos (entre
0.04 gy 0.08 g), lo que confirma que las diferencias individuales de peso fueron minimas
(Figura 7).

En conjunto, estos resultados sugieren que P. pentosaceus, especialmente cuando se
administra junto con patégenos como S. aureus o Fusarium spp., puede contribuir a una
ligera mejora en el peso final del adulto, mientras que el efecto negativo de los patégenos
no fue lo suficientemente pronunciado como para causar reducciones significativas en la
masa corporal dentro del contexto experimental.
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Figura 7: grafico tipo BoxPlot para la variable de peso en cada uno de los tratamientos con T. molitor, en el que
aparecen los valores atipicos.

En cuanto a la longitud corporal de los adultos de T. molitor, los resultados reflejan una
respuesta diferenciada a los tratamientos microbianos y sus combinaciones. La longitud
corporal media general varié entre 1.33 cmy 1.53 cm, registrandose los valores mas altos
en los tratamientos con S. aureus + P. pentosaceus (L(Sa+Pp): 1.53 cm), Fusarium spp.
(L(F): 1.52 cm) y el grupo control (L(C): 1.52 cm). Esto sugiere que ni los probidticos ni los
patégenos aplicados bajo estas condiciones redujeron significativamente el crecimiento
lineal.
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En contraste, los valores mas bajos se observaron en el tratamiento con E. hormaechei
(L(Eh): 1.33 cm) y su combinacion con P. pentosaceus (L(Eh+Pp): 1.42 cm), lo cual indica
una posible inhibicion del crecimiento corporal asociada a este patdégeno.

Las desviaciones estandar se mantuvieron bajas (0.05 a 0.15 cm), indicando baja
variabilidad en la mayoria de los grupos, especialmente en los tratamientos liquidos con S.
aureus (L(Sa+Pp): 0.06 cm) y E. hormaechei (L(Eh): 0.05 cm). La curtosis fue
predominantemente negativa o cercana a cero, sugiriendo distribuciones mesocurticas o
platiclrticas, excepto en tratamientos como D(F+Pp) (5.54) y D(F) (1.45), que mostraron
distribuciones mas picudas (Figura 8).

Los coeficientes de asimetria revelaron ligeros sesgos en distintas direcciones:
tratamientos como D(F) (1.10) y D(F+Pp) (-1.33) mostraron asimetrias notables, lo cual
podria reflejar efectos variables sobre ciertos individuos dentro de esos grupos.

El rango de longitudes varié de 0.18 cm (L(Eh)) a 0.54 cm (D(Pp)), mientras que los valores
minimos y maximos fueron consistentes con la tendencia general: las longitudes mas altas
ocurrieron en tratamientos sin patégenos o con la combinacién Sa+Pp, y las mas bajas en
presencia de E. hormaechei o su combinacién con probidticos. Este patron sugiere que la
exposicion a ciertos microorganismos patégenos—particularmente E. hormaechei—
puede reducir la longitud corporal de los escarabajos adultos, mientras que P
pentosaceus, solo o en combinacion, no parece tener un efecto negativo e incluso podria
estar asociado a mejoras leves en algunos casos.
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Figura 8: Grafico BoxPlot para la variable longitud en cada uno de los tratamientos con T. molitor en los que
aparecen valores atipicos.

Las tasas de malformacion en las larvas de T. molitor se mantuvieron muy bajas en todos
los tratamientos (£0.13%), lo que indica una buena calidad morfolégica general durante el
desarrollo.

Sin embargo, se observaron ligeros aumentos en la incidencia de malformaciones en los
tratamientos con el patdgeno E. hormaechei (L(Eh): 0.12%, L(Eh+Pp): 0.08%, D(Eh): 0.12%,
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D(Eh+Pp): 0.10%) y con el hongo Fusarium spp. (L(F): 0.12%, L(F+Pp): 0.13%, D(F): 0.08%,
D(F+Pp): 0.13%). Esto sugiere que estos agentes pueden inducir cierto estrés fisioldgico o
daino estructural, aunque la magnitud del efecto es limitada.

En contraste, los tratamientos liquidos y dietéticos con P. pentosaceus como unico
suplemento (L(Pp) y D(Pp)) mostraron niveles mas bajos de malformacién (0.05% y 0.07%,
respectivamente), comparables al grupo control, lo que podria indicar un posible efecto
protector del probiético.

En general, aunque la malformacion no parece ser un problema critico bajo estas
condiciones, los datos apuntan a una leve influencia negativa de los patégenos—
especialmente E. hormaechei y Fusarium spp.—que podria ser parcialmente mitigada
mediante la inclusién del probiodtico.

Analisis inferencial

Tras analizar los valores obtenidos para las variables medidas en cada tratamiento
mediante las diferentes técnicas de inoculaciéon, se descartd el método de inyeccién
debido al elevado tiempo que requeria para llevar a cabo el estudio, asi como a la alta tasa
de mortalidad que provocaba, incluso cuando se usaba el probiético.

La normalidad de los datos se evaludé mediante el test de Shapiro-Wilk, seleccionado
porque el tamafio de muestra era inferior a 30 individuos (se seleccionaron 30 de los 60
utilizados en los tratamientos secos y humedos para excluir individuos muertos o
malformados). Dado que no se cumplio el supuesto de normalidad para algunos datos, se
reemplazo el analisis de varianza (ANOVA) por la prueba Kruskal-Wallis para determinar si
las diferencias en las medianas eran estadisticamente significativas con P <0.05 (a=0.05).

Tabla 4: nimero de diferencias significativas entre un tratamiento y los demads para las variables estudiadas de
T. molitor.

% diferencias

Tratamiento U
significativas

L(C) 34,2

L (Pp) 28,3
L(Sa) 31,7

L (Sa+Pp) 25,0
L (Eh) 39,2

L (Eh+Pp) 25,0
L (F) 28,3

L (F+Pp) 22,5
D(C) 30,8

D (Pp) 22,5
D(Sa) 20,0
D (Sa+Pp) 19,2
D (Eh) 24,2
D (Eh+Pp) 25,0
D (F) 25,8

D (F+Pp) 20,8
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Todas las variables mostraron diferencias significativas, aunque no en todos los
tratamientos. La tabla 4 muestra los tratamientos con mayor numero de diferencias
significativas frente a los demas.

El tratamiento con E. hormaechei en aplicacion liquida y los grupos control mostraron la
mayor cantidad de diferencias significativas—positivas o negativas—respecto a los demas
tratamientos. En cambio, la aplicacion seca de S. aureus, S. aureus + P. pentosaceus y
Fusarium spp.+ P. pentosaceus mostro las diferencias mas reducidas.

Comparacién global

Se calcularon las diferencias para todas las variables, diferenciando entre variables
medidas durante la duracién del experimento (tasa de mortalidad y tasa de pupacion por
dia) y variables medidas al final del experimento (Tabla 5).

Tabla 5: tratamientos comparados con sus tratamientos relacionados respectivos de T. molitor.

Tratamiento 1 Tratamiento 2
P. pentosaceus - Control
S. aureus - Control
S. aureus + P. pentosaceus - S. aureus
E. hormaechei - Control
E. hormaechei + P. _ E. hormaechei
pentosaceus
F. spp. - Control
F. spp.+ P. pentosaceus - F. spp.

Variables medidas durante el transcurso del experimento
Estas variables son la tasa de mortalidad diaria, registrada dos veces por semana, y el
tiempo hasta la pupacién, medido como porcentaje del numero total de individuos que
alcanzaron la etapa de pupa, también registrado dos veces por semana (Tabla 6).

Tabla 6: momentos en los que cambian la tasa de mortalidad y el tiempo hasta la pupacion entre diferentes
tratamientos de T. molitor.

N° veces que incrementa o se reduce cada variable entre tratamientos

Comparacion Velocidad metamorfosis Mortalidad
L(Pp)-L(C) 0,550 1,050
L(Sa)-L(C) -0,700 0,000

L (Sa+Pp)- L (Sa) 0,550 0,283
L (Eh)-L(C) -1,483 -0,967
L (Eh+Pp) - L (Eh) 1,283 -0,017
L(F)-L(C) -1,375 -2,800

L (F+Pp) - L (F) 0,808 2,333
D (Pp)-D (C) 0,117 0,050
D (Sa)-D (C) -0,050 -1,183

D (Sa+Pp) - D (Sa) 0,233 1,450

D (Eh)-D (C) -0,583 -2,983

D (Eh+Pp) - D (Eh) 0,633 4,000
D(F)-D(C) -0,033 -0,617
D (F+Pp) - D (F) -0,200 -0,417
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Los datos del tratamiento por inyeccién fueron excluidos, ya que la mortalidad se
concentro durante las tres primeras semanas debido a la agresividad del procedimiento.
Practicamente ningun individuo alcanzé la etapa de pupa, con solo una excepcion
observada en el grupo tratado con P. pentosaceus.

En el analisis comparativo de los tratamientos liquidos (L) y secos (D), se evaluaron las
diferencias relativas en la velocidad de culminacién de la metamorfosis y la tasa de
mortalidad, utilizando el tratamiento control (C) como referencia y considerando los
efectos individuales y combinados de los patdgenos y el probiético (Pp).

Con respecto a la tasa de llegada a la etapa de pupa, el tratamiento liquido con Pp solo
aumenté lavelocidad de desarrollo en comparacion con el control (+0.550 veces), mientras
que la inclusiéon de Sa o F causé una marcada desaceleracion (-0.700 y —1.375 veces,
respectivamente). Sin embargo, cuando Sa o F se combinaron con el probidtico, se observo
una notable recuperacion en la tasa de desarrollo (+0.550 y +0.808 veces,
respectivamente), lo que sugiere un efecto compensatorio del probidtico frente al retraso
inducido por los patégenos. El tratamiento con Eh fue el mas lento (-1.483 veces vs.
control), aunque su combinacién con Pp mejoro significativamente el parametro (+1.283
veces).

En los tratamientos secos, los efectos fueron mas moderados: Pp, Sa y F por separado
produjeron cambios minimos en la velocidad (valores cercanos a cero). Aun asi, cuando se
combinaron con el probidtico, se observd una ligera aceleracion con Sa (+0.233) y Eh
(+0.633), mientras que F resultd en una leve desaceleracién (-0.200). Esto sugiere que el
impacto del probidtico en la velocidad de desarrollo depende tanto del tipo de patégeno
como de la formulacién del tratamiento.

En cuanto a la mortalidad, los tratamientos liquidos mostraron tendencias mas variables.
El probidtico solo aumento la mortalidad (+1.050 veces), y su combinacion con patdgenos
como Sa y F también condujo a un aumento en la mortalidad (aungue moderado),
especialmente cuando se combind con F (+2.333), revirtiendo el efecto protector
observado con F solo (-2.800). En contraste, Eh solo redujo significativamente la
mortalidad (-0.967), y el probiético tuvo un efecto casi nulo cuando se combiné (-0.017).

En los tratamientos secos, los resultados generales fueron similares, aunque con efectos
mas pronunciados en algunos casos. Sa y Eh individualmente redujeron
considerablemente la mortalidad (-1.183 y —2.983, respectivamente), pero estas mejoras
se perdieron —o incluso se revirtieron— cuando se combinaron con Pp, especialmente en
el caso de Eh (+4.000), lo que sugiere una posible interaccidn negativa entre el probidticoy
algunos patégenos en formulacion seca. Sin embargo, en el caso de F, la inclusion del
probidtico enforma secaaun logré una ligera reduccién adicional en la mortalidad (-0.417),
manteniendo parte del efecto beneficioso observado con F solo.

En resumen, estos resultados sugieren que el probidtico puede tener efectos beneficiosos
en la velocidad de desarrollo, particularmente contrarrestando los retrasos causados por
ciertos patdgenos. Sin embargo, su influencia sobre la mortalidad es compleja y parece
depender criticamente del tipo de patégeno involucrado y de la formulaciéon del
tratamiento.
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Variables medidas al final del experimento
Estas son el peso, la longitud, la tasa de malformaciones y el color registrados entre
tratamientos (Tabla 7).

Tabla 7: momentos en que se modifican la tasa de malformacidn, coloracién, longitud, peso adulto y larval para
los tratamientos con dieta seca y himeda de T. molitor.

L
. L(Pp)- L(Sa) L(Eh)- L(Eh+Pp) L(F)- L (F+Pp)
+Pp) -
Comparacion "\ () SPP- ey LLEM)  LI©)  -L)
L(Sa)
Mediacolor  -7,844 3,289  -3,967 -2,367  -0,689 0,656 -2,078
Mediapeso 018 0020 0024 0027 0017 -0,019 0018
larvas
Media peso
0,011 -0,004 0,022 -0,010 0,012 0,000 0,010
adultos
Media longitud -0,010 -0,049 0,064  -0,186 0,095 -0,053 0,057
Ratio

. 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,001 0,000
malformacion

D D
.. D(Pp) D(Sa) D (Eh) D(F)- D (F+Pp)
Comparacion (Sa+Pp) - (Eh+Pp) -
-D(C) -D(C -D(C D(C -D(F
© -P@© "Jen © Hen P© (F)
Media color -6,500 3,256 -2,367 -2,311 -0,833 -0,133 -2,867
Medi
ediapeso > 0,001 0004 -0001 0011  -0,008 0,018
larvas
Media peso
0,016 -0,001 0,005 0,001 0,009 -0,003 0,011
adultos
Media longitud -0,013 -0,004 -0,052 -0,031 0,017 -0,116 0,076
Ratio

.. 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000 0,001
malformacion

Ademas de la velocidad de desarrollo y las tasas de mortalidad, se evaluaron otras
variables morfologicas y fisioldgicas en respuesta a los distintos tratamientos.

Respecto a la coloracion del exoesqueleto, la mayoria de los tratamientos con probidticos
y patdégenos provocaron un oscurecimiento en comparacioén con el control, tanto en
formulaciones liquidas como secas. Este efecto fue especialmente pronunciado con el
probidtico solo en tratamientos liquidos (-7.844) y secos (-6.500). En contraste, Sa causo6
un ligero aclaramiento del exoesqueleto (+3.289 en liquido y +3.256 en seco), el cual se
redujo o revirtio al agregar el probiotico. En el tratamiento combinado con Eh, el
oscurecimiento fue evidente (-2.367 en liquido, -2.311 en seco), pero la inclusién del
probiodtico redujo este efecto, lo que sugiere una posible modulacion de la melanizacion.

En cuanto al peso larval promedio, la mayoria de los tratamientos patdgenos redujeron este
parametro respecto al control, en particular Eh (-0.027 en liquido) y F (-0.019 en liquido).
No obstante, al combinarse con el probidtico se observé una recuperaciéon parcial en
ambos casos (+0.017 y +0.018, respectivamente), indicando un efecto restaurador del
probidtico en el crecimiento larval. En tratamientos secos, los cambios fueron mas sutiles,
aungue se mantuvo la misma tendencia compensatoria del probiético.

Para el peso adulto, los efectos fueron en general menos marcados, pero se observaron
ligeras mejoras con el probidtico, especialmente cuando se combiné con Say Eh en forma
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liquida (+0.022 y +0.012, respectivamente), y con F en forma seca (+0.011). Esto podria
reflejar una mejor eficiencia en la conversién alimenticia o un desarrollo mas efectivo.

Con respecto a la longitud, los tratamientos patdégenos generalmente causaron una
reduccién del tamano corporal, particularmente notable con Ehy F en formulacidn liquida
(-0.186 y —0.053, respectivamente). Sin embargo, al combinarse con el probiético no solo
se mitigo la pérdida, sino que se promovid una recuperacion significativa de la longitud
(+0.095 para Eh+Pp y +0.057 para F+Pp en liquido), patréon también observado en los
tratamientos secos. Estos resultados refuerzan la idea de un rol positivo del probidtico bajo
condiciones de estrés patdgeno.

Finalmente, respecto a la tasa de malformaciones, se registraron aumentos minimos en
algunos tratamientos, particularmente con Eh y F (+0.001), tanto en forma liquida como
seca, pero la adicién del probiético no empeord esta condiciéon en la mayoria de los casos,
manteniéndose en cero o sin cambios en comparacion con el tratamiento base.

En resumen, estos hallazgos sugieren que el probiotico tiene un potencial efecto protector
o restaurador sobre varios parametros fisioldgicos y morfoldgicos, especialmente cuando
los individuos estan expuestos a agentes patégenos. Sin embargo, su efectividad varia
segun el tipo de formulaciény el patdgeno especifico involucrado.

Comparacion integral

El analisis integral de los datos revela que la adicién del probidtico P. pentosaceus (Pp),
tanto en condiciones de alimentacion liquida como seca, en general produce efectos
positivos en el desarrollo de Tenebrio, especialmente bajo estrés patdogeno.

Uno de los efectos mas notables es el aumento en el peso larvaly adulto, con incrementos
de hasta el 21.5% en adultos bajo tratamientos liquidos (Sa+Pp vs Sa), y hasta 14.3% bajo
condiciones secas (Pp vs C). La longitud corporal también tiende a aumentar ligeramente
con la aplicacion del probidtico, particularmente en tratamientos combinados con
patogenos como Eh y F, donde se reportan incrementos de hasta 6.2% y 5.1%,
respectivamente.

En cuanto a la mortalidad, la aplicacion de Pp frecuentemente reduce significativamente
el numero de individuos muertos, especialmente en condiciones secas con patdgenos
(Eh+Pp vs Eh: -4 veces; F+Pp vs F: -0.4 veces), reforzando su rol protector. De forma similar,
el tiempo necesario para alcanzar la etapa de pupa mejora en muchos casos con Pp,
indicando un desarrollo mas rapido; por ejemplo, en Eh+Pp vs Eh (liquido) se observa una
aceleracion de 1.28 veces. En contraste, los tratamientos con patdgenos, pero sin Pp (por
ejemplo, Eh o F) muestran claros retrasos en la metamorfosis (Figura 9).

En cuanto al color del exoesqueleto, los valores negativos indican oscurecimiento, y
aungue se observan algunas variaciones con Pp (como un marcado oscurecimiento en
L(Pp) vs L(C): -36.4%), este cambio no representa una desventaja funcional clara y, por
tanto, se considera un efecto secundario sin impacto negativo evidente.
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Figura 9: diagramas de barras de la variabilidad del tiempo hasta la pupacién y la mortalidad entre los
tratamientos secos con T. molitor.
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Figura 10: diagramas de barras de la variabilidad del color, el peso de las larvas, el peso de los adultos, la
longitud y la tasa de malformaciones entre los tratamientos secos con T. molitor.

La tasa de malformaciones, por su parte, se mantiene practicamente sin cambios en todos
los tratamientos, lo que demuestra que Pp no incrementa las deformidades, incluso bajo
condiciones de estrés inducidas por patégenos (Figura 10).

Para maximizar el desarrollo del Tenebrio (en términos de peso y velocidad de
metamorfosis) y minimizar la mortalidad, el uso de Pp en combinacién con alimento seco
parece ser una de las estrategias mas eficaces, especialmente bajo condiciones
patégenas. Sin embargo, incluso en contextos no patdégenos, incluir Pp puede ser
beneficioso para ciertos parametros, particularmente el peso.
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Por lo tanto, la aplicacidon del probiético es una herramienta robusta para mejorar la
productividad en la cria de tenebrio, y se recomienda especialmente cuando se utiliza con
sustratos secos y en presencia de agentes patégenos.

Discusion

Este estudio demuestra que la suplementacion de T. molitor con el probidtico Pediococcus
pentosaceus (Pp) tiene efectos positivos sobre multiples parametros productivos vy
biotecnologicos, destacando su potencial para una produccién de insectos mas eficiente,
sostenible y con valor afiadido. De manera notable, P. pentosaceus, combinado con dietas

secas o liquidas, mejora el crecimiento, reduce la mortalidad y optimiza tanto
caracteristicas morfolégicas como fisioldgicas del insecto.

Nuestros resultados coinciden con estudios previos que destacan el potencial probidtico
de P. pentosaceus en la modulacién de la microbiota intestinaly el fortalecimiento de las
respuestas inmunoldgicas (Oelschlaeger, 2010). En T. molitor, la modulaciéon de la
microbiota intestinal ha demostrado ser un factor clave en el desarrollo larvaly la eficiencia
de conversion alimenticia (Jung et al, 2014; Przemieniecki et al, 2020). Ademas, P.
pentosaceus produce péptidos antimicrobianos como las pediocinas, que presentan
actividad frente a una amplia gama de patégenos (Jamuna and Jeevaratnam, 2004; Skytta
et al, 1993; Nghe and Nguyen, 2014), lo cual sugiere un papel importante en la supresion
de patégenos dentro del entorno intestinal del insecto.

En un contexto productivo, el aumento del peso y la longitud tanto en larvas como en
adultos son rasgos cruciales, ya que se asocian directamente con el rendimiento de
biomasa (Ribeiro et al, 2018). En nuestros experimentos, la suplementacién con P.
pentosaceus bajo ambas condiciones dietéticas resulté en incrementos significativos en
el peso larval (hasta un 14.8%) y en el peso adulto (hasta un 21.4%). Esto coincide con lo
sefalado por Van Huis (2020), quien resalté la importancia de mejorar la eficiencia del
crecimiento para la futura escalabilidad de la cria de insectos.

Un rasgo menos explorado, pero relevante a nivelindustrial, es el color del exoesqueleto, el
cual puede correlacionarse con el contenido de quitina y quitosano. Una pigmentacion
mas oscura, indicada por valores de color mas bajos, se asocia con una mayor
esclerotizaciony mayor contenido de melaninay quitina (Grau et al, 2017). Estos individuos
mas oscuros podrian tener mayor utilidad en la extraccion de biopolimeros, especialmente
quitosano, con aplicaciones en medicina, cosméticay agricultura (Garofalo et al, 2019).

El tiempo de desarrollo es otra consideracion importante. Un menor tiempo hasta la
pupacion reduce los ciclos de producciony el consumo de recursos. En nuestro estudio, la
suplementacién con Pp redujo el tiempo de pupacion en la mayoria de las condiciones,
particularmente bajo estrés bidtico. Esto es relevante considerando que patégenos como
Fusarium spp. son conocidos por ralentizar el desarrollo y aumentar la mortalidad (Guo et
al, 2021). Los efectos protectores de los probidticos frente a dichos patégenos han sido
observados en otros modelos de insectos y animales (Islam and Yang, 2016), lo que
respalda el papel protector de P. pentosaceus observado en nuestros ensayos.

Evitar tasas altas de mortalidad es vital en la cria de insectos. EL hecho de que los grupos
tratados con Pp experimentaran hasta una reduccion de cuatro veces en la mortalidad en
comparacion con los controles infectados subraya su potencial inmunoprotector
(Mikolajczak et al, 2020). Esto es consistente con la creciente evidencia de que los
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probiéticos mejoran la inmunidad del huésped tanto por mecanismos directos como
indirectos (Oelschlaeger, 2010).

Ademas, la baja tasa de malformaciones, incluso bajo estrés bidtico, sugiere que Pp no
interfiere con el desarrollo normal. Esto es esencial para mantener un producto
homogéneo, requisito tanto en aplicaciones alimentarias como industriales (Lecocq et al,
2021).

La composicidn de la microbiota en T. molitor es dindmicay esta influenciada por la dieta,
el ambiente y la suplementacion microbiana (Stoops et al, 2016; Urbanek et al, 2020).
Nuestros hallazgos contribuyen a la creciente evidencia de que la modulaciéon de esta
microbiota mediante estrategias probidticas dirigidas puede mejorar el rendimiento del
huésped, la tolerancia al estrés y la resistencia a patégenos.

La suplementacion con P. pentosaceus no solo mejora el rendimiento zootécnico de T.
molitor, sino que también representa una estrategia prometedora para mitigar el impacto
de microorganismos patdgenos en los sistemas de cria de insectos. Su capacidad para
reducir la mortalidad bajo estrés bidtico apunta a su funcién como modulador
inmunolégico natural. En un modelo de produccién orientado a la sostenibilidad, la
integracion de Pp en los protocolos de cria podria reducir la dependencia de
antimicrobianos sintéticos, mejorar el bienestar animal y asegurar rendimientos mas
consistentes. A medida que la cria de insectos se expande globalmente, probiéticos como
P. pentosaceus probablemente se convertiran en una pieza clave de sistemas productivos
biosegurosy sostenibles.
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Capitulo 1

Impacto negativo de la endogamia: Se confirma que la endogamia en poblaciones
de insectos afecta negativamente la reproduccidon, inmunidad, expresion
hormonaly viabilidad general.
Reduccion del éxito reproductivo:
o Menor atracciéon de hembras hacia machos consanguineos.
o Disminucioén en el nimeroy peso de huevos.
o Reduccién en el peso de larvas y adultos.
Debilitamiento inmunolégico: Los individuos endogamicos presentan mayor
susceptibilidad a infecciones y menores tasas de supervivencia.
Pérdida de diversidad genética:
o Se detectan niveles criticos de homogeneizacion genética en lineas
industriales.
o Poblaciones silvestres exhiben alta diversidad (Fsr hasta 0.904), lo que
resalta su valor estratégico para programas de mejora.
Necesidades prioritarias de investigacion:
o Ampliar la evidencia cientifica en genética, inmunologia, comportamiento
reproductivo y comunicaciéon quimica.
o Explorar lainteraccién entre endogamia y microbiota intestinal.
o Analizar el efecto modulador de factores ambientales (temperatura,
humedad) sobre los efectos de la consanguinidad.
o Disefnar dietas especificas para compensar los déficits fisioldgicos de
poblaciones endogamicas.
Recomendacion general: Incorporar un enfoque integral (genético, ecolégico y
nutricional) en los programas de cria para garantizar sostenibilidad y rendimiento
productivo en T. molitor.

Capitulo 2

179

Importancia de la variabilidad genética: Se demuestra que la estructura genética
influye directamente en los caracteres fenotipicosy en la eficiencia productiva bajo
cria intensiva.

Peso como parametro clave:

o EL68,8% de los cruces mostro diferencias significativas en el peso medio.

o El peso permite clasificar de forma efectiva individuos de la misma edad o
cohorte.

o Correlacion peso-longitud: Existe una asociacidon positiva entre peso y
longitud corporal, lo que valida su uso conjunto como criterios de seleccién
en programas de mejora genética.

Impacto negativo de la endogamia:

o Loscruces homogéneos presentaron mayor tasa de malformaciones.

o Se confirma que la endogamia compromete el desarrollo morfolégico
normal.

Coloracion como indicador morfoldgico:

o Se detectd una correlaciéon moderada (r = 0,55) entre malformaciones y
coloracion anémala del exoesqueleto.

o ELl color podria utilizarse como herramienta diagnéstica precoz y no
invasiva.

Evidencia de vigor hibrido:
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o Los cruces heterogéneos mostraron menor variabilidad fenotipica y menos
defectos morfolégicos.

o Se confirma el efecto positivo de la heterosis sobre la estabilidad del
desarrollo.

e Aplicaciones practicas:

o Losresultados pueden ser aplicados a estrategias de seleccién y descarte
temprano.

o Laidentificacién de combinaciones genéticas éptimas mejora la eficiencia
de los sistemas de cria.

Capitulo 3

e Eficacia de la morfometria geométrica:

o Herramienta precisa para detectar variaciones morfolégicas sutiles entre
poblaciones.
o Permite clasificar individuos segun el método de cria y origen geografico.

e Disminuciéon de diversidad morfolégica: Esta pérdida se asocia a procesos de
domesticacidn, seleccion intensiva y cuellos de botella genéticos.

e Implicaciones productivas: La reduccién morfolégica podria comprometer la
capacidad adaptativa frente a desafios ambientales y sanitarios en contextos
industriales.

¢ Reconstruccion del origen y dispersion:

o Evidencias morfolégicas respaldan un origen en el este del mar
Mediterraneo.

o Expansién inicial vinculada a la agricultura; posterior dispersion global
relacionada con movimientos coloniales y comerciales.

e Aplicacion practicay valor para programas de seleccidon y conservacion:

o Laforma corporalrefleja el contexto de cria.
o La morfometria permite identificar y conservar lineas morfolégicamente
diversas.

Capitulo 4

e Variabilidad de la microbiota entre poblaciones:

o Lacomposicién microbiana intestinal varia segun el origen geogréfico.

o Y también varia en funcién de las condiciones de cria (tipo de dieta, fuente
de agua, sistema de produccion (industrial vs. tradicional) y clima local).

e Efectos del sistema de cria sobre la diversidad microbiana:

o Poblaciones de cria tradicional presentan microbiotas mas diversas y
equilibradas.

o Sistemas industriales generan comunidades bacterianas reducidas vy
menos diversas, con potenciales consecuencias negativas sobre la
fisiologia del insecto.

¢ Impactosfisiolégicos de una microbiota empobrecida:

o Reduccién de funciones clave: digestion, absorcion de nutrientes,
inmunidad y adaptacion ambiental.

o Riesgos para la eficiencia y resiliencia productiva en contextos intensivos.

¢ Implicaciones para el manejo productivo:

o Lamicrobiotaintestinal debe considerarse un factor funcional en la gestion
de colonias.
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o Estrategias recomendadas: dietas con residuos organicos, sustratos
mixtos, y control de la variabilidad ambiental para fomentar un microbioma
mas robusto.

e Aplicacion practica e integracion del microbioma en programas de mejora:

o Posibilidad de seleccionar lineas con microbiotas asociadas a mayor
rendimiento y resistencia.

o Aplicacion de probiéticosy precursores dietéticos como herramientas para
optimizar el sistema digestivo y la productividad.

Capitulo 5

¢ Dieta como modulador clave de la microbiota intestinal:

o Lainclusién de Lentinula edodes en la dieta (micelio y carpdforo) modifica
significativamente la composicién, diversidad y estructura de las
comunidades microbianas intestinales.

o Eltipoy proporcién del suplemento determinan la respuesta microbiana,
con efectos diferenciados.

o Efectos del micelio como suplemento funcional:

o Las dietas con micelio al 20% favorecen una microbiota mas diversa y
equilibrada.

o Este perfil microbiano esta asociado a un intestino funcional, resiliente y
ecolégicamente estable.

¢ Impacto negativo del carpoforo en altas concentraciones:

o Suplementos con carpoforo al 80% reducen la diversidad bacteriana y
promueven la dominancia de Enterobacter hormaechei.

o Se observa una transicion dosis-dependiente de comunidades dominadas
por Firmicutes a otras dominadas por Proteobacteria, asociada a posibles
estados de disbiosis.

e Hacia un modelo nutricional sostenible y resiliente:

o Enelcontexto de expansion de la produccion industrial de insectos, se
requiere un enfoque nutricional que contemple explicitamente la
microbiota como objetivo de manejo.

o Laformulacién racional de dietas debe alinearse con los principios de la
economia circulary la seguridad alimentaria.

o Integrar la microbiota intestinal como criterio central permitird mejorar la
eficiencia, sostenibilidad y competitividad del sistema de producciénde T.
molitor.

e Aplicacion practica en la cria industrial:

o El micelio representa un suplemento prometedor para mantener una
microbiota saludable, con potenciales beneficios en crecimiento,
conversion alimentaria, supervivenciay calidad nutricional.

o El uso de carpodforo debe ser cuidadosamente dosificado para evitar
impactos negativos sobre la salud intestinal del insecto.

Capitulo 6

e Eficacia del probiético en condiciones estandar:
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o La suplementacién con P. pentosaceus (liquido y seco) mejora
discretamente peso larval, peso adulto, longitud corporal y tiempo de
desarrollo, sin efectos adversos bajo condiciones normales.

o Actua como complemento nutricional funcional incluso en ausencia de
estrés bioldgico.

Efecto protector en presencia de patégenos:

o Enescenarios con exposicion a Fusarium spp., E. hormaecheiy S. aureus,
el probidtico reduce la mortalidad y mitiga el impacto negativo sobre el
desarrolloy la morfologia.

o Probable mecanismo: estimulacion inmunitaria y modulacion de la
microbiota intestinal.

Valor anadido biotecnolégico:

o Se observa una posible relacion entre la suplementacion y el
oscurecimiento del exoesqueleto, asociado a mayor contenido de quitinay
quitosano.

o Implicaciones industriales en sectores como cosmética, medicina,
agricultura y biotecnologia.

Indicadores productivos sensibles a la suplementacion:

o Variables como peso larval, peso adulto, longitud y tasa de malformaciones
se ven positivamente influenciadas.

o Estas métricas confirman el valor de P. pentosaceus como herramienta de
mejora sanitaria y productiva.

Relevancia zootécnicay estratégica:

o La inclusién del probidtico fortalece la resiliencia del sistema de
produccién frente a desafios bioldgicos.

o Mejora simultaneamente el rendimiento, la bioseguridad y el bienestar del
insecto.

Aplicaciones practicas en la industria entomoldgica:

o El uso de P. pentosaceus se perfila como una solucién sostenible,
escalabley eficaz en cria intensiva de T. molitor.

o Responde a exigencias del mercado agroalimentario y biotecnoldgico con
una visién moderna, eficiente y orientada a la sostenibilidad.
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