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Polyethylene fragments affected the development
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ABSTRACT

Products made of plastic have revolutionized people’s way of life worldwide since
they first appeared in 1950. Plastic products have many benefits to our society, but
they have also provoked severe environmental problems and caused issues for many
organisms. Microplastics (particles between 1 and 5 micrometers) have a negative im-
pact on many biological processes, including the development, immune system, and
stress levels of different organisms. In the present study we report, for the first time,
a kind of mechanical damage caused by microplastics to a greater wax moth pupa
Galleria mellonella (Lepidoptera, Pyralidae). This damage involved a perturbation
in their cuticle development, provoking its death. Damage to development-related
structures represents an acute lethal factor. Since an increasing number of insects
are in contact with this pollutant in nature (e.g., soils), this type of damage becomes
relevant and deserves attention from the scientific community.
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RESUMEN

Los articulos a base de plastico han revolucionado el modo de vida del mundo desde
que aparecieron por primera vez en la década de 1950. A pesar de las mejoras en la
vida de las personas, estos productos también han provocado serios problemas para
el ambiente y las distintas formas de vida de la tierra. Los microplasticos (particulas
entre 1 y 5 micrometros) afectan distintos procesos biologicos de los organismos,
incluyendo al desarrollo, sistema inmune y niveles de estrés. En el presente trabajo
reportamos, por primera vez, un tipo de dafio mecanico causado por microplésticos
a una pupa de la polilla grande de la cera Galleria mellonella (Lepidoptera, Pyralidae).
Este dafio involucré una perturbacién en el desarrollo de la cuticula, la cual no se
formo por completo y dejo a la pupa expuesta a patdgenos, provocando su muerte.
El dafo a estructuras relacionadas al desarrollo representa un factor letal inmediato.
Dado que un namero creciente de insectos se encuentra en contacto con este con-
taminante en la naturaleza (por ejemplo, suelos), este tipo de dafio cobra relevancia
y merece atencién por parte de la comunidad cientifica.

Palabras clave — Contaminantes emergentes, dafo mecanico, microplasticos secundarios, ontogenia.

Products of plastic are a constant in our daily life. Our dependence on them has
grown since they appeared on the market in 1950s, due to their versatility, stabil-
ity, low weight, and cheap production cost (Hale, Seeley, La Guardia, Mai, Zeng,
2020). Even though plastic products have many benefits for our society, they have
also generated new environmental problems worldwide because of their overuse
and their persistence in the environment after they are discarded (Sarria-Villa and
Gallo-Corregidor, 2016).

There are two types of microplastics (i.e., particles between 1 and 5 microme-
ters), the primary microplastics used in cosmetics and some drugs, and the secondary
microplastics, which are the result of aging and fragmentation of bigger plastics.
The secondary microplastics are new pollutants distributed worldwide. Studies
about their incidence focused mainly on marine ecosystems (Botterell et al., 2019;
Messinetti, Mercurio, Parolini, Sugni, Pennati, 2018) and more recently, on land
and freshwater environments (Rochman 2018; Malizia and Monmany Garzia 2019;
Muiniz-Gonzales et al., 2021).

Microplastics may affect an organism’s biological processes in different ways,
including their development, immune system, and stress levels (Liu et al., 2019, Ma
et al., 2020; Trestrail, Nugegoda, Shimeta, 2020; Ruiz Barrionuevo et al., 2022). In
relation to insects, one of the most abundant animal groups in the world, there is
some evidence that shows microplastic’s negative effects on their development but
it is still scarce (Muniz-Gonzailez et al., 2021). For example, mosquito larvae Chi-
ronomus riparius were exposed to low density polyethylene and they showed physio-
logical responses and genetic alterations that negatively affected their development
(Muniz-Gonzalez et al., 2021). In another experiment with insects, Romano and
Fisher (2021) evaluated the effect of polypropylene on Hermetia illucens fly’s devel-
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Figure 1. Photograph of one Galleria mellonella pupa (Lepidoptera, Pyralidae) showing the fragment
of polyethylene microplastic embedded in the posterior end of the body: a) dorsal view, b) lateral
view.

Figura 1. Fotografia de una pupa de Galleria mellonella (Lepidoptera, Pyralidae) mostrando el
fragmento de microplastico de polietileno incorporado en el extremo posterior del cuerpo: a) vista
dorsal, b) vista lateral.

opment and found that only 65.2% of the larvae exposed to polypropylene reached
the pupal stage compared to the control group that showed a pupation percentage
of 83.8%. Furthermore, they reported an increase in the proportion of short chain
fatty acids in the larvae exposed to polypropylene, which could indicate a change in
their internal microbiota (Romano and Fischer, 2021). In another study, Al-Jaiba-
chi, Cuthbert, Callaghan et al. (2018) examined mosquitoes from Culex pipiens and
determined that microplastics could be transferred ontogenetically throughout an
organism’s life cycle. In fact, they detected that microplastics <0.002 millimeters can
pass from the larval stage to the adult stage. This represents a problem not only for
the larval stage of the individuals exposed to microplastics, but also for the animals
that feed on the adult stage of these individuals (Al-Jaibachi, Cuthbert, Callaghan
et al,, 2018). Finally, Ruiz Barrionuevo et al. (2022) found out that the ingestion of
polyethylene, polystyrene and polypropylene shortened the development of Galleria
mellonella larvae as the larvae exposed to plastic diets turned into pupa faster (~7-10
days) than those based on a natural diet of beeswax (~15 days). All these studies
add information about the microplastics’ physiochemical and biological effects on
insects’ development. However, given that the records about the impact of these
pollutants are recent, we are far from knowing the true spectrum of the damage
that microplastics can cause on animal development, and particularly, on insects.
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In this study we report our observations on the development of the greater wax
moth Galleria mellonella (Lepidoptera, Pyralidae) in the presence of polyethylene.
This moth lives inside beehives and feeds on beeswax, which has a similar chemical
composition to polyethylene (Kwadha, Ong’ amo, Ndegwa, Raina, Fombong, 2017).
This species is considered “plastivore” because it is able to consume polyethylene,
polystyrene and polypropylene (Bombelli, Howe, Bertocchini, 2017; Lou et al., 2020;
Ruiz Barrionuevo et al., 2022; Réjasse et al., 2022). From the experimental rearing
of G. mellonella in lab conditions, individuals were selected for a diet experiment.
One of them consisted exclusively of 10 mm? (average size) polyethylene fragments.
Groups of 7 larvae individuals were fed for 7 days, and once they reached the pupal
stage, small plastic fragments (~2.5 mm?) attached to the pupal cuticle of one in-
dividual were found (Fig. 1). These fragments, located in the rear end of the body,
prevented the full closure of the cuticle, leaving the individual exposed to possible
fungal, viral, or bacterial infections. Probably this was the cause of the immediate
death of the individual.

We report for the first time this type of mechanical damage caused by micro-
plastics during the development of wax moth larvae. Previous studies demonstrated
mechanical damage on other animals (Var¢ et al., 2021; Silva et al., 2021; Pittura
et al., 2018), although our observation suggests that the effects of microplastics can
interfere in processes as the formation of micro-structures during insect develop-
ment. Unlike other more discrete impacts, such as changes in the gut microbiota
or increased stress, damage to structures related to their development represents an
immediate lethal factor. Since an increasing number of insects are in contact with
this contaminant in nature (e.g., soils), this type of damage becomes relevant and
deserves attention from the scientific community.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO / TEXTO EN ESPANOL

Fragmentos de polietileno afectaron el desarrollo
de Galleria mellonella L. (Lepidoptera, Pyralidae)

Los productos creados a base de plastico son una constante de nuestra vida cotidiana.
Nuestra dependencia hacia ellos ha aumentado desde su aparicion en el mercado en
la década de 1950, gracias a su versatilidad, estabilidad, bajo peso y reducido costo
de produccién (Hale, Seeley, La Guardia, Mai, Zeng, 2020). Si bien los productos
plasticos tienen muchos beneficios para la sociedad, estos han generado nuevas pro-
blematicas ambientales a nivel mundial debido a su uso excesivo y persistencia en el
medio ambiente luego de su descarte (Sarria-Villa y Gallo-Corregidor, 2016).

Existen dos tipos de microplasticos (es decir, particulas entre 1 y 5 micrémetros),
los primarios que se usan en cosméticos y algunos firmacos y los secundarios, que
son el resultado del desgaste y fragmentacién de plasticos mas grandes (Crawford
et al., 2016; Courtney et al., 2009). Los microplasticos secundarios son nuevos con-
taminantes distribuidos por todo el mundo. Estudios sobre su incidencia se han
concentrado principalmente en ecosistemas marinos (Botterell et al., 2019; Messi-
netti, Mercurio, Parolini, Sugni, Pennati, 2018) y mads recientemente, en ambientes
terrestre y dulceacuicolas (Rochman, 2018; Malizia y Monmany Garzia, 2019; Mu-
niz-Gonzales et al., 2021).

Los microplasticos pueden afectar procesos bioldgicos de los organismos de
distintas maneras. Se han documentado efectos negativos sobre el desarrollo, sobre
el sistema inmune y sobre niveles de estrés en varias especies animales (Liu et al.,
2019; Ma et al., 2020; Trestrail, Nugegoda, Shimeta, 2020; Ruiz Barrionuevo et al.,
2022). En relacion con los insectos, uno de los grupos animales mas abundantes del
planeta, existe evidencia, aunque escasa, que muestra estos efectos negativos de los
microplasticos en el desarrollo. Por ejemplo, larvas del mosquito Chironomus riparius,
expuestas a polietileno de baja densidad mostraron respuestas fisiologicas y altera-
ciones a nivel genético que afectaron negativamente su desarrollo (Muniz-Gonzalez
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et al., 2021). En otro experimento con insectos, Romano y Fischer (2021) evaluaron
el efecto de polipropileno en el desarrollo de moscas Hermetia illucens y encontraron
que sdlo el 65% de las larvas expuestas al tratamiento con polipropileno pasaron al
estado de pupa, mientras que este porcentaje ascendié a 83,8% en el caso de las larvas
en el grupo control. Ademas, observaron un aumento en la proporcién de acidos
grasos de cadena corta en las larvas expuestas a polipropileno, lo que podria indicar
un cambio en la microbiota intestinal (Romano y Fischer, 2021). En otro estudio
(Al-Jaibachi, Cuthbert, Callaghan et al., 2018) se examinaron mosquitos del género
Culex y se determiné que los microplasticos pueden transferirse ontogénicamente
a lo largo de la vida de un organismo a través de sus distintos estadios. De hecho,
detectaron que microplasticos < 0,002 milimetros pueden pasar del estado de larva
al estado adulto. Esto representa problemas de exposicion a microplasticos para los
animales de los estadios larvales, como también para los que se alimentan del estado
adulto (Al-Jaibachi, Cuthbert, Callaghan et al., 2018). Finalmente, Ruiz Barrionuevo
et al. (2022) mostraron que el consumo de polietileno, poliestireno y polipropileno
acorté el desarrollo de larvas de Galleria mellonella: las larvas sometidas a dietas
basadas en plastico pasaron al estado de pupa mas rapidamente (~7-10 dias) que las
larvas del grupo bajo dieta natural de cera de abeja (~15 dias). Todos estos estudios
aportan informacién sobre efectos fisico-quimicos y bioldgicos de los microplasticos
en el desarrollo de insectos. Sin embargo, dado que los registros de los impactos de
estos contaminantes son recientes, estamos lejos de conocer el espectro completo de
danos que los microplésticos causan sobre el desarrollo de animales y en especial,
de insectos.

En este estudio reportamos observaciones sobre el desarrollo de la polilla de
la cera Galleria mellonella (Lepidoptera, Pyralidae) en presencia de polietileno. Esta
polilla habita dentro de colmenas de abejas y consume cera de abejas, la cual tiene
una composicion quimica similar al plastico (Kwadha, Ong’ amo, Ndegwa, Rai-
na, Fombong, 2017). Esta especie es considerada ‘plastivora’ debido a que puede
consumir polietileno, poliestireno y polipropileno (Bombelli, Howe, Bertocchini,
2017; Lou et al., 2020; Ruiz Barrionuevo et al., 2022; Réjasse et al., 2022). En nues-
tra cria experimental de G. mellonella en condiciones de laboratorio, seleccionamos
individuos para un ensayo de dietas. Una de las dietas consisti6 exclusivamente de
fragmentos de polietileno de 10 mm? (tamafno promedio). Las larvas (en grupos de 7
individuos) se alimentaron durante 7 dias y una vez que pasaron al estadio de pupa,
encontramos pequenos fragmentos de plastico (~2,5 mm) adheridos a la cuticula
de una pupa (Figura 1). Estos fragmentos, ubicados en la parte posterior del cuerpo,
evitaron que la cuticula se selle por completo, dejando a la pupa expuesta a posibles
infecciones de hongos, virus o bacterias. Probablemente esto provocé la muerte
inmediata del individuo.

Reportamos aqui por primera vez este tipo de dano mecanico causado por un
microplastico secundario durante el desarrollo de la larva de la polilla de la cera.
Estudios previos en otros animales demostraron dafios mecéanicos (Varo et al., 2021;
Silva et al,, 2021; Pittura et al., 2018), aunque nuestra observacion sugiere que los
efectos de microplésticos pueden interferir en procesos tan sutiles como la forma-
cién de micro-estructuras durante el desarrollo de insectos. A diferencia de otros
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impactos negativos, mas silenciosos, como los cambios en la microbiota intestinal o
el aumento de estrés, el dano a estructuras relacionadas al desarrollo representa un
factor letal inmediato. Dado que un nimero creciente de insectos se encuentra en
contacto con este contaminante en la naturaleza (por ejemplo, en los suelos), este tipo
de dano cobra relevancia y merece atencion por parte de la comunidad cientifica.



