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RESUMEN

La microbiota de los insectos desempefia funciones esenciales en el metabolismo de los mismos, contribu-
yendo al correcto funcionamiento del sistema inmune y favoreciendo la digestion. La especie de grillo Acheta do-
mesticus ha sido recientemente autorizada para consumo humano. La produccién masiva de esta especie implica
grandes costes energéticos en la zona de cria, por lo que variaciones en la temperatura de la sala pueden suponer un
importante ahorro en el coste de produccién. Este estudio tiene como objetivo analizar la influencia de la tempe-
ratura en la composicion de la microbiota intestinal, plantedndose la hipétesis de que los cambios de temperatura
afectan a la microbiota de insectos ectotermos. Para ello se seleccionaron dos grupos de grillos en cajas separadas
y se les someti6 a temperaturas de 20 °C y 30 °C respectivamente. Posteriormente se les extrajo el intestino y se
cuantificaron sus poblaciones bacterianas mediante técnicas metagendmicas. Los resultados obtenidos mostraron
que los taxones mds abundantes apenas variaron en todas las muestras. La abundancia relativa de bacterias perte-
necientes al filo Firmicutes fue de 31,5 + 2,06 %, en Bacteroidetes 24,25 + 3,89 % y en Proteobacteria 44 + 4,85
%. La Gnica muestra que mostré diferencia fue la criada a 30°C, en la que se detect6 un 0,8% de Actinobacteria.
Al cuantificar estas poblaciones se observo que la mayor parte de la microbiota en todas las muestras es similar
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a nivel taxondmico de filo y nivel de clase, excepto a la temperatura de 30 °C en la que se detecta un pequefio
porcentaje de Actinobacterias. En conclusion, se podria decir que la temperatura de cria de las granjas de grillos
ha influido ligeramente en la composicién de la microbiota intestinal, por lo que se acepta la hipdtesis inicial.

Se ha observado una alta mortalidad en la muestra mantenida a 30°C, lo que sugiere que este factor debe ser
cuidadosamente considerado en la cria masiva de grillos.

Palabras clave: diversidad bacteriana, comunidades bacterianas, bacterias intestinales, mutualismo, siste-
ma inmune
ABSTRACT

The insect microbiota performs essential functions in their metabolism, contributing to the proper function-
ing of the immune system and favoring digestion. The cricket species Acheta domesticus has recently been
authorized for human consumption. The massive production of this species implies large energy costs in the
breeding area, so variations in room temperature could mean significant savings in production costs. This study
aims to analyze the influence of temperature on the composition of the intestinal microbiota, considering the
hypothesis that changes in temperature affect the microbiota of ectothermic insects. For this, two groups of
crickets were selected in separate boxes and subjected to temperatures of 20 °C and 30 °C, respectively. Sub-
sequently, their intestines were removed and their bacterial populations were quantified using metagenomic
techniques. The results obtained showed that the most abundant taxa hardly varied in all samples. Abundance
relatives of Bacteria belonging to the phylum Firmicutes was 31.5 + 2.06%, in Bacteroidetes 24.25 + 3.89%
and in Proteobacteria 44 + 4.85%. The only sample showing difference was that reared at 30°C, in which 0.8%
of Actinobacteria was detected. In conclusion, it could be said that the rearing temperature of cricket farms has
slightly influenced the composition of the intestinal microbiota, therefore the initial hypothesis is accepted.
Incidentally, high mortality has been observed in the sample kept at 30°C, suggesting that this factor should be
carefully considered in massive rearing of crickets.

Keywords: bacterial diversity, bacterial communities, intestinal bacteria, mutualism, immune system

1. INTRODUCCION en ganaderia, recientemente se aprobé el uso de
Acheta domesticus procesado para consumo hu-
mano (Reglamento de Ejecucién (UE) 2022/188

de la Comision, Unién Europea, 10 de febrero de

1.1. Consumo de insectos

El consumo de insectos es una prictica ex-
tendida desde hace cientos de afios en determi-
nadas zonas del mundo como América del sur,
Asia 0 Africa, (Jongema 2017). Sin embargo,
en las dltimas décadas estd empezando a surgir
un cierto interés por el consumo de insectos en
Europa y otras partes del mundo en las que tra-
dicionalmente no se consumian. Comparado con
la produccién ganadera tradicional la produccién
de insectos tiene una mejor tasa de conversion
de biomasa, calidad nutricional similar o mejor
y consume una menor cantidad de agua, comida
y espacio. Estos factores los convierten en poten-
ciales sustitutos de ingredientes de piensos para
ganado o piscifactorfas como las harinas de san-
gre, pescado, guisante o soja. Ademds de su uso

2022). Debido a estos factores se espera que para
2030 el valor de mercado de la industria global de
insectos comestibles sea de 7,96 billones de ddla-
res de acuerdo con la tasa de crecimiento anual
prevista del 24.4% en el periodo de 2019 a 2030
(Meticulous Market Research Pvt. Ltd., 2019). De
cara a este crecimiento es necesario realizar mas
estudios sobre su seguridad alimentaria y poten-
ciales peligros microbioldgicos y de otros tipos de
cara a su consumo AECOSAN (2018).

1.2. Importancia de la microbiota en insectos
El intestino de los insectos presenta entor-

nos distintivos para la colonizacién microbiana,
y las bacterias en el intestino potencialmente
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dan muchos beneficios a sus hospedadores. Los
insectos tienen un alto grado de dependencia de
las bacterias intestinales para funciones bdsi-
cas. La mayoria de los intestinos de los insectos
contienen pocas especies microbianas en com-
paracién con los intestinos de los mamiferos,
pero algunos insectos albergan grandes comu-
nidades intestinales de bacterias especializadas.
Otros son colonizados solo de manera oportu-
nista y escasa por bacterias comunes del medio
ambiente. Los tractos digestivos de los insectos
varfan largamente en morfologia y propiedades
fisicoquimicas, factores que influyen en gran
medida en la estructura de la comunidad micro-
biana. Uno de los obstdculos para la evolucién
de asociaciones fntimas con los microorganis-
mos intestinales es la falta de rutas de transmi-
sion fiables entre los hospedadores. Aqui, los
insectos sociales, como las termitas, hormigas
y abejas, son excepciones: las interacciones
sociales brindan oportunidades para la transfe-
rencia de bacterias intestinales (trofalaxia), y
se han encontrado algunas de las comunidades
intestinales mds distintivas y consistentes, con
funciones beneficiosas especializadas en nutri-
cioén y proteccion en especies de insectos socia-
les. Aun asi, también se ha demostrado que las
bacterias intestinales de otros insectos contribu-
yen a la nutricién, la proteccion contra pardsitos
y patégenos, la modulacién de las respuestas
inmunitarias y la comunicacién. El alcance de
estos roles aun no esté claro y espera mds estu-
dios (Engel y Moran, 2013).

De acuerdo con Tinker y Ottesen (2016), la
microbiota intestinal juega un papel transcenden-
tal en la salud general de su hospedador. Una mi-
crobiota intestinal saludable generalmente ayuda
con la defensa contra patégenos y la digestién y
absorcion de nutrientes de los alimentos, mien-
tras que la disbiosis o descompensacién del equi-
librio microbiano de la microbiota intestinal se
ha asociado con una salud reducida.

Jung et al. (2014) llevaron a cabo un andlisis
de la microbiota del intestino de las larvas de
Tenebrio molitor. Habia predominio de espe-

cies del género Spiroplasma, pero se encontrd
variacién en la composicién de la comunidad
entre los individuos de T. molitor. La estructura
de la comunidad de bacterias intestinales no se
vio afectada significativamente por la presencia
de antibidticos o por la exposicion de las larvas
de T. molitor a una comunidad de bacterias del
suelo muy diversa.

Tinker y Ottesen (2016) vieron que la cu-
caracha Periplaneta americana alberga una
microbiota diversa en el intestino grueso que
abarca cientos de especies microbianas. Los
resultados mostraron que la microbiota del in-
testino posterior de P. americana tiene una co-
munidad microbiana central altamente estable
con una baja variacién en las composiciones
entre los individuos y un cambio minimo en
la comunidad en respuesta a los cambios en
la dieta. Esta microbiota del intestino posterior
estd presente en individuos alojados en labora-
torio y capturados en el medio silvestre, aun-
que los especimenes capturados en el medio
silvestre exhibieron una mayor diversidad de
bacterias de baja abundancia que se perdieron
después de un cultivo prolongado en condicio-
nes de laboratorio. Esta estabilidad taxonémica
contrasta fuertemente con las observaciones de
la microbiota intestinal de los mamiferos, que
han demostrado ser muy sensibles a los cam-
bios en la dieta. Una comparacién de muestras
de intestino grueso de P. americana con mues-
tras fecales humanas indicé que la comunidad
del intestino grueso de las cucarachas exhibia
una mayor diversidad alfa pero una diversidad
beta sustancialmente menor que el microbioma
intestinal humano. Esto sugiere que las cucara-
chas han desarrollado mecanismos tnicos para
establecer y mantener una microbiota diversa
y estable.

1.3. Estudio de microbiota de grillos
Uno de los primeros estudios sobre micro-

biota de grillos fue el de Santo Domingo et al.
(1998) donde exploraron el efecto de 4 dietas
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que varian el contenido de carbohidratos y pro-
tefnas sobre la estructura y funcién de la mi-
crobiota intestinal de los grillos. Se evaluaron
las densidades bacterianas en el ADN extraido
de la comunidad microbiana del intestino pos-
terior. Las densidades bacterianas medidas por
recuentos directos no fueron significativamente
diferentes entre las cuatro dietas.

Posteriormente Ng et al. (2018) analizaron
en qué medida la dieta y el medio ambiente
influyen en la comunidad intestinal (presencia o
ausencia de taxones) y la estructura (abundan-
cia de taxones individuales). Este es un tema
de creciente interés en la investigacién de mi-
crobiomas. En este trabajo examinan las comu-
nidades bacterianas intestinales de tres grupos
de grillos: (1) grillos de campo capturados en
la naturaleza, (2) grillos criados en laborato-
rio alimentados con comida para gatos y (3)
grillos criados en laboratorio alimentados con
dietas definidas quimicamente. Estos autores
mostraron que tanto el medio ambiente como
la dieta alteraron en gran medida la estructura
de la comunidad bacteriana intestinal. Asi, los
grillos silvestres tenian una mayor diversidad
microbiana intestinal y mayores proporciones
de Firmicutes a Bacteroidetes, en contraste con
los grillos criados en laboratorio. Aunque los
animales silvestres y de laboratorio diferian
enormemente en sus comunidades bacterianas,
el estudio demostré que la comunidad micro-
biana permanece estable desde los niveles ta-
xonémicos de Phylum hasta Familia, indepen-
dientemente de las diferencias en el medio am-
biente y la dieta, lo que sugiere que los factores
endégenos, como la genética del hospedador,
tienen un mayor control en la conformacién de
la microbiota intestinal.

Ferguson et al. (2018) expusieron pobla-
ciones de laboratorio de Gryllus veletis a con-
diciones de hibernacién simuladas tanto en
un microcosmos de laboratorio como en un
microcosmos de campo que contiene suelo y
hojas. En verano, otofio, invierno y primavera
se separd el intestino de los grillos, para ver si

hay variacién en la composicién de la micro-
biota. Se vio que la composicién del microbio-
ma intestinal fue similar entre los microcos-
mos y, en general, fue altamente anaerdbica.
En ambos microcosmos, se vieron variaciones
estacionales similares en la composicién del
microbioma, donde la hibernacion resulté en
cambios permanentes en estas comunidades
microbianas. En particular, la abundancia de
Pseudomonas spp. disminuy6, y la de Wol-
bachia spp. aumenté durante el invierno. En
general demostraron que el microbioma intes-
tinal cambia estacionalmente.

Cassi et al. (2020) estudiaron las comuni-
dades bacterianas de los grillos combinando
métodos de cultivo microbiolégico con se-
cuenciacién de alto rendimiento. Se investigd
distintas comunidades microbianas (bacterias,
mohos y levaduras) en grillos comestibles
criados en laboratorio (Acheta domesticus) en
un ambiente controlado. También se estudia-
ron los efectos de diferentes piensos sobre las
cargas microbianas y las poblaciones de gri-
llos. Los grillos se dividieron en tres lotes y se
alimentaron con diferentes dietas (alimento de
control, heno de trébol rojo cortado temprano
(ECH), trébol rojo fresco cortado tarde (LCF)
durante 62 dias. El nimero de bacterias (TAC
y Enterobacteriaceae) en grillos enteros crudos
oscil6 entre 7 y 8 log ufc / g. Todos los lotes
resultaron negativos para las bacterias transmi-
tidas por alimentos Salmonella, Listeria mono-
cytogenes, Bacillus cereus y Clostridium per-
fringens. Las comunidades bacterianas predo-
minantes fueron Proteobacteria, Bacteroidetes
y Firmicutes, con Firmicutes y Proteobacteria
dominando en grillos alimentados con alimen-
to control, Firmicutes dominando en grillos
alimentados con LCF y Proteobacteria domi-
nando en grillos alimentados con ECH.

Este trabajo tiene como objetivo caracterizar
la microbiota de Acheta domesticus (reciente-
mente aceptado para consumo humano) durante
su cria en distintas condiciones de temperatura
a nivel de laboratorio. El conocimiento de las
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comunidades microbianas presentes en estos
insectos criados con diferentes temperaturas
permitird identificar cambios en la microbiota,
riesgos potenciales de seguridad microbiolégica
y como pueden afectar a las condiciones de cria
(Wynants, 2019).

La hipétesis que se plantea es que la micro-
biota va a cambiar con la temperatura del lugar
de cria y mantenimiento del insecto, ya que al
ser ectotermos los cambios en la temperatura
ambiental repercuten en la temperatura del ani-
mal. Se espera que bacterias mas sensibles a la
temperatura puedan desaparecer del digestivo
del animal y otras psicréfilas pueden proliferar.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Disefio experimental y tratamientos a
distintas temperaturas

Los grillos usados, adaptados a vivir en con-
diciones de laboratorio, procedian de la colonia
del Departamento de Zoologia y Antropologia
Fisica (Area de Biologia Animal) de la Facultad
de Veterinaria de la Universidad de Murcia y de
la spin-off Arthropotech S.L. Se utilizaron espe-
cimenes adultos que no volviesen a mudar, ya
que al mudar se desprenden de la parte final e
inicial del intestino, lo que provocaria cambios
en la microbiota. También se evita que otros
grillos devoren las mudas viejas y se altere su
dieta. Su alimentacién constaba de copos de
avena, zanahoria y agua.

Se separ6 a los grillos en 2 réplicas biol6-
gicas, una a 30°C y otra a 20°C. La de 20°C
se dividié a su vez en 3 subréplicas (R1,R2 y
R3) para obtener una muestra representativa.
Se usaron 8 grillos por caja, de los cuales 5
se usarfan para el andlisis de la microbiota
(n=5). Estos grillos tenian un peso promedio
de 0.3126+0.012 g. Para la réplica a 30°C se
prepararon también 3 subreplicas (R1, R2 y
R3). En la réplica a 30°C se daban muchos
casos de canibalismo aun teniendo agua y co-
mida, por lo que se separaron en cajas indi-

viduales. Esta conducta se podria deber a la
mayor temperatura. En animales ectotermos
los aumentos de temperatura aumentan la acti-
vidad y metabolismo, lo que puede acrecentar
este tipo de conductas. Estos grillos tenian un
peso promedio de 0.3126+0.012 g.

Los grillos se alojaron en unas cajas de
plastico con una tapa de rejilla, las cajas co-
lectivas tenfan unas medidas de 22x14x16
cm (LAA) y las individuales de 14x8x16 cm
(LAA). En cada caja se colocaron unas hue-
veras de cartdn para proporcionar refugio y
minimizar los niveles de estrés. Como sustrato
se usaron copos de avena que ademds servian
como fuente de alimento. El agua la obtenian
de zanahoria y bebederos hechos con tubos ep-
pendorf con algodén en la tapa. La zanahoria
y agua se renovaba cada 2-3 dias y los copos
de avena segin se necesitase.

Las réplicas se recolectaron tras 28 dias a
las distintas temperaturas en estado adulto. Se le
dio 28 dias de tratamiento ya que la expectativa
de vida de un grillo adulto es de aproximada-
mente un mes. Dandole este tiempo las posibi-
lidades de observar un cambio en la microbiota
serian mayores. Tras el tiempo a distintas tem-
peraturas, los grillos se colocaron en cajas mas
pequefias y se sacrificaron por congelamiento
a -18°C. Posteriormente se descongelaron para
la extraccién del intestino durante 15 minutos
aproximadamente.

2.2. Extraccion y pretratamiento del intestino

Antes de realizar la extraccion del intestino
se lavaron los grillos en una disolucién 1/10 de
lejia al 20% y posteriormente se elimind la lejia
con agua destilada. La extraccion se realiz6 en
una cabina de flujo laminar en condiciones de
esterilidad. La diseccidn se llev a cabo en seco
mediante un corte a lo largo del abdomen, pre-
viamente habiendo separado la cabeza (Figura
1). Una vez obtenido el intestino se deposita
en un eppendorf y se procede a la extraccién
del ADN.
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Figura 1. Ejemplar hembra (izquierda) y ma-
cho (derecha) de Acheta domesticus en el que
se sefiala el intestino sometido al anélisis me-
tagendmico.

Para la extraccién del ADN se usé el kit
Qiagen en columnas. El protocolo que se usé
fue el siguiente:

Se prepararon 40 ml de buffer: 0,8 ml tam-
pén Tris-Cl 1M, 0,16 ml EDTA 0,5 M y 0,48 ml
de Triton X-100. Antes de la extraccién se tomé
un volumen (dependiendo del nimero de extrac-
ciones) de buffer y se le afadi6 la lisozima a 20
mg/ml. A continuacién, se afladieron 180 pl de
la mezcla en un tubo con el tejido y se incubd
a 37 °C durante 30-45 minutos. Para la extrac-
cién se afiadieron 200 pl de buffer AL + 25 pl
de proteinasa K + vortex y se incubd a a 56 °C
hasta degradacién (~ 24h). Tras la incubacidn se
centrifugdé durante 1 minuto a 8000 rpm, se afia-
dieron 200 pl de etanol y se agit6 en el vortex.

Al finalizar la agitacién se tomo todo el vo-
lumen y se pasé a una columna colocada en un
tubo de coleccion y se centrifugé a 8000 rpm
durante 1 minuto. Tras la centrifugacién se des-
cart el contenido del tubo de coleccién. Se co-
loc6 la columna en un nuevo tuvo de coleccién
y se afladieron 500 pl de buffer AW1. Entonces
se centrifugo la mezcla resultante a 8000 rpm
durante 1 minuto y se descarté de nuevo el con-
tenido del tubo de coleccién. Entonces se coloca
la columna en un nuevo tuvo y se afiaden 500 pl
de buffer AW2. Se centrifuga la mezcla a 14000
rpm durante 3 minutos y se descarta el contenido
del tubo de coleccion. Se repiti6 la centrifuga-
cion hasta que la columna quedé seca.

Tras ver que la columna estaba seca, se co-
locé en un tubo eppendorf y afiadieron 100 pl
de buffer AE en la membrana. Se incub6 a tem-
peratura ambiente por 1 minuto y se centrifugd
a 8000 rpm durante 1 minuto para eluir.

Finalmente, se comprobd la cantidad de ADN
con un espectrofotémetro NanoDrop-1000.

2.3. Analisis de comunidades bacterianas
usando la amplificacién de genes 16S RNA

Para el andlisis se realizaron pools de 5 indivi-
duos para cada replica y se normalizo la cantidad
de ADN usando una técnica de fluorescencia.

Se utiliz6 “Ion 16S Metagenomics Kit” (Ion
Torrent) que incluye los cebadores para ampli-
ficar las regiones variables 2,4 y 8 en un sélo
tubo con amplicones resultantes de ~ 250 pares
de bases (pb), ~ 288 pb y ~ 295 pb, respectiva-
mente. Y en un segundo tubo, una reaccién de
PCR multiplex se dirige a las regiones variables
3, 6-7 y 9 con fragmentos resultantes de ~ 215
pb, ~ 260 pb y ~ 209 pb, respectivamente. Los
cebadores han sido disefiados para capturar >
80% de las secuencias encontradas en la base de
datos Greengenes con una identidad del 100%.

El andlisis de datos primarios se realizé con
Torrent Suite™ Software v5.12.1 (generando ar-
chivos. ubam que se facilitan al investigador) y
el andlisis avanzado utilizando el software Ion
Reporter™ v5.18.0.0.

Para el andlisis se utiliz6 un workflow es-
pecifico para la determinacion de diversidad
en muestras de ARN 16s. A recomendacion
del personal del servicio de Metagendmica del
IMIB se usaron los primers que habian por de-
fecto y se dejé el filtro de las lecturas por abun-
dancia en 10 lecturas, ya que al reducir mds las
lecturas saldrian demasiadas, lo que entorpece-
ria la interpretacion de los datos.

3. RESULTADOS

Para el andlisis se profundiz6 a nivel taxon6-
mico de clase, ya que al profundizar en taxones
mas especificos se obtenfan datos menos precisos.



AN. VET. (MURCIA) 37: 1-12 (2023). EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA MICROBIOTA DE A. DOMESTICUS. BELTRAN-SORO, L. ET AL

Tabla 1. Abundancia relativa en % de las poblaciones bacterianas a nivel filo.

Filo R1 (30°C) R1 (20°C) R2 (20°C) R3 (20°C)
Bacteroidetes 24 27 18 28
Firmicutes 33 34 30 29
Proteobacteria 42 39 52 43
Actinobacteria 0.8 0 0 0

100%
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70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%
R1 (302C) R1 (209C) R2 (202C) R3 (202C)
Bacteroidetes Firmicutes Proteobacteria Actinobacteria

Figura 2. Abundancia relativa en % de los filos hallados en todas las muestras de grillos (Acheta

domesticus).

En las muestras R1 (20°C), R2 (20°C) y R3
(20°C) a nivel filo se encontré una abundancia
relativa de poblaciones bacterianas similares.
A nivel clase el resultado también fue de po-
blaciones similares excepto en la muestra R3
(20°C) en la que se detectaron Flavobacterias
(Tabla 1) (Figura 2). Las bacterias del género
Flavobacterium se encuentran en agua dulce,
por lo que se puede haber producido una con-
taminacién debido a un tratamiento inadecua-
do del suministro de agua. También se podria
explicar este resultado por una contaminacién
microbiana durante la manipulacion.

En total se obtuvieron una media de 81369
+ 12453 lecturas por muestra, 100139 lectu-
ras en la mds abundante y 71839 en la menos
abundante. Las comunidades bacterianas predo-

minantes en todas las muestras fueron las per-
tenecientes al filo Firmicutes (31.5 + 2.06 %),
Bacteroidetes (24.25 + 3.89 %) y Proteobacteria
(44 = 4.85 %). La muestra mantenida a 30°C
fue la dnica que presentd bacterias pertenecien-
tes al filo Actinobacteria (0.8 %). Debido a la
alta mortalidad en la muestra a 30°C solo se
analizé un pool de muestras (n=5). Se descono-
ce la causa de esta mortalidad, pero se podria
atribuir a una mayor actividad por el aumento
de la temperatura o muerte por causas naturales.
Se descarta que sea por el Acheta domesticus
Densovirus (AdDNV), ya que los grillos usados
provienen de generaciones resistentes al mismo.

A nivel clase, Gammaproteobacteria fue la
mas abundante en todas las muestras, siendo un
44 + 4 85 % del total de la microbiota. El resto de
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Tabla 2. Abundancia relativa en % de las poblaciones bacterianas a nivel clase.

Clase R1 (30°C) R1 (20°C) R2 (20°C) R3 (20°C)
Gammaproteobacteria 42 38 52 42
Clostridia 13 14 13 9
Bacilli 15 17 11 17
Erysipelotrichia 4 3 4 1
Bacteroidia 24 27 18 22
Flavobacteria 0 0 0 6

100%

90% . . - .
80%

70% e

i i
50%
40%
30%
20%
10%
0%

R1 (302C) R1 (202C) R2 (202C) R3 (202C)

B Gammaproteobacteria ™ Clostridia M Bacilli
Erysipelotrichia M Bacteroidia B Flavobacteria

Figura 3. Abundancia relativa en % de las clases halladas en todas las muestras de grillos (Acheta
domesticus).

Figura 4. Representacion grafica de la Alpha-diversidad. La riqueza de familias deja de aumentar
alrededor de las 10000 secuencias.
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taxones bacterianos se encontraron en proporcio-
nes similares también, pero en menor cantidad.
Esta microbiota estaba formada por Clostridia,
Bacilli y Erysipelotrichia del filo Firmicutes, y
Bacteroidia y Flavobacteria (solo en pool 5) del
filo Bacteroidetes (Tabla 2) (Figura 3).

Usando las curvas de alpha-diversidad (Fi-
gura 4) se confirma que la profundidad de lec-
turas es aceptable ya que la inclusion de mds
secuencias no aumenta la riqueza de familias.

4. DISCUSION

Los resultados indican que la temperatura
tiene un efecto en la composiciéon de la mi-
crobiota intestinal de los grillos. Los taxones
bacterianos encontrados son similares a los en-
contrados por Fernandez-Cassi et al. (2020),
una microbiota predominante de bacterias per-
tenecientes a los filos Proteobacteria, Bacteroi-
detes, Firmicutes y un porcentaje muy pequefio
de otros filos. La temperatura no parece alte-
rar en gran medida los porcentajes de los filos
mayoritarios. En las tres replicas a 20°C no se
observa la aparicién o desaparicién de ninguno
de los grupos de bacterias, solo se ha observado
una variacién en el porcentaje de los grupos
mayoritarios. En el estudio realizado por Fer-
nandez-Cassi et al. (2020) también se observan
variaciones en los porcentajes de estos grupos
mayoritarios en sus muestras control, lo que se
podria deber a las diferencias entre individuos
Ng et al. (2018) o también al hecho de que
bacterias con un diferente nimero de operones
ribosémicos se vean mas representadas.

La tnica alteracion significativa a nivel filo
aparece en la muestra a 30°C, que es la unica
que tiene bacterias del filo Actinobacteria y es-
tas solo representan un 0,8 % de la abundancia
relativa.

De acuerdo con Ranjani et al. (2016), el
filo de las Actinobacteria juega un rol funda-
mental en el ecosistema descomponiendo mez-
clas complejas de restos de plantas, animales y
hongos. Son capaces de transformar compues-

tos orgdnicos como hidrocarburos, pesticidas
y compuestos aromadticos. Esta capacidad de
bioconversién podria dar lugar a resistencia a
determinados pesticidas usados para el control
de plagas en plantaciones hortofruticolas. Den-
tro de este filo se encuentran bacterias pertene-
cientes al género Bifidobacterium, un amplio
grupo de bacterias conocidas por su uso como
probidticos segtin describen Binda ef al. (2018).

La ausencia de Actinobacterias en las
muestras a 20°C se podria deber a su natura-
leza meséfila y terméfila. Su temperatura ideal
para crecimiento va desde los 20°C a los 60°C
Guevara Larrea (2017). Al estar al limite de la
temperatura minima de crecimiento se pueden
ver desplazadas por otras bacterias que si cre-
cen bien a esta temperatura y por tanto acaban
desapareciendo.

Una explicacién alternativa a esta ausen-
cia se refiere a razones mecdnicas del procedi-
miento de extraccion del digestivo, que habria
provocado que en esa muestra no se extrajera
totalmente el intestino, quedando algiin resto
que podria albergar de forma especifica ciertos
taxones menos representados.

En el caso de las Proteobacterias, constituyen
la poblacién mayoritaria en todas las muestras.
En humanos representan aproximadamente un
5% de la abundancia relativa Shin et al. (2015).
Se ha descubierto que en humanos el aumento
de Proteobacterias en la microbiota estd relacio-
nado con el IBD Rizzatti et al. (2016) (término
genérico utilizado para referirse a afecciones
que incluyen la enfermedad de Crohn, la colitis
ulcerosa y otras enfermedades inflamatorias que
afectan al intestino). Esas proteobacterias inclu-
yen bacterias potencialmente patdgenas como
Escherichia coli, Campyllobacter concisus y
Helicobacter enterohepatico Mukhopadhya et
al. (2012).

En humanos Bacteroidetes y Firmicutes tie-
nen funciones relacionadas con el metabolismo
de nutrientes (Ismail et al. 2011). Son respon-
sables de la fermentacién de carbohidratos, sin-
tesis de dcidos grasos de cadena corta como el
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butirato, propionato o acetato (Kim y Milner
2007). Estos 4cidos grasos tienen diversas fun-
ciones como ayuda en el mantenimiento del sis-
tema inmune o proporcionar energia. El grupo
de bacteroidetes también estd involucrado en la
transformacion de téxicos y compuestos muta-
génicos (Smith ef al. 2006). Cambios en estas
poblaciones son capaces de producir distintas
enfermedades como la obesidad (Méndez-Sala-
zar et al. 2018).

De acuerdo a Engel y Moran (2013), la
microbiota en insectos desempafia importantes
funciones relacionadas con el sistema inmune
y la digestién de alimentos (Bermingham et al.
2017). Muchas de estas funciones (especial-
mente Firmicutes y Bacteroidetes) pueden ser
extrapolables de humanos a insectos, ya que se
comparten algunas de las bacterias.

Estudiar como estos cambios en la tempera-
tura afectan a la inmunidad y el procesamiento
abre nuevas opciones a la hora de optimizar la
cria comercial de grillos. Uno de los principa-
les problemas de la cria de insectos es que son
animales ectotermos (Moeller et al. 2020), por
lo que el control de la temperatura es un factor
decisivo en el desarrollo de su ciclo de vida.
En determinados paises (con clima muy frio o
muy caliente) subir o bajar la temperatura de un
habitdculo para la cria de insectos puede supo-
ner un ahorro considerable de energfa y dinero,
por lo que seria interesante ver hasta qué punto
es viable reducir o aumentar las temperaturas
con respecto al costo-beneficio de los insectos
considerando que no hay cambios sustanciales
en su microbiota.

5. CONCLUSIONES

La temperatura de cria y mantenimiento de
los grillos ha influido en la composicién de la
microbiota intestinal, por lo tanto, se acepta la
hipétesis planteada. En la muestra mantenida a
30°C se detectaron bacterias que no estaban en
las muestras mantenidas a 20°C. Se ha obser-
vado una mayor mortalidad en la muestra man-

tenida a 30°C, que, aunque se desconocen los
factores que la provocan, es un dato relevante a
tener en cuenta de cara a futuros experimentos.
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