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Resumen

El poliestireno expandido (EPS) es un polimero sintético de
uso comun en diferentes industrias y posee una estabilidad
molecular que le permite permanecer inmodificable por
cientos de afios generando un impacto negativo sobre el medio
ambiente. Se ha reportado que larvas de coledpteros de la
familia Tenebrionidae pueden biodegradarlo gracias a enzimas
producidas por su microbiota intestinal. En esta investigacion
se caracteriz6 preliminarmente el microbioma intestinal de
larvas de Zophobas morio alimentadas con poliestireno (PS) y
avena, empleando metabarcoding, mediante secuenciacion
[lumina Miseq de la regiéon V3-4 del gen 16s del ARNr. Con
los resultados de la secuenciacion se analizé la composicion
taxonémica y la abundancia relativa de las bacterias, de lo
cual se obtuvo que el género Spiroplasma fue el mas abundante
en las dietas de PS y avena, y no se encontraron diferencias
en los andlisis de diversidad alfa. Sin embargo, se destaco
el aumento del género Pseudarthrobacter en el microbioma de
larvas alimentadas con poliestireno expandido y miembros de
la familia Enterobacteriaceae sin asignacion taxonémica a nivel
de género. La identificacién de microorganismos posiblemente
asociados a una dieta de poliestireno es el punto de partida de
ensayos de caracterizacion, aislamiento y biorremediacion, para
la degradacion de este material; estos ensayos, ademas, pueden
extenderse a otro tipo de plasticos.

Palabras clave: coleopteros, dieta, metabarcoding, poliestireno,
Pseudarthrobacter.
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Abstract

Expanded polystyrene (EPS) is a synthetic polymer commonly
used in different industries. It has a molecular stability that
allows it to remain unchanged for hundreds of years, negatively
impacting the environment. It has been reported that beetle
larvae of the Tenebrionidae family can biodegrade it thanks to
enzymes produced by their intestinal microbiota. In this research,
the intestinal microbiome of Zophobas morio larvae fed with
polystyrene (PS) and oat was characterized using metabarcoding,
through Illumina Miseq sequencing of the V3-4 region of the 16s
rRNA gene. With the results of the sequencing, the taxonomic
composition and relative abundance of the bacteria were
analyzed, obtaining that the Spiroplasma genus was the most
abundant for both PS and oat diets; no differences were found
in the alpha diversity analyses. However, the increase in the
microbiome of expanded polystyrene-fed larvae of the genus
Pseudarthrobacter and members of the family Enterobacteriaceae
without taxonomic assignment at the genus level was highlighted.
Microorganism identification possibly associated with the
polystyrene diet is the reference for characterization, isolation,
and bioremediation tests for the degradation of this material,
these tests can be extended to other plastics.

Keywords: coleoptera, diet, metabarcoding, polystyrene,
Pseudarthrobacter.
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Introduccién

El plastico estd presente en sectores productivos
enfocados en la alimentacion, textiles, transporte,
farmacos, entre otros, debido a su versatilidad en
actividades de almacenaje, transporte, embalaje,
ensamblaje de estructuras, etc. (Andrady y
Neal, 2009). El uso y demanda cotidiana de este
material, se ve reflejado en el aumento a nivel
mundial de la produccién de plasticos, que tuvo,
para el ano 2021, un reporte de 390,7 millones de
toneladas producidas, de las cuales 352,3 millones
provienen de origen fosil, lo cual representa un
aumento en comparacioén con afios anteriores
(Plastics Europe, 2022).

Los plasticos de origen fosil pueden clasificarse
en 2 grupos dependiendo de su estructura quimica
principal. El primer grupo engloba los polimeros con
estructura heterociclica y el segundo aquellos con
estructura principal carbono-carbono (C-C) (Zhang et
al., 2022). Actualmente, los principales plasticos que se
producen de ambos grupos son el polietileno de baja
densidad (PE-LD), polietileno de alta densidad (PE-
HD), policloruro de vinilo (PVC), polietilentereftalato
(PET), poliuretano (PUR) y poliestireno (PS) (Danso et
al., 2019; Plastics Europe, 2023).

En Colombia, el PS es comercializado por la
Industria Colombiana de Porosos (ICOPOR) y se
puede hallar de 2 formas, ya sea extruido (XPS) o
expandido (EPS); el primero es mas denso y forma
parte de empaques como las bandejas de frutas
en supermercados, el segundo es mas liviano y
se encuentra en forma de esferas, principalmente
para soportar el embalaje de productos delicados.
Ambos tipos de poliestireno estan compuestos en
un 95 % por polimeros de estireno y 5 % de gas,
lo que los hace quimicamente similares (Xu et al.,
2022). Infortunadamente, la versatilidad de este y
los otros tipos de plasticos se ha visto opacada por
los inconvenientes que se presentan en su manejo
o disposicion final, debido a que, al estar formado
principalmente por cadenas de carbono, estas lo
convierten en un material recalcitrante de dificil
degradacion (ONU, 2018; Zhang et al., 2022).

Las estrategias utilizadas principalmente para el
manejo de los desechos plasticos ha sido incineracién
(12 %), reciclaje (9 %) y disposicion en vertederos
(79 %) (Geyer et al., 2017); esta tltima es preocupante
debido a que se estima que el 25 % finaliza en
los océanos (Jambeck et al., 2015). Ademas de la
problematica ambiental, se suman los efectos que los
desechos plasticos pueden causar en la salud humana,
debido a que después de determinado tiempo de
exposicién a distintas variables ambientales, los
plasticos de gran volumen se descomponen en
microplasticos y se convierten en agentes toxicos,
los cuales se han reportado en alimentos de consumo
humano como peces, azucar, sal, miel, leche, carne
de pollo, entre otros (Mamun et al., 2023).
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Por otro lado, el PS no se degrada facilmente,
puede permanecer sin cambios en su estructura
por largos periodos, entre 100 y 1000 anos. Por
otro lado, cuando este material se calienta, libera
dioxinas y estireno, sustancias que se ha encontrado
son cancerigenas en humanos (Zhao et al., 2024). Asi
mismo, diversos autores sugieren que componentes
expansores del PS como el pentano, isopentano o
ciclopentano pueden llegar a generar conjuntivitis,
dermatitis, cefaleas, nauseas y afecciones en vias
respiratorias altas y bajas cuando se inhalan en altas
concentraciones (Xu et al., 2022).

En la actualidad, investigadores y la industria han
dirigido sus esfuerzos en identificar microorganismos
biodegradadores capaces de transformar el PS
en dioxido de carbono, metano, compuestos
inorganicos, agua o biomasa (Liu et al., 2023; Tang et
al., 2017; Zhang et al., 2022).

Una de las técnicas para identificar qué
microorganismos descomponen el PS se basa en
tecnologias del acido desoxirribonucleico (ADN), y
permite evaluar la diversidad microbiana y predecir
su funcion en el ambiente (Gilbert y Dupont, 2011;
Lovley, 2003; Marrero-Coto et al., 2010). En este
sentido, la metagenomica contribuye en el campo
de la biorremediacién de ecosistemas contaminados
con PS, caracterizando comunidades microbianas
taxonomica y funcionalmente con capacidad de
degradacion de plasticos, mediante marcadores
moleculares como el 4cido ribonucleico ribosomal
(ARNr) 16s o mediante el uso de secuenciaciéon
aleatoria (Gilbert y Dupont, 2011; Lorenz y Eck, 2005).

Desde el afo 2015 una estrategia de biodegradacion
de plasticos es usar larvas de escarabajos de la familia
Tenebrionidae para la degradaciéon de desechos
plasticos (Yang et al., 2015a, 2015b). Los estudios
realizados con Tenebrio molitor evidencian que estos
materiales pueden ser consumidos, despolimerizados
y biodegradados (Yang y Wu, 2020). La capacidad
de biodegradacion de este insecto, en desechos
de poliestireno expandido, estd influenciada por el
microbioma del tracto digestivo (Yang et al., 2015b) y
ha sido asociada a su habilidad natural para consumir
lignina (Yang y Wu, 2020), por lo que ha surgido la
pregunta de si esta habilidad est4 presente en otros
insectos de la familia Tenebrionidae. Actualmente,
existen reportes de consumo de PS por Tenebrio
obscurus (Peng et al., 2019), Zophobas atratus (Yang et
al., 2020) y Zophobas morio (Choi et al., 2020).

A pesar de los avances, se requiere continuar
evaluando el uso de las larvas de estos insectos,
haciendo énfasis en los cambios del microbioma
tras el consumo de estos materiales, con el fin de
encontrar bacterias posiblemente asociadas a la
degradacion de plasticos. La caracterizacién de
estos microorganismos son el punto de partida en
ensayos de aislamiento, inserciéon génica, entre
otros, que prospectivamente permitan el disefio y
construccion de biorreactores para la degradacion
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de estos desechos (Yang et al., 2020). Por lo anterior,
el proposito del presente trabajo fue explorar el
microbioma del tracto digestivo de larvas de Zophobas
morio (Coledptera: Tenebrionidae) luego de consumir
poliestireno expandido, en el municipio de Palmira,
Valle del Cauca, Colombia.

Materiales y métodos

Cria de insectos

Larvas de Z. morio fueron adquiridas en una empresa
distribuidora de alimento para peces en el municipio
de Santiago de Cali, Valle del Cauca, Colombia.
Luego, las larvas fueron transportadas al municipio
de Palmira. Alli, las larvas se sometieron a un ayuno
de tres dias para limpiar el tracto digestivo y se
dividieron en dos grupos.

El primer grupo fue alimentado con una dieta
a base de avena (control) y el segundo grupo fue
alimentado exclusivamente con EPS comercial. Cada
grupo consistio en 30 larvas juveniles ubicadas en
recipientes de polipropileno (PP) de 25 x 20 x 15 cm
(largo, alto y ancho), y alimentadas con las respectivas
dietas durante seis meses, a una temperatura y
humedad promedio de 25 °Cy 70 %, respectivamente,
con una exposicion de luz de 12 horas. Para evitar
la deshidratacién de los individuos, cada dos dias se
adicionaba agua destilada estéril por aspersion a los
recipientes y se anadieron trozos de naranja fresca al
contenedor de larvas alimentadas con avena.

Extraccion del ADN

Las larvas se trasladaron al laboratorio de biologia
molecular de la Universidad Nacional de Colombia -
Sede Palmira, donde se les extrajo el tubo digestivo;
para este proceso cada larva fue puesta en una caja
de Petri y luego llevada a -80 °C (Ultracongelador,
marca IGLOO, modelo U-445, referencia 1331652725)
durante cinco minutos para bajar su metabolismo.
Posteriormente, se realizé un corte a lo largo de la
linea lateral que une los terguitos con los esternitos
del cuerpo de la larva, desde la region cefalica a la
caudal, extrayendo el tubo digestivo. Para extraer
entre 250-300 mg de tubos digestivos se emplearon
alrededor de cuatro larvas, de lo que se obtuvo un
total tres muestras para avena y dos para poliestireno
expandido.

El tejido intestinal obtenido fue limpiado con
agua destilada estéril, retirando el tejido adiposo
adyacente. Posteriormente, fue macerado y procesado
utilizando el kit comercial DNAeasy PowerSoil de
Qiagen (USA), segun las indicaciones del fabricante.

La integridad del ADN fue evaluada mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1 %, que contenia
GelRed (Biotium®). La electroforesis se realizd en
tampo6n TBE 0,5X a 100 V durante 30 minutos,
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utilizando una escalera de ADN de 1 kb como marcador
de peso molecular (Thermo Scientific) (Tabla S1). La
concentracion e indices de pureza 260/280 y 230/260
fueron obtenidos con espectrofotémetro para
microvolumenes (Marca Titertek Berthold, modelo
Colibri, referencia 160208, producido en Alemania)
(Figura S1). El ADN extraido fue almacenado a-80 °C
para su posterior uso.

Secuenciacidon masiva

La composicion taxonémica y la abundancia de las
bacterias presentes en el tubo digestivo de las larvas
fue estimada mediante secuenciacién de la region V3 -
V4 del gen ribosomal 16S. La amplificaciéon empleo los
cebadores 341F 5’CCTAYGGGRBGCASCAG3’ y 806R
5’GGACTACNNGGGTATCTAAT3’. La secuenciacion
se realizo en Illumina® MiSeq, con una cobertura de
466 pb, y se obtuvieron en promedio 20 000 lecturas
por muestra.

Andlisis bioinformadticos

El andlisis de los datos de secuenciacion del gen
16S rRNA, tuvo el siguiente flujo: el control de
calidad y solapamiento de lecturas complementarias
(merging) se realizd a través de la plataforma QIIME
2 (Bolyen et al., 2019), haciendo uso del plugin
DADAZ2 (Callahan et al., 2016); igualmente, se realizo
asignacién taxonoémica utilizando el clasificador
entrenado de la base de datos SILVA (Quast et
al., 2013). Las lecturas fueron normalizadas, tras
realizar curva de rarefaccion, mediante la técnica de
escalamiento y submuestreo clasificado SRS (scaling
with ranked subsampling, por sus siglas en inglés)
(Beule y Karlovsky, 2020), con lo que se obtuvo un
valor de 60 000 lecturas (Figura 1). Posteriormente,
los datos de taxonomia y abundancia fueron
analizados y representados a través del paquete
Phyloseq en el lenguaje de programacion R. El
analisis de abundancia diferencial fue realizado con
el programa DESeq2 (Love et al., 2014).

Resultados y discusién

Se registro el consumo de poliestireno expandido
por larvas de Z. morio, cuando se suministro este
plastico (EPS) como dieta unica. Hubo formacion de
tuneles en el material objeto de estudio, ademas de
pequenas particulas que corresponden a las excretas
de los insectos (Figura 2).

Tabla S1. Cuantificacién del ADN de muestras para la amplificacién del
gen ARNr 16s region V3-4.

No. Nombre de la muestra Concentracion de la muestra
1 Al 8,94 ng/ul

2 A2 15,07 ng/pl

3 A3 12,25 ng/pl

4 P1 11,66 ng/pl

5 P2 0,43 ng/ul
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Figura S1. Gel de agarosa al 1% de ADN total, tefiido con GelRed. De izquierda a derecha; M: marcador de peso molecular de 1 kb; A1, A2, A3: muestras de

avena; P1-1, P1-2: muestras de EPS
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Figura 1. Curva de rarefaccion de las muestras secuenciadas bajo dos dietas. Los datos crudos (a) de cada muestra tienen cantidades diferentes de lecturas,
luego de la normalizacién (b) todas las muestras tienen la misma cantidad, lo cual permite su comparacién.

Los valores de abundancia, a nivel de filo, para las
larvas alimentadas con poliestireno fueron firmicutes
(68,77 %), proteobacteria (20,64 %), actinobacteriota
(4,39 %) y acidobacteriota (1,62 %) (Figura 3a);
mientras que en el grupo control fueron firmicutes
(70,22 %), proteobacteria (15,48 %), bacteroidota
(4,51 %), acidobacteriota (2,14 %) y actinobacteriota
(1,58 %) (Figura 3a). Estos grupos han sido reportados
en larvas de los insectos T. molitor, Galleria mellonella
y Z. atratus, tras consumir poliestireno; en ellos se
encontréd una disminucién en la abundancia relativa
del filo firmicutes y un aumento en proteobacteria
(Jiang et al., 2021; Peng et al., 2022), al igual que en
el presente trabajo.

A nivel de género, las bacterias mas abundantes
para el grupo de poliestireno fueron Spiroplasma
(86,49 %), Pseudarthrobacter (5,30 %), Enterococcus
(3,16 %), Lactococcus (1,88 %) y Bacillus (1,57 %) (Figura

3b); mientras que en el grupo alimentado con avena
predominé Spiroplasma (84,15 %), Dysgonomonas
(5,59 %), Enterococcus (3,78 %), Lactococcus (3,11 %) y
Pseudarthrobacter (0,77 %) (Figura 3b).

El género Spiroplasma ha sido considerado propio
del tracto digestivo de insectos como T. molitor y
Tenebrio obscurus (Peng et al., 2019), al igual que de
Z. atratus (Luo et al., 2021). En el presente trabajo
se encontré que Spiroplasma tenia una abundancia
superior al 80 % para ambas dietas, lo que permite
apoyar la idea de que este género posiblemente es
propio del tracto digestivo de los insectos de la familia
Tenebrionidae.

Aunque el género Enterococcus ha sido considerado
tanto propio del tracto digestivo de tenebrionidos
(Peng et al., 2019), asi como microrganismo que
contribuye a la degradacion del poliestireno (Peng
et al., 2022), el presente trabajo identificd una
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Figura 2. Larvas de Zophobas Morio consumiendo poliestireno expandido (EPS).
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Figura 3. Abundancia a nivel de filo (a) y género (b) de bacterias asociadas al tracto digestivo de Zophobas morio bajo 2 dietas.

disminucién de la abundancia relativa de este género
tras el consumo de poliestireno; ademads, dicha
disminucién se asocié a diferencias significativas en
el andlisis de abundancia diferencial (Figura 4b), por
lo cual se considera que la dieta plastica afectd la
viabilidad de este género.

El género Bacillus spp., para la dieta con poliestireno
(1,57 %), respecto al grupo control (0,33 %), presentd
mayor abundancia, lo cual resulta de interés debido a
los reportes recientes de aislamiento de Bacillus spp.,
en Z. atratus (Arunrattiyakorn et al., 2022), y Bacillus
megaterium de larvas de Z. morio, cuya capacidad para
biodegradar peliculas de este material fue ademas
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verificada en laboratorio (Meng et al., 2021). Respecto
al reporte de Dysgonomonas como bacteria asociada al
consumo de Poliestireno en Z. atratus (Luo et al., 2021;
Wang et al., 2022a), no se detectd esta asociacion,
por el contrario, hubo mayor abundancia en el grupo
alimentado con avena con diferencias significativas
(Figura 4b).

El género Pseudarthrobacter y miembros de la familia
Enterobacteriaceae presentaron un aumento en su
abundancia en el microbioma de larvas alimentadas
con poliestireno, respecto al grupo control, con
diferencias significativas (Figura 4). Ha sido reportado
el aumento de abundancia de este género al estar
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rareza) de la microbiota intestinal segtn el alimento consumido por Zophobas morio. No se encontraron diferencias significativas entre las dietas (p > 0,05).

expuesto en peliculas de plastico (Chung et al.,
2022), sin embargo, en Z. morio y en la familia
Tenebrionidae es el primero que se realiza. La familia
Enterobacteriaceae ha sido asociada a la degradacion
del poliestireno en Z. atratus (Jiang et al., 2021; Wang
etal., 2022b); sin embargo, al igual que en el presente
trabajo, no fue posible hacer la asignacion taxonémica
a nivel de género con la informacién disponible en
las bases de datos.

Por otra parte, se resalta que en la literatura hay
reportes de aislamientos bacterianos realizados del
tracto digestivo de larvas de Zophobas atratus luego
de consumir poliestireno: Intestinirhabdus alba, nuevo
género y especie de la familia Enterobacteriaceae
(Xu et al., 2020); Myroides albus de la familia
Flavobacteriaceae (Xia et al., 2020); y Pseudomonas
sp., familia Pseudomonadaceae, de la cual se resalta el
papel de la proteina serina hidrolasa en la degradacion
de plasticos (Kim et al., 2020).
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El analisis de la riqueza observada de los
microbiomas indicé una disminuciéon de ASV
(Amplicon Sequence Variant, por sus siglas en inglés)
para el grupo de larvas alimentadas con poliestireno
con una mediana de 1427 registros, respecto al
grupo control que presentd una mediana de 1182. A
pesar de lo anterior, no se encontraron diferencias
significativas (p = 0,8) en los valores de este indice
(Figura 5).

Elindice de Shannon y Berger-Parker para la dieta
de poliestireno present6 una mediana de 3,52y 0,15;
mientras que el grupo control reporté valores de 3,8 y
0,23 respectivamente. Lo anterior evidencia que hubo
una leve disminuciéon de la diversidad del microbioma
de las larvas alimentadas con poliestireno, sin
embargo, no se produjo dominancia de algun ASV
en particular, lo cual coincide con lo reportado para
Z. atratus (Peng et al., 2022). Ademas, al tomar como
referencia la interpretacioén clasica de Margalef
81972) sobre el indice de Shannon se concluye que
la microbiota de ambas dietas tuvo una diversidad
de nivel medio. La comparacion de ambos indices no
reporté diferencias significativas (Shannon p = 0,8;
Berger-Parker p = 0,2).

El indice de uniformidad de Pielou reporté un
valor menor en el grupo de poliestireno con una
mediana de 0,50, respecto al grupo control que
tuvo una mediana de 0,52 (Figura 5). Esta menor
uniformidad es un indicador de que la abundancia de
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determinados ASV no se vio favorecida o afectada por
el consumo del plastico objetivo de estudio, lo cual
concuerda con los indices evaluados anteriormente.
Asi mismo, el indice de rareza de abundancia tuvo
un valor menor en el grupo de poliestireno (0,14),
respecto al grupo control (0,17), estableciendo pocos
valores atipicos en la abundancia del microbioma de
los individuos alimentados con plastico.

El analisis de diversidad alfa, a partir de los
indices evaluados, permiti6 reconocer que no hubo
diferencias significativas entre la microbiota de las
larvas alimentadas con poliestireno y la del grupo
control (p > 0,05). A pesar de lo anterior, se resalta
que el grupo alimentado con plastico tuvo una
disminucion de la mediana para los valores de riqueza
observaday el indice de Shannon, de igual forma que
el reporte realizado para Z. atratus y T. molitor (Wang
etal., 2022a).

Los diagramas de caja y bigotes presentados para
analizar los indices de diversidad alfa permitieron
identificar que los valores del grupo control
presentaron una mayor amplitud en sus datos, es
decir, una distancia mayor entre sus valores minimos
y maximos (Figura 5). Lo anterior se confirm¢ al
realizar el analisis de diversidad que indic6 que el
grupo control tuvo una mediana de 0,24, mientras
la dieta de poliestireno una mediana de 0,17. A
pesar de lo anterior, no se encontraron diferencias
significativas entre ambos valores (p = 0,8 0 p = 0,2).

Alimento
L] Avena
. Poliestireno

0.2

Figura 6. Distancia entre las muestras de cada dieta, utilizando el indice de disimilitud de Bray-Curtis. El eje 1 explica el 48,7 % de la disimilitud entre las
muestras, mientras el eje 2 explica un 25,3 %, para un total de 74 % de explicacion de variacion. Se destaca que las muestras de poliestireno tienen a agruparse,

lo que indica baja disimilitud entre ellas.

282




Al realizar el analisis de componentes principales
PCoA (Figura 6), se observo que el eje 1 explicaba el
48,7 % de disimilitud, mientras que el eje 2 un 25,3 %,
para un total de 74 % de variacién. Se observa que
las 2 muestras del grupo de poliestireno tienden a
estar proximas; en cambio, las muestras de la dieta
de avena presentan mayores distancias entre ellas.
La cercania entre las muestras de poliestireno puede
explicarse por la abundancia y riqueza de bacterias
que son mas similares entre muestras de la dieta
plastica, lo cual coincide con el analisis de abundancia
diferenciada que permiti6 identificar taxones con
diferencias significativas.

Aunque en este estudio no se analizo6 la degradacion
de plasticos por parte de los microorganismos en
ambientes anaerdbicos, se infiere que estos procesos
deberian ser investigados a futuro ya que los habitats
anoxicos son muy comunes en la tierra (Kotova et
al., 2021).

Conclusiones

Se encontrd que el género Spiroplasma fue el mas
abundante en la dieta del PS (86,49 %) y avena
(84,15 %), , ademas, es considerado propio del tracto
digestivo de los insectos de la familia Tenebrionidae.

Al comparar las dos dietas se obtuvo que los
géneros Pseudarthrobacter, Enterococcus, Bacillus y
Lactococcus presentaron diferencias significativas en
su abundancia relativa, lo que lleva a sugerir que hay
una fuerte asociacion entre su presencia en el tracto
digestivo y la biodegradacion de EPS.

De igual manera, se puede concluir que, en este
estudio, las larvas alimentadas con EPS sobrevivieron,
y los géneros bacterianos encontrados en su tracto
digestivo podrian jugar un papel clave en el proceso
de biodegradacion de EPS. Finalmente, estos géneros
bacterianos identificados en el tracto digestivo de Z.
morio son candidatos-blanco para ser obtenidos en
cultivo puro y evaluar individualmente su actividad
en la biodegradacion del poliestireno expandido.
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