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RESUMEN

Con el objetivo de determinar el pH 6ptimo al que cultivos celu-
lares de cochinilla (Dactylopius coccus Costa) registran la maxima
produccion de acido carminico in vitro, se evaluaron varios niveles de
pH 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 y 6.5) y de fracciones de centrifugado (0, 2, 5y
10 min) de células maceradas de embriones de cochinilla establecidos
en medio nutritivo de Schneider. El contenido de acido carminico
presente en cada muestra fue determinado mediante cromatografia
liquida de alta resolucién. La extraccion del pigmento de las muestras
se realizé con una solucion de HCIl 2M. Los limites de detecciéon del
pigmento fueron de 1.0 mg L™ a 120.0 mg L. No se observé un efec-
to significativo del pH en el contenido de acido carminico ni en el
niimero de lineas celulares, aunque el pH intermedio (5.5) tendi6 a
dar mejores resultados.
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SUMMARY

In order to determine the optimal pH level at which cochineal in-
sect (Dactylopius coccus Costa) cell cultures produce carminic acid in
vitro at peak levels, several pH (4.5, 5.0, 5.5, 6.0 and 6.5) and centri-
fuge fractions (0, 2, 5 and 10 min) combinations were tested on
cochineal insect embryos growing in a Schneider’s nutritive medium.
Carminic acid content was determined by high precision liquid chro-
matography. Dye extraction was achieved using a HCI 2M solution.
Detection levels were between 1.0 and 120.0 mg L. The effect of pH
was not significatively different among pH treatments, but the inter-
mediate pH (5.5) showed more carminic acid and higher number of
cell lines.
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INTRODUCCION

Las familias de insectos Dactylopiidae, Lacciferidae y
Kermesidae, contienen géneros de escamas productoras de
pigmentos. Dentro de éstas se encuentra la grana o cochi-
nilla (Dactylopius spp), homdpteros, parasitos especificos
del género Opuntia, productoras de 4cido carminico, un
colorante rojo natural empleado actualmente en las indus-
trias de alimentos, farmacéutica, textil y cosmética (De
Lotto, 1974; Tekelemburg, 1993).

Con el descubrimiento de los colorantes sintéticos co-
mo la eritrosina y ponceas, la mayoria de los pigmentos
naturales dejaron de usarse a gran escala. Sin embargo,
estudios recientes han demostrado que el uso de estos colo-
rantes sintéticos son cancerigenos potenciales (Saltzaman,
1992). Ante esta situacion, la produccién de pigmentos na-
turales ha resurgido y el 4cido carminico ha adquirido ma-
yor importancia, por lo que se buscan nuevas alternativas,
como la biotecnoldgica, para generar cultivos celulares de
la cochinilla fina del nopal (Dactylopius coccus Costa) ca-
paces de producir acido carminico in vitro.

El control del ambiente fisico del cultivo in vitro es
esencial y debe ser bien definido, ya que numerosos facto-
res influencian su establecimiento, entre ellos temperatura,
pH, osmolaridad y humedad. La presién osmética y el pH
son los factores de mayor cuidado en la formulacién de
medio. La presion que se utiliza generalmente es de 360 *
10 mOsm kg™; el pH de 6.2 a 7.0 para lepidopteros y dip-
teros, pero en lineas de cucarachas el valor es mas alto
(7.4). Los valores de estos factores pueden ser establecidos
con base en los obtenidos de la hemolinfa del insecto
(McAteer et al., 1979; Lynn et al., 1988; Schlaeger,
1996). No existen datos para células de homédpteros.

El poder colorante de un carmin se mide por la concen-
tracion de acido carminico y el precio del producto es di-
rectamente proporcional al porcentaje de este compuesto.
La determinacién de la concentracién de 4cido carminico
presente en una muestra o en el insecto mismo, se puede
realizar por espectrofotometria (método alcalino), y me-
diante cromatografia. Los tipos de cromatdgrafos mas co-
munmente usados en la deteccion de acido carminico, han
sido la cromatografia en capa fina (TLC) y la cromatogra-
fia liquida de alta resoluciéon (HPLC). Este ultimo se ha
utilizado para determinar la concentraciéon de diversos
pigmentos en Dactylopius spp., Kermes vermilo y Laccifer
lacca (Woutters, 1990; Merino y Edberg, 1996; Sugimoto
et al., 1998).
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Dada la importancia econdémica del 4cido carminico y
la de los cultivos in vitro como una opcién para producirlo
en gran escala, en la presente investigacion se evalud la
respuesta de cultivos celulares de embriones de cochinilla
establecidos en medio de cultivo para determinar el pH dp-
timo en el que éstos expresan su maxima produccién de
carmin y el mayor nimero de cultivos transformados en
lineas celulares, considerando a un cultivo transformado
como aquél con células de forma y tamafio uniforme, con
capacidad de division celular que se mantiene a través de
numerosos subcultivos.

MATERIALES Y METODOS
Material biolégico

La cria de la cochinilla se llev) a cabo sobre cladodios
de nopal Opuntia ficus-indica en una camara de cria a
temperatura ambiente. Cada cladodio se infesté con ocho
hembras oviplenas y conforme los machos aparecieron se
fueron eliminando con el objeto de mantener a las hembras
virgenes. A los cien dias de la infestacién, cuando las
hembras alcanzaron la madurez sexual, se introdujeron
machos a la camara para sincronizar el apareamiento y ob-
tener embriones con la mayor uniformidad posible. Me-
diante ensayos previos, se determind que 10 dias posterio-
res al apareamiento ya existian embriones capaces de pro-
ducir el pigmento en sus células y que éstas ya podian ser
cultivadas.

Obtencion de células embrionarias de D. coccus

Se recolectaron 40 hembras gravidas de cochinilla a las
que se les removié la cera del cuerpo con alcohol etilico
70 %, y luego se lavaron perfectamente con agua destilada
para eliminar los residuos de alcohol. Las hembras fueron
disecadas dentro de una campana de flujo laminar, hacien-
do un corte en la parte anterior del insecto, con tijeras de
diseccion. Los embriones se extrajeron y se depositaron en
una caja de Petri de vidrio de 5 cm de didmetro contenien-
do 4 mL de agua destilada estéril. Se agregaron 2 mL de
cloro 7 % y se agitd con una pipeta de transferencia con la
finalidad de eliminar residuos de ovariolas y restos de con-
taminantes (bacterias del tracto digestivo). A los 30 s se
eliminé el agua con cloro y se lav) de tres a cuatro veces
con agua destilada estéril.

Establecimiento del cultivo de embriones

Todos los embriones extraidos fueron transferidos a un
tubo de centrifuga estéril de 12 mL de capacidad procu-
rando eliminar toda el agua posible. Se agregaron 2 mL de
medio nutritivo de Schneider con la ayuda de una pipeta
estéril. Los embriones se recolectaron con una pipeta de
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transferencia cuya punta fue sellada posteriormente con la
llama de un mechero. Los embriones se maceraron presio-
nandolos con los dedos hasta que éstos ya no fueran visi-
bles en el medio. Con la ayuda de una gasa estéril se filtré
la solucién que contenia el macerado para eliminar grandes
porciones de tejido o embriones completos. Este filtrado se
coloc6 en un tubo de centrifuga estéril y se le adicionaron
5 mL de medio nutritivo. Se dejo en reposo durante 30
min para que sedimentaran los agregados celulares de ma-
yor tamafio. El sobrenadante se transfirié a otro tubo y al
sedimento se le adiciond 1 mL de medio nutritivo mez-
clandolo perfectamente, lo que constituy6 el nivel O min de
centrifugado. En cada uno de cinco pozos de una placa
multicelda de 24 pozos se colocd 0.2 mL del macerado y
se adicion6é 1 mL del medio nutritivo correspondiente (pH
4.5,5.0,5.5,6.0y 6.5, respectivamente). El sobrenadante
fue centrifugado durante 2 min a 1600 rpm, transfiriendo
el sobrenadante a un nuevo tubo de centrifuga y agregando
1 mL de medio nutritivo al sedimento. De manera similar,
este ultimo se distribuyd en cinco pozos de la placa multi-
celda con su respectivo medio nutritivo. Para los tiempos
de centrifugado de 5 y 10 min se siguié un procedimiento
similar que con el de 2 min.

Medio de cultivo

El medio de cultivo usado para el establecimiento de li-
neas celulares de Dactylopius coccus fue el de Schneider,
preparado de acuerdo a las especificaciones del distribui-
dor (SIGMA, S-9895) y suplementado con 10 % de suero
de feto de bovino inactivado por calor.

El medio fue esterilizado mediante filtracion con mem-
branas con porosidad de 0.22 pum (Millipore
GSWP04700). La presién osmotica del medio para cada
uno de los pH’s fue establecida a 360 mOsm kg™

Determinacion del contenido de acido carminico

La cantidad de acido carminico fue determinada en un
cromatografo de liquidos HP 1100, con base en la metodo-
logia propuesta por Merino y Edberg (1997), con modifi-
caciones en la proporcién de los solventes para adaptarlo al
tipo de columna utilizado (Hypersil ODS de 225 mm de
longitud x 4 mm de didmetro x 5 um de tamafio de particu-
la). Para la fase moévil se utiliz6 metanol: buffer de fosfa-
tos (25:85, v/v) pH 6.0, a 280 nm y con un flujo de 0.8
mg L. Los solventes (metanol y la solucién de fosfatos)
fueron filtrados por separado con membrana de 0.2 um de
tamafio de poro. Se elabor6 una curva patrén para deter-
minar el flujo, la longitud de onda, el tiempo de retencién
y la proporcién de cada una de las soluciones empleadas.



GONZALEZ, BARCENAS, AQUINO, VALDEZ, ORTEGA Y RAMIREZ

Elaboracion del buffer de fosfatos. Para el buffer de
fosfatos se mezclaron 890 mL 0.067 M de la solucién de
fosfato de potasio y 110 mL de fosfato de sodio 0.067 M.
Se ajustd el pH a 6.0 £ 0.05 con fosfato de potasio si el
pH fue mayor de 6.0, o con fosfato de sodio si fue menor.
Cabe hacer notar que la solucién fue estable Gnicamente
por dos dias.

Elaboracion de la curva patrén. Para la preparacion
de los estandares se adicionaron 100 mg de acido carmini-
co (Merck; 98 % de pureza) en 50 mL de HCl 2M. Se

hirvié la solucién durante 2 min, posteriormente se en-

fri6 a temperatura ambiente y se transfirié a un matraz vo-
lumétrico de 100 mL y se aforé a 100 mL con HC1 2M. Se
transfirieron 50, 100, 200, 500 y 1000 pL de esta solucion
a un tubo de ensaye, se afor6 a 5 mL con solucién HCI
2M y se filtr6 cada una de las soluciones con filtro de je-
ringa de 0.22 um. Se inyectd cada uno de los estandares al
HPLC, de menor a mayor concentraciéon. La cantidad del
pigmento en cada uno de los estandares fue de 5.0, 10.0,
20.0, 50.0 y 100.0 mg L, respectivamente. Posteriormen-
te se integraron los cromatogramas y mediante regresion
lineal se realiz6 la curva de calibracién (curva patrén).

RESULTADOS Y DISCUSION
Cultivo in vitro de embriones

La coloracién del medio en cada nivel de pH vari6 en
tonalidades desde un rojo intenso en pH de 4.5 a viol4ceo
en 6.5. Esta variacion se debe a que el carmin cambia su
configuracién de acuerdo al pH en que se establezca, por
lo que se le considera un indicador de pH. La coloracién
de los cultivos disminuyd gradualmente conforme se agre-
g6 medio nutritivo adicional debido a que la mayoria de las
células se lisan y son pocas las que contindan la produc-
cién del colorante. Las células que no fueron centrifugadas
no mostraron uniformidad celular. En contraste, las frac-
ciones de centrifugados de 2 y 5 min dieron lugar a lineas
celulares heterogéneas en la forma y tamafio de las células
(Figura 1). La densidad de células en las lineas celulares
fue de alrededor de 0.8 x 10°células mL™".

El mayor niimero de lineas celulares se presentd en el
pH 5.5 (Figura 2), con un total de 12 lineas; le sigui6 el
pH 6.0 con nueve lineas y los pH 4.5 y 5.0 con ocho li-
neas. El pH 6.5 tinicamente mostro seis lineas transforma-
das con gran cantidad de residuos celulares. En los demds
pH probados, la apariencia de las células transformadas
fue muy similar, donde sobresalieron las fracciones de 2 y
5 min.
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Figura 1. Linea celular obtenida de cultivos de embriones de cochinilla.
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Figura 2. Lineas celulares obtenidas en cultivos de embriones de cochini-
la.

Cuantificacién de acido carminico en cultivos de em-
briones de D. coccus

Las concentraciones de 4cido carminico variaron entre
1.05y 9.9 mg L, segin el pH. El andlisis de los datos no
detecté diferencias estadisticas entre los tratamientos de
pH, lo cual muestra que todos los niveles evaluados tuvie-
ron el mismo efecto y fueron apropiados para el cultivo de
D. coccus (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Comparacion de contenido de carmin en cultivos celulares de
embriones a diferentes pH.

pH Media

5.5 6.32 n.s.
5.0 5.89 n.s
6.5 5.83 n.s
6.0 5.70 n.s
4.5 4.48 n.s

n.s. = Las medias no son significativamente diferentes (Tukey 0.05)

Aunque las diferencias no fueron significativas, el pH
intermedio (5.5) tendi6 a mostrar los mejores resultados,
tal y como ocurre en el nimero de lineas celulares; no obs-
tante, en este pH la contaminacién por hongos y bacterias
patdgenas también tiende a ser mas frecuente.

Debido a que el producto de interés es un 4cido, los va-
lores de pH son inferiores a los 6ptimos obtenidos en otros
cultivos celulares de insectos. Asi, en Heliothis zea se lo-
graron rendimientos celulares maximos entre pH 6.0 a 7.0,
mientras que con valores menores de pH, el rendimiento
disminuye (Vaughn, 1985; Hink, 1979). Para el caso de
células de Tricoplusia ni, las mejores condiciones morfo-
logicas son expresadas a pH de 6.0 a 6.24 (Hink, 1979).
Sin embargo, Vaughn (1985) menciona que para algunos
cultivos celulares no existen diferencias marcadamente
significativas en el pH, como ocurre en células de Culex
tritaeniorhinchus, que crecen bien desde 6.3 a 7.6; en
cambio C. quinquefasciatus se desarrolla solamente entre
6.5y 6.9. Al igual que en cultivos de Culex, en las de D.
coccus el pH tiene un rango amplio (4.5 a 6.5) por lo que
se puede usar cualquiera de estos valores para iniciar culti-
vos celulares, pero se da preferencia al pH intermedio
(5.9).

Los cromatogramas obtenidos mediante HPLC, tanto
de un estandar como el de la muestra de cultivo, se mues-
tran en la Figura 3.
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Figura 3. Cromatogramas obtenidos a una longitud de onda de 280 nm:
A) estandar de dcido carminico; B) muestra de cultivo de embriones.
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CONCLUSIONES

Los medios de cultivo con 4.5 a 6.5 son adecuados pa-
ra el cultivo in vitro de células de la cochinilla, aunque
tendieron a ser mejores los pH intermedios en el contenido
de carmin y el nimero de lineas celulares. Los tiempos de
centrifugado de 2 y 5 min fueron los mas adecuados para
establecer lineas celulares de embriones de D. coccus. La
produccion de carmin en cultivos secundarios fue baja, por
lo que se sugiere evaluar otras variables del medio de cul-
tivo, como presiéon osmdtica y constituyentes del medio
nutritivo, principalmente. Se sugiere hacer estudios citol6-
gicos y fisiologicos de los factores involucrados en la pro-
duccién de carmin, para detectar los mecanismos que con-
trolan la produccion del pigmento in vitro.
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