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Resumen

Las termitas del género Embiratermes cumplen funciones ecoldgicas clave en
ecosistemas tropicales, descomponiendo y reciclando nutrientes; sin embargo, su
microbiota intestinal permanece escasamente caracterizada. En este trabajo se evaluaron
dos métodos de extraccion de ADN bacteriano y se caracterizo la comunidad microbiana
de la region P3 del intestino posterior mediante secuenciacion de la regién V3-V4 del
gen 16S rRNA.

El kit comercial mostr6 mayor eficiencia y reproducibilidad, y la regiéon P3 el mejor
rendimiento para la obtencion de ADN amplificable. Se obtuvieron 81.431 secuencias no
quiméricas agrupadas en 3.011 ASVs, sin diferencias significativas en la diversidad alfa

ni beta entre muestras.

Entre los generos identificados, Tyzzerella y Treponema podrian estar asociados a
procesos de fermentacion y degradacion de materia orgéanica, en concordancia con
estudios previos en termitas, destacando la importancia de optimizar los métodos de

extraccién en este tipo de estudios.

Palabras clave: Microbiota intestinal de termitas, termitas humivoras, Embiratermes,

secuenciacion del gen 16S rRNA, intestino posterior P3, diversidad microbiana.



Abstract

Termites of the genus Embiratermes play key ecological roles in tropical ecosystems by
decomposing organic matter and recycling nutrients; however, their gut microbiota
remains poorly characterized. In this study, two bacterial DNA extraction methods were
evaluated, and the microbial community of the P3 region of the hindgut was characterized
using sequencing of the V3-V4 region of the 16S rRNA gene.

The commercial kit showed higher efficiency and reproducibility, and the P3 region
yielded the best performance for obtaining amplifiable DNA. A total of 81,431 non-
chimeric sequences were obtained and grouped into 3,011 ASVs, with no significant

differences in alpha or beta diversity among samples.

Among the identified genera, Tyzzerella and Treponema may be associated with
fermentation processes and organic matter degradation, consistent with previous studies
in termites, highlighting the importance of optimizing DNA extraction methods in this

type of research.

Keywords: Termite gut microbiota, humivorous termites, Embiratermes, 16S rRNA gene
sequencing, P3 hindgut, microbial diversity.
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INTRODUCCION

Las termitas participan activamente en los ciclos biogeoquimicos del suelo al contribuir
a la descomposicion de materia organicay a la movilizacion de nutrientes. (Jouquet et al.,
2006). A través de procesos de fragmentacion, ingestion y transformacion microbiana,
intervienen en la mineralizacion del carbono, en procesos del ciclo de nitrégeno y en rutas
anaerobias relacionadas con el metabolismo del azufre dentro de su sistema digestivo
(Kohler, 2012). Estas funciones estan mediadas por comunidades bacterianas intestinales
especializadas, esenciales para la degradacién de compuestos organicos complejos
(Brune & Dietrich, 2015).

El origen evolutivo del linaje de las termitas y el establecimiento de sus comunidades
microbianas digestivas se remontan a hace aproximadamente 150 millones de afios, lo
que refleja un proceso de coevolucion entre el hospedador y sus simbiontes intestinales
(Bourguignon et al., 2015). Sin embargo, gran parte de la investigacion se ha centrado en
su impacto econémico como plagas, lo que ha relegado el estudio de su contribucién
ecoldgica y ha limitado la caracterizacion integral de sus comunidades microbianas
(Evans et al., 2013).

Aunque se han descrito mas de tres mil especies de termitas a nivel global (Constantino,
2020) la caracterizacion molecular de sus microbiotas intestinales continta siendo
limitada, con un enfoque predominante en especies xil6fagas de relevancia econémica
(Evans et al., 2013). En consecuencia, numerosos linajes tropicales, en particular las
termitas humivoras, permanecen escasamente representados en estudios moleculares
comparativos, pese a presentar estructuras digestivas y asociaciones microbianas
diferenciadas (Marynowska et al., 2020). Considerando que la diversidad microbiana
varia entre los distintos grupos tréficos de termitas, resulta necesario ampliar la

caracterizacion de linajes edaficos ain poco estudiados (Vikram et al., 2021).

El intestino de las termitas es un sistema anaerobio compartimentalizado que alberga
comunidades bacterianas metabolicamente activas (Brune, 2014). La region P3 del
intestino posterior constituye el principal compartimento fermentativo y concentra una
alta actividad microbiana, favoreciendo la produccion de acidos grasos de cadena corta
que representan la principal fuente energética del hospedador (Brune & Dietrich, 2015).

La composicion de estas comunidades esta influida por la dieta y el nicho ecoldgico de la



especie (Hongoh, 2010). En este contexto, las termitas humivoras presentan comunidades
microbianas especializadas asociadas a la degradacion de materia organica. Entre ellas se
encuentran especies del género Embiratermes, pertenecientes a la subfamilia
Syntermitinae y ampliamente distribuidas en ecosistemas neotropicales, las cuales se
clasifican dentro del grupo tréfico 111 de termitas consumidoras de suelo. Estas termitas
se asocian principalmente a suelos ricos en materia organica altamente humificada, donde
consumen detritos vegetales en avanzado estado de descomposicion, junto con particulas
minerales y microorganismos presentes en el humus (Donovan et al., 2001). La
disponibilidad de estos compuestos organicos parcialmente degradados favorece la
presencia de linajes bacterianos asociados a procesos fermentativos y de reduccion
anaerobia, incluyendo miembros de Clostridia, Spirochaetota y Deltaproteobacteria
(Vikram et al., 2021).

La secuenciacion del gen 16S rRNA, en particular de sus regiones hipervariables, ha
permitido caracterizar microbiota bacterianas complejas sin necesidad de cultivo
(Caporaso et al., 2011). La asignacion taxondmica de estas secuencias se realiza mediante
bases de datos de referencia especializadas, como SILVA ribosomal RNA database, que
contribuye a mejorar la resolucion taxondmica y la consistencia de los analisis
filogenéticos (Quast et al., 2013). Sin embargo, la obtencién de ADN microbiano de alta
calidad constituye un paso critico, especialmente en matrices asociadas al suelo, donde la
presencia de compuestos humicos y otros inhibidores puede afectar la eficiencia de la
extraccion y amplificacion, introduciendo sesgos en la estimacion de la diversidad
bacteriana, particularmente en muestras intestinales de termitas humivoras cuyo
contenido digestivo puede interferir con la amplificacion por PCR (Kennedy et al., 2014;
Schrader et al., 2012).

Por lo antes expuesto, este estudio se centrd en la caracterizacion del perfil taxonémico
de la microbiota intestinal de termitas humivoras del género Embiratermes en la regién
Neotropical, mediante la evaluacién de dos métodos de extraccibn de ADN vy

secuenciacion de regiones variables del gen 16S.



METODOLOGIA
2.1 Area de estudio

Las muestras analizadas fueron recolectadas previamente en dos localidades del cantén
Tiwintza, provincia de Morona Santiago: Santiago de Tiwintza y Puerto Morona (-
3.045280 S, -78.00694 0O), a una altitud comprendida entre 50 y 450 m s.n.m. (Figura 1).
El area de estudio se localizo en el valle del rio Santiago, dentro de la llanura amazonica
sur del Ecuador, caracterizada por relieve irregular y alta diversidad de ecosistemas
(GADMT, 2014). EI clima se clasifico como megatérmico Iluvioso, con temperaturas
medias anuales entre 17 y 26 °C. De acuerdo con el Sistema de Clasificacion de los
Ecosistemas del Ecuador Continental (MAE, 2013), la vegetacion corresponde al
ecosistema bosque siempreverde piemontano de la cordillera del Céndor Kutukd
(BSPAO02), caracterizado por cobertura boscosa densa y siempreverde, desarrollada en
zonas de piedemonte con colinas y cuestas, bajo condiciones pluviales humedas e
hiperhimedas. Este ecosistema presenta un dosel cercano a 20 m de altura y arboles
emergentes superiores a 30 m, ademas de abundante presencia de epifitas y elevada

diversidad floristica tipica de la region amazoénica.

La colecta de especimenes se realiz bajo el Contrato Marco de Acceso a los Recursos
Genéticos Nro. MAATE-DBI-CM-2024-0406, emitido por el Ministerio del Ambiente,
Agua y Transicion Ecologica del Ecuador (MAATE).

Provincia de Morona Santiago Zonas de Muestreo

-79.200 -78.800 -78.400 -78.000 -77.600 -77.200 -76.800

-78.000 -76.000

I8
3
&

009'1-

2000
000

000°Z-

00w

008 ¢-
gl
gl

00z'E-

B 000 -77.600 -77.200 -76.800 3
@ Tiwinza

Escala Grafica

@ Santiago de Tiwinza 0 10 20 30 40 km
M Cobertura Vegetal Morona Santiago

Figura 1. Area de muestreo en el canton Tiwintza, Morona Santiago



2.2 Procesamiento de muestras bioldgicas

Una vez recolectadas, las termitas del género Embiratermes fueron transportadas al
laboratorio en tubos Falcon de 50 mL con etanol al 70% hasta su procesamiento. Se
trabajo con tres colonias, denominadas M46, M52 y M62. De cada colonia se
seleccionaron aproximadamente 20 obreras maduras para los analisis moleculares, debido
a que son la casta encargada de la ingestion y procesamiento del alimento, lo que se asocia
a una mayor diversidad y abundancia de microorganismos intestinales en comparacion
con otras castas (Bourguignon et al., 2019). Los especimenes fueron separados
manualmente con pinzas entomoldgicas estériles y clasificados por casta con base en
caracteristicas morfoldgicas externas que permiten su diferenciacion. EIl proceso de
diseccion se adapto de Matson et al. (2007), comenzando con el lavado de cada espécimen
con agua libre de nucleasas para eliminar residuos de etanol y posibles contaminantes
externos en una cabina de flujo laminar. Posteriormente, se extrajo el intestino de cada

individuo, que se almacend en tubos Eppendorf a -20 °C hasta la extraccion de ADN.

2.3 Extraccién de ADN

El ADN microbiano intestinal se extrajo del intestino posterior de termitas (P3) obreras
del género Embiratermes. Inicialmente, se realizaron pruebas preliminares con individuos
de la subfamilia Syntermitinae (familia Termitidae), a la cual pertenece también
Embiratermes y que comparte el mismo grupo tréfico humivoro, evaluando diferentes
regiones del tracto digestivo, incluyendo el mesenterdn, las regiones P2 (valvula entérica)
y P3 del intestino posterior, con el fin de determinar cual permitia obtener ADN apto para

la amplificacion de la region 16S mediante PCR.

Durante las pruebas iniciales, las extracciones se realizaron con pools de 8 y 12
individuos para evaluar la cantidad de tejido iddéneo necesaria para obtener ADN
detectable. Una vez verificada la viabilidad del procedimiento, se establecid el protocolo
definitivo trabajando con pools de 20 individuos por colonia y utilizando tres colonias

independientes como réplicas bioldgicas.

Las disecciones se realizaron en una cabina de bioseguridad bajo condiciones estériles.
Los individuos conservados en etanol fueron previamente lavados con agua estéril para
eliminar los residuos externos. La region P3 de cada individuo fue disectada y agrupada

en un tubo eppendorf por colonia. Posteriormente, las muestras fueron homogeneizadas



mediante vortex (Digital Vortex Mixer, Thermo Fisher Scientific, USA) y centrifugadas
brevemente en una microcentrifuga (Sorvall Legend Micro 17 Microcentrifuge, Thermo
Fisher Scientific, USA) para concentrar el tejido antes de proceder con la extraccion de
ADN.

Se compararon dos métodos de extraccién de ADN: un protocolo casero basado en CTAB
(bromuro de cetiltrimetilamonio) (Tadevosyan et al., 2025) y un método comercial con el
DNeasy PowerSoil Pro Kit (QIAGEN, Germany).

2.3.1 Extraccién casera

La extraccién casera de ADN se realiz6 mediante un protocolo basado en CTAB, un
detergente cationico ampliamente utilizado para la purificacién de ADN en matrices con

alto contenido de compuestos organicos e inhibidores, como el material intestinal.

Se utilizaron aproximadamente 150 mg de tejido intestinal previamente homogeneizado,
por cada extraccion, correspondientes a fragmentos de la region P3 de 20 termitas. A cada
muestra se afiadieron 100 pL de buffer CTAB al 2 % (p/v), que contenia, ademas, 1,4 M
NaCl, 100 mM Tris-HCI y 20 mM EDTA. Posteriormente, se incorporaron 5 pL de
proteinasa K (20 mg/mL) y las muestras se mezclaron suavemente por inversion. La lisis
celular se llevd a cabo mediante incubacion a 65 °C durante 60 minutos (Thermo
Scientific, Digital Dry Block Heater), invirtiendo los tubos cada 10 minutos para

favorecer la homogeneizacion y la accidn enzimética.

Posteriormente, se afiadieron 100 pL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). Las
muestras se mezclaron por inversion durante 5 minutos y se centrifugaron a 12 000 x g
durante 10 minutos en una microcentrifuga (Thermo Scientific, Sorvall LegendMicro 17

Microcentrifuge). La fase acuosa superior se transfirié cuidadosamente a un tubo nuevo.

El ADN se precipité afiadiendo 80 pL de isopropanol frio, seguido de incubacion a -20
°C durante 30 minutos y centrifugacion a 12000 x g durante 10 minutos en la misma

microcentrifuga. EI sobrenadante fue descartado y el pellet fue conservado.

El pellet fue lavado con 200 pL de etanol al 70 % frio, centrifugado a 12 000 x g durante
5 minutos y secado al aire durante 10 minutos. Finalmente, el ADN fue resuspendido en



50 pL de agua libre de nucleasas incubado a 37 °C durante 10 minutos para favorecer su

completa disolucion. Las muestras fueron almacenadas a -20 °C hasta su analisis.
2.3.2 Extraccion con kit comercial

La extraccion de ADN con el DNeasy PowerSoil Pro Kit (QIAGEN, Germany) se realizé
segun las instrucciones del fabricante. Para cada muestra se emplearon aproximadamente
150 mg de tejido intestinal de la region P3, obtenidos de 20 individuos, los cuales se
colocaron en tubos PowerBead Pro. Posteriormente, se afiadieron 800 pL de solucion
CD1 y las muestras se homogeneizaron mediante disrupcién mecéanica a 30 Hz durante
10 minutos utilizando un homogenizador de perlas (Mixer Mill MM 400, Retsch GmbH,

Germany).

Posteriormente, se centrifugaron a 15.000 x g durante 1 minuto en una microcentrifuga
(Thermo Scientific, Sorvall LegendMicro 17 Microcentrifuge). El sobrenadante fue
transferido a tubos limpios y se afladieron 200 uL de solucién CD2 para precipitar

inhibidores potenciales como acidos humicos y proteinas.

Tras una nueva centrifugacion, el sobrenadante fue mezclado con solucion CD3 y cargado
en la columna MB Spin Column. Se centrifugd a 15.000 x g durante 1 minuto para permitir
la unidn del ADN a la membrana de silica. La columna fue lavada secuencialmente con
soluciones EA y C5, incluyendo una centrifugacion adicional para eliminar residuos de

etanol.

El ADN fue eluido en 50 pL de solucion C6 (10 mM Tris) mediante centrifugacion a
15.000 x g durante 1 minuto y almacenado a 20 °C.

2.4 Evaluacion de calidad, integridad y capacidad de amplificacion del ADN

La concentracion y pureza del ADN extraido se determinaron mediante
espectrofotometria utilizando un espectrofotémetro de microplacas (Epoch Microplate
Spectrophotometer, BioTek Instruments, USA), registrando las relaciones de absorbancia
A260/A280. Se consideraron valores entre 1,8 y 2,0 como indicativos de una pureza

adecuada y de una baja presencia de contaminantes proteicos.

La integridad del ADN gendmico se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa al
1,5 % (p/v) preparado en tampon TAE 1X. La corrida se realizd a 90 V durante 45 min
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en una camara de electroforesis (Owl EasyCast B2 Mini Gel Electrophoresis System,
Thermo Fisher Scientific, USA). Se utilizé un marcador de peso molecular de 1 kb (250—
10 000 pb, Invitrogen) como referencia para verificar la presencia de ADN de alto peso
molecular. El gel fue tefiido con SYBR Safe (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA)
y visualizado en un equipo de documentacién de geles (ENDURO, Gel Documentation

System, Labnet International, Inc., USA).

La capacidad de amplificacion del ADN se evalué mediante PCR dirigida al gen 16S
rRNA, empleando los cebadores bacterianos 7F/1015R (AGAGTTTGATYMTGGCTCA /
ACGGYTACCTTGTTACGACTT) y T7F/RVBF (AGAGTTTGATYMTGGCTCA /
GGTTACCTTGTTACGACTT). Las reacciones se realizaron en un volumen final de 20
uL, conteniendo 10 pL de Master Mix comercial 2X con ADN polimerasa DreamTaq
(DreamTaq PCR Master Mix, Thermo Scientific) para una concentracion final de 1X, 1
uL de cada cebador (10 uM), 2 uL. de ADN molde y 6 pL de agua libre de nucleasas para

completar el volumen final.

La amplificacion se llevé a cabo en un termociclador (MiniAmp Thermal Cycler, Thermo
Fisher Scientific, USA) bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 95 °C
durante 30 s; seguida de 30 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 30 s, alineamiento
a 52 °C durante 30 s y extension a 72 °C durante 2 min; con una extension final a 72 °C
durante 2 min. Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1,5 % (p/v) para confirmar la obtencion del fragmento esperado, estimado por

comparacion con el marcador de peso molecular de 1 kb (250-10.000 pb, Invitrogen).

2.5 Amplificacion y secuenciacion

El ADN extraido fue enviado a la empresa Macrogen Inc. (Seul, Corea del Sur), donde
se realizaron la amplificacion, preparacion de bibliotecas, indexacion y secuenciacion. La
amplificacion se llevo a cabo con cebadores universales bacterianos 341F y 806R,
ampliamente validados para estudios de diversidad microbiana (Klindworth et al., 2013),
en la region hipervariable V3-V4 del gen 16S rRNA. Esta region fue seleccionada por su
adecuado equilibrio entre la resolucion taxonémica y la longitud compatible con
plataformas de secuenciacion de nueva generacion, empleando la plataforma Illumina
MiSeq con el esquema paired-end 2x300 bp, generando archivos FASTQ pareados de

lecturas forward y reverse por muestra, lo que permitio el solapamiento de las lecturas y



el ensamblaje de los amplicones para el procesamiento bioinformatico posterior. (Sapkota
& Scharf, 2022).

2.6 Andlisis bioinformatico

El procesamiento bioinformatico de las lecturas se realizd en QIIME 2 (v2024.2).
Inicialmente, las secuencias demultiplexadas fueron sometidas a control de calidad y
filtrado para eliminar lecturas de baja calidad y posibles artefactos de secuenciacion. La
inferencia de variantes de secuencia de amplicon (ASVs), eliminacion de secuencias

quimeéricas y correccion de errores se realizé mediante el plugin DADAZ2.

Posteriormente, las secuencias representativas fueron alineadas con MAFFT (v7.520). La
asignacion taxondmica se realizé utilizando un clasificador Naive Bayes preentrenado
basado en la base de datos SILVA v138.1 para el gen ARNr 16S. (Sapkota & Scharf,
2022).

2.7 Andlisis Estadistico

Los anélisis estadisticos y la visualizacion de la estructura de las comunidades
microbianas se realizaron en R (v4.3.2) utilizando el paquete phyloseq para la integracion
y analisis de datos de microbiomas (McMurdie & Holmes, 2013), junto con los paquetes
vegan y ggplot2 (Oksanen et al., 2022). La suficiencia del esfuerzo de secuenciacion se
evalué mediante curvas de rarefaccion construidas a partir de la tabla de ASVs utilizando

la funcion rarecurve del paquete vegan.

La diversidad alfa se estimé mediante el indice de Shannon calculado con la funcion
diversity del paquete vegan. La diversidad beta se analiz6 a partir de matrices de distancia
de Bray—Curtis calculadas con la funcion vegdist, y se visualizé mediante un analisis de
escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) utilizando la funcion metaMDS del
paquete vegan. Las diferencias en la composicion bacteriana entre muestras se evaluaron
mediante un anélisis PERMANOVA (Anderson, 2001) usando la funcion adonis2 con 999

permutaciones y un nivel de significancia de o = 0,05.

La composicion taxondmica se analizd a nivel de filo, familia y género mediante
agrupacién taxonomica utilizando la funcién tax_glom del paquete phyloseq. Las
abundancias relativas se visualizaron mediante graficos de barras generados con ggplot2.

Adicionalmente, la estructura de las comunidades bacterianas se evaludé mediante curvas
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de rango—abundancia construidas a nivel de familia, ordenando los taxones de acuerdo

con su abundancia relativa en cada muestra.



RESULTADOS

Se comparoé la extraccion de ADN mediante un protocolo basado en CTAB y un kit
comercial (DNeasy PowerSoil Pro Kit, QIAGEN, Germany). Se analiz si este ADN es
apto para ser usado en reacciones de PCR mediante la amplificacion del gen ARNr 16S
utilizando dos pares de cebadores previamente descritos, los cuales amplifican un

fragmento del gen 16S con un tamafio esperado cercano a 1500 pb.

Inicialmente, se empled un pool de ocho individuos por método de extraccion, utilizando
el tracto digestivo completo. EI ADN obtenido presenté baja integridad en gel de agarosa
en ambos casos (Figura 2, carriles rotulados como "ADN"). Sin embargo, al evaluar su
capacidad de amplificacion mediante PCR del gen ARNr 16S, unicamente las muestras
procesadas con el kit comercial generaron bandas de tamafio esperado, mientras que el
método CTAB no produjo productos de amplificacion detectables (Figura 2, carriles
rotulados como "PCR 1" y "PCR 2").

Controles Primers Extracciéon CTAB Extraccion KIT

Ladder | control1 Control2 || ADN PCR1 PCR2 ADN PCR1 PCR?2

Figura 2. Amplificacion por PCR del gen 16S usando ADN obtenido mediante un
protocolo casero basado en CTAB y un kit comercial como molde. Las muestras fueron
cargadas en un gel de agarosa al 1,5 % y se emple6 el Ladder 1 kb (Invitrogen). Control
1y Control 2 corresponden a controles de la reaccion de PCR en los que no se puso ADN
molde. Extraccion CTAB: ADN extraido, PCR1y PCR2. Extraccion KIT: ADN extraido,
PCR1y PCR2.

Posteriormente, se evaluo la extraccion de ADN usando distintas regiones del tracto
digestivo: region P3 (intestino posterior), region P2 (valvula entérica) y region M
(mesenterdn). Se realizaron extracciones de ADN mediante ambos métodos, utilizando
un pool de 12 intestinos por muestra para incrementar la cantidad de material bioldgico

disponible. La capacidad de amplificacion del ADN extraido se verificd mediante PCR
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del gen ARNr 16S. Unicamente las muestras correspondientes a la region P3, extraidas
con el kit comercial, presentaron bandas de aproximadamente 1500 pb (Figura 3),
mientras que las regiones P2 (valvula entérica) y M, asi como las muestras obtenidas

mediante CTAB, no mostraron amplificacion detectable. (Anexo 1).

Regidn Region Regién
P3 P2 M
Ladder ADN PCR1 PCR 2 ADN PCR1 PCR2 ADN PCR1 PCR2

1500 pb ==

1000 pb

Figura 3. Extraccion de ADN y amplificacion del gen ARNr 16S de diferentes regiones
del tracto digestivo de termitas, visualizadas en gel de agarosa al 1,5 %. Se empled el
Ladder 1 kb (Invitrogen) para estimar el tamafio de las bandas. Para cada regién evaluada
se muestran carriles cargados con el ADN extraido y con los productos de PCR (PCR1y

PCR2). P3: intestino posterior; P2: valvula entérica y; M: mesenteron.

Con el fin de evaluar la reproducibilidad del protocolo, se realizaron tres extracciones
independientes de ADN de la region P3; cada una se efectud con un pool de 12 individuos

obtenido de tres colonias diferentes. La PCR mostré bandas bien definidas en todas las
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repeticiones con ambos pares de cebadores (PCR1 y PCR2), lo que confirma la

reproducibilidad del protocolo (Figura 4).

Colonia 1 Colonia 2 Colonia 3

Ladder | ApN PCR1 PCR 2 ADN PCR1 PCR2 ADN PCR1 PCR2

Figura 4. Reproducibilidad de la extraccion de ADN y amplificacion del gen ARNr 16S
en la region P3. Las muestras fueron cargadas en un gel de agarosa al 1,5 %y se emple6
el Ladder 1 kb (Invitrogen) para estimar el tamafio de las bandas.Para cada colonia se
muestran el ADN extraido de la region P3 (carril “ADN”) y los productos de PCR
(carriles “PCR 17y “PCR 2”).

Una vez implementado el protocolo de extraccidn, se procesaron muestras del género
Embiratermes destinadas al andlisis de secuenciacion, manteniendo la region P3 y el kit
comercial como condiciones seleccionadas. En esta fase, el niUmero de intestinos por
muestra se aument6 de 12 a 20. Se analizaron tres colonias independientes y una réplica
técnica de la colonia M62, identificadas como M46, M52, M62A y M62B. La
electroforesis mostro integridad parcial del ADN (Figura 5A), con concentraciones entre
39,18 y 47,61 ng/uL, y valores de pureza (A260/A280) entre 1,88 y 1,89 (Tabla 1).
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Tabla 1. Concentracién y pureza del ADN extraido a partir de colonias independientes

del género Embiratermes.

Muestra Concentracién de ADN (ng/uL) Relacién 260/280
M 46 39,18 1,884
M 52 47,307 1,881

M 62A 47,614 1,893

M 62B 47,015 1,886

Seguidamente, el ADN fue evaluado mediante PCR, observandose bandas definidas de
aproximadamente 1500 pb en todas las muestras (Figura 5B). Esto confirmé que, aunque
el ADN no presentaba un alto grado de integridad, es apto para la amplificacién de las
regiones hipervariables V3-V4 del gen 16S y su secuenciacién mediante la plataforma
Illumina.Para este propdsito, estas muestras fueron enviadas a la empresa Macrogen Inc.

(Seul, Corea del Sur), donde se realizaron la amplificacion y la secuenciacion.

A) B)

Colonia1 Colonia2 Colonia 3 62B C
46 52 62A (Réplica) Primers
pcR1_ PcR2 | |control 1 Control 2

Figura 5. Evaluacion del ADN gendmico de colonias independientes y su capacidad de
amplificacion. (A) Gel de agarosa al 1,5 % que muestra el ADN metagenémico de las
muestras M46, M52, M62A y M62B. (B) Amplificacion del gen ARNr 16S. Ladder:
marcador de peso molecular de 1 kb (Invitrogen). Para cada muestra se muestran los
productos de PCR (PCR 1y PCR 2). Carriles Control 1 y Control 2: controles de las
reacciones de PCR1 y PCR2, respectivamente.
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Una vez obtenidas las secuencias, el procesamiento bioinformatico posterior fue realizado
en QIIME2, mostrando lecturas de alta calidad con valores promedio Phred cercanos a
Q38. Tras el control de calidad y la eliminacion de secuencias quimericas, se retuvieron
81,431 secuencias no quiméricas, agrupadas en 3.011 variantes amplicénicas (ASVS),
utilizadas en los andlisis de diversidad y composicién taxondmica. La distribucion de
lecturas por muestra fue de 17.897 en M46, 23.429 en M52, 19.270 en M62A y 20.835
en M62B.

La evaluacién de la profundidad de secuenciacién mediante curvas de rarefaccion mostrd
un incremento en la riqueza observada a medida que aumentaba el nimero de secuencias

analizadas, seguido de una tendencia a la estabilizacién en todas las muestras (Figura 6).

;u; {m52]
(é), § _ M624 M62EB]
3 —m]
o o
: 8-
[0}]
©
© o
e Muestras
Q
o s | — M46
g ~ — M52
a — M62A
o o 4 — M62B
I | \ I |
0 5000 10000 15000 20000

Numero de secuencias

Figura 6. Curvas de rarefaccion de la microbiota bacteriana intestinal de tres colonias de

termitas del género Embiratermes, en funcion del nimero de secuencias obtenidas.

El indice de diversidad alfa de Shannon presenté valores similares entre las muestras

analizadas (Figura 7), con valores comprendidos aproximadamente entre 6,2 y 6,6. La
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muestra M52 registro el valor mas alto, mientras que M46 presenté el valor mas bajo. Las

muestras M62A y M62B mostraron valores cercanos entre si.

indice de diversidad de Shannon

M46 M52 M62A M62B

Muestras

Figura 7. Diversidad alfa (indice de Shannon) de las comunidades bacterianas de la region
P3 del intestino de termitas provenientes de tres colonias independientes.

Para evaluar si estas diferencias también se reflejan en la composicion global de las
comunidades, se realizdO un andlisis de diversidad beta mediante escalamiento
multidimensional no métrico (NMDS) basado en la distancia de Bray-Curtis (Figura 8).
Este analisis permite visualizar similitudes y diferencias entre comunidades. La
ordenacidn mostrd una separacion parcial entre las muestras: M52 se mostr6 mas distante
del resto; mientras que M62A y M62B se agruparon de forma cercana; y M46 ocupé una

posicion intermedia.

El analisis PERMANOVA se utiliz6 para contrastar estadisticamente estas diferencias en
la composicion microbiana entre las colonias. El modelo explicé el 70,4 % de la variacion
observada (R2 = 0.70375), pero las diferencias no fueron estadisticamente significativas
(F=1.1878, p = 0.1667), lo que indica que los patrones observados en la ordenacién no

estan respaldados por evidencia inferencial suficiente.
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Figura 8. Andlisis de diversidad beta mediante NMDS basado en la distancia de Bray—
Curtis de las comunidades bacterianas de la region P3 del intestino de termitas

provenientes de tres colonias independientes.

La composicion taxondmica bacteriana a nivel de filo evidencio el predominio de un
numero reducido de grupos con alta abundancia relativa (Figura 9; Tabla 2). El filo
Firmicutes fue el més abundante en todas las muestras, con una abundancia relativa
promedio de 41,4% y un rango entre 36,48% y 48,92%. Le siguieron Actinobacteriota
(13,1%; 8,38-19,53%) y Proteobacteria (11,5%; 7,02—14,98%).
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Figura 9. Composicion taxonémica bacteriana a nivel de filo. Grafico de barras apiladas

Filo bacteriano

. Firmicutes . Cyanobacteria
. Actinobacteriota . Crenarchaeota
. Proteobacteria WPS-2
Spirochaetota . Deferribacterota
. Synergistota . Bdellovibrionota
. Bacteroidota . Halobacterota
. Acidobacteriota MBNT15
Planctomycetota . Hydrogenedentes
. Desulfobacterota . RCP2-54
. Patescibacteria . Margulisbacteria
. Verrucomicrobiota Thermoplasmatota
Myxococcota . Armatimonadota
. Euryarchaeota . Rs-K70_termite_group
. Chloroflexi . Ws4
O]

Cloacimonadota

Elusimicrobiota . Gemmatimonadota

Fibrobacterota

SAR324_clade(Marine_group_B)

que muestra la abundancia relativa de los principales filos bacterianos en las muestras

M46, M52, M62A y M62B. Cada barra representa una muestra y cada color corresponde

a un filo bacteriano.

17



Tabla 2.Abundancia relativa (%) de los principales filos bacterianos en las muestras

analizadas.

Abundancia M46 M52  MG62A M62B
Filo relativa total% % % % %
Firmicutes 41,4 385 489 36,5 418
Actinobacteriota 13,1 19,53 8,42 15,9 8,38
Proteobacteria 11,5 11,6 7,02 14.98 12,3
Spirochaetota 6,92 3,63 8,88 6,74 8,43
Synergistota 5,82 6,71 4,11 6,46 6,01
Bacteroidota 5,36 2,08 8,65 3,71 6,99

A nivel de familia, Lachnospiraceae fue la familia mas abundante, con un valor promedio
de 9,59% y un rango entre 9,05% y 10,9% (Figura 10; Tabla 3). Le siguieron
Oscillospiraceae (9,19%; 6,61-11,4%) y Spirochaetaceae (6,51%; 3,34-8,42%.

1.00+

0.501

Abundancia relativa

0.251

0.00-

M52

M62A

Muestras

Familia

. Lachnospiraceae
. Oscillospiraceae
. Spirochaetaceae
Synergistaceae
. Acidothermaceae
. Acetobacteraceae
B christensenellaceae
Anaerovoracaceae
[ Clostridia_UCG-014
. [Eubacterium]_coprostanoligenes_group

. Uncultured

. Others
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Figura 10. Composicion taxondmica bacteriana a nivel de familia. Gréafico de barras

apiladas que muestra la abundancia relativa de las principales familias bacterianas en las

muestras M46, M52, M62A y M62B. Cada barra representa una muestra y cada color

corresponde a una familia bacteriana

Tabla 3. Abundancia relativa (%) de las principales familias bacterianas en las muestras

analizadas
Abundancia M46 M52 M6A  M62B
Familia relativa total (%) (%) (%) (%) (%)
Lachnospiraceae 9,59 10,9 9,05 9,17 9,3
Oscillospiraceae 9,19 6,61 11,4 8,59 10,1
Spirochaetaceae 6,51 3,34 8,42 6,4 7,89
Synergistaceae 5,78 6,66 4,09 6,39 5,97
Acidothermaceae 5,68 9,02 481 6,43 2,45
Acetobacteraceae 4,81 4,27 0,78 7,85 6,32
Christensenellaceae 3,7 4 5,42 2,28 3,08
Uncultured 3,56 3,73 3,76 3,55 3,18
Anaerovoracaceae 3,04 2,52 3,67 2,68 3,3
Clostridia_UCG-014 2,89 3,22 3,63 1,49 3,19
[Eubacterium]_coprostanoligenes_group 2,65 2,12 4,67 2,21 1,62

A nivel de género, los grupos Unassigned (rango entre 25,76% y 33,41%) y Uncultured

(rango entre 14,5% y 15,41%) representaron las categorias mas abundantes (Figura 11;

Tabla 4), reflejando limitaciones en la resolucién taxonémica a este nivel. Entre los

géneros identificados, destacaron Tyzzerella (7,79%-9,45%) y Acidothermus (2,45%—

9,02%).
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Figura 11. Composicion taxonomica bacteriana a nivel de género. Gréafico de barras
apiladas que muestra la abundancia relativa de los géneros bacterianos en las muestras
M46, M52, M62A y M62B. Cada barra representa una muestra y cada color corresponde
a un género bacteriano.
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Tabla 4. Abundancia relativa (%) de los principales géneros bacterianos en las muestras

analizadas.

Abundancia

relativa total M46 M52 M62A M62B
Género (%) (%) (%) () (%)
Unassigned 29,4 258 266 319 334
Uncultured 14,9 145 147 154 152
Tyzzerella 8,27 945 8,01 783 7,79
Acidothermus 5,68 9,02 481 643 245
Christensenellaceae_R-7_group 3,49 369 522 21 2,96
Clostridia_UCG-014 2,89 322 363 149 319
[Eubacterium]_coprostanoligenes_group 2,65 2,12 467 221 1,62
Treponema 2,51 0,838 4,37 23 2,51
Termite_Treponema_cluster 2,36 156 221 238 3,32
Desulfovibrio 1,36 1,35 105 1,79 1,25

Las curvas rango—abundancia a nivel de familia evidenciaron diferencias en la estructura de
la comunidad bacteriana entre las colonias analizadas (Figura 12). En todas las muestras se
observo una pendiente pronunciada en los primeros rangos, seguida de una disminucion
progresiva hacia los rangos mas altos. La muestra M52 presenté una mayor extension en el
eje de rangos en comparacion con las demas muestras, mientras que M46 mostré una
disminucion mas réapida en los primeros rangos. Por su parte, M62A y M62B,
correspondientes a la misma colonia, presentaron curvas con tendencias semejantes durante

gran parte del gradiente, aunque con variaciones en los rangos intermedios y finales.
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Figura 12. Curvas rango—abundancia de la comunidad bacteriana por muestra a nivel de
familia.
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DISCUSIONES

4.1 Optimizacion del protocolo de extraccion y amplificacion

Los resultados obtenidos indican que el método de extraccion, la regién del tracto
digestivo seleccionada y la cantidad de material bioldgico influyeron en la obtencion de
ADN bacteriano amplificable. El kit comercial y la region P3 presentaron el mejor
desempefio en términos de rendimiento y reproducibilidad. Si bien el ADN obtenido
present6 un grado considerable de fragmentacion, lo cual es esperable en especimenes
conservados en etanol al 70% (Gmdir et al., 2015), cumplioé con los criterios de calidad
establecidos por Macrogen Inc. y fue apto para su uso en PCR y secuenciacion posterior.
Esto sugiere que, en sistemas intestinales complejos, no solo es importante recuperar
ADN, sino obtener extractos con calidad suficiente para la amplificacion molecular, aun

cuando el material presente cierto grado de degradacion.

La diferencia observada entre el protocolo CTAB y el kit comercial puede explicarse por
la naturaleza de la matriz intestinal analizada. El tracto digestivo de insectos alberga
comunidades microbianas densas cuya interaccion con la dieta genera compuestos
organicos complejos (Calderdn-Cortés et al., 2010). En termitas humivoras, ademas, la
ingestion de suelo y materia organica en descomposicion puede favorecer la presencia de
acidos humicos, fenoles y polisacaridos, compuestos capaces de inhibir la PCR (Wilson,
1997; Schrader et al., 2012). Bajo estas condiciones, aunque CTAB permitié recuperar
ADN, la coextraccion de inhibidores probablemente redujo su utilidad para amplificar el
gen ARNTr 16S.

En contraste, los kits comerciales incorporan etapas de purificacion orientadas a eliminar
dichos compuestos. Ademas, el uso de la lisis mecanica mediante bead beating en el
DNeasy PowerSoil Pro Kit pudo favorecer la ruptura celular de bacterias con paredes
celulares resistentes, mejorando la recuperacion total de ADN microbiano (Baguer et al.,
2021; Salonen et al., 2010).

La cantidad de material biol6gico también influyé en el desempefio del protocolo. El
incremento progresivo del nimero de individuos por muestra (8, 12 y 20) mejoré la
concentracion y la calidad del ADN obtenido, probablemente debido al aumento de la

biomasa microbiana disponible y sin llegar a saturar el sistema de extraccion. Estos
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hallazgos resaltan que la eleccion del método de extraccion y la escala de muestreo son

factores clave en los estudios de microbiota intestinal.

4.2 Seleccion de la region P3

La region P3 presentd mayor rendimiento de amplificacion en comparacion con P2
(valvula entérica) y el mesenterdn, lo que sugiere diferencias en la cantidad y calidad del
ADN bacteriano recuperado entre compartimentos intestinales. Este resultado concuerda
con estudios recientes que describen al tracto digestivo de las termitas como un sistema
altamente compartimentalizado, en el que la composicion y funcion microbiana varian
entre regiones intestinales segin gradientes fisicoquimicos y disponibilidad de sustratos
(Arora et al., 2022).

En termitas superiores y humivoras, los segmentos posteriores del intestino concentran
una elevada densidad microbiana y actividad metabdlica asociada a la degradacion de
materia organica compleja y compuestos lignocelulésicos, 1o que podria favorecer una
mayor recuperacion de ADN bacteriano y una amplificacion mas eficiente en la region
P3 (Salgado et al., 2024).

En contraste, el mesenteron cumple principalmente funciones digestivas del hospedador
y suele presentar menor carga microbiana, mientras que P2 (valvula entérica) representa
una zona transicional entre el intestino medio y posterior, donde la abundancia bacteriana
puede diferir respecto a P3. Cambios recientes observados en la microbiota del intestino
posterior respaldan la importancia funcional de estos compartimentos en la nutricion del
hospedador (Alom et al., 2024).

4.3 Diversidad microbiana y variacién entre colonias

Las curvas de rarefaccion tendieron a la estabilizacion en todas las muestras, lo que indica
que la profundidad de secuenciacion fue suficiente para recuperar gran parte de la
diversidad microbiana presente. Esto permite realizar comparaciones confiables de
diversidad alfa y beta sin una subestimacién importante de la riqueza bacteriana, ya que
la saturacion de las curvas suele interpretarse como un indicador de esfuerzo de muestreo
adecuado en estudios de microbioma basados en secuenciacién masiva (Weiss et al.,
2017; Nearing et al., 2022).

El indice de Shannon mostro valores similares entre las muestras (6,2—-6,6), lo que refleja

una diversidad bacteriana relativamente homogénea entre colonias. Estos valores se

24



consideran elevados y son consistentes con comunidades intestinales complejas como las
descritas en termitas y otros organismos detritivoros (Hongoh, 2010). Aunque M52
presentd el valor mas alto y M46 el mas bajo, estas diferencias fueron pequefias y no

evidencian cambios sustanciales en la diversidad total

En la diversidad beta, el analisis NMDS basado en Bray—Curtis mostré una separacion
parcial entre muestras. M52 se ubicé a mayor distancia del resto, mientras que M62A y
M62B se agruparon cercanamente y M46 ocupd una posicion intermedia. Este patron
sugiere variaciones en la composicién relativa de las comunidades bacterianas. Si bien el
analisis PERMANOVA no mostro diferencias estadisticamente significativas (p = 0.1667),
el valor de R2 (0.7) sugiere una contribucion importante del agrupamiento a la variacion

observada.

4.4 Composicion taxonémica y estructura funcional

La composicion taxondmica bacteriana evidencio el predominio de un ndmero reducido
de grupos con alta abundancia relativa, acompafiado por mdltiples taxones menos
frecuentes, patron caracteristico de microbiotas intestinales complejas reportadas en
termitas (Hongoh, 2010). A nivel de filo, Firmicutes fue el grupo dominante (41,4%),
representado por las familias Lachnospiraceae y Oscillospiraceae, grupos fermentadores
productores de acidos grasos de cadena corta en ambientes anaerobios (Flint et al., 2012).
Particularmente, el género Tyzzerella, el mas abundante detectado y perteneciente a la
familia Lachnospiraceae, se ha asociado con la fermentacion de carbohidratos complejos
(Vikram et al., 2021). Actinobacteriota (13,1%) estuvo representada por
Acidothermaceae y el género Acidothermus, vinculados a la degradacion de celulosa,
hemicelulosa y materia organica compleja (Arora et al., 2022; Goodfellow & Williams,
1983). Dentro de la familia Spirochaetota, Treponema y el Termite_Treponema_cluster
fueron los géneros mas representativos, con funciones en fermentacién anaerobia y
degradacién de lignocelulosa, contribuyendo a la produccion de acetato como principal
metabolito energético del hospedador (Brune, 2014; Bourguignon et al., 2015; Otani et
al., 2021). Proteobacteria (11,5%) estuvo representada por Acetobacteraceae, asociada a

la oxidacion de compuestos organicos en los intestinos de insectos (Crotti et al., 2010).

Los grupos Unassigned (29,4%) y Uncultured (14,9%) representaron una proporcion

importante de las secuencias, evidenciando limitaciones en la resolucion taxonomica de
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las bases de datos disponibles, patron frecuente en microbiomas de insectos con sistemas
simbioticos intestinales complejos (Do et al., 2014; Engel & Moran, 2013; Otani et al.,
2021). Una parte significativa de estas secuencias no asignadas pertenece a Firmicutes,
lo que sugiere que los principales ejecutores de la fermentacion intestinal en
Embiratermes atn no han sido resueltos taxonémicamente, lo que constituye una brecha

de investigacion relevante (Engel & Moran, 2013).

Entre muestras se observé una estructura comunitaria general conservada, con diferencias
en abundancias relativas consistentes con estudios comparativos en termitas de distintas
colonias (Brune & Dietrich, 2015; Hongoh, 2010). M46 present6 la mayor proporcion de
Acidothermus comparada con las demas muestras, lo que podria reflejar una mayor
actividad de degradacidn de compuestos recalcitrantes. M62A y M62B compartieron una
composicion a nivel de género similar, coherente con su origen en una misma colonia,
aungue con variaciones en géneros como Treponema Yy Tyzzerella que podrian indicar
heterogeneidad microambiental interna del nido. Estas diferencias podrian ademas estar
influenciadas por factores técnicos como sesgos de amplificacion durante la PCR,
variabilidad en la extraccion de ADN o efectos del proceso de secuenciacion (Pollock et
al., 2018; McLaren et al., 2019).

4.5 Organizacion de la comunidad bacteriana a partir de curvas rango-abundancia

Las curvas rango—abundancia se construyeron a nivel de familia porque este nivel ofrece
un balance entre resolucion bioldgica y cobertura taxondémica: a nivel de filo la resolucion
es demasiado gruesa para detectar variaciones estructurales entre muestras, mientras que
a nivel de género la elevada proporcion de secuencias no asignadas distorsionaria la
representacion real de la comunidad. El patron general mostré una estructura
caracteristica de microbiotas complejas, con pocos taxones dominantes y una larga cola

de familias de baja abundancia (Magurran, 2004).

Se observaron diferencias en la riqueza y la equidad entre las muestras. M52 present6 una
curva mas extendida, lo que sugiere una mayor riqueza taxonémica, mientras que M46
mostré una pendiente mas pronunciada, lo que indica una distribucion menos equitativa
y una mayor dominancia de pocos grupos bacterianos. Estos resultados coinciden con las

variaciones observadas en diversidad alfa y composicion taxondmica.
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Un resultado llamativo de la Figura 12 es que M46 y M62A, provenientes de colonias
distintas, presentan curvas mas similares entre si que M62A y M62B, réplicas de una
misma colonia, en las que M62B se separa claramente en la pendiente y en la extension
de la cola. Esta aparente paradoja puede explicarse porque la variacién intracolonial en
termitas puede ser considerable dependiendo de la casta, la posicién en el nido o el estado
fisiolégico del individuo muestreado (Hongoh, 2010; Brune, 2014), mientras que la
similitud entre M46 y M62A podria reflejar convergencia funcional entre individuos en
condiciones fisioldgicas o dietéticas equivalentes, fendmeno documentado en termitas
donde la funcién del microbioma se conserva entre colonias a pesar de variaciones en
composicion (Engel & Moran, 2013). No obstante, andlisis adicionales serian necesarios
para confirmar si este patron es representativo de la variacion microbiana en

Embiratermes.

4.6 Influencia potencial de las caracteristicas del nido sobre la microbiota

Considerando el origen de las muestras, las tendencias observadas en diversidad y
composicion bacteriana podrian estar relacionadas con diferencias microambientales
entre nidos. La mayor riqueza aparente registrada en M52, junto con su separacion parcial
en el analisis NMDS y su elevada proporcion de Firmicutes, correspondié a una muestra
recolectada en material edafico con raices finas y agregados de suelo, condiciones que

podrian favorecer una mayor heterogeneidad de sustratos y recursos microbianos.

En contraste, M46, proveniente de un nido superior compacto con escasa presencia de
raices finas, presentd el valor mas bajo de diversidad alfa, una curva rango—abundancia
mas pronunciada y mayor representacion de Actinobacteriota, lo que sugiere una
comunidad relativamente menos equitativa y posiblemente asociada a condiciones mas

homogéneas.

Por su parte, M62A y M62B, obtenidas de un nido terrestre asociado a lianas y con
camaras amplias, mostraron cercania en el analisis de beta diversidad y curvas rango—
abundancias globalmente similares, aunque con diferencias internas en abundancias
relativas a nivel de filo y familia. Esto indicaria que una misma colonia puede albergar
variacion microbiana interna sin perder una estructura comunitaria general compartida.
Este patron sugiere que las caracteristicas fisicas del nido como su ubicacidn, estructura
y disponibilidad de sustratos modulan la composicion de la microbiota intestinal, tal como

ha sido documentado en termitas (Brune & Dietrich, 2015).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Este estudio permitié implementar un protocolo para la caracterizacion de la microbiota
intestinal en termitas humivoras del género Embiratermes, demostrando que el uso del
kit comercial DNeasy PowerSoil Pro y la seleccion de la region P3 son determinantes
para obtener ADN de calidad amplificable en matrices complejas ricas en compuestos

inhibidores.

A nivel ecolbgico, la microbiota intestinal presentd una estructura diversa pero
relativamente estable entre colonias, sin diferencias estadisticamente significativas en su
composicion global. La presencia de géneros como Tyzzerella, Treponema y el
Termite_Treponema_cluster sugiere una comunidad con potencial para participar en
procesos fermentativos y de degradacion de materia organica, en concordancia con

estudios previos en termitas consumidoras de suelo.

La alta proporcion de taxones no asignados resalta el potencial del intestino de
Embiratermes como reservorio de diversidad microbiana aun no descrita, constituyendo

una brecha de investigacion relevante para futuros estudios.

Los resultados obtenidos contribuyen al entendimiento de las interacciones simbidticas
en termitas consumidoras de suelo, destacando la importancia de enfoques metodoldgicos
adecuados para su estudio, y sientan las bases para futuras investigaciones que, mediante
el aumento en el nimero de réplicas bioldgicas, permitan profundizar en la dinamica,
estabilidad y funcion ecoldgica de la microbiota intestinal en termitas del género

Embiratermes.
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ANEXOS

Regién Region Regién
P3 P2 M

Ladder ADN PCR1 PCR 2 ADN PCR1 PCR2 ADN PCR1 PCR2

Anexo 1. Evaluacién de la extraccion de ADN mediante el método casero (CTAB) y
ensayos de amplificacion del gen ARNr 16S en diferentes regiones del tracto digestivo
de termitas, visualizadas en gel de agarosa al 1,5 %. y se emple6 el Ladder 1 kb
(Invitrogen) para estimar el tamafio de las bandas. Para cada region evaluada se muestran
carriles cargados con el ADN extraido y con los productos de PCR (PCR1 y PCR2) por

P3 (intestino posterior), P2 (valvula entérica) y M (mesenterdn).
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Anexo 2. Glosario de términos técnicos

Amplicon: Fragmento de ADN obtenido mediante la amplificacion por PCR de una
region especifica del genoma, utilizado como marcador para la identificacion taxonémica
de microorganismos.

ASV (Variante de secuencia de amplicdn): Secuencia exacta obtenida tras el
procesamiento bioinformatico de datos de secuenciacion masiva, que representa una
unidad taxondmica de alta resolucidn sin agrupacion por similitud.

Mesenteron (region M): Seccion media del tracto digestivo de las termitas, equivalente
al intestino medio, donde ocurren procesos de digestion enzimética.

NMDS (Escalamiento multidimensional no métrico): Técnica de ordenacion que
representa graficamente las diferencias en composicién entre comunidades microbianas
en un espacio de pocas dimensiones.

PERMANOVA: Anélisis de varianza multivariado por permutaciones, utilizado para
evaluar diferencias estadisticas en la composicion de comunidades entre grupos de
muestras.

Rarefaccion: Técnica estadistica que normaliza el nimero de secuencias entre muestras
para permitir comparaciones justas de diversidad microbiana.

Regidén P2 (valvula entérica): Segmento del intestino posterior de las termitas que
conecta el intestino medio con el intestino posterior, con funcion de regulacion del flujo
del contenido digestivo.

Regidn P3 (intestino posterior fermentativo): Principal compartimento fermentativo
del intestino posterior de las termitas, caracterizado por alta densidad microbiana y
actividad metabdlica anaerobia intensa, donde se produce la mayor parte de la
degradacion microbiana de la materia organica.

Secuenciacion paired-end: Estrategia de secuenciacion masiva en la que cada fragmento
de ADN es secuenciado desde ambos extremos, generando lecturas complementarias que
se solapan para mejorar la precision del ensamblaje.

Taxa/Taxon: Unidad de clasificacién biolégica que agrupa organismos con
caracteristicas comunes, utilizada en diferentes niveles jerarquicos como filo, familia o
género.
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