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1. RESUMEN

La biodiversidad es esencial para el equilibrio de los ecosistemas, y la microbiota
juega un papel crucial en la salud de los organismos. En este contexto, la investigacién se
centrd en la caracterizacion de la microbiota de Drosophila mesophragmatica, una especie
poco estudiada, mediante analisis metagenomico. El objetivo general fue identificar y
caracterizar las bacterias presentes en la mosca y sus posibles relaciones simbidticas.
Utilizando secuenciacion de proxima generacion (lllumina) y herramientas bioinformaticas,
se evalud la diversidad y abundancia relativa de las bacterias. Los resultados revelaron una
comunidad bacteriana diversa con géneros predominantes como Akkermansia, Morganella,
Gluconobacter, Acinetobacter, Providencia y Escherichia. Ademas, se identificaron genes
relacionados con rutas metabolicas clave, incluyendo la reduccion y oxidacion del nitrégeno,
la reduccion del arsenato y la conversion del acetato a metano, asi como rutas metabolicas
especificas como el ciclo del glioxilato, la glucolisis, la fosforilacion oxidativa y la via de
las pentosas fosfato. Estos hallazgos sugieren que las bacterias desempefian funciones
cruciales en la fisiologia del hospedador, como la descomposicion y digestion de alimentos,
la sintesis de nutrientes esenciales, la competencia con patégenos y la estimulacion del
sistema inmune. Ademas, las rutas metabolicas identificadas, como la reduccion del arsénico
y la metanogénesis, indican un papel en la detoxificacion y el mantenimiento del equilibrio
ambiental en el intestino del hospedador. La investigacion no solo logré caracterizar la
microbiota de Drosophila mesophragmatica, sino que también proporcioné una base para
entender las relaciones simbidticas entre las bacterias identificadas y su hospedador,
destacando los beneficios potenciales en términos de salud y nutricion. Estos hallazgos son
fundamentales para comprender la ecologia microbiana y la evolucion de las interacciones
hospedador-microbiota, abriendo nuevas oportunidades para aplicaciones biotecnolégicas y

ecologicas.
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2. ABSTRACT

Biodiversity is essential for the balance of ecosystems, and the microbiota plays a
crucial role in the health of organisms. In this context, the research focused on the
characterization of the microbiota of Drosophila mesophragmatica, a poorly studied species,
through metagenomic analysis. The general objective was to identify and characterize the
bacteria present in the fly and their possible symbiotic relationships. Using next-generation
sequencing (lllumina) and bioinformatics tools, the diversity and relative abundance of the
bacteria were evaluated. The results revealed a diverse bacterial community with
predominant genera such as Akkermansia, Morganella, Gluconobacter, Acinetobacter,
Providencia and Escherichia. In addition, genes related to key metabolic pathways were
identified, including nitrogen reduction and oxidation, arsenate reduction, and acetate
conversion to methane, as well as specific metabolic pathways such as the glyoxylate cycle,
glycolysis, phosphorylation oxidation and the pentose phosphate pathway. These findings
suggest that bacteria play crucial roles in host physiology, such as food breakdown and
digestion, synthesis of essential nutrients, competition with pathogens, and stimulation of
the immune system. Furthermore, the identified metabolic pathways, such as arsenic
reduction and methanogenesis, indicate a role in detoxification and maintenance of
environmental balance in the host intestine. The research not only managed to characterize
the microbiota of Drosophila mesophragmatica, but also provided a basis for understanding
the symbiotic relationships between the identified bacteria and their host, highlighting the
potential benefits in terms of health and nutrition. These findings are fundamental to
understanding microbial ecology and the evolution of host-microbiota interactions, opening

new opportunities for biotechnological and ecological applications.
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3. INTRODUCCION

El concepto de biodiversidad se refiere en general a la variabilidad de la vida y a los
ecosistemas: es un concepto fundamental, complejo y general, que abarca todo el espectro de
organizacion bioldgica, desde genes hasta comunidades y sus componentes estructurales,
funcionales y de composicion (Nufez et al., 2003). Sin embargo, dentro de esta variabilidad
existen muchos organismos pertenecientes a cada uno de los dominios de la vida que se
mantienen en desconocimiento como es el caso de la mosca de la fruta Drosophila
mesophragmatica, sobre todo en un punto caliente de biodiversidad como lo es el territorio
ecuatoriano. Estudiarlos nos permite entender mejor coémo funcionan los ecosistemas locales

y cOmo estas especies interactlian con su entorno, incluyendo su microbiota.

Por si fuera poco, la microbiota de las especies sin caracterizar no se limita
Unicamente al registro y documentacién para la preservacion de la diversidad, sino que
muchas pueden ser usadas por nosotros en diferentes ambitos. Estas comunidades
microbianas pueden contener microorganismos con potencial biotecnoldgico, como en la
produccién de enzimas Utiles, biocombustibles u otros productos de interés industrial o
médico (Ortiz etal., 2019). Estudiar estas comunidades microbianas podria abrir nuevas
oportunidades en biotecnologia, por lo que también entra en juego el uso de herramientas de
analisis molecular para aislar genes, identificar que proteinas se sintetizan y en base a esto,

como podrian llegar a ser aprovechables

Una de las bases fundamentales dentro del estudio de la ecologia y que mantiene el
equilibrio de los ecosistemas son las relaciones entre organismos (Pascual et al., 2022). Dentro
de estas relaciones los principales y a menudo subestimados actores son el conjunto de
microorganismos que habitan un entorno especifico denominado microbiota. Esta microbiota
puede mantener diferentes tipos de relaciones con su hospedero, tanto positivas como
negativas, entre las cuales se encuentran mutualismo, comensalismo, parasitismo y simbiosis
(Pascual et al., 2022). Este ultimo nivel de interaccién tiene la caracteristica de ofrecer un
beneficio mutuo tanto para el organismo huésped como para su hospedero, los cuales no pueden

ser conseguidos de manera individual. Para los hospederos, otorga proteccion contra patdgenos,



mientras que los organismos huésped pueden obtener nutrientesy otros recursos como

proteccion y un hébitat en el que se desarrollan sin complicaciones (lltis et al., 2022).

La piel actia como la primera linea de defensa para cualquier organismo pluricelular.
En su superficie, conviven bacterias, hongos y parésitos que forman un complejo ecosistema
interactuando constantemente con el organismo huésped. Este ecosistema desempefia un papel
crucial en la proteccion de la piel, funcionando tanto como una barrera fisica como una barrera
inmunoldgica (Patifio & Morales, 2013). Esto funciona principalmente porque las bacterias
logran adaptarse a un ambiente tan inhdspito e inestable como lo es la piel y logran colonizar
este 6rgano, impidiendo la proliferacion de microbiota transitoria.

En el caso de bacterias simbiontes presentes en el tracto intestinal, estas son
reconocidas como un ecosistema complejo y dindmico que interactla estrechamente con el
hospedador y desempefia un papel crucial en su fisiologia y funcion (Garza-Velasco et al.,
2021). Sus mecanismos de accion afectan directamente a varios puntos importantes de la
salud del huésped como en la descomposicion y digestion de los alimentos, especialmente de
componentes que son dificiles de digerir por si mismo por medio de la produccion de enzimas
especificas (lltis et al., 2022). Adicional a esto, ayudan en la sintesis de nutrientes esenciales
que el huésped no puede producir por si mismo como vitaminas y aminoacidos, la
competencia con los patégenos por los recursos y el espacio en el intestino, la estimulacion
del sistema inmune e incluso se ha observado que la microbiota puede afectar la
reproduccion, el desarrollo larvario, la longevidad y la resistencia al estrés de los insectos
(Angel-Sanchez & Galian, 2022).

Conociendo todo el impacto positivo y la relevancia que puede llegar a tener el
ecosistema microbiano presente en Drosophila, la caracterizacion de las especies bacterianas
gue estan involucradas de manera especifica en un organismo es de vital importancia en la
salud de los insectos y, en consecuencia, en el equilibrio del medio ambiente (Bonilla-Rosso
et al., 2008). Conocer la composicion de los microorganismos que habitan el interior del
huésped nos sirve para comprender la diversidad microbiana y su funcién en el hospedador,

asi como para identificar posibles cambios en respuesta a diferentes factores (Angel-Sanchez



& Galian, 2022).

Bajo este enfoque, la utilizacion de tecnologias moleculares resulta en una alternativa
a considerar para la identificacion y clasificacion taxondmica de especies simbiontes
presentes en el tracto intestinal de un organismo. La secuenciacion de ADN es una
metodologia fundamental en la investigacion cientifica, ya que permite estudiar la diversidad
genética, identificar mutaciones, comprender la evolucion de las especies, entre otros
aspectos. Con este potencial en mente se abre la metagenomica, siendo este el analisis
funcional y de secuencias de los genomas microbianos colectivos contenidos en una muestra
(Bonilla-Rosso et al., 2008). Esto ha revolucionado las ciencias ecoldgicas al permitir el
andlisis simultaneo de la caracterizacion taxondmica de las especies contenidas en una

comunidad y las funciones que pueden desemperiar.

Siendo Drosophila un grupo de organismos de un alto nivel de relevancia para la
investigacion cientifica y teniendo mas de 1000 especies descritas actualmente (Guillin &
Rafael, 2017), siempre se esta en una constante blsqueda de nuevas especies que contribuyan
a construir nuevos modelos de estudio. Desde esta perspectiva, la especie Drosophila
mesophragmatica se convierte en un potencial candidato para estudiar las relaciones
simbioticas que puede establecer un organismo con bacterias huéspedes. Debido a la falta de
estudios realizados hasta la fecha sobre la caracterizacion y comprensiénde la microbiota de
D. mesophragmatica, el presente trabajo busca llenar esa brecha critica en nuestro
entendimiento de las relaciones hospedador-microbiot  ay sus efectos en la adaptacion y la
salud del hospedador, lo que puede tener implicaciones mas amplias en la biologia evolutiva

y la ecologia microbiana.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.:
Caracterizar la microbiota simbionte de Drosophila mesophragmatica y sus posibles relaciones

simbioticas mediante analisis metagendémico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:
a) Evaluar la diversidad y abundancia relativa de las bacterias presentes en
Drosophila mesophragmatica.
b) Identificar los genes correspondientes a rutas metabolicas presentes en los
organismos bacterianos.
c) Determinar las relaciones simbidticas entre las bacterias identificadas y
su hospedador, centrandose en posibles beneficios para la salud vy

nutricion.



4. MATERIALES Y METODOS

Este analisis partio de datos crudos de secuenciacion Ilumina realizados

previamente enMacrogen Inc. (Seoul, Corea).

4.1 Tipo de Estudio
Este trabajo se clasifica como un estudio demostrativo porque no implica la
realizacion de nuevos experimentos, sino que se centra en el analisis de datos crudos
previamente obtenidos. Utilizando herramientas bioinformaticas, se ha llevado a cabo una
caracterizacion de la microbiota de Drosophila mesophragmatica a partir de secuencias de
ADN obtenidas mediante secuenciacion lllumina. Este enfoque demuestra la capacidad de
las técnicas bioinformaticas para interpretar grandes volumenes de datos genémicos y

extraer informacion valiosa sobre la composicién y las caracteristicas de la microbiota.

4.2 Importacion de secuencias

Para el analisis de las secuencias, la clasificacion taxonomica, y la identificacion
de rutas metabdlicas se uso la plataforma en linea Kbase. Con ella se consiguieron aplicar
diferentes herramientas para la obtencidn de datos relevantes siguiendo la metodologia de
Chivian et al. (2022). El andlisis empez6 con la importacion de los 2 archivos crudos
entregados por Macrogen (Dmeso_1.fastqc.gz y Dmeso_2.fast.gz) como secuencias

forward y reverse respectivamente.

4.3 Analisis bioinformatico de las secuencias

Empezando con el andlisis de calidad de las secuencias, se utilizé FastQC debido
a que proporciona una evaluacion integral y detallada de diversos parametros de calidad y
sus informes visuales intuitivos facilitan la identificacion rapida de problemas. Para la
clasificacion taxonomica se usé Kaiju, la cual es una herramienta que reconoce de forma
rapida y sensible las lecturas de secuenciacion de alto rendimiento de experimentos de
secuenciacion metagendmica del genoma completo (Menzel et al., 2016). Tanto para el
analisis de calidad como para la clasificacién taxonémica se utilizd el archivo de las

secuencias pareadas y se lo proceso directamente con los programas.



Finalmente, para la identificacion de rutas metabdlicas se us6 DRAM la cual es
una herramienta que permite una anotacion mejorada de los atributos de los genomas,
facilitando la interpretacion del potencial metabdlico de comunidades microbianas a gran
escala (Shaffer et al., 2020).



5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Andlisis de calidad

Al realizar la importacidn de archivos en la plataforma se obtuvo un solo archivo de
libreria pareada, del cual se revisé la calidad de la secuencia con FastQC. En general, los
resultados mostraron que la calidad de las bases era alta, con la mayoria de las lecturas
presentando un puntaje Phred superior a 30. El gréafico de "Per base sequence quality"
confirmd que las lecturas mantenian una alta calidad a lo largo de su longitud. Ademas, el
analisis de duplicacion de secuencias revel6 un bajo porcentaje de lecturas duplicadas,

sugiriendo una cobertura uniforme sin sobre-posicién de secuencias especificas.

Sin embargo, se observaron algunas anomalias en los graficos de "Per base sequence
content” y "Per sequence GC content". El grafico de "Per base sequence content” indico
variaciones en la proporcion de bases especificas a lo largo de la longitud de las lecturas.
Asimismo, el grafico de "Per sequence GC content™ mostrd que el contenido de GC de las
secuencias variaba mas de lo esperado. A pesar de estas observaciones, los resultados
generales de FastQC indicaron que las secuencias eran de alta calidad y adecuadas para su

posterior analisis bioinformatico.

5.2 Clasificacion taxonémica

Los resultados obtenidos de la investigacion metagendmica, representados por el
grafico de barras apiladas a nivel de género y la visualizacién de Krona, proporcionan una
vision detallada de la composicion bacteriana en la muestra de Drosophila

mesophragmatica.

En el grafico de barras a nivel de género, se observa una distribucién diversa de
géneros bacterianos. Entre los géneros méas abundantes, Akkermansia, Morganella,
Gluconobacter, Acinetobacter, Providencia y Escherichia destacan notablemente.
Akkermansia es el género mas representado con aproximadamente un 12% de las lecturas.
Aunqgue no se ha encontrado literatura referente a la presencia de este género bacteriano en
huéspedes similares, Akkermansia resulta en un organismo de gran interés cientifico debido
a su potencial papel en la regulacion del metabolismo y su asociacion con enfermedades

relacionadas (Montesino et al., 2021).



En segundo lugar, Morganella y Gluconobacter, cada uno con una representacion
cercana al 10%. Acinetobacter, Providencia y Escherichia tienen una presencia significativa,
representando alrededor del 8% y 6% respectivamente La presencia de bacterias del género
Providencia y Morganella se corrobora con el estudio de Trasmonte et al. (2009) donde se
registro la presencia de enterobacterias en otro tipo de moscas. Ademas, de que Escherichia,
Providencia y Klebsiella se han registrado como bacterias presentes en la superficie de la
mosca domeéstica segun Estrada et al. (2012) por lo que se determina estos géneros
bacterianos como microbiota residente de la piel. Finalmente, una gran proporcion de las
lecturas no se asigna a ningun género especifico (“unassigned at genus level"), lo cual
representa un 15%. La categoria "tail" agrupa géneros que representan menos del 0.5% de

las lecturas cada uno, indicando la presencia de una gran diversidad de géneros en menores

cantidades.
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Figura 1. Gréfico de barras apiladas mostrando la distribucién de géneros bacterianos en la muestra
de Drosophila mesophragmatica. Akkermansia es el género méas representado con un 12% de las
lecturas, seguido por Morganella y Gluconobacter (10% cada uno), Acinetobacter (8%) y Escherichia
(6%). Un 15% de las lecturas no se asignan a ningin género especifico ("unassigned at genus level"),
y la categoria "tail" agrupa géneros con menos del 0.5% de las lecturas.

La visualizacion de Krona complementa esta informacion, ofreciendo una
representacion jerarquica de la diversidad taxondémica. Akkermansia muciniphila se destaca

como una de las especies mas abundantes, representando el 12% del total de lecturas. El filo



Proteobacteria es notablemente abundante, con géneros importantes como Acinetobacter,
que representa un 5%, Klebsiella, que constituye un 4% y Acetobacter con un 2%. Otros
géneros notables incluyen Morganella, con una representacion significativa de Morganella

psychrotolerans (2%) y Morganella morganii (1%).

En cuanto al filo Firmicutes, se identifican varios géneros importantes como
Lactobacillus, con un 4% lo que concuerda con el trabajo de Pais et al. (2018), en el que
menciona que ciertas bacterias como Acetobacter cibinongensis, Lactobacillus
pseudomesenteroides y Acetobacter thailandicus establecen una interaccion especifica con
moscas del género Drosophila en el que se menciona que estas bacterias pueden ser estables
o transitorias en el intestino de la mosca, y se plantea la posibilidad de que la composicion

de la microbiota intestinal pueda variar dependiendo de factores como la dieta y el ambiente.

De igual forma, Broderick y Lemaitre (2012) mencionan que
Acetobacter/Gluconobacter y Lactobacillus son cominmente asociadas con la microbiota de
Drosophila. Finalmente, la visualizacion de Krona también muestra una fraccion
considerable de lecturas no asignadas (18,489 lecturas), representando aproximadamente un
17% del total, indicando la presencia de secuencias que no corresponden a taxones bien

caracterizados en las bases de datos de referencia actuales.
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Figura 2. Visualizacion de Krona mostrando la diversidad taxondmica de la microbiota en la muestra
de Drosophila mesophragmatica. Akkermansia muciniphila destaca con un 12% de las lecturas. El
filo Proteobacteria es predominante, con géneros como Acinetobacter (5%) y Klebsiella (4%). Una
fraccion considerable de lecturas (17%) no se asigna a taxones especificos, indicando la presencia de
secuencias no bien caracterizadas en las bases de datos de referencia actuales.

5.3 Identificacion de rutas metabolicas

La imagen muestra un analisis de la completitud de los complejos de la cadena de
transporte de electrones (ETC) en la secuencia. La barra de color en la parte superior de cada
maodulo indica el porcentaje de completitud de cada ruta o complejo, con una escala que
varia desde blanco (0% completo) hasta azul (100% completo). El gréfico esta dividido en
varias categorias principales: genes metabdlicos, Complejos I, Il, I1I, IV y V. Los médulos

en la primera parte del gréfico incluyen genes metabdlicos con una alta completitud cercana

al 100%.



El Complejo I, correspondiente a NADH: quinona oxidoreductasa, muestra una alta
completitud en sus componentes. EI Complejo Il, compuesto por complejo succinato
deshidrogenasa, también presenta una alta completitud. EI Complejo Il1l, que abarca el
complejo citocromo b-cl, revela una alta completitud. En el Complejo IV, tanto los
complejos de alta afinidad como los de baja afinidad muestran una alta completitud.
Finalmente, el Complejo V, correspondiente a la ATPasa de tipo F, también muestra una alta
completitud, a la cadena transportadora de electrones (ETC). En las bacterias desempefia un
papel crucial en la produccién de energia a través de la respiracion celular. La cadena
transportadora de electrones (ETC) es de vital importancia en las bacterias por varias
razones. Primero, es esencial para la produccion de ATP, la principal fuente de energia en
las células. A traves de la ETC, los electrones se transfieren entre los complejos proteicos y
otros transportadores, generando un gradiente de protones a través de la membrana celular

(Rodwell et al., 2009), Sin embargo, esto no tiene un impacto directo sobre el hospedador.

Ademas de los complejos de la ETC, la imagen muestra mddulos correspondientes a
otras rutas metabolicas importantes. Entre ellos se encuentran genes asociados con el ciclo
de Krebs, la gluconeogénesis, la glucdlisis, el ciclo del glioxilato, la fosforilacion oxidativa
y la via pentosa fosfato. Estos procesos metabdlicos son fundamentales para el
funcionamiento celular y la produccion de energia, lo que contribuye significativamente al
metabolismo del hospedador. El ciclo de Krebs y la fosforilacién oxidativa proporcionan
ATP necesario para diversas actividades celulares (Alvia et al., 2018). La gluconeogénesis
y la glucdlisis regulan los niveles de glucosa en sangre, asegurando un suministro constante
de energia, especialmente al cerebro y los glébulos rojos (Rodwell et al., 2009). El ciclo del
glioxilato permite la conversion de grasas en carbohidratos, crucial en condiciones de ayuno
prolongado (Rodwell et al., 2009). La via de las pentosas fosfato proporciona NADPH para
la sintesis de lipidos y la defensa antioxidante, protegiendo al hospedador del dafio oxidativo
(Alvia et al., 2018). En conjunto, estos procesos aseguran el mantenimiento de la
homeostasis energéetica y metabdlica, apoyando el crecimiento, desarrollo y respuesta a

condiciones de estrés del hospedador.

Adicionalmente, genes para la reduccion y oxidacion del nitrégeno, los cuales actuan
para la nitrificacion y desnitrificacion y permiten a las bacterias convertir amoniaco en nitrito

y nitrato, y luego reducir estos compuestos a gases nitrogenados, mejorando asi la



disponibilidad de nitrégeno para el hospedador (Canosa et al., 2010). Ademas, rutas para la
reduccion del arsenato permiten a las bacterias detoxificar arsénico al reducir arsenato a
arsenito, y potencialmente transformar arsenito en compuestos menos toxicos. Esto protege
al hospedador en entornos contaminados con arsenico, mejorando su salud y supervivencia
(Rodwell et al., 2009). Finalmente, la reduccion del acetato a metano ayuda a eliminar el
exceso de hidrégeno, que puede acumularse durante la fermentacién de carbohidratos y otros
compuestos. Esto estabiliza el ambiente intestinal y mejora la eficiencia digestiva (Bonilla-
Sandi et al., 2020).
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Figura 3. Analisis de las rutas metabdlicas presentes en el genoma ensamblado de la microbiota
simbionte de Drosophila mesophragmatica. En ella, se observan los complejos de la cadena de
transporte de electrones (ETC), junto con otros médulos metabdlicos como el ciclo de Krebs, la
gluconeogénesis, la glucdlisis, el ciclo del glioxilato, la fosforilacion oxidativa y la via pentosa

fosfato.



6. CONCLUSIONES

Mediante el uso de anélisis metagendmico para estudiar la composicién de la
microbiota de Drosophila mesophragmatica. Se emplearon técnicas de secuenciacion de
préxima generacion (Illumina) para obtener datos de secuencias de ADN de la microbiota. Estos
datos fueron procesados y analizados con herramientas bioinformaticas para identificar las
especies bacterianas presentes y sus posibles funciones metabdlicas. El anlisis de los resultados
proporciond una vision detallada de la diversidad bacteriana y las rutas metabdlicas que podrian

contribuir a las relaciones simbidticas con el hospedador.

La diversidad y abundancia relativa de las bacterias presentes en Drosophila
mesophragmatica se evaluaron utilizando herramientas de analisis metagenémico, como Krona
y gréficos de barras de generos bacterianos. Los resultados revelaron una comunidad bacteriana
diversa con géneros predominantes como Akkermansia, Morganella, Gluconobacter,
Acinetobacter, Providencia y Escherichia. Estos hallazgos permitieron una comprension clara
de la composicion bacteriana y su distribucion en términos de abundancia relativa, cumpliendo

asi el objetivo de evaluar la diversidad bacteriana en el hospedador.

Se encontraron genes relacionados con la reduccién y oxidacion del nitrégeno, la
reduccion del arsenato y la conversion del acetato a metano, asi como rutas metabolicas
especificas como la del ciclo del glioxilato, gluconeogénesis, glucélisis, fosforilacion oxidativa
y la via de las pentosas fosfato. Estos analisis permitieron identificar las capacidades
metabdlicas de las bacterias presentes, proporcionando una base para entender sus roles

funcionales dentro de Drosophila mesophragmatica.

Las relaciones simbioticas entre las bacterias identificadas y Drosophila
mesophragmatica se determinaron mediante la interpretacion de los resultados obtenidos del
analisis metagenomico. Las bacterias con genes para la reduccion y oxidacion del nitrogeno, la
detoxificacion del arsenato y la metanogénesis pueden proporcionar beneficios significativos al
hospedador, como mejorar la disponibilidad de nutrientes, proteger contra toxinas y estabilizar
el ambiente intestinal. Estos beneficios potenciales sugieren una relacion simbiotica en la que
las bacterias contribuyen a la salud y nutricion del hospedador, cumpliendo asi el objetivo de

identificar y entender estas interacciones simbidticas.
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