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CONSERVACION DEL COLOR Y TEXTURA DEL GUSANO ROJO DE MAGUEY EN
BOTELLAS DE MEZCAL

ENHE MAGDALENA MILLAN MERCADO, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2016
RESUMEN

En su etapa larval, Comadia redtenbacheri Hammerschmidt, conocido como gusano rojo del
maguey, es un insecto comestible que representa un alto valor comercial para la industria
mezcalera. Las larvas poseen una coloracion roja intensa en los ltimos instares, lo que incluso le
da el nombre comdn a la especie. Sin embargo, los insectos incluidos en las botellas pierden su
coloracion natural al ser expuestas a concentraciones de alcohol sin un procedimiento previo de
fijacion, lo que demerita su aspecto fisico, calidad y aceptacion del producto. Con el objeto de
preservar las caracteristicas especificas de consistencia y color en larvas del insecto incluidas en
mezcal comercial, se evalu6 una técnica con cinco tratamientos: mezcal (38°), alcohol 70%, serie
ascendente de alcoholes (40%,60%,80% Yy 96%), vinagre blanco-alcohol 40% y congelacion.
Mediante cortes histolégicos se reconocieron las principales estructuras morfolégicas como son:
intestino medio, espiraculo, trdquea, corddn nervioso, cuticula y tejido graso, entre otros.
Ademas se determind que el tratamiento con vinagre blanco-alcohol 40% mantiene una mayor
consistencia de las larvas y la técnica de congelacion fue mas eficiente para la conservacion de
color. Con el objeto de mantener el color en las larvas incluidas en mezcal, se ensayd un
pigmento natural que permiti6 conservar una tonalidad similar al que presenta la especie.

Palabras claves: insecto comestible, Comadia redtenbacheri, fijacion de tejidos, consistencia,

agave, morfologia interna.



CONSERVATION OF TEXTURE AND COLOR OF THE MAGUEY RED WORM
(Lepidoptera: Cossidae) IN BOTTLES

ENHE MAGDALENA MILLAN MERCADO, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2016

ABSTRACT

During its larval stage, Comadia redtenbacheri (Hammerschmidt), known as the agave red
worm, is an edible insect that has a high commercial value to the mescal industry. Larvae are
intense red in the last instars, which gives the common name to the species. However, the insects
that are in mescal bottles lose their natural coloration after they are exposed to several alcohol
concentrations without a previous fixation process, which diminishes their physical aspect, their
quality and the acceptance of the product.

With the objective of preserving the specific characteristics of consistency and color of the larvae
included in commercial mescal, a technique of five treatments was evaluated: mescal (38°), 70%
alcohol, solutions of ascending concentrations of alcohol (40%, 60%, 80% and 96%), white
vinegar — 40% alcohol, and freezing. Using histological sections, the main morphological
structures were distinguished: midgut, spiracle, trachea, nerve chord, cuticle, and fat tissue,
among others. The treatment with white vinegar — 40% alcohol preserves better the consistency
of the larvae, and freezing was more efficient to preserve the color. To keep the color in larvae
included in mescal bottles, a natural pigment was assayed, which allowed to maintain a hue that
is similar to the one presented in the species.

Key words: Edible insect, Comadia redtenbacheri, tissue fixation, consistency, agave, internal

morphology.
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INTRODUCCION GENERAL
Planteamiento del problema

La entomofagia, descrita en la literatura como una actividad tradicional en grupos étnicos,
se practica en muchos paises del mundo, principalmente en Asia, Africa y América Latina, segin
la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (Van Huis, 2013).
En la actualidad representa una actividad econdmica rentable, ya que por ejemplo en México
existen 549 especies de insectos comestibles (Ramos-Elorduy, 2008). El gusano rojo del maguey
Comadia redtenbacheri, es consumido en varios estados del centro de México y ha llegado a
comercializarse a precios altos en las zonas urbanas (Hernandez- Livera et al. 2005). La larva
presenta una coloracién roja intensa en los ultimos instares (Castro-Torres y Llanderal-Cézares,
2015) lo que incluso le da el nombre comun a la especie. La coloraciéon en insectos puede
deberse a diferentes pigmentos, algunos de los cuales pueden ser solubles en agua o lipidos. El
pigmento puede estar ubicado en la cuticula o epidermis subyacente, o deberse a estructuras
fisicas y también se puede encontrar en el tejido graso y la hemolinfa, lo que proporciona el color
si la cuticula es transparente (Shamim et al. 2014).

Se ha establecido que el color en los insectos sirve para protegerlos de los depredadores,
de heridas, o para el reconocimiento intraespecifico y/o sexual y también puede ser usado como
un termorregulador (Gillott, 2005). EIl color rojo que caracteriza a la larva C. redtenbacheri
podria atribuirse a un pigmento del grupo de los homocromos, que son responsables de dar tonos
que van desde el dorado, pasando por rojo, purpura y violeta, hasta negro, que al reducirse
forman rojos y al oxidarse proporcionan una coloracion usualmente amarilla (Cromartie,1959;

Insausti y Casas, 2008).



El gusano rojo tiene una gran importancia en la industria mezcalera de exportacién, ya
que por ejemplo el mercado chino solicita que tenga al menos 20 gusanos por botella (Encabo,
2000). La fuente de abastecimiento principal de larvas de C. redtenbacheri es la colecta silvestre,
situacion que Yen (2009) menciona para otros insectos comestibles y la sobreexplotacién de
éstas ha llegado a poner en riesgo su reproduccién (Llanderal-Cézares et al. 2007). Con el paso
del tiempo el insecto ha adquirido importancia en Japon, Estados Unidos y algunos paises de
Europa (Encabo, 2000). Las larvas incluidas en las botellas pierden su coloracion natural al ser
expuestas a las concentraciones de alcohol permitidas en el mezcal, que van de 36° a 55° Gay-
Lussac (SAGARPA, 1994) sin un procedimiento previo de fijacion, lo que demerita su aspecto
fisico, ademas de que en ocasiones hay degradacion de los tejidos que al quedar como residuos
en el fondo de las botellas desmerecen la calidad y aceptacion del producto y causa restricciones
en diversos paises para su importacion (Anénimo, 2011).

El mezcal, un destilado 100% de agave, se extrae de especies autorizadas por la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Recursos Naturales, Pesca y Alimentacion (SAGARPA,
1994). Es producido artesanalmente en México, cuenta con denominacion de origen y se ha
posicionado como la bebida alcohdlica con mayor crecimiento en el 2015 para el mercado
nacional e internacional, con un aumento de 79% en su envasado de acuerdo con el Consejo
Regulador del Mezcal (CRM, 2015). La produccién es de aproximadamente 4.8 millones de
litros y las ventas han llegado a ser de 97 millones de délares. De acuerdo con la Secretaria de
Relaciones Exteriores (SRE), el estado de Oaxaca es el principal exportador al generar el 54.4%
de la produccion total nacional, el segundo lugar lo ocupa Zacatecas con 45.3%, mientras que
Durango y Guerrero producen el 0.3% restante (SRE, 2014). Una limitante importante para su

exportacion es la ausencia de protocolos y normas que aseguren la inocuidad del gusano rojo en



la bebida, lo que se refleja en pérdidas econdmicas para la industria mezcalera; esto, aunado a la
falta de metodologias especificas para su conservacion, ha provocado que su aspecto natural no
se conserve en el producto. El objetivo de este estudio es generar nuevo conocimiento que
permita proponer una metodologia para la preservacion de caracteristicas especificas como

textura y color en larvas de C. redtenbacheri incluidas en mezcal comercial.

2. Objetivos

e Identificar mediante histologia las principales estructuras morfologicas en larvas de

Comadia redtenbacheri (Lepidoptera: Cossidae).

e Evaluar diferentes métodos para la conservacion de textura y coloracion de la larva a

diferentes concentraciones de alcohol.
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CAPITULO |

Identificacién mediante histologia de las principales estructuras morfoldgicas en Comadia

redtenbacheri (Lepidoptera: Cossidae)

Resumen EIl gusano rojo de maguey Comadia redtenbacheri (Lepidoptera: Cossidae) tiene una
gran importancia economica en la industria mezcalera de exportacion. Este trabajo describe las
principales estructuras morfologicas encontradas mediante histologia en larvas de la especie. Se
hicieron cortes longitudinales y transversales en parafina, contrastados con eosina-hematoxilina.
Se muestran imagenes del integumento, células epidérmicas, tejido graso, musculos, diafragma

dorsal, espiraculo, trdquea, corazon y corddn nervioso, entre otras estructuras.

Palabras clave: Gusano rojo del maguey, insectos comestibles, intestino medio, espiraculo,

tejido graso, integumento.



CAPITULO |

Identification of the main morphological structures in Comadia redtenbacheri
(Lepidoptera: Cossidae) using histology

Abstract The agave red worm, Comadia redtenbacheri (Lepidoptera: Cossidae), is economically
important for the export-oriented mescal industry. This work describes the main morphological
structures found by means of histology in larvae of the species. Longitudinal and transverse
sections of paraffin-embedded tissue were made and stained using eosin-hematoxylin. Images of
the integument, epidermal cells, fat tissue, muscles, dorsal diaphragm, spiracle, trachea, heart,

and nerve chord among others, are shown.

Keywords: Agave red worm, midgut, spiracle, salivary gland, fat body.



1.1. INTRODUCCION

Aproximadamente 2000 especies de insectos se han reconocido como alimento para
humanos a nivel global (Jongema, 2015). Hay casi 400 especies de lepidopteros utilizados como
alimento o medicina humana, con 86 especies descritas para México en la lista mundial de
insectos comestibles (Yen, 2015). La entomofagia representa un medio de vida en algunos
paises, principalmente de Asia, Africa y América Latina, y en algunos desarrollados como Japon
(Vantomme, 2010).

En México el gusano rojo del maguey Comadia retenbacheri es utilizado como parte de
la dieta tradicional de los habitantes de la zona centro y sur de México y en la industria del
Mezcal. Sus poblaciones son colectadas masivamente de forma silvestre (Miranda-Perkins et al.
2013), ya que ademas de servir de alimento contribuyen con la economia local, como sucede con
otros insectos comestibles (DeFoliar, 1999). La abundancia del gusano rojo es cada vez menor
debido en gran parte a la pérdida del hospedante, su ciclo de vida largo, la susceptibilidad al
ataque de enfermedades y parasitoides (Acantholespesia texana y Lissonota fascipennis) y el
desconocimiento de su biologia (Llanderal-Cazares et al. 2007; Zetina et al. 2009).

Como es comdn con otros insectos en diferentes partes del mundo, a pesar de su
importancia se conoce poco de las especies, lo que dificulta la integracion de programas de
manejo y mejoramiento (Yen, 2009). La informacion sobre la morfologia del insecto es basica
para complementar el conocimiento de la especie.

Los métodos histolégicos son utilizados en la literatura desde hace décadas en la
entomologia para la descripcidon macroscopica de érganos, hasta el reconocimiento de

modificaciones celulares (Villalobos et al. 2010; Silva - Zacarin et al. 2012), siendo una



herramienta que ayuda a generar informacién para conocer partes internas, donde los cortes nos
brindan la clave de forma, estructura y disposicion de estructuras (Eltringham, 1930.). Ejemplos
de estudios histolégicos podemos encontrar varios como son el estudio morfologico del intestino
posterior de Anticarsia gemmatalis Hibner (Lepidoptera: Noctuidae) (Levy et al. 2004), la
descripcion de la anatomia interna en Laetilia coccidivora Comstock (Lepidoptera: Pyralidae)
(Torres, 2005), la observacion de las glandulas de cera de Diatraea saccharalis Fabricius
(Victoriano y Gregorio, 2004) aspectos morfologicos del intestino medio en Anopheles aquasalis
Curry (Diptera: Culicidae) (Ferreira et al. 2008) histologia de Apis mellifera Linnaeus
(Hymenopter: Apidae) (Villalobos et al. 2010) y estudio del tubo digestivo de Stenomacra
marginella (Herrich-Schaeffer) (Hemiptera: Heteroptera: Largidae) (Nava et al. 2007).

Debido a la importancia econémica de C. redtenbacheri y con la finalidad de profundizar
en el conocimiento del insecto, se plante6 como objetivd conocer mediante histologia las

principales estructuras internas.

1.2. MATERIALES Y METODOS

1.2.1. Colecta de las larvas
Se realizd una colecta en la localidad de Santiago Zacualuca, situado en el Municipio de

Teotihuacan, Estado de México, en las coordenadas 19°42°07.8" N y 98°54758.3.3" W donde se
colectaron de un sistema de produccion agricola 15 plantas de maguey Agave salmiana Otto. ex
Salm- Dyck. de aproximadamente dos afios de edad, con rizoma y presencia de signos de
debilidad de acuerdo con Kalisch y Banxedale (2010), quienes sefialan que los barrenadores
prefieren a su hospedero en este estado. La extraccion de los magueyes se realizo con cuidado
para evitar dafio en el rizoma. Las plantas fueron trasladadas al Campus Montecillo del Colegio

de Postgraduados, Estado de Meéxico. Posteriormente las larvas se extrajeron de los rizomas con



ayuda de un cuchillo y pinzas entomoldgicas en el laboratorio de Fisiologia de Insectos del

Colegio de Postgraduados.

1.2.2. Seleccion de larvas
Se utilizaron cinco larvas de cuarto y quinto instar, seleccionadas por color, consistencia,

movilidad, asi como lesiones presentes en el cuerpo, con base en el procedimiento de seleccion
de larvas para iniciar una cria de la especie en confinamiento (Zetina et al. 2011; Zetina y

Llanderal, 2014).

1.2.3. Histologia de Comadia redtenbacheri
Se utiliz6 la técnica de histologia bésica de Barbosa et al. (2015) con algunas

modificaciones.

Las larvas seleccionadas fueron anestesiadas en una camara de vapores de acetato de etilo y
posteriormente se enjuagaron con agua destilada para eliminar la basura superficial.

Los ejemplares se fijaron durante 72 h en Duboscg-Brasil y se lavaron en alcohol al 80%.
Con una navaja de afeitar Guillette® se obtuvo un blogue de tres segmentos abdominales de cada
larva y se hizo una post fijacion de 24 h en Duboscg-Brasil. La deshidratacion se realizd con una
serie ascendente de alcoholes que va desde 80% hasta el 100% con un aumento del 10% cada
vez; al ultimo alcohol se le afiadio eritrosina en polvo para que la preparacion se tifiera de rojo y
fuera visible en el bloque de parafina durante la microtomia.

Posterior a la deshidratacion se desalcoholizaron las muestras con dos cambios de
benzoato de metilo durante 24 h cada uno. El benzoato se elimind con dos lavados de benceno
puro. Las muestras se pasaron a una solucion de benceno-parafina (1:1) a 60 °C, y
posteriormente se incluyeron en moldes con parafina liquida pura a la misma temperatura y se

dejaron enfriar hasta alcanzar la temperatura ambiental. Se hicieron cortes seriados de 7 um de
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espesor en un microtomo de rotacion America Optical®. Los cortes fueron montados sobre
portaobjeto de vidrio mediante un adhesivo formulado con albumina de huevo y glicerol por
partes iguales, mas un cristal de timol como conservador.

Después los montajes fueron secados por un periodo de 72 h a 40 °C, desparafinados
mediante inmersion de los portaobjetos en dos cambios de xilol en vasos de Coplin® y
enjuagados con etanol 100% para eliminar los residuos de xilol. Después los cortes se hidrataron
con una serie descendente de alcoholes hasta llegar a agua y al colorante de hematoxilina. Los
portaobjetos se lavaron con agua destilada y posteriormente se colocaron en agua con
bicarbonato de sodio al 0.25% y se realizd una deshidratacién gradual hasta llegar al alcohol
96% en el que se disolvid eritrosina (eosina) como segundo colorante para contrastar con la
hematoxilina.

Los cortes obtenidos se terminaron de deshidratar en dos pasos de alcohol absoluto para
posteriormente aclarar con xilol puro. EI montaje final se hizo en resina para microscopia
“Entellan® de Merk”. La observacion de las preparaciones se hizo con un microscopio Carl
Zeiss® modelo 68020.

1.2.4. Toma de fotografias

Todos los cortes fueron fotografiados para su descripcién. Para la captura de las imagenes

se utilizé un microscopio Carl Zeiss® modelo Photomicroscope Il1. Las imagenes se editaron con

el software GIMP 2.8.16.
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1.3. RESULTADOS Y DISCUSION

1.3.1 Descripcién de cortes histologicos
En el corte trasversal del integumento de Comadia redtenbacheri (Figura 1) se distingue

la cuticula, y una capa simple de células epiteliales (CE) sobre la membrana basal (MB) que es
una capa de tejido conectivo. La cuticula esta dividida en dos capas, una gruesa de procuticula

(PR) localizada sobre la epidermis y una capa delgada de epicuticula (EP).

Figura 1. Corte transversal en el integumento de Comadia redtenbacheri. CE, células
epidérmicas; EP, epicuticula; MB, membrana basal; PR, procuticula.

El integumento es una estructura compleja que se mantiene similar en todos los insectos.
Esta compuesto de membrana basal, epidermis y cuticula y sirve como un exoesqueleto que es el
sitio de insercion de musculos y la primera linea de defensa contra hongos, bacterias,

depredadores, parasitoides, agentes quimicos y ambientales, incluidos pesticidas (Nation, 2008).
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Ademas de evitar la pérdida de agua en el insecto, actla como una reserva metabolica, ya que en
cada muda sus componentes son reutilizados y también durante periodos de gran actividad
metabdlica o hambre (Guillot, 2005).

El componente mas interno del integumento es la membrana basal, que facilita el
transporte de sustancias y esta unida a la membrana plasmatica por hemidesmosomas y ésta a su
vez a la epidermis (Chapman, 2013), que es una capa delgada de células que conservan la forma
de epitelio simple inmediatamente debajo de la cuticula (Nation, 2008) y estan especializadas
para secretar la nueva cuticula en la muda y las diferentes estructuras en la superficie del
integumento (Guillot, 2005; Chapman, 2013).

El integumento es una estructura de multicapas dispuesta de afuera hacia dentro por
cemento, cera y epicuticula, esta Gltima formada por proteinas, lipidos y lipoproteinas (Guillot,
2005; Chapman, 2013). La procuticula ocupa la mayor parte de la cuticula y en la mayoria de los
insectos esta dividida en dos zonas, endo y exocuticuticula, compuestas en su mayor parte por
quitina. La endocuticula proporciona fuerza y rigidez con la quitina como elemento fibroso. En
la Figura 2 se observa el integumento en corte longitudinal, que ademas muestra una espina (E)
de color ambar en la superficie de la epicuticula (EP) lo que es comdn en los insectos, ya que
rara vez se encuentra liso, presentando una gran variedad de rugosidades en forma de puntos,
hoyos, crestas y disefios esculpidos, que toman la forma de espiculas, espinas, pelos y escamas

(Snodgrass, 1935; Nation, 2008).
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Figura 2. Corte longitudinal en el integumento de Comadia redtenbacheri. CE, epidermis; E,
espina; EP, epicuticula; PR, procuticula.

La larva de C. redtenbacheri presenta dos pares de espiraculos toracicos y ocho pares
abdominales. En el corte transversal de un espiraculo de larvas de C. redtenbacheri (Figura 3), se
observa la abertura espiracular (AE) localizada en posicién lateral en el abdomen, con bordes
esclerosados y prolongaciones del integumento en forma de ganchos. Las trdqueas (TR) estan
reforzadas por tenidios marcados. La camara atrial (A), formada por una cavidad amplia, con
lineas de filamentos (F) en sus paredes, sirve para prevenir la entrada de microrganismos y

polvo, segiin Chapman (2013).

La tasa metabdlica en larvas de Lepidoptera es relativamente alta debido al crecimiento y
desarrollo réapido, por lo que requieren de un sistema respiratorio que pueda suplir el oxigeno de
manera eficiente (Hetz, 2007). Una funcién de los espirdculos es que al cerrarse reducen la

pérdida de agua (Nation, 2008). Un espiraculo tipico consta de una camara o atrio, con un
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mecanismo de apertura y cierre, o valvula, que se proyecta externamente o en el extremo interior

del atrio. Cada espiraculo puede estar fijado en una placa de cuticula esclerosada (Gullan, 2010).

La figura 4 muestra la estructura de una traquea con la membrana basal (MB) y sobre ésta
una capa de células epidérmicas (CE); se nota el reforzamiento circular de las tenidias (TE).
Alrededor se observan estratos de células de tejido graso (CTG) simples, ademas de la presencia

de musculo (M).

El sistema traqueal es muy eficiente para la difusion de gases y en la mayoria de los
insectos las tragueas son tubos largos que corren hacia adentro del espirdculo con
interconexiones longitudinales y transversales que se ramifican a medida que se distribuyen en
los tejidos. Las traqueas estan formadas por invaginaciones del ectodermo cubiertas por la intima
cuticular que se separa del integumento en cada muda y que gracias a los tenidios pueden

distenderse y presionarse sin llegar a colapsar (Lehmann, 2001; Nation, 2008; Chapman 2013).

Figura 3. Corte transversal en el espiraculo de Comadia redtenbacheri. A, atrio; AE, apertura
espiracular; C, cuticula; F, filamentos; TR, traquea.
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Figura 4. Corte transversal en la trdquea de Comadia redtenbacheri. CE, células epidérmicas;
CTG, células de tejido graso; L, lumen; M, musculos; MB, membrana basal; TE, tenidios.

En la imagen del musculo en corte transversal (Figura 5) se observa el punto de insercion
del musculo esqueletal (ME) en el integumento, una capa delgada de células epidérmicas (CE)

con una tonalidad morada y un grupo de musculos viscerales (MV).

Los insectos presentan dos tipos de musculos, los esqueletales y los viscerales. Los
primeros mueven una parte del cuerpo en relacion con otra y estan fijos por ambos extremos del
integumento y tienen un punto de insercion capaz de romperse durante la muda (Gillot, 2005).
La unién de una célula muscular a la cuticula se debe a un gran nimero de microtdbulos
paralelos o tonofibrillas que se originan en la unién con las células epidérmicas, que son muy
resistentes al fluido de muda y permiten al masculo permanecer unido al exoesqueleto después

de la apolisis y la secrecion de nueva cuticula. Los muasculos esqueletales estan organizados por
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pares antagonistas, un par flexor que permite el movimiento de un apéndice y un par de

extensores que lo mantienen rigido (Nation, 2008).

Figura 5. Corte transversal en el masculo de Comadia redtenbacheri. CE, células epidérmicas; y
ME, musculos esqueletales; MV, musculo visceral; TA, tejido adiposo.

En la imagen del musculo esqueletal (ME) en corte longitudinal de C. redtenbacheri se
observa el acomodo de las fibras musculares ademéas de segmentos de los masculos viscerales

(MV) (Figura 6).

Los musculos viscerales envuelven a los érganos internos, estan unidos por desmosomas
y tienen una apariencia diferente a la de los musculos estriados por la alineacion de los
filamentos. Las fibras de estos musculos son filamentos de miosina pequefios y cortos rodeados
de 10 a 12 filamentos de actina, las bandas Z y H son irregulares y su longitud es de 7-8

micrometros (Nation, 2008).
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Figura 6. Corte longitudinal en el musculo esqueletal de Comadia redtenbacheri. ME, musculos
esqueletales; MV, masculos viscerales.

En el corte transversal se distingue el tejido adiposo (Figura 7) el cual se muestra
extendido por todo el hemocelo, formando un agregado de células blanquecinas, como lo
menciona Snodgrass (1935) que estan que dispuestas en capas. También puede aparecer como
pequefias cuerdas suspendidas, llenando las cavidades de la cabeza, el térax y el abdomen, ya
que puede funcionar como tejido conectivo entre los 6rganos (Chapman, 2013).

El tejido graso es uno de los mas importantes para procesos de mantenimiento y
reproduccion (Guillot, 2010); la grasa es un tejido de relleno que esta distribuido a través del
cuerpo, usualmente presente en dos capas: perivisceral alrededor de érganos y parietal adyacente
al integumento. El tejido esta formado por células llamadas trofocitos o adipocitos (Chapman,
2013).

De acuerdo con Chapman (2013) y Gislaine (2010) el cuerpo graso es el principal 6rgano

involucrado en el metabolismo de los insectos, ya que se encuentra en contacto con la hemolinfa,
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por lo que facilita el intercambio de metabolitos; se le adjudican también funciones de
almacenamiento de carbohidratos, lipidos y proteinas que pueden ser enviados a la hemolinfa
como precursores de otras sustancias, ademas de tener funciones enddcrinas y de inmunidad, de
manera que monitorea y responde a las necesidades fisiologicas del insecto en sus diferentes
estados de desarrollo y bajo diferentes condiciones ambientales, por lo que su cantidad puede

variar de acuerdo con el estado fisiologico del individuo.

100 M frm—
Figura 7. Corte transversal en el abdomen de Comadia redtenbacheri que muestra el tejido
adiposo.

En el corte transversal del abdomen de C. redtenbacheri (Figura 8) se pudo diferenciar el
vaso dorsal (VD), las células suspensorias (CS) que estdn unidas a un estrato de células
epidérmicas (CE), el diafragma dorsal (DD) que separa al seno pericardial (SPC) del perivisceral
(SPV) y que junto con el diafragma ventral ocasiona cambios de presion que facilitan la

circulacién de la hemolinfa. Ademaés se notan l6bulos definidos de tejido adiposo (TG).
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El sistema circulatorio estd constituido por el vaso dorsal que presenta dos regiones, la
anterior o aorta que funciona como vaso conductor y es un tubo que comienza en el térax y
termina en la cabeza. La parte posterior o corazon es el érgano pulsatil y en la mayoria de los
insectos se encuentra en el abdomen (Snodgrass, 1935). Las paredes del vaso dorsal son
contractiles y usualmente constan de dos capas de células musculares con un arreglo en circulo o

espiral (Snodgrass, 1935; Guillot, 2005; Chapman, 2013).

100 um i

Figura 8. Corte longitudinal en el vaso dorsal de Comadia redtenbacheri. CE, células
epidérmicas; CS, células suspensorias; DD, diafragma dorsal; SPC, seno pericardial;
SPV, seno perivisceral; TG, tejido graso; VD, vaso dorsal.

En la figura 9 se distinguen fibras nerviosas o axones (AX) y un ganglio (G) del cordén
nervioso ventral (CNV) a nivel del abdomen en corte transversal, rodeado de tejido graso (TG).

En la parte inferior se distingue la cuticula (C).
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En los lepiddpteros el corddn nervioso esta unido a la superficie del diafragma ventral por
tejido conectivo. Los ganglios forman parte del sistema nervioso central y se localizan en cada
segmento. En la parte central Ilamada neurdpilo se llevan a cabo las sinapsis de fibras
procedentes de diversos 6rganos sensoriales (Chapman, 2013). EI cordon nervioso central inicia
en el ganglio subesofégico, le siguen tres ganglios torécicos y hasta ocho abdominales. (Nation,
2008). Los ganglios abdominales son mas pequefios y dan origen a s6lo dos o tres nervios

principales a cada lado (Chapman, 2013).

Figura 9. Corte transversal en el cordon nervioso de Comadia redtenbacheri. AX, axones; C,
cuticula; CNV, cordon nervioso ventral; G, ganglio; M, masculo; TG, tejido graso.

La figura 10 presenta el corte transversal de una glandula salival de la larva de C.

redtenbacheri, rodeada de tejido adiposo (TA).

Las glandulas salivales varian en tamafio y disposicion a partir de tubos alargados simples
a complejos y ramificados, o estructuras de I6bulos glandulares complicadas. En Lepidoptera
producen seda, mientras que las glandulas mandibulares segregan saliva (Chapman, 2013).

Estructuralmente son células de origen ectodérmico, con un gran ndcleo irregular o ramificado
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que probablemente sea la fuente de la sustancia que segregan, que en el caso de C. redtenbacheri
es seda que sirve de proteccion de los diversos factores ambientales y es secretada por las larvas
inmediatamente después de la eclosion y a traves de todo el estado larvario, sobre todo cuando

estan fuera del rizoma de los agaves hospederos y durante la formacion del capullo.

Figura 10. Corte transversal en la glandula salival de Comadia redtenbacheri. TA; tejido
adiposo.

En el corte transversal de la figura 11 se observan, de afuera hacia el centro las
estructuras principales del intestino medio, el tejido adiposo (TA) trdqueas (T), paquetes
musculares longitudinales (ML), membrana basal (MB) que delimita la zona muscular y epitelio.
Arriba de la membrana basal se encuentra un estrato de células no diferenciadas (CND), a
continuacion la capa de células digestivas con nucleos de color morado intenso y en la parte
central células en diferenciacion (CD). En la parte mas interna se localizan las microvellosidades

o microvilli (MV) y el lumen (L).
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El intestino es un tubo continuo que va desde la boca hasta el ano, con invaginaciones y
regiones diferenciadas. Contiene una pared especializada en la secrecion de enzimas digestivas,
con la funcién de absorber, digerir y transportar a la cavidad general del cuerpo los nutrientes
para su posterior distribucion. La mayoria de las células son columnares, con una membrana
sobre el lado luminoso y un cojinete de microvellosidades que puede incrementar la superficie

del area de las células llamadas enterocitos (Chapman, 2013).

>

—T
9
100 M r—
Figura 11. Corte transversal de intestino medio de Comadia redtenbacheri. CD, célula diferenciada;
CND, célula no diferenciada; L, lumen; MB, membrana basal; ML, musculos longitudinales;
MV, micro vellosidades; T, traqueas; TA, tejido adiposo.

Conclusiones

La informacién obtenida de los cortes histolégicos permitid conocer las principales
estructuras de la larva de Comadia redtenbacheri que concuerdan con la anatomia general de los
insectos con caracteristicas histoldgicas similares. EI conocimiento generado en este trabajo es el

primero para este insecto.
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CAPITULO 11

Conservacion del Gusano Rojo Comadia redtenbacheri para Mezcal Embotellado

Resumen. Comadia redtenbacheri (Hammerschmidt) es un insecto que representa un alto valor
comercial para la industria mezcalera. La larva desarrollada tiene una coloracion roja intensa que
se pierde al ser incluida en la botella de mezcal, lo que demerita su aspecto estético, calidad y por
lo tanto la aceptacion del producto. Con objeto de preservar al insecto, se evaluaron cinco
tratamientos: mezcal (38°), alcohol 70%, serie ascendente de alcoholes (40%,60%,80% y 96%),
vinagre blanco-alcohol 40% y congelacion. Los resultados obtenidos muestran que el tratamiento
con vinagre blanco-alcohol 40% mantiene una mayor consistencia de las larvas. La técnica de

congelacién fue mas eficiente para la conservacion de color.

Palabras clave: agave, preservacion, insecto comestible.
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CAPITULO 11

Conservation of red worm Comadia redtenbacheri of mescal

Abstract. Comadia redtenbacheri (Hammerschmidt) is an insect with a high commercial value
for the mescal industry. The coloration of the developed larvae is intense red, but the colour is
lost inside mescal bottles, which diminishes their aesthetic appearance and quality, and the
acceptance of the product. With the objective of preserving the insect, a technique with five
treatments was evaluated. The treatments were the following: mescal (38°), 70% alcohol,
solutions of ascending concentrations of alcohol (40%, 60%, 80% and 96%), white vinegar -
40% alcohol, and freezing. The results show that the treatment with white vinegar - 40% alcohol
preserved better the consistency of the larvae; freezing was more efficient to preserve the colour.

Key words: edible insect, preservation,
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2.1. Introduccién

Comadia redtenbacheri (Hammerschmidt), conocido como gusano rojo del maguey, es
utilizado como alimento en zonas rurales de varios estados del centro de México y se
comercializa a precios elevados en las zonas urbanas para la industria de restaurantes y licores
(Hernandez-Livera et al. 2005). La larva tiene siete estadios larvales; los primeros no presentan
coloracion, pero a medida que crecen adquieren un color rojo que se intensifica en el dltimo
instar (Hernandez-Livera et al. 2005; Castro-Torres y Llanderal-Cazares, 2015). El insecto tiene
gran demanda en la industria mezcalera de exportacion; por ejemplo el mercado chino solicita al
menos 20 gusanos por botella (Encabo, 2000). Sin embargo, las larvas incluidas en las botellas
pierden su coloracién natural al ser expuestas a concentraciones de alcohol permitidas en el
mezcal, que van de 36° a 55° Gay-Lussac (SAGARPA, 1994) sin un procedimiento previo de
fijacion, lo que demerita su aspecto fisico, ademas de que en ocasiones hay degradacion de los
tejidos que al quedar como residuos en el fondo de las botellas desmerecen la calidad y
aceptacion del producto, lo que causa restricciones en diversos paises para su importacion
(Anénimo, 2011).

El mezcal, un destilado 100% de agave, se extrae de especies autorizadas por la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Recursos Naturales, Pesca y Alimentacion (SAGARPA,
1994). Es producido artesanalmente en México, cuenta con denominacién de origen y se ha
posicionado como la bebida alcohdlica con mayor crecimiento en el 2015 para el mercado
nacional e internacional, con un aumento de 79% en su envasado de acuerdo con el Consejo

Regulador del Mezcal (CRM, 2015).
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Los paises que mas consumen esta bebida son Estados Unidos, Espafia, Inglaterra,
Italia, Taiwan y Turquia, entre otros. Los tipos de mezcal mas demandados en el extranjero son
el joven abocado, joven, reposado y reposado con gusano. En México esta actividad genera
alrededor de 30,000 empleos, de los cuales 5,270 son directos. La produccion es de
aproximadamente 4.8 millones de litros y las ventas han llegado a ser de 97 millones de dolares.
De acuerdo con la Secretaria de Relaciones Exteriores (SRE), el estado de Oaxaca es el principal
exportador al generar el 54.4% de la produccion total nacional, el segundo lugar lo ocupa
Zacatecas con 45.3%, mientras que Durango y Guerrero producen el 0.3% restante (SER, 2014).

Una limitante importante para su exportacion es la ausencia de protocolos y normas que
aseguren la inocuidad del gusano rojo en la bebida, lo que ocasiona pérdidas econémicas para la
industria mezcalera y aunado a la falta de metodologias especificas para su conservacion, ha
provocado que su aspecto natural no se conserve en el producto. El objetivo de este estudio es
proponer una metodologia para la preservacion de caracteristicas especificas como consistencia y

color en larvas de C. redtenbacheri incluidas en mezcal comercial.

2.2. MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion de este trabajo las larvas se adquirieron el 12 de noviembre del 2014
en la localidad de San Juan Tianguistongo, municipio de Hueypoxtla, situada a 2500 msnm en el
Estado de México y fueron ubicadas en el laboratorio de Fisiologia de Insectos del Colegio de
Posgraduados, campus Montecillo. Para este experimento se requirié un total de 360 ejemplares
de sexto y séptimo instar, que son los mas utilizados por los vendedores para comercializarlos en
alimentos y bebidas, quienes se guian por la intensidad del color. Cada larva se midié y fue

seleccionada por su color, consistencia, movilidad e instar, asi como lesiones presentes en el
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cuerpo, con base en el procedimiento establecido por Zetina et al. (2011) y Zetina y Llanderal
(2014).

El experimento consté de cinco tratamientos: 1) Mezcal comercial solo, 2) Alcohol
70%, 3) Serie ascendente de alcoholes a concentraciones de 40%, 60%, 80% y 96% con cambios
cada siete dias, 4) Vinagre blanco-alcohol 40% por un periodo de 24 h en vinagre, paso a alcohol
40% durante una semana e inmersion en mezcal, 5) Congelacion por almacenamiento de las
larvas en bolsas de plastico Ziploc® de 16.5 x 14.9 cm, que se mantuvieron en el congelador de
un refrigerador Mabe® modelo RYMO4YQ7B. Para cada tratamiento se establecié una larva
testigo. Todos los tratamientos se colocaron en frascos de vidrio herméticos de 100 mL. El
alcohol utilizado fue de cafia 96%.

Se distribuyeron 36 larvas por tratamiento y los testigos correspondientes a cada uno de
ellos, divididos en tres grupos de doce individuos, las cuales fueron sacrificadas mediante
inmersién en agua a 80 °C por 5 min y posteriormente colocadas en los frascos correspondientes
al tratamiento previamente preparado y rotulado para su almacenamiento. Las variables de color
y consistencia de las larvas en cada uno de los tratamientos se evaluaron mensualmente durante
un afo.

Para comparacion se utilizaron larvas confinadas en botellas de mezcal de cuatro marcas
comerciales (A, B, C y D) de diferente costo. Los individuos se retiraron de cada una de las
botellas y se colocaron en tubos de vidrio transparente de 10 mL con tapa de baquelita, llenos a
su capacidad total con el mismo mezcal del que fueron obtenidas.

La integridad de los tejidos de las larvas se observo mediante la diseccion de un testigo
y un ejemplar de cada tratamiento. A cada larva se le realizo un corte longitudinal en posicién

dorsal para observar las principales estructuras morfologicas de C. redtenbacheri. Se utilizo la
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misma metodologia para las larvas de las botellas de mezcal comercial. Todas las larvas fueron
fotografiadas para su comparacion con una larva sana de ultimo instar considerada como testigo
absoluto, que fue sacrificada mediante la inmersion en alcohol 70% por un periodo de 30 min.

El experimento de conservacion de color se realizo el dia 30 de julio del 2015 con cuatro
larvas del tratamiento con vinagre blanco-alcohol 40%. El experimento constd de cuatro
tratamientos: 1) agua destilada mas pigmento natural A, 2) agua destilada mas pigmento natural
B, 3) agua destilada mas pigmento natural C, 4) agua destilada més pigmento natural D. Todos
los tratamientos fueron sometidos bajo las mismas condiciones, tiempo de emulsion y forma de

insercion. El agua utilizada fue Nalgene®.

Las larvas fueron retiradas del medio alcohdlico, y el exceso se elimind con un papel
absorbente; posteriormente se le agrego el pigmento con ayuda de una jeringa para insulina BD
Ultra-Fine® por la parte anterior y en la parte posterior de la larva de una manera subdérmica. El
procedimiento se realiz6 a cada una de las larvas. Al finalizar se incluyeron en frascos de vidrio
transparente con tapadera de baquelita negra, con alcohol 40% Nalgene®; los frascos fueron

rotulados y almacenados durante tres semanas, registrando los cambios ocurridos cada semana.

Los parametros registrados fueron los siguientes: coloracion obtenida, homogeneidad del
color en el cuerpo del insecto y pérdida del pigmento en el solvente; se registraron a las 24 h, y a

los 7 y 21 dias. Posteriormente fueron colocados en mezcal solo.

Se realiz6 un analisis de color a las larvas de los tratamientos de mezcal comercial solo,
alcohol 70%, serie ascendente de alcoholes, vinagre blanco-alcohol 40%, y congelacion, con
base en el modelo de color rojo, verde o azul por sus siglas en inglés (RGB), para lo cual se

seleccionaron 10 larvas de cada tratamiento y se registr0 el RGB de cada una, para
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posteriormente obtener el promedio. El analisis RGB se realiz6 sobre las imagenes digitales con
la herramienta de seleccion de color (color picker) del programa GIMP 2.8.14, con un radio de
25 pixeles por cada medicion. La lectura de los valores RGB se hizo en la paleta del mezclador
de colores de GIMP, de donde se obtuvieron también los codigos hexadecimales que
representaban a los colores promedio, para su representacion visual. El resultado de cada codigo

fue comparado con el testigo total.

Para la captura de las imagenes se utiliz un microscopio Carl Zeiss® modelo Tessovar.

Las imagenes se editaron con el software GIMP 2.8.16.

2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1 Observacion de las caracteristicas generales de la parte externa de los diferentes
tratamientos y larvas incluidas en botellas de mezcal.

Las larvas sometidas a los diferentes tratamientos de mezcal solo, alcohol 70% y la serie
ascendente de alcoholes (Figura 14, a-c), que fueron previamente fijadas por inmersion en agua a
80 °C, presentaron pérdida de pigmentacién de la cuticula en un lapso de dos a tres meses, que
pudo deberse a que el sistema de alcoholes jugd un papel importante por la naturaleza quimica
del pigmento en larvas, que podria tener una polaridad semejante al disolvente, siendo este un
factor para la decoloracion. De acuerdo con Verdin et al. (2013) el alcohol fija los tejidos y
disuelve los lipidos, y aunque en el caso de C. redtebancheri no se conoce la naturaleza del
pigmento, numerosos colorantes naturales son solubles en alcohol y cuando éste penetra en los
tejidos causa contraccion muscular y endurecimiento, por lo que es un método utilizado para la

preservacion de insectos (Gullan, 2010; Barbosa et al. 2015). La consistencia de las larvas en el
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tratamiento con alcohol 70%, se conservé ligeramente mejor que las de los tratamientos de
mezcal solo y la serie ascendente de alcoholes.

En el tratamiento con vinagre blanco (Figura 13, d) los individuos perdieron la
pigmentacion roja tipica de la larva (Figura 12) pero conservaron una mayor turgencia que los de
cualquier otro tratamiento. De acuerdo con diversos autores (Peterson, 1964; Stehr, 1987; Uria y
Mora, 1996) el &cido acético detiene la accion enzimética y por lo tanto evita el oscurecimiento,
ayuda a mantener la flexibilidad, tiene un potencial de oxidacion moderado y un efecto

preservador de las estructuras histoldgicas.

Figura 12. Coloracidn tipica de larvas desarrolladas de C. redtenbacheri, en restos de rizoma de
agave hospedero.

En el tratamiento de congelacion (Figura 13, €) la presencia de pigmento fue evidente en
la epidermis con una tonalidad rosada. Segun Stehr (1987) la congelacion permite conservar el

color por un tiempo prolongado. Sin embargo, cuando los ejemplares se pasaron al mezcal se
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observo pérdida de consistencia de los tejidos. De acuerdo con He et al. (2015) la congelacion
(Figura 13, €) es un método comunmente utilizado para la fijacion de tejidos y para mantener
frescos los alimentos, ya que las bajas temperaturas retrasan su deterioro y extienden su vida dtil,
aunque tiene un impacto negativo en la calidad del material, ya que durante el almacenamiento la
cristalizacion provoca cambios en la microestructura del tejido muscular.

El efecto en los testigos (Figuras 13, f-i) al finalizar el experimento, fue un
obscurecimiento de la cuticula, con excepcion del tratamiento por congelacion (Figura 13, €) en
el que la cuticula se transparentd y pudo observarse el dafio a los tejidos y 6rganos internos.

La pigmentacion de los individuos que no fueron sometidos al proceso previo de fijacion
con calor, hace suponer que éste era necesario para detener o inhibir la degradacion de éstos;
sobre el particular, Stehr (1987) menciona que la técnica de inmersién de diferentes organismos
en agua caliente, puede detener la accion enzimatica al tiempo que se sacrifica a los ejemplares y
se les limpia de residuos de otros materiales.

Por lo que respecta a los ejemplares obtenidos en botellas comerciales, la larva incluida
en el mezcal A (Figura 13, k), que fue el de mayor precio, mostré un color amarillento en la
totalidad del cuerpo y consistencia aceptable aunque ligeramente rigida, lo que sugiere que el
insecto fue sometido a calor excesivo antes de ser embotellado.

La larva obtenida en el mezcal B (Figura 13, I), de precio intermedio, mostro
deformacion muy avanzada, al grado de que el cuerpo estaba colapsado, lo que podria indicar
que la preservacion se hizo por congelacion y la inclusion en el mezcal pudo haber acelerado el
proceso de deterioro. Se sabe que la congelacion provoca una reduccion de la actividad
enzimatica debido a la formacion de cristales de hielo que modifican la disponibilidad del agua y

evitan que se favorezcan reacciones de deterioro (Gémez-Sanchez, 2007), pero se provoca una
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pérdida de peso debido a la sublimacion del hielo y al descongelar el material se favorece el
crecimiento de microorganismos (Camparione et al. 2002), que en este caso se observaron sobre
el integumento de la larva. El ejemplar ademés presentd una coloracién obscura, que
posiblemente se deba a la degradacion de los productos involucrados en la produccion de
melanina (Hackman et al. 1970).

El ejemplar del mezcal C (Figura 14, m) presentd los sintomas de deshidratacion y
colapso, ademas de una coloracion amarillenta.

La larva del mezcal D (Figura 13, n) mostré un obscurecimiento en el eje dorso ventral
del metatérax y en los dos primeros segmentos abdominales, mientras que en varios de ellos
presentd una queratinizacion circular localizada sobre los espirdculos. Durante el manejo de
colecta y compra venta de las poblaciones, las larvas sufren diferentes tipos de lesiones debidas a
dafios mecénicos en cualquier parte del cuerpo, que tienen la apariencia de manchas oscuras e
irregulares que pueden ser causadas por friccion, mordeduras u hongos (Zetina y Llanderal,
2014). En este caso las lesiones observadas sugieren una falta de seleccion previa a la inclusion
en las botellas.

Lo observado en los testigos de cada tratamiento fue similar al encontrado en las larvas
de las botellas comerciales, con obscurecimiento de la cuticula que va desde tonalidades cafés
hasta negras y presencia de manchas en algunos casos. Ademas de la deformacion de los tejidos,
que podria deberse a que las larvas estuvieron sometidas a congelacion, al pasarlas al mezcal se
colapsaron, adicionalmente otras reacciones que pudieran favorecer la invasion por
microorganismos. Es importante mencionar que los ejemplares testigo fueron seleccionados en

cuanto a sanidad, por lo que no presentaron lesiones por parasitismo.
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Figura 13. Larvas de C. redtenbacheri. (a- €) Larvas de los tratamientos. (f-j) Testigos de los
tratamientos. (k-n) Larvas incluidas en botellas de mezcales comerciales. Escala: 1 cm.
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2.3.2. Disecciones de las larvas de los diversos tratamientos y larvas incluidas en botellas de
mezcal comercial

En los individuos disecados de los tratamientos para mezcal solo (Figura 15, a) y serie
ascendentes de alcoholes (Figura 15, c), se observaron resultados semejantes en cuanto a la poca
cantidad de tejido graso distribuido en el hemocelo, asi como tracto digestivo y tubos de
Malpighi de color blanco translucido.

En la larva del tratamiento con alcohol 70% (Figura 15, b) también hubo poco tejido
graso de color blanco, concentrado alrededor del intestino de color ambar claro, que permitia
observar los musculos transversales y longitudinales de los segmentos del cuerpo, y tubos de
Malpighi bien diferenciados con una coloracion mas clara que la del intestino. En el tratamiento
vinagre- alcohol 40% (Figura 15, d) el tejido graso fue abundante y estuvo distribuido de manera
uniforme en el hemocelo, de modo que no fueron visibles los musculos; el epitelio entérico era
ligeramente café y los tubos de Malpighi bien diferenciados. Para el caso de congelacién (Figura
15, e), la cuticula transparente permitié localizar la pigmentacion rosada en la epidermis (Figura
14), las capas de tejido graso escasas, intestino contraido y deformado y tubos de Malpighi poco

evidentes.
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Figura 14. Ultimo segmento abdominal de una larva de Comadia redtenbacheri en el que se
observa la pigmentacion en la epidermis, EPI; y la cuticula transparente, C.

En la diseccion, el testigo del tratamiento de mezcal solo (Figura 15, f) presento el tejido
adiposo adherido al integumento y distribuido de forma regular en el hemocelo, arreglado en
I6bulos bien definidos, con una tonalidad blanca brillante y translicida en algunas areas,
intestino y tubos de Malpighi bien diferenciados.

El ejemplar en alcohol 70% (Figural5, g) mostré tejido graso blanco brillante,
principalmente alrededor del intestino de color blanco opaco y tubos de Malpighi visibles,
también de color blanco.

En el caso de la serie ascendente de alcoholes (Figura 15, h) el tejido graso estuvo en
I6bulos definidos alrededor del intestino, en el cual se notaron los masculos circulares y tubos de
Malpighi visibles.

El testigo del tratamiento con vinagre blanco-alcohol 40% (Figura 15, i) presenté tejido

graso escaso, musculatura visible en intestino e integumento y tubos de Malpighi poco evidentes.
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Para el caso de congelacién (Figura 15, j) tanto el tejido graso como las traqueas de aspecto
brillante, tenian una apariencia fragmentada y no se apreciaron los 6rganos.

En cuanto a las larvas procedentes de marcas comerciales, la del mezcal A (Figura 15, k)
mostro las fibras musculares rotas sobre la parte interna de la cuticula y una cantidad minima de
tejido graso alrededor de un tracto digestivo obscurecido y tubos de Malpighi visibles. La larva
en el mezcal B no permitié la diseccion por estar excesivamente deformada, colapsada y cubierta
con microorganismos.

En la marca comercial de mezcal C (Figura 15, 1) el tejido graso fue reducido y solo se
mostré adherido en zonas especificas del tdrax, tracto digestivo obscurecido y tubos de Malpighi
visibles.

Con respecto al mezcal D (Figura 15, m), el ejemplar presentd una descomposicion
severa, al grado de que el intestino estaba fragmentado, aunque los tubos de Malpighi tenian una
apariencia normal.

En el testigo absoluto que no fue sometido a la fijacién con agua caliente, el tejido graso
se mostro en I6bulos de color blanco, bien definido y abundante en el hemocelo, que cubria el
resto de las estructuras. Tubos de Malpighi de color amarillo.

De acuerdo con Chapman (2013) las células del cuerpo graso, el principal érgano
involucrado en el metabolismo de los insectos, estan en contacto con la hemolinfa, lo que facilita
el intercambio de metabolitos y se le adjudican también funciones de almacenamiento,
enddcrinas y de inmunidad, de manera que monitorea y responde a las necesidades del insecto en
sus diferentes estados de desarrollo y bajo diferentes condiciones ambientales, por lo que su

cantidad puede variar de acuerdo con el estado fisioldgico del individuo.
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Figura 15. Organos internos de larvas de C. redtenbacheri. (a-€) Larvas de los tratamientos. (f-j)
Testigos de los tratamientos. (k-m) Larvas incluidas en botellas de mezcales comerciales.
(n) Testigo absoluto. im intestino medio, m musculo, tg tejido graso, tm tubos de
Malpighi. Escala: 1 cm.
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El andlisis de color arrojé los siguientes RGB los cuales fueron convertidos en codigos
hexadecimales en donde se muestra la pérdida de color al finalizar el experimento. El cambio de
color fue evidente y mostro que el método de congelacién mantuvo el pigmento natural pero la

tonalidad cambio a rosa (Cuadro 1).

2.3.3 Analisis de RGB
Cuadro. 1 Resultado de color de Comadia redtenbacheri mediante el analisis RGB.

Tratamiento RGB Hex Color
Mezcal solo 180 155 115 B49B73
Alcohol 70% 171 149 111 AC956F
Alcoholes 180 158 120 B49E75
ascendentes
Vinagre blanco - | 180 157 117 B49C75

alcohol 40%

Congelacion 211 160 126 D2A17E
Mezcal solo testigo 155 120 72 9B7848
Alcohol 70% testigo | 108 70 48 6C4630
Alcoholes 130 98 65 836241

ascendentes testigo

Vinagre blanco - |111 80 54 836241

alcohol 40% testigo

Congelacion testigo 143 92 66 905C42

Testigo total 177 76 83 B24D53
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2.3.4. Tincion de larvas con colorantes naturales

Con el pigmento A, tanto a las 24 h como a los siete dias, se pudo observar que la
coloracion fue rosa tenue, la cual se mantuvo de forma parcial en el cuerpo del insecto, ademas
de que presento una leve pérdida del pigmento en el alcohol. A los 21 dias el color se conservo
con la misma tonalidad, pero se homogeniz6 en todo el cuerpo y no hubo pérdida del color
cuando se encontraba en el mezcal (Figura 16, a-c).

En el ejemplar con el pigmento natural B, a las 24 h y a los siete dias la tonalidad
obtenida fue ligeramente rosa y el color se encontré de forma parcial en el cuerpo del individuo.
A los 21 dias la coloracion y la disposicion del pigmento en el cuerpo no presenté cambios y solo
hubo un ligero desprendimiento del color en el mezcal (Figura 16, d-f).

La coloracién de la larva con el pigmento natural C presento una tonalidad roja tenue, con
una distribucion parcial en el cuerpo de la larva y desprendimiento leve en el alcohol 40% y en el
mezcal durante todo el proceso (Figura 17, a-c).

El pigmento natural D mostré una tonalidad rojiza en el individuo en las primeras 24 h,
en las cuales presentd una ligera pérdida del pigmento en el alcohol. El color se distribuyd
parcialmente en el cuerpo del insecto, a los siete dias la tonalidad fue un poco mas oscura y la
pérdida minima en el alcohol 40%, mientras que a los 21 dias la larva mostrd un tono morado
distribuido homogéneamente en el cuerpo, ademas de que no presento rastros del pigmento en el
mezcal (Figura 17, d-f). El pigmento natural D podria ser til para la industria mezcalera, ya que
la coloracion se mantiene en un sistema alcohdlico y no hay pérdida de color, lo que puede
favorecer su vida util en almacenamiento. El pigmento D es de grado alimenticio y no hay
restriccion en cuanto a las partes por millon a utilizar, lo que permite al consumidor ingerirlo sin

poner en riesgo su salud y estd en la lista de aditivos aceptados por la Food and Drug
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Administration (FDA), lo que puede significar ser una ventaja para la industria mezcalera de

exportacion.
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Figura 16. Tincién con diferentes colorantes naturales en larvas tratadas con vinagre - alcohol
40% de Comadia redtenbacheri. Pigmento A (a-c); pigmento B (d-f).
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Figura 17. Coloracidn con distintos pigmentos naturales en larvas tratadas con vinagre - alcohol
40% de Comadia redtenbacheri. Pigmento C (a-c); pigmento natural D (d-f).

La coloracion en insectos puede deberse a diferentes pigmentos, algunos de los cuales
pueden ser solubles en agua o lipidos. El pigmento puede estar ubicado en la cuticula o
epidermis subyacente, o deberse a estructuras fisicas y también se puede encontrar en el tejido
graso y la hemolinfa, lo que proporciona el color si la cuticula es transparente (Shamim et al.
2014).

El color rojo que caracteriza a la larva C. redtenbacheri podria atribuirse a un pigmento
del grupo de los homocromos, que son responsables de dar tonos que van desde el dorado,
pasando por rojo, purpura y violeta, hasta negro, que al reducirse forman rojos y al oxidarse
proporciona una coloracién usualmente amarilla (Cromartie, 1959; Insausti y Casas 2008). Los
homocromos son producidos en la epidermis y dan la coloracion al cuerpo, como en el caso del
lepiddptero Cerura, que cambia su tonalidad a roja justo antes de la pupacién (Chapman, 2013).
Otro ejemplo de este tipo de pigmentos, es el color rosa en adultos inmaduros de Schistocerca, la
coloracion roja en odonatos y las tonalidades rojas y cafés en mariposas (Shamim et al. 2014).

En el caso del gusano rojo del maguey, los procedimientos de colecta, acopio y venta que
transcurren durante periodos largos de tiempo, pudieran causar un debilitamiento de los
individuos, que se veria reflejado en el consumo de las reservas del tejido graso al estar sin
alimento antes de ser incluidos en las botellas de mezcal, lo que también pudiera estar
relacionado con el aspecto del canal alimenticio, como se describié anteriormente para algunos
de los ejemplares obtenidos de las marcas comerciales. La separacion de los tejidos de los puntos
de anclaje con el integumento puede interpretarse como resultado de una deshidratacién derivada

de la inclusion en la solucién alcohdlica del mezcal sin un tratamiento previo de fijacion de los
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tejidos, como puede ser el someterlos a calor. Es importante resaltar que ninguna de las larvas
incluidas en las botellas de mezcal presentd signos de parasitismo, aunque esto puede ser
frecuente en poblaciones silvestres de C. redtenbacheri, como lo mencionan Zetina y Llanderal
(2014).

La revision del estado general de las larvas incluidas en las botellas de mezcal reflejé una
carencia de procedimientos para asegurar la inocuidad del insecto en el producto, lo que deberia
ser una responsabilidad de las empresas, pero que también es consecuencia de la flexibilidad de
las normas sanitarias vigentes para bebidas alcoholicas emitidas por la SAGARPA, sin una

especificacion clara de la calidad que deben tener los ingredientes opcionales que son permitidos.

2.4. CONCLUSIONES

Con base en este trabajo, se recomienda la utilizacion de alcohol 70% y vinagre-alcohol
40% para la conservacion de larvas de C. redtenbacheri en mezcal, previa fijacion con calor para
conservar la calidad de las larvas que son incluidas en las botellas y extender la vida de
almacenamiento. Este es el primer trabajo que propone una metodologia para la preservacion de
insectos comestibles en bebidas alcoholicas. Se considera necesario continuar con mas pruebas
para lograr una coloracién similar a las que presentan las larvas en su estado natural. Se debe de
profundizar en la generacion de protocolos y normas de calidad que garanticen el manejo,
aprovechamiento sustentable y la inocuidad de la especie. Es importante un proceso de seleccion
previo a la utilizacion de las larvas para garantizar la calidad para su consumo. Ademas se
propuso la estandarizacion del uso de un pigmento natural, el cual cumple con las normas de la

FDA y brinda un color atractivo para el consumo en botellas de mezcal.
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CONCLUSIONES GENERALES

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo se generd informacion nueva
sobre anatomia interna de la larva de C. redtenbacher, que muestra una estructura anatdmica
similar a los demaés insectos, ademéas con base en los resultados obtenidos se concluye que el
utilizar alcohol 70% y vinagre-alcohol 40% se obtiene una mejor conservacion de las larvas
utilizadas en la inclusion en botellas de mezcal.

También se determin6 que la fijacion con calor es esencial para la preservacion integra
del insecto. Se observo que el proceso de seleccion previo a la utilizacion del insecto para uso
comercial es de vital importancia para garantizar la calidad para su consumo.

Ademas se establecid un nuevo método de tincidn y el uso de un pigmento especifico que
mantiene el color en larvas incluidas en mezcal, que no presenta riesgo al consumidor al ser
ingerido y que podria ser usado para la produccion de mezcal de exportacidn ya que es permitido
su uso por la FDA. La incorporacion del pigmento natural es un avance innovador para la
industria mezcalera ya que permitira mostrar el color caracteristico de la larva. Es necesario
continuar con mas pruebas para lograr una coloracién similar a las que presentan las larvas en su

estado natural.
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