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Resumen

El crecimiento acelerado de la poblaciéon mundial y las enfermedades cronicas no degenerativas causadas por la mala
alimentacion ponen en alerta ante la inminente necesidad de incrementar la innovacion y produccion de alimentos
funcionales a través de fuentes sustentables que garanticen ademas La calidad e inocuidad alimentaria. Se propone a
los insectos como alternativa de alimento por su valor nutricional tanto en proteina como de otros elementos que
incluso se estima que son mejores que la de origen animal. En ese sentido, el objetivo de esta investigacion fue
identificar preliminarmente la microbiota del gusano de Aegiale hesperiaris con principal énfasis en los
microorganismos probidticos asociados con su valor nutritivo. Interesantemente se encontré que en el intestino del
gusano los microorganismos presentes al ser cultivados en medio diferentes medios de cultivo solo crecieron en
medio selectivo para probibticos; y se confirmd molecularmente a través de a reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) que la region 16S ribosomal efectivamente pertenece al genero [(actobacillus. En ese sentido se abre lo
posibilidad de estudiar detalladamente las redes ecologicas de estos microorganismos.
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Introduccion

Los insectos son considerados como una fuente de alimento con alto valor nutritivo y han sido parte importante en la
dieta del ser humano desde tiempos remotos (van Huis et al, 2013). En el mundo existen poco mas de 900,000
especies conocidas de insectos, de las cuales se conoce que aproximadamente 1,900 especies son comestibles (van
Huis et al,, 2013). La importancia del consumo de insectos no s6lo recae en las caracteristicas organolépticas que
poseen, sino que pueden contribuir tanto a la seguridad alimentaria como a la salud por su contenido nutricional (van
Huis et al.,, 2013) siendo una excelente fuente de proteinas, carbohidratos, acidos grasos, fibra, vitaminas, minera-les y
micronutrientes (Rumpold & Schliter, 2013), aunque el contenido nutricional depende de la especie y de la etapa de
desarrollo del insecto (Jansson & Berggren, 2015). En México, existen cerca de 50 mil especies de insectos, de las
cuales 549 son comestibles; siendo los escamoles, ahuautles, chapulines, hormigas chicatanas, jumiles, chinicuiles y
los gusanos de maguey las principales especies que se consumen (van Huis et al,, 2013). Los gusanos blancos de
maguey, las larvas de la mariposa Aegiale hesperiaris, son unos de los insectos mas conocidos y consumidos en
México (Ramos-Elorduy et al., 2011). Son fuente de nutrientes, principalmente de proteinas (30-40%) (Ramos-Rostro,
et al, 2012) que son secretadas por microorganismos presentes en el tracto digestivo (Scharf, 2015), principalmente
bacterias probibticas, durante la degradacion de compuestos polisacaridos presentes en las hojas de maguey de
donde se alimentan (Martinez-Gutierrez et al., 2017). Estas proteinas alimentarias aportan péptidos bioactivos con
actividad biolégica que promueve la salud (Daliri, Oh & Lee, 2017). Es este contenido de proteinas producido por la
microbiota intestinal en los insectos comestibles lo que ofrece la oportunidad de identificar y obtener péptidos
bioactivos con funciones auxiliares en el aumento de 3 calidad de la dieta humana. Sin embargo, al dia de hoy, la
informacion acerca de la microbiota con potencial para la salud humana en insectos comestibles de México es escasa,
y es nula la relacionada a los gusanos blancos de maguey. En ese sentido, el objetivo de esta investigacion fue
identificar preliminarmente la microbiota del gusano de Aegiale hesperiaris con principal énfasis en los
microorganismos probidticos asociados con su valor nutritivo.

Materiales y métodos

Se trabajo con larvas de gusano de maguey, las cuales fueron esterilizadas en superficie mediante lavados de etanol
al 70%, 5% de solucién de hipoclorito de sodio, y finalmente con buffer de fosfatos (PBS). El intestino de las larvas se
obtuvo por diseccion del gusano de maguey, para ello se empleo un estero-microscopio para facilitar la observacion
del intestino. El intestino se disgregd en buffer de fosfatos; posteriormente se realiz6 la siembra en placa en
diferentes medios de cultivo: papa dextroxa agar (PDA), Agar Man Rogosa Sharpe (MRS) que es medio selectivo para
lactobacillus, y en Agar Propionato (TOS) selectivo para bifidobacterias; la siembra realizd con una dilucion de 1x 10-.
Se extrajo DNA genomico del intestino y de las colonias que crecieron empleando el método de Dellaporta et al.
(1983) con algunas modificaciones. La identificacién molecular de las bacterias presentes en el intestino del gusano de
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maguey se realizd empleando la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), utilizando los
oligonucledtidos especificos para bacterias del género Lactobacillus y Bifidobacteriurm, para ello se utilizaran dos
pares de oligonucledtidos; L159-F: 5'- GGAAACAGATGCTAATACCG -3’y L677-R: 5'- CACCGCTACACATGGAG -3’ para
lactobacilos y Lm26-F: 5°- GATTCTGGCTCAGGATGAACG -3 y Lm3-R: 5°- CGGGTCGCTICCCACTTTCATG -37 para
bifidobacterias. Con las siguientes condiciones: Desnaturalizacion inicial 3 minutos a 94 °C, seguido de 27 ciclos de 1
minuto a 94 °C, alineamiento 1 minuto a 58 °C, extensiéon 2 minutos a 72 °C, extensién final de 7 minutos a 72°Cy un
enfriamiento a 12°C. Los productos amplificados fueron analizados en agarosa al 1% + bromuro de etidio y
visualizados en fotodumentador con luz UV.

Resultados y Discusion

La diseccion de A. hesperiaris se realizd en condiciones asépticas, se extrajo el aparato digestivo, como puede
observarse en la Figura 1, intestino se extrajo completo de cavidad bocal a esfinter. El intestino disgregado en PBS y
sembrado en los diferentes medio de cultivo indico que Unicamente en el medio MRS hubo crecimiento; cabe
recordar que este medio es selectivo para lactobacillus, los cuales se observa su crecimiento en a Figura 2. Como se
puede observar, incluso al centro del la placa hay un pequefo trozo de intestino, las colonias se dejaron crecer
intencionalmente para poder realizar la re siembra y posterior stock en glicerol para conservar la cepa; y de la misma
del crecimiento original para realizar la extraccién de DNA.

Figura 1. Diseccion del intestino de A. Hesperiaris. Figura 2. Crecimiento de bacterias obtenidas de intestino
de A. Hesperiaris.en medio MRS.
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Para la extraccién de DNA intestino de A. hesperiaris se probaron varios métodos descritos por diferentes autores
para obtener acidos nucleicos de insectos, sin embargo ninguno de ellos funciond, por esa razén se propuso probar el
método establecido por Dellaporta (1983), que es un método desarrollado principalmente para tejido vegetal, pero
que con algunas modificaciones funcién excelente en este estudio para la extraccion de DNA, el cual puede
observarse en la Figura 3, se ve un poco de proteing, pero el DNA obtenido es de muy buena calidad, la cuantificacion
indic6 que fue de 325 ng/pL. Respecto al PCR, en la reaccién se obtuvo un solo amplicon de 750 pb que corresponde
al tamano esperado, de acuerdo a lo simulado en el analisis bioinformatico realizado con los oligos disefiados y
empleando como molde un analisis clustal de varias secuencias de lactobacillus.
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Figura 3. DNA extraido de intestino de A. Hesperiaris. MPM: Figura 4. PCR oligo.especifico para lactobacillus empleando DNA
Marcador de tamafio molecular. Carril 1. DNA genémico. extraido de intestino de A. Hesperiaris. MPM: Marcador de tamafio
molecular. Carril 1. Control negativo, carril 2. Muestra analizada.

Si bien, estos resultados son preliminares, confirman la’fpresencia de microorganismos, que dado que crecieron en
medio MRS y amplificaron en PCR con oligos especificos para el genero lactobacillus se puede concluir que
efectivamente en el intestino de maguey hay presencia de microorganismos probidticos que pueden presentar un

gran potencial benéfico a la salud humana.
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