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RESUMEN

Dactylopius coccus, comunmente conocida como grana cochinilla, ha sido ampliamente
utilizada para la produccién de pigmentos a nivel industrial. Los estudios previos en relacion
con la cochinilla y al cladodio de nopal se enfocan primordialmente a las mejoras de
produccion de grana, y mayor obtencion de acido carminico, para asi obtener rendimientos
altos en la produccién del carmin. Sin embargo, la interaccion de la cochinilla con el cladodio
ha sido poco estudiada a nivel de la alimentacion y las interacciones del pico chupador, o
estilete, con las diferentes capas del nopal. En este trabajo se estudian las diferentes etapas
de desarrollo de la cochinilla, la ubicacién del estilete con las diferentes capas del nopal y
la caracterizacion de componentes de las mismas, contribuyendo asi a un mejor
conocimiento de la relacion cochinilla-nopal. De acuerdo con los resultados obtenidos, la
longitud del estilete de la cochinilla varia dependiendo del individuo, no habiendo una
longitud especifica para las etapas de desarrollo, ni una localizacién en particular en busca
de alimento. Se logré identificar las capas de cladodio de nopal a las cuales llegan los
estiletes de la cochinilla en sus diferentes etapas de desarrollo, identificando al parénquima
como la capa en la cual se observaron mas estiletes, mientras que su localizacion en los
h&ces vasculares solo se detectd en algunas ocasiones. La composicion quimica de
Opuntia en sus diferentes capas mostr6 que los componentes mayoritarios son los
carbohidratos, principalmente, &cido galacturénico, glucosa, fructosa y sacarosa,
localizandose mayoritariamente en la capa del parénquima, uno de los sitios donde se
encontré la punta del estilete. Lo anterior sugiere que estos compuestos pudieran ser
atrayentes de la cochinilla. Los aminoacidos fueron abundantes en la capa del clorénquima,
en la cual no se localizaron los estiletes de las cochinillas, por lo que no son blanco de la
cochinilla como fuente de alimento. La composicion de &cidos organicos se relaciona con
el metabolismo &cido de las crasulaceas, propio del nopal. Sin embargo, algunos de los
acidos identificados como &cido fumarico, glicérico, succinico, maleico y malénico, también
pueden ser de interés en la cochinilla como precursores de rutas metabdlicas importantes.



ABSTRACT

Dactylopius coccus, commonly known as cochineal, has been widely used to produce
pigments on an industrial level. Previous studies of the relation between the cochineal and
the cactus cladode have focused primarily on ways to improveme the production of
cochineal and cocncomitantly, of carminic acid, thus increasing the yield of carmine
production. However, the interaction of the cochineal with the cladode has been little studied
at the level of feeding and the interactions of the sucking beak, or stylet, with the different
cactus layers. In this work, the different stages of development of the cochineal are studied,
together with the location of the stylet with the different cactus layers and the
characterization of their components. The latter, to improve the understanding of the
cochineal-nopal relationship. According to the results obtained, the length of the cochineal
stylet varies depending on the individual, not having a specific length at different stages of
development or a particular location in search of specific food sources. In addition, the nopal
cladode layers to which the stylets of the cochineal are directed in their different stages of
development were identified. Consequenty, the parenchyma layer was found to be location
toward which the majority of the stylets were directed. Conversely, they were seldom
localized in or around the vascular tissues. The chemical composition of the different layers
of Opuntia showed that the major components are carbohydrates, mainly galacturonic acid,
glucose, fructose and sucrose, being located mostly in the parenchyma layer, one of the
sites where the tip of the stylet was usually found. The latter suggests that these components
could be factors responsible for the cochineal attraction. The amino acids were abundant in
the chlorenchyma layer, far from where the cochineal stylets were located, indicating that
they are most probably not a source of food for the cochineal. The composition of organic
acids is related to the Crassulacean Acid Metabolism, characteristic of Opuntia. However,
some of the acids identified as fumaric, glyceric, succinic, maleic and malonic acids may be
of interest in cochineal as precursors of important metabolic pathways.
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INTRODUCCION

La grana cochinilla o cochinilla de grana, Dactylopius coccus, es un insecto hemiptero que
se desarrolla unido a los cladodios de plantas de nopal, principalmente Opuntia ficus-
indica, y ha sido utilizado en diferentes culturas para la obtencion de colorante rojo.
Numerosas culturas americanas precolombinas lo utilizaban para tefiir telas, vasijas e
incluso realizar pinturas rupestres (Baranyovits 1978; Coll-hurtado 1998).

El colorante se obtiene de los cuerpos secos de las hembras, los cuales son molidos y
extraidos con agua o diferentes solventes. El acido carminico es el principal componente
del colorante, el cual da la coloracion roja a la hemolinfa de estos insectos y esté presente
desde el huevo del insecto (Caselin-Castro et al. 2008). Este es procesado para obtener
el carmin, un colorante utilizado en la industria alimentaria, textil y cosmética. Debido a
este compuesto, la grana cochinilla ha tenido gran importancia econémica desde tiempos
antiguos. En las culturas prehispanicas era utilizado como moneda o tributo (Lopez-
Munguia et al. 2017).

La conquista espafiola dio a conocer al viejo continente la existencia de la cochinilla y su
uso como colorante. Esto llevo a Europa la grana cochinilla, en donde se convirtié en uno
de los colorantes mas valiosos. La demanda europea por colorante llevé a México a ser
uno de los mayores productores y exportadores de este insecto, siendo un costal de
cochinilla incluso tan valioso como el oro y la plata. La produccion de cochinilla en el
continente americano se realizaba principalmente en México y Perd. Con la aparicion de
los colorantes sintéticos en 1856, gracias al descubrimiento de W. H. Perkin, la
produccion de cochinilla para la obtencion de colorantes se vio desplazada. El uso de
colorantes sintéticos reducia costos en la industria textil y la produccién de cochinilla en
México disminuyo considerablemente (Baranyovits 1978; Allevi et al. 1991, 1998).

En la actualidad, algunos colorantes sintéticos han sido prohibidos en la industria
alimentaria, debido a reacciones de toxicidad y alergia, lo cual elevé la demanda en el
mercado de los colorantes de origen natural, entre los cuales, el carmin de cochinilla es
uno de los principalmente solicitados en la industria de alimentos (Loprieno et al. 2000).

Aproximadaménte un siglo después de la caida de produccion de cochinilla en México, se
retomo el interés en el insecto en su produccion e investigacion. Sin embargo, no se ha
recuperado del todo el auge que antafio tenia en produccién y en exportacion (Coll-
hurtado 1998; Pérez Sandi y Cuen & Becerra 2001; Romero-Lopez et al. 2006) .

La investigacion respecto al nopal y a la cochinilla de manera individual se esta
retomando en México, al igual que la produccién de cochinilla y obtencion del carmin
(Lloyd 1980; Romero-LoOpez et al. 2006; Coronado-Flores 2011; Ruiz-Lopez 2011). Sin
embargo, la investigacion existente sobre la interaccion puntual de la cochinilla con el
hospedero es muy escasa (Chavez-Moreno et al. 2011).



1. ANTECEDENTES

1.1 Cochinilla (Dactylopius coccus)
La cochinilla o grana cochinilla es un insecto originario de México que vive como parasito
en cladodios de nopal, primordialmente en Opuntia ficus-indica (Chavez-Moreno et al.
2011). Esta es considerada una plaga del nopal, ya que una vez que se adhiere a él
permanece ahi hasta completar su ciclo biol6gico. Afortunadamente, esta plaga es
también considerada como un beneficio para el hombre, por su utilidad en el &rea de los
colorantes.

Entre las cochinillas del género Dactylopius se encuentra gran variedad de cochinillas
silvestres. Las cochinillas silvestres poseen una capa algodonosa en la superficie de su
cuerpo, a diferencia de la cochinilla fina Dactylopius coccus la cual posee una capa de
polvo ceroso blanco que la recubre. De esta forma, es fécil identificar cuando una
cochinilla Dactylopius es fina o silvestre (Chavez-Moreno et al. 2011).

1.1.1. Taxonomia
La cochinilla es un insecto hemiptero, perteneciente a la familia Dactylopiidae. En su
primera clasificacion, en 1758, Linneo la denominé Coccus cacti. Sin embargo, en 1835
Costa la reclasific6 como Dactylopius coccus, clasificacion que permanece hasta el
presente (Tovar-Puente 2000). De manera general, su clasificacion taxonémica es la
siguiente:

Clase: Insecta
Orden: Hemiptera
Familia: Dactylopiidae
Género: Dactylopius
Especie: coccus
Morfolégicamente, la cochinilla hembra y el macho son diferentes (Figura 1.1), sin
embargo, esta diferencia es observada so6lo hasta la etapa adulta y en el proceso de
metamorfosis del macho (Marin & Cisneros 1977).

Figura 1.1. Dactylopius coccus Costa. A) Diferencia morfolégica entre
cochinilla hembra (izquierda) y macho (derecha) en la etapa adulta. B)
Fotografia mostrando el aspecto de este insecto en cladodio de Opuntia.



Las cochinillas del género Dactylopius, son endémicas del continente americano,
encontrdndose habitando cactaceas de los géneros Opuntia, Nopalea y Grusonia. El
género Dactylopius incluye un total de nueve especies localizadas en el norte y sur de
América: Dactylopius coccus, D. ceylonicus, D. confusus, D. opuntiae, D. tomentosus, D.
austrinus, D. confertus, D. salmianus y D. zimmermanni. De acuerdo a lo reportado por
Portillo (2005), en Norte América se incluye a D. coccus, D. ceylonicus, D. confusus, D.
opuntiae y D. tomentosus, las cuales se ha reportado se localizan en México en los
estados de Baja California, Coahuila, Estado de México, Jalisco, Oaxaca, Puebla y
Veracruz, en un gran numero de hospederos pertenecientes a los géneros Opuntia,
Cylindropuntia y Grusonia.

De acuerdo con lo reportado por Chavez-Moreno et al. (2010), en México se ha
encontrarado especies de Dactylopius en los estados de Chihuahua, Durango,
Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Michoacan, Morelos, Nayarit, San Luis Potosi,
Tamaulipas, Tlaxcala y Zacatecas. Este estudio también reporta que la especie D. coccus
infesta principalmente la especie de nopal Opuntia ficus-indica, llevando a los productores
a decidir el uso de esta especie como huésped, por sobre otras especies de nopal.
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Figura 1.2. Distribucion de Dactylopius coccus (diamantes) en la
Republica Mexicana, en sus diferentes huéspedes (cuadrados). Adaptado
de Chavez-Moreno et al. 2010.



La diferencia entre las demas especies de Dactylopius con D. coccus, radica en que las
denominadas silvestres poseen un algodoncillo en su superficie dificil de retirar, mientras
que D. coccus se identifica por poseer un polvo ceroso llamado coccerina (Figura 1.3)
(Liebermann, 1885; Chibnall et al. 1934) .

Figura 1.3. Diferencias entre cochinilla silvestre y cochinilla fina.

1.1.2. Contexto Histérico
La cochinilla ha sido de gran importancia desde tiempos precolombinos. Los Aztecas
solian llamarla nocheztli, que significa “sangre de tuna” debido a su color similar a la
sangre. Se utilizaba como colorante de gran valor, encontrandose en murales, papeles
mate y telas en la época prehispanica. La cerdmica y algunas telas del periodo post
clasico (900-1521 de nuestra era) también fueron tefiidas con colorante de la cochinilla
(Hernandez-Hernandez et al. 2003; Hernandez-Hernandez et al. 2005).

La cria de la grana cochinilla data de tiempos de Moctezuma, donde se utilizaba como
pago de tributos (Figura 1.4). Se dice que era tan valiosa como las piedras preciosas y el
oro (Coll-Hurtado 1998). |Sin embargo, con la llegada de los espafioles a América la
importancia de la cochinilla aumento. El gusano de seday la cochinilla del carmin se
convirtieron en productos muy valiosos que debian ser exportados a tierras europeas,
donde eran de gran utilidad en la fabricacion de prendas y el tefiido de telas
respectivamente
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Figura 1.4. Codex Mendocino (izquierda). Mencion de costales de
cochinilla como parte de los tributos al emperador azteca (ampliacion
derecha).

El cultivo de la cochinilla fue estimulado por los espafioles primero en Tlaxcala y
posteriormente en Puebla, y en poco tiempo muchas ciudades de la Nueva Espafia se
encargaron de la produccion de la cochinilla. La demanda de la cochinilla en Europa fue
tal que la produccion se extendio a varios estados de la actual Republica Mexicana,
siendo el principal productor el estado de Oaxaca (Coll-Hurtado 1998). Oaxaca se
encargaba principalmente de la mineria y de la obtencion de metales preciosos. Sin
embargo, con la escasez de minerales en Oaxaca, se siguio con la produccion de la
cochinilla'y se convirtié en el estado de mayor produccién del insecto (Coll-Hurtado 1998;
Abel 2012).

1.1.3. Ciclo biol6gico
La cochinilla tiene un ciclo de vida de 80-90 dias aproximadamente. El ciclo comienza a
partir del huevo, el cual mide aproximadamente 0.7 mm de largo por 0.3 mm de ancho y
tarda en eclosionar de 10 min a 6 h (Figura 1.5) (Marin & Cisneros 1977; Pérez-Guerra
1991).
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Figura 1.5. Ciclo de desarrollo de cochinilla Dactylopius coccus. Adaptado
de Hernandez-Hernandez, 2005.

Del huevo emerge la ninfa I, la cual es un organismo mévil morfolégicamente similar a una
arafa pequefa de color rojo. Mide aproximadamente 1 mm de largo por 0.5 mm de
ancho. Las ninfas | son fotosensibles, buscan la parte del cladodio que no esté expuesta a
la luz y una vez que encuentran el sitio adecuado se anclan al nopal por medio de su
cavidad bucal, conocido como pico chupador o estilete. Una vez establecida la ninfa | en
el cladodio comienza el desarrollo de polvo y pelos cerosos en la superficie de su cuerpo,
los cuales se cree le sirven para proteccion contra depredadores. En este punto la
diferencia entre macho y hembra no es tan clara. Algunos autores reportan que la longitud
de los pelos cerosos diferencia entre hembras y machos, siendo los machos los de pelos
mas cortos y las hembras de pelo mas largo. También se cree que la localizacién de las
ninfas | en el cladodio determina si seran machos o hembras, ya que los machos
permanecen en las inmediaciones de la madre y las hembras buscan establecerse a
mayor distancia (Pérez-Guerra 1991).

A medida que avanza el tiempo, alrededor de los 25-28 dias, la ninfa | realiza una muda,
la cual da origen a la ninfa Il (Figura 1.6). La ninfa Il es de cuerpo ovalado y presenta

segmentos horizontales en su superficie. Su tamafio es de aproximadamente 1.1 mm de
largo y 0.6 mm de ancho, no teniendo o presentando mucha diferencia con la ninfa I. Los
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pelos cerosos no estan presentes en la ninfa Il, e inicialmente el insecto es de color rojo
después de la muda. Sin embargo, el polvo ceroso comienza a secretarse y se torna de
un color blanco grisaceo. La ninfa Il tiene que volver a unirse al cladodio mediante su pico
chupador o estilete, y en ocasiones no se aleja de la zona donde se encontraba como
ninfa I. Sin embargo, en otras ocasiones se traslada a lugares un poco mas lejanos y al
hacerlo es probable que no pueda volver a unirse. En la ninfa Il se observa el dimorfismo
entre la hembra y el macho, ya que la hembra continda con la misma morfologia ovalada
y segmentada mientras que el macho comienza el desarrollo de un capullo o cocén en el
cual realizara el desarrollo de otras dos etapas, pre pupa y pupa. El macho se convierte
en adulto a los 58 dias de haber emergido del huevo, saliendo del cocon como un insecto
alado similar a una palomilla blanca. El macho sale en busca de hembras para copular en
los proximos 3 o 4 dias. Pero, al no tener desarrollada una cavidad bucal en la etapa
adulta, no sobrevive mayor tiempo por falta de alimento y muere después de haber
copulado con varias hembras (Marin & Cisneros 1977; Pérez-Guerra 1991).

0 25-28 36-40 56-60 90 dias
Ninfa | I Ninfa ll I Adulta
| | t t Q
Copula Oviposicion

I I I a

Ninfa | Ninfa Il t Adulto

Pupas

Figura 1.6. Ciclo de vida de cochinilla fina en cultivo con tiempos
aproximados. Adaptado de Hernandez-Hernandez, 2005.

A los 23 a 25 dias después de la primera muda la hembra realiza una segunda muda, la
cual da origen a la hembra adulta. La hembra adulta aumenta en tamafio alcanzando a
medir de 4-6 mm de largo, 3-4.5 mm de ancho y 3.8 a 4.2 mm de alto. También puede
llegar a pesar de 40 a 47 mg dependiendo de las condiciones alimentarias. El polvo
ceroso comienza a secretarse al poco tiempo después de la muda en la parte ventral y
dorsal de la hembra, con un mayor espesor que en la ninfa Il. La hembra adulta alcanza
su madurez a los 57 dias de haber emergido del huevo. Cuando el macho copula con ella
en su edad madura, la oviposicion se realiza en los 80-90 dias (Pérez-Guerra 1991).

1.2. Pigmentos derivados de la cochinilla
La historia de los pigmentos data desde épocas prehispanicas, en donde obtenian
colorantes de la naturaleza, de flores, frutos y algunos insectos como la cochinilla. Con



estos colorantes se tefiia prendas, utensilios, se pintaba en las cavernas e incluso el
cuerpo, como simbolo de alguna tribu o algin rango.

Las antraquinonas constituyen un grupo numeroso de quinonas naturales, que son base y
fuente de una gran cantidad de colorantes. Son compuestos aromaticos polihidroxilados
en ocasiones metilados (Figura 1.7). Las antraquinonas que poseen sustituyentes en los
carbonos 2 6 3 presentan variaciones en el estado de oxidacién del carbono, ademéas son
capaces de formar grupos més complejos. Por ejemplo, algunas antraquinonas pueden
variar del color amarillo a colores como el rojo o el negro, de acuerdo con sus
sustituyentes, ya que mientras mayor sea el nimero de sustituyentes donadores de
electrones, més fuerte y profundo sera el color.
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Figura 1.7. Estructura basica de una antraguinona.

Las antraquinonas se hallan libres en la naturaleza, principalmente en raices y corteza de
algunas plantas, liquenes, hongos y algunos insectos. Entre las plantas con presencia de
antraguinonas se encuentran especies de las familias: Rubiaceas, Rhamnéceas,
Poligonaceas, Leguminosas, Escrofulariaceas, Lilidceas y Verbenaceas.
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Figura 1.8. Biogénesis de compuestos antracénicos via Malonil Coenzima
A, adaptado de Martinez-Martinez 2012.

De acuerdo con estudios de biosintesis, se dice que las antraquinonas y algunos
compuestos antracénicos, se originan a partir de la ruta de la malonil coenzima A (Figura
1.8) en hongos, liquenes y plantas superiores de las familias Ramnaceas, Poligonaceas y
Fabaceae (Leguminosas). A su vez, en las Rubidceas, Gesneriaceas, Escrofulariaceas,
Verbenéceas y Bignoniaceas, se originan a partir de &cido shiquimico y acido mevalonico
(Figura 1.9) (Martinez-Martinez 2012). Esta informacion, sin embargo, se desconoce en
insectos como la cochinilla debido, en gran parte, al desconocimineto de la naturaleza de
los precursores o de las rutas de biosintesis de las antraquinonas.
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Figura 1.9. Biogénesis de compuestos antracénicos via acido shiquimico
y acetil coenzima A, adaptado de Martinez-Martinez 2012.

El &cido carminico es el principal pigmento presente en la cochinilla. Es un compuesto
organico perteneciente al grupo de las antraquinonas, Su nhombre, segun la Union
Internacional de Quimica Pura y Aplicada (por sus siglas en inglés International Union of
Pure and Applied Chemistry, IUPAC) es &cido antraquinon-7-glucopiranosil-3,5,6,8-
tetrahidroxi-1-metil-2-carboxilico y con formula condensada C22H20013 (Figural.10). El
acido carminico es la base para la produccién del carmin, un colorante de gran
importancia industrial, tanto por sus propiedades como colorante, que lo hacen tan
versatil, como por su naturaleza e inocuidad, que le permiten utilizarlo en una amplia
gama de productos.

o

Figura 1.10. Estructura quimica del &cido carminico.
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El &cido carminico representa de 15-23% del peso seco de la cochinilla hembra, el cual
varia dependiendo de algunos factores como la humedad, temperatura y la fuente de
alimento. Existen diferencias entre la calidad de la cochinilla fina respecto a su porcentaje
de acido carminico producido. El porcentaje de acido carminico ideal para considerarla
cochinilla de primera calidad es de aproximadamente 20% de acido carminico con
respecto a los demés componentes de la cochinilla, mientras que se considera de
segunda calidad a partir del 15 % de &cido carminico (Chavez-Moreno et al. 2010).

Existen, ademas del 4cido carminico, otros pigmentos presentes en la hemolinfa del
insecto. Estos pigmentos se encuentran en concentraciones muy por debajo del &cido
carminico; sin embargo, son detectables bajo ciertas condiciones de extraccion
(Gonzalez et al. 2002). El 4cido quermésico y flavoquermésico figuran entre los méas
abundantes de los pigmentos menores de la cochinilla. Estos pigmentos se han
encontrado anteriormente en otros insectos, los cuales, alguna vez, también fueron fuente
de pigmentos en Europa. El acido quermésico, que posee una coloracion rojiza-naranja,
fue identificado en el insecto Kermococcus ilicis (Figura 1.11), que fue subsiguientemente
utilizado como fuente de la obtencién del pigmento. En la figura se observa la planta
huésped que éste utiliza como fuente de alimento, notando la rama lefiosa y diferentes
coloraciones del insecto.

Figura 1.11. Insecto Kermococcus ilicis (flechas rojas), fuente de
obtencion de acido quermésico.

La presencia de acidos quermésico y flavoquermésico en la industria de los pigmentos fue
corta debido a que se dio a conocer la cochinilla en Europa. Se cuenta que hubo una gran
demanda del colorante de la cochinilla cuando ocurrid la conquista espafiola en Ameérica,
ya que los colorantes obtenidos de insectos en Europa no eran tan versatiles ni tan
estables como el que se extraia de la cochinilla. Como se puede observar en la Figura
1.12, los &cidos quermeésico (A) y flavoguermésico (B), difieren del &cido carminico (Figura
1.10) por la ausencia del glicosido en el carbono 2 de la molécula.

La cochinilla presentaba una extraccion de color mas intensa y debido a que la planta
huésped podia contener una gran densidad de poblacion de estos insectos. Ademas, era
mas facil y rapido obtener mayores cantidades del pigmento a partir de este insecto. Sin
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embargo, mucho influy6 la presencia de la glucosa en esta opcion de obtencién de
pigmentos. Como se menciond anteriormente, las antraquinonas con mayor numero
sustituyentes presentan coloraciones mas intensas. Sin embargo, la presencia de la
glucosa en el acido carminico presenta una mayor estabilidad electronica, que permite
que los colores de los pigmentos obtenidos al unir metales con el &cido carminico, sean
mas estables y duraderos.
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Figura 1.12. Estructura quimica de acido quermésico (A) y
flavoquermésico (B).

La importancia econdmica del carmin, &cido carminico y la produccién de cochinilla
llevaron a investigadores a desarrollar estudios sobre su origen, produccion, sintesis y
mejoras en cuestion de obtencion, por lo que es o fue objetivo de numerosos trabajos de
tesis y proyectos de investigacion, obteniendo incluso los pasos para la ruta sintética del
acido carminico. Sin embargo, la ruta de biosintesis de este compuesto aun no ha sido
descrita (Allevi et al. 1991, 1998).

1.3. Opuntia ficus-indica
En México se conoce a los cladodios de Opuntia spp. y a la planta en general como nopal.
Los nopales son originarios de América tropical y subtropical, aunque hoy en dia se
pueden encontrar en varios continentes de forma cultivada o silvestre debido a su
facilidad de crecer en sitios con escasez de agua (Tovar-Puente 2000). Pertenece al
género Opuntia, de la familia de las cactaceas, de las cuales se han descrito 125 géneros
y 2000 especies aproximadamente, de acuerdo con el Instituto Nacional de Ecologia
(INE).

Los nopales son plantas suculentas que se caracterizan por tener tallos aplanados,
conocidos en México como pencas. Estas alcanzan a medir de 60 a 70 cm de largo y de
20 a 30 cm de ancho, variando su grosor de 0.8 a 3 cm aproximadamente. En ambas
caras presentan espinas, de las cuales existen dos tipos: los gloquideos, que son
pequefias, comunmente amarillas 0 naranjas y se agrupan en un gran numero, y las hojas
modificadas, que se reconocen por ser alargadas y blancas. Posee un sistema radicular
extenso y ramificado. Las flores se dan en la parte superior del cladodio y pueden ser de
diferentes colores, segun la variedad. Normalmente las plantas de nopal florecen una vez
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al afio y posteriormente se forma el fruto, llamado tuna, el cual es carnoso y de colores
variables (Ginestra et al. 2009).

Los nopales resisten en climas aridos y semiéridos, por lo que se encuentran en sitios
donde la escasez de agua Yy las altas temperaturas se presentan en todo el afio, sin
embargo, son muy sensibles a las bajas temperaturas. Aunque existen casi 300 especies
de Opuntia, el hombre utiliza aproximadamente de 10 a 12, de las cuales, la que se cultiva
mas a nivel mundial es Opuntia ficus-indica (Direccion General Adjunta de Planeacién
Estratégica y Analisis Sectorial 2011; Portillo, Liberato. & Vigueras 2013).

El nopal se puede utilizar para diferentes propdsitos, ya sea para la produccion del fruto,
tuna, obtencion de nopalitos para consumo vegetal o como especie forrajera. De las
especies conocidas para produccion de tuna se encuentra a Opuntia ficus-indica, O.
amyclaea, O. joconostle, O. megacantha y O. streptacantha. De las especies silvestres
gue también producen fruto se encuentran O. hyptiacantha, O. leucotricha y O. robusta.
Las especies utilizadas para la obtencién de nopal verdura ademas de Opuntia ficus-
indica, son O. leucotricha 'y O. robusta. Y por ultimo, el uso de O. ficus-indica y O.
cochenillifera para la produccion de cochinilla (Direccion General Adjunta de Planeacion
Estratégica y Analisis Sectorial 2011).

1.3.1. Composicién quimica de Opuntia
En México la importancia del nopal como fuente de alimento es grande. El nopal se
consume como nopal verdura, asado, cocido, relleno, etc. Sin embargo, el consumo de
nopal no se ha limitado a guisados o comida preparada, sino que se ha utilizado en
mezclas para jugos verdes como fibra, y algunos dulces o gomitas a base de nopal.
También se ha introducido en mercados como shampus, cremas, jabones, etc. Debido a
esto y a su gran importancia como alimento de animales y especie forrajera, ha sido de
gran interés en la investigacion de muchos grupos de trabajo. Y gracias a esto, el
conocimiento de su potencial nutracéutico ha ido incrementando a nivel internacional.

La investigacion de la composicion quimica general de los cladodios de diferentes
especies y variedades de Opuntia se ha realizado a lo largo de muchos afios, enfocando
dichos estudios en diferentes aspectos, desde su composicion de carbohidratos, pectinas,
fibra, hasta la caracterizacion del mucilago. Sin embargo, la composicion quimica de
Opuntia varia mucho entre especies: depende, ademas, de la edad de la planta y por lo
tanto del cladodio, ubicacion geogréfica, clima del sitio de crecimiento, tipo de suelo,
fertilizacién, etc. También, se ha evaluado el uso potencial del mucilago como agente
espesante en pigmentos industriales y como tratamiento en investigaciones realizadas
para diferentes enfermedades (Stintzing et al. 2001; Goycoolea & Cardenas 2003;
Stintzing & Carle 2005; Matsuhiro et al. 2006; Zhao et al. 2007; Celis-Fabian 2009; De
Oliveira-Ribeiro et al. 2010; Garcia-Osuna 2013; Angulo-Bejarano et al. 2014; Kyriacou et
al. 2016; Lefsih et al. 2016; Lefsih et al. 2017).

Stintzing y Carle (2005) realizaron una revision de las investigaciones realizadas hasta
ese momento sobre la composicién quimica de nopal (Tabla 1.1) En la tabla se observa
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gue el porcentaje de humedad constituye aproximadamente un 90% del peso de los
cladodios frescos y que los carbohidratos son los componentes mayaoritarios.

Tabla 1.1. Composicidon quimica general de cladodios de Opuntia spp.

Peso seco Peso fresco
(g/1009) (g/1009)
Agua -- 88-95
Carbohidratos 64-71 3-7
Ceniza 19-23 1-2
Fibras 18 1-2
Proteinas 4-10 0.5-1
Lipidos 1-4 0.2

De acuerdo a Stintzing y Carle (2005)

Es bien conocido que Opuntia contiene gran contenido de carbohidratos, muchos de los
cuales forman parte de la estructura de pectinas y otros polisacéridos. Lo anterior se
deriva de que los carbohidratos derivados de su hidroélisis son principalmente, acidos
urénicos, que representan el mayor porcentaje en peso, ramnosa, galactosa, glucosa,
arabinosa y xilosa. La Tabla 1.2 presenta los resultados reportados por Ginestra et al.
2009, en cuanto a monosacaridos mas comunes.

Tabla 1.2. Composicion de monosacaridos en cladodios completos de Opuntia.

Cladodio completo
Monosacaridos

Hg/mg

Ramnosa 7.13+1.28
Fucosa 0.74+£0.11
Arabinosa 39.64 +1.96
Xilosa 18.64 + 0.84
Manosa 13.63+0.81
Galactosa 33.69 +2.89
Glucosa 153.15+0.25
Acido Galacturénico 96.26 + 6.54

Tomado de Ginestra et al. (2009).



De acuerdo con Ginestra et al. (2009), la composicién de los monosacaridos presentes en
los polisacaridos y pectinas, varia de acuerdo a la capa del cladodio de Opuntia (Figura
1.13, Tabla 1.3)

et al. 2009). EPI = epidermis; CLOR = clorénquima; MED = médula.

Tabla 1.3. Composicion de monosacaridos en cladodios de Opuntia por capa.

Epidermis Clorénquima Parénquima

Monosacaridos pg/mg pg/mg pg/mg
Ramnosa 7.23+0.21 11.26 + 0.99 9.92+1.25
Fucosa 2.67+£0.21 4.15+0.21 3.21 +£0.48
Arabinosa 101.86 + 5.59 43.46 £ 2.73 34.77 £6.32
Xilosa 2342+1.01 34.10+1.24 41.11+6.34
Manosa 1259+ 0.72 11.08 + 1.33 8.28 £0.79
Galactosa 26.49+0.73 98.24 +1.11 107.10 £ 3.45
Glucosa 53.81+1.68 66.17 £ 2.11 59.36 + 8.08
Acido galacturénico 187.62 £ 10.05 223.46 = 8.25 218.65 +9.09

Tomado de Ginestra et al. 2009.

En la caracterizacion de componentes de bajo peso molecular, se puede mencionar a los
minerales, aminoacidos y acidos organicos. Entre los minerales reportados en Opuntia se
menciona a potasio, calcio, sodio, hierro, magnesio, manganeso, zinc y cobre, variando
entre autores la ausencia o presencia de algunos y la abundancia o concentracion
dependiendo de las especies de nopal, sitio de cultivo y estado fisioldgico del tejido del
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cladodio. Sin embargo, coincide la abundancia de potasio como el principal mineral y en
segundo lugar, el calcio (Stintzing y Carle 2005).

Para los acidos organicos, por otro lado, se reporta la presencia de acido oxalico, malico,

citrico, malénico, siendo el mas abundante el &cido malico con un valor de 985 g/ 100g y

el segundo el &cido citrico, con un valor de 178 g/ 100g de tejido fresco en ambos casos,

ésto evaluando las diferencias de acidez del tejido respecto al horario de colecta. El 4cido
succinico y tartarico fueron apenas detectados como trazas.

Dentro de los aminoacidos se reporta la presencia de alanina, arginina, asparagina, acido
glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
serina, treonina, tirosina, triptéfano y valina, siendo el mas abundante la glutamina
presentando un valor de 17.3 mg/ 100g en tejido fresco y el menor, glicina y triptéfano con
0.5 mg/ 100g en tejido fresco (informacion obtenida de Stintzing y Carle 2005 modificada
de Brickner y Westhauser 2003).

1.3.2. Opuntia como huésped y fuente de alimento de Dactylopius
Como se mencion6 en el apartado de taxonomia, el género Dactylopius es muy variado
en cuanto a su localizacién y su infestacion en diferentes especies de cacticeas. Sin
embargo, se caracteriza por infestar especies en climas secos o semi aridos como los
géneros Opuntia, Cylindropuntia, Grusonia y en raras ocasiones, Agave (Figura 1.14,
Comité Estatal de Sanidad Vegetal de Guanajuato n.d.). Pero hablando particularmente
de la especie Dactylopius coccus Costa, su principal hospedero resulta ser Opuntia ficus-
indica (Chavez-Moreno et al. 2010).

Figura 1.14. Infestacion de Dactylopius sp en Agave.(Comité Estatal de
Sanidad Vegetal de Guanajuato)

Opuntia ficus-indica ha sido seleccionado por el hombre para la produccion de cochinilla
fina, en parte por su alta infestacion de la cochinilla y por su alta variedad de cladodios en
la especie, pero principalmente debido a que sus variedades poseen menos espinas que
el resto de las Opuntias. Se conoce que Opuntia ficus-indica posee variedades de nopal
en diferentes regiones, como lo son la variedad Atlixco, Esmeralda y Milpa Alta, por
mencionar algunas.
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1.3.3. Produccion de grana de cochinilla
La produccion de grana cochinilla se ha evaluado en diferentes aspectos, desde la
preferencia de la cochinilla por la variedad de nopal, hasta su produccion de &cido
carminico de acuerdo con los diferentes ambientes en los que se encuentra.

En cuanto a la produccion de cochinilla, existen diferentes estudios. Tovar-Puente (2000)
reportd la preferencia de la cochinilla en tres diferentes variedades de Opuntia ficus-
indica, Villanueva, Jalpa y Copena en el estado de Nuevo Leodn. En este estudio, se
tomaron en cuenta las siguientes variables: el peso fresco, peso seco, nimero de insectos
y peso seco de los insectos, durante dos estaciones del afio, invierno y verano, evaluando
con esto las ventajas o desventajas de utilizar alguna variedad mas que otra en el cultivo
de la cochinilla. Lo reportado indico que la variedad Villanueva, presentd una mayor
produccion de la cochinilla, obteniendo mayores valores en peso fresco, peso seco y
namero de insectos, mientras que la variedad Jalpa mostré mayores porcentajes de peso
seco, aungque no un gran nimero de insecto. Esto indicaria que en cuanto a cantidad y
peso seco de insectos, Villanueva es una mejor opcién (Tovar-Puente 2000). Al estudiar
la época del afio en la que se obtiene mejor produccion de cochinilla, se reportd que la
época de invierno presentd mejores resultados en todas las condiciones evaluadas,
excepto en el numero de insectos, donde no se registré diferencia entre las dos
estaciones del afio evaluadas (Tovar-Puente 2000).

Otras evaluaciones se enfocaron, por ejemplo, a identificar la forma mas practica para el
cultivo de cochinilla. De modo que, Campos-Figueroa y Llanderal-Cazares (2003)
evaluaron la produccién de la grana cochinilla cultivada en invernadero, en el cual
compararon la produccién del insecto en diferentes acomodos del cladodio de nopal,
evaluando en los acomodos, penca colgada en posicion normal, penca colgada invertida y
penca sobre redes de rafia, donde las variables fueron nimero de hembras por penca asi
como peso fresco. Las diferencias se presentaron inicamente en el nimero de hembras,
ya que la penca invertida colgante presenté mayor cantidad de hembras que la penca
sobre rafia (Figura 1.15).
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Figura 1.15. Produccion de cochinilla en penca invertida.

A su vez, Aldama-Aguilera (2005) evalud la produccion de cochinilla utilizando diferentes
condiciones, infestando plantas de nopal en micro taneles, utilizando dos variedades de
lona, lona de plastico transparente y lona de rafia, y plantas de nopal a la intemperie. Se
evaluo el peso fresco y seco, contenido de &cido carminico, la duracion del ciclo biol6gico
y la presencia de enemigos naturales de la cochinilla, asi como la resistencia de la planta
de nopal a varios ciclos. Lo que reporté este estudio fue que las plantas de nopal
infestadas en micro tunel con lona de plastico transparente presentaron la mejor condicion
para la produccion de cochinilla. La temperatura promedio fue mayor en estos
microtuneles que, en la intemperie, lo cual favorecié a un ciclo biolégico méas corto. Se
present6 un rendimiento similar al reportado por otros autores en la primera generacion de
cochinilla en el nopal, siendo aproximadamente de 7.7 g de peso fresco de cochinilla por
penca ( Campos-Figueroa y Llanderal-Cazares 2003; Aldama-Aguilera et al. 2005).
También reportaron un mayor rendimiento de la cochinilla en la segunda generacion en
plantas en micro tineles con lona transparente. Ademas, la calidad de la cochinilla fue
mayor en la segunda generacion, presentando un porcentaje de acido carminico de
22.9% en comparacion con un 19% en la primera generacion.

Coronado-Flores et al. (2015) publicaron el efecto de la fertilizacidn en las plantas de
nopal de donde obtenian las pencas utilizadas para produccién de cochinilla en
invernadero. Evaluaron el efecto de cuatro tipos de fertilizaciones: quimica, organica,
guimica-organica y sin fertilizante, mientras que los indicadores a evaluar fueron: nimero
de hembras por penca, duracién del ciclo biologico, peso fresco, peso seco, porcentaje de
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acido carminico y talla del insecto. Los resultados mostraron que la mayor produccion de
cochinilla se present6 en aquellos cladodios provenientes de las plantas fertilizadas
mediante el método quimico, lo que indica una relacion positiva entre el nitrégeno en la
planta y el nUmero de hembras. Los tratamientos organicos y sin fertilizante, presentaron
un menor ciclo de vida de la cochinilla, pero mayor integridad del cladodio. La grana
criada sobre cladodios tratados con fertilizacion quimica-orgéanica presentaron mayor
concentracion de 4cido carminico. Sin embargo, existe una relacion negativa en cuanto a
nitrégeno en la planta con el porcentaje de &cido carminico en las hembras.

Todas estas investigaciones aportan resultados que permiten a los criadores de cochinilla
elegir la variedad de la especie de O. ficus-indica que pueden utilizar, el tipo de cultivo y si
deben fertilizar sus plantas huésped con algun fertilizante en especifico, con el fin de
obtener una mayor cantidad de insectos con un rendimiento mas alto de &cido carminico.
Sin embargo, mucho se especula sobre los nutrientes que puede obtener la cochinilla del
nopal, que le permitan producir una mayor cantidad de acido carminico.

1.4. Afidos, otros insectos chupadores y su mecanismo de

basqueda de alimento
Como se mencion6 en el apartado de taxonomia, Dactylopius pertenece al orden
Hemiptera, el cual comprende a insectos como las chinches, pulgones y cigarras. Existen
cerca de 95,000 especies conocidas a nivel mundial. Los hemipteros se caracterizan por
tener piezas bucales en forma de estiletes especializadas en la succion de savia de
plantas y en otros casos para la succion de sangre o de fluidos de animales, dependiendo
de su fuente de alimento.

Los é&fidos representan uno de los géneros mas estudiados de este orden debido a su
importancia como plaga para algunos cultivos de importancia econémica. Se sabe que
los afidos se alimentan de la savia del floema de diferentes tipos de cultivos, llevando a
cabo todo un proceso de sensado y sondeo de la fuente de alimento, hasta llegar al sitio
de alimentacion.

Las partes que conforman la pieza bucal de estos insectos son el labio, labro, maxila y
mandibula. La mandibula, maxila y el labro, se encuentran contenidos en una cubierta
formada por lipoproteinas y fosfolipidos (labio). La maxila y la mandibula tienen una forma
alargada parecida a una aguja con grandes surcos, el cual uno les permite secretar saliva
y el otro permite la ingesta del alimento. El labio provee rigidez y control direccional para
el apice flexible del estilete (Dixon 1998; Miles 1999).

El sensado de la alimentacion se lleva a cabo en la punta del labio, en el cual se localizan
guimiorreceptores que le permiten reconocer y probar el contenido del medio que lo rodea
(Martin et al. 1997; Miles 1999). La entrada del estilete puede ser via apoplastica o
simplastica. EI movimiento puede tener apariencia de ramificacion debido a que en el
rastreo existe redireccionalidad en caso de no encontrar el sitio de alimentacién deseado
(Fouche et al. 1984), aunque esto puede causar un dafio masivo a las células
circundantes.
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Los é&fidos también se han estudiado debido a la relacion simbionte que presentan con
bacterias, las cuales les proporcionan amino&cidos como fuente de nitrégeno. Esto les
permite ser menos selectivos con su huésped al momento de la alimentacion
(Swanevelder 2010).

Los é&fidos y la cochinilla D. coccus, son diferentes en morfologia, tamafio, localizacion en
plantas huésped, etc. Sin embargo, al ser del mismo orden, los mecanismos de
alimentacion y de interaccién con la planta huésped, pueden representar una fuente de
informacion relevante que pudiese explicar, al menos en parte, el comportamiento de la
cochinilla y ayudar a responder, ademas, algunas de las preguntas derivadas de la
informacién obtenida en este trabajo.

Este trabajo se enfoc6 primordialmente en la identificacion del pico chupador o estilete de
la cochinilla D. coccus, debido a la escasa informacion que existe sobre esta extremidad
del insecto. También, se enfocd en determinar la localizacion del estilete en cladodios de
O. ficus-indica y en identificar los posibles metabolitos 0 compuestos blanco del nopal,
usados como fuente de alimento por la cochinilla.
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2. JUSTIFICACION

La investigacion sobre la cochinilla y el nopal se enfoca primordialmente en modos de
aumentar la produccion del insecto y asi incrementar la cantidad de &cido carminico y, por
ende, del pigmento. Sin embargo, no se tiene informacion suficiente sobre el pico
chipador y se desconoce el sitio de alimentacion de la cochinilla dentro del nopal y la
relacion que éste pudiera tener con la variable composicion quimica del nopal.

3. HIPOTESIS

La cochinilla Dactylopius coccus elonga sus estiletes dentro del cladodio de nopal Opuntia
ficus-indica hacia el sitio o capa en donde se localiza su principal fuente de alimento,
encontrando ahi compuestos quimicos que, ademas de ser nutrientes, pudieran ser
utilizados para la sintesis del acido carminico.

4. OBJETIVO GENERAL

Identificar el pico chupador o estilete de la cochinilla hembra, establecer su
longitud y localizacion en las capas del cladodio de nopal y determinar la
composicion quimica de la capa de nopal en la que se localiza.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Establecer un cultivo de cochinilla D. coccus en invernadero, infestando cladodios
de nopal O. ficus-indica variedad Esmeralda.

— Identificar, utilizando microscopia digital, el estilete de la cochinilla, determinar su
longitud e identificar la capa del cladodio de la que se alimenta en las tres
diferentes etapas de su desarrollo.

— Determinar la composicion quimica de cada una de las capas del cladodio
relacionada con la profundidad del estilete en las tres diferentes etapas de
desarrollo de la cochinilla.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Establecimiento del cultivo de cochinilla Dactylopius coccus
en invernadero, infestando cladodios de nopal Opuntia ficus-

indica variedad Esmeralda
La infestacion fue realizada en el invernadero 6B de la unidad Cinvestav Irapuato con el
fin de monitorear las edades de la cochinilla y tomar muestras en los tiempos
especificados.

5.1.1. Infestacion de cladodios
Se tomaron cladodios de nopal O. ficus-indica variedad Esmeralda de aproximadamente
dos afios de edad. Los cladodios de nopal fueron obtenidos de la comunidad El Zauco,
localizada en el kilbmetro 11 de la carretera Ledn-San Felipe, al Noroeste del estado de
Guanajuato. El pie de cria de cochinilla fue proporcionado por los productores de grana de
Salvatierra, Guanajuato (Figura 5.1).

Figura 5.1. Cochinilla en etapa Ninfa | en tamiz, como material para
infestacion de cladodios.
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Los cladodios fueron cortados de plantas adultas y mantenidos en un lugar fresco y seco
de manera horizontal (Figura 5.2). La cria de cochinilla se deposit6 en los cladodios
horizontales mediante tamizado. Los cladodios permanecieron horizontalmente por un
periodo de 3 a 5 dias y posteriormente se colocaron en modo penca invertida en un
invernadero. Los tiempos de cosecha de las cochinillas fueron de 25, 40 y 80 dias
aproximadamente, de acuerdo a lo reportado por Marin y Cisneros (1977).

Figura 5.2. Aspecto de cladodios de nopal O. ficus-indica var. Esmeralda
de 2 afios, previo a infestacion por cochinilla.

5.2. Observacion de estilete de cochinilla utilizando microscopia
digital en las tres diferentes etapas de desarrollo del insecto.

5.2.1. Tratamiento para microscopia de muestras de cochinilla
Las muestras de cochinilla se tomaron en los tiempos de cosecha mencionados
anteriormente. Se realizaron cortes del cladodio de nopal, de aproximadamente 1 cm de
ancho por 1 cm de largo, en los cuales se localizaba la cochinilla en la etapa deseada en
el centro (Figura 5.3 A). Los cortes fueron tomados desde el haz al envés del cladodio en
el sitio cercano al estilete.

Los cortes de cladodio con cochinilla se colocaron en tubos de 1.5 mL y se afiadiéo 1 mL
de solucion fijadora (compuesta por 50 mL de etanol absoluto, 5 mL de acido acético
glacial, 10 mL de formaldehido y 35 mL de agua). Las muestras se dejaron en solucion
fijadora por 3 a 4 dias.

23



Figura 5.3. Corte de nopal en sitio de infestacion (A). Corte de muestra de
nopal con cochinilla, sumergido en solucion fijadora (B).

5.2.2. Histoaclarado
Después de fijada la muestra, el corte de nopal fue aclarado con una solucién conformada
por cloroformo (27%), metanol (63%), &cido lactico (10%) y 0.74 g de acido tricloroacético
(volumen total de 100 mL) por un periodo de 48 a 96 h hasta observar el color deseado de
aclarado del tejido (Figura 5.3 B).

Las muestras aclaradas fueron embebidas en una solucién de glicerol al 50%, realizando
3 lavados de 15 min entre cada paso. Posteriormente se observaron con ayuda del
micoscopio digital de alta resolucion VHX 5000 marca KEYENCE, a cargo del doctor Lino
Sanchez.

5.3. Determinaciéon de la composiciéon de las capas del

cladodio.
Las capas del nopal fueron separadas utilizando la metodologia propuesta por Ginestra y
colaboradores (2009). Se dividieron las capas del cladodio de nopal en tres secciones de
acuerdo a sus diferentes tejidos, denominandolos como epidermis, clorénquima y médula.
Sin embargo, de acuerdo a lo observado en la Figura 5.4, la capa denominada
clorénquima por Ginestra et al. (2009), se dividié en clorénquima y parénquima debido a
sus diferencias en el acomodo celular. De tal forma el clorénquima se definié como la
seccioén del cladodio localizada adjunta a la epidermis, con el acomodo de las células en
empalizada y una estructura mas compacta. Mostrg, también, un color verde mas oscuro.
A su vez, el parénquima se definié como la parte inferior cercana a la vasculatura del
cladodio debido a sus diferencias en acomodo celular, forma y estructura y color, que
resulté ser un verde mas claro.
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Figura 5.4. Definicion de capas del cladodio de nopal de acuerdo con lo
observado en microscopia digital. Epidermis (EPI), Clorénquima (CLOR),
Parénquima (PAR) y Médula (MED). Izquierda, fotografia adaptada de
Ginestra et al. (2009), y derecha, fotografia tomada durante el transcurso
de este estudio mediante microscopia digital.

La separacion de capas se realizo utilizando un bisturi con navaja nimero 24 B Braun
(LOTZ7503562). Las muestras fueron congeladas inmediatamente y almacenadas en
tubos de 50 mL (Nara Biotec). Se almacenaron a -80 °C hasta su uso y posteriormente
fueron liofilizadas (Virtis SP Scientific Sentry 2.0). Posteriormente fueron almacenadas en
un desecador hasta su uso.

5.3.1. Hidrolizado de las muestras liofilizadas
Las muestras de capas de nopal liofilizadas previamente fueron molidas con ayuda de un
mortero de Agatha e hidrolizadas para el andlisis de los componentes principales
utilizando la metodologia reportada por Matsuhiro et al. (2006), con algunas
modificaciones.

Se adicion6 1.8 mL de HCI 0.08 M a 10 mg de tejido liofilizado de cada capa (5 viales por
capa). La mezcla se llevé a cabo en viales de 3.0 mL (Pierce R2825-030, referencia MV-
30). Las muestras fueron calentadas durante 0, 4, 8, 12 y 16 horas a 100 °C utilizando un
termoblock VWR Scientific para observar el efecto de la hidrolisis acida con respecto al
tiempo. Posterior al tiempo de hidrdlisis, las muestras se colocaron a temperatura
ambiente y se detuvo la hidrolisis neutralizando el pH utilizando NaOH 1 M hasta llegar a
pH = 7. Las muestras hidrolizadas fueron almacenadas a -20 °C hasta su uso.

5.3.2. Cromatografia de capa fina (TLC)
La cromatografia en capa fina (o TLC, por las siglas, en inglés, de Thin Layer
Chromatography) de carbohidratos de nopal se realiz6 de acuerdo con el protocolo de
Mellado-Mojica et al. (2009) con algunas modificaciones. De las hidrdlisis de capas de
nopal O. ficus-indica var. Esmeralda de 2 afios, se tomaron 3 microlitros y aplicaron uno a
uno a una placa de silica gel con soporte de aluminio. Se colocaron estandares de
fructooligosacaridos (FOS), maltooligosacaridos (MOS) y algunos monosacéaridos como
fucosa, xilosa, arabinosa, galactosa y manosa a una concentracion de 10 mg/ mL, para la
identificacion de carbohidratos y su grado de polimerizacion. La placa de TLC se
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desarrollo corriendo cuatro veces utilizando los solventes butanol/ propanol/ agua en
proporcion 3: 12: 4 (Kanaya et al. 1978). Los carbohidratos se visualizaron al calentar las
placas tratadas con anilina/ difenilamina/ &cido fosforico en acetona (Anderson et al.
2000).

5.3.3. Electroforesis de carbohidratos asistida por un fluoroforo

(FACE)
Los azUcares reductores son aquellos que poseen en su extremo un grupo aldehido libre,
con el cual pueden reaccionar con otras moléculas. La electroforesis de carbohidratos
asistida por un fluoroforo (FACE, por sus siglas en inglés Fluorophore Assisted
Carbohydrate Electroforesis) es un procedimiento que utiliza un gel electroforético de
poliacrilamida de alta resolucién. Las fracciones de carbohidratos individuales son
marcadas en el aldehido terminal con un fluoréforo altamente cargado, 8-aminonaptalene
1,3,6-trisulfonato (ANTS) el cual le imparte una carga fuerte uniformemente negativa a
cada azucar reductor de mono u oligosacarido y permite su separacion a partir de un gel
de poliacrilamida por electroforesis. Para el andlisis de carbohidratos mediante esta
técnica se realizo la siguiente metodologia.

5.3.3.1. Derivatizacion de carbohidratos.
Se prepararon las soluciones acuosas de las capas de nopal hidrolizadas previamente y
se llevaron a una concentracion conocida, tomando 200 pg totales de las capas de nopal
mencionadas anteriormente y se colocaron en tubos de 500 pL. Las muestran fueron
liofilizadas durante 24 h. Secadas las muestras, fueron tratadas con 20 uL de la solucién
de acido 8-amino naftaleno, 1, 3, 6-trisulfonico (ANTS) 0.2 M. Se agreg6 20 pL de la
solucion de cianoborohidruro de sodio (NaBHsCN) 0.1 M en dimetilsulfoxido (DMSO). Se
mezclo en vortex durante 20 s, y se centrifug6 a 10,000 rpm por 10 s. Se incub6 a 37 °C
durante 24 h en oscuridad. Se mezcl6 en voértex por otros 20 s. Se sec0 la muestra por
centrifugacion al vacio (Maxydry) durante 2 h aproximadamente. Se resuspendio6 la
muestra seca en 100 pL de buffer de resuspension (1.25 mL buffer 4X para gel
concentrador pH = 6.8, 2.0 mL de glicerol al 99%, 6.75 mL de agua). Se prepar6 un gel de
acrilamida para electroforesis de carbohidratos utilizando un gel separador (o Resolving
gel) de acrilamida al 35 % y un gel concentrador (o Stacking gel) de acrilamida al 5 %. Las
condiciones para preparar los geles se muestran en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1. Reactivos y volumenes para preparacion de los geles separador y
concentrador para FACE.

Soluciones Gel Soluciones Gel

Volumen Volumen
Separador Concentrador
Solucién Stock de Acrilamida 75 mL Solucién Stock de Acrilamida 0.5 mL
al 55% ) al 20% )
Buffer 4X (pH = 8.8) 2.5 mL Buffer 4X (pH = 6.8) 0.5mL
APS* (10%) 50 pL H>O 1.0 mL
TEMED 10 L APS (10%) 20 pL

TEMED 3 uL

* APS = Persulfato de amonio.
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Se cargaron 2 pL de las muestras derivatizadas en el gel de poliacrilamida. Se afiadié un
estandar de MOS como escalera de grado de polimerizacion. Se coloco el buffer de
corrida en la cdmara y se colocé el anodo y catodo en sus respectivas conexiones en la
fuente de poder. Se corri6 el gel a un voltaje de 150 Volt (V) a una temperatura de 4°C por
4 h aproximadamente. Se observo el avance del gel con una lampara de UV (A 254/ 356
nm) y finalmente se observo el gel en un foto documentador utilizando un protocolo para
observacién de geles de DNA con bromuro de etidio.

5.3.4. Cromatografia liquida de intercambio anionico de alta
resolucién acoplada a un detector de pulso amperométrico

(HPAEC-PAD)
El andlisis de los hidrolizados de capas de nopal se realizé6 mediante cromatografia de
intercambio anidnico de alta resolucion acoplado a un detector de pulso amperométrico
(HPAEC-PAD, por las siglas en inglés, de High-Performance Anion-Exchange liquid
Chromatography with Pulsed Amperometric Detection).

Los productos obtenidos de la hidrélisis de capas de Opuntia fueron analizados por
HPAEC-PAD utilizando un cromatografo de iones Dionex ICS-3000 (USA) con una
guarda-columna y columna CarboPac PA-100 de la marca Dionex. Las muestras fueron
diluidas y aforadas llevandolas a una concentracion de 0.5 mg/ mL con agua desionizada
(resistividad de 17 MQ) y posteriormente filtradas utilizando una membrana de nylon de
0.2 um antes de su inyeccién. El volumen de inyeccion fue de 25 pL.

La separacion e identificacion de los productos de la hidrdlisis a diferentes tiempos se
realiz6 a una temperatura de columna de 25°C, flujo de 0.8 mL/ min utilizando como
solventes: A) hidréxido de sodio (NaOH) 0.15 M, B) NaOH 0.15 M/ acetato de sodio
(CH3COONa) 0.5 My C) agua desionizada (resistividad de 17 MQ), mediante un gradiente
de CH3;COONa, empleando diferentes gradientes de los eluentes como se muestra en la
Tabla 5.2 de acuerdo al programa disefiado para polisacaridos de largo grado de
polimerizacioén (LDP, por sus siglas en inglés), previamente disefiado en el Laboratorio de
Quimica de Productos Naturales de la Dra. Mercedes G. Lopez.

Tabla 5.2. Sistema de elucion empleado para el andlisis de carbohidratos de
Opuntia mediante HPAEC-PAD.

Tiempo Flujo

(minp) (mI/rJnin) VoA %8 e
0 0.8 30 0 70

5 0.8 50 0 50
15 0.8 45 15 40
30 0.8 40 30 30
45 0.8 30 50 20
60 0.8 15 75 10

65 0.8 0 100 0
70 0.8 50 0 50
75 0.8 30 0 70
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5.3.5. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC-MS)
5.3.5.1. Extraccion de compuestos de Opuntia
La extraccion se realizd de la siguiente manera: 50 mg de muestra se extrajeron con
etanol al 80% en proporcion 1:20 (w/v). La mezcla se sonic6 30 min a 50 °C,
posteriormente se centrifug6 a 10,000 rpm durante 5 min y el sobrenadante se transfirié a
un tubo de 2 mL. El paso anterior se realizd dos veces y los sobrenadantes se
combinaron. Por ultimo, el solvente de los extractos se evapord usando un concentrador
por centrifugacion al vacio Eppendorf Maxi-Dry (Concentrador plus/Vacufuge® plus). Una
vez secas, las muestras se almacenaron a -20 °C hasta su analisis.

5.3.5.2. Derivatizacion
A las muestras previamente secadas se les agregaron 20 pL de piridina y 80 pL de N,O-
Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) +1% de Trimetilclorosilano (TMCS) y se sonicé
durante 5 min a temperatura ambiente. La reaccion se llevé a cabo en un Thermomixer
(Eppendorf) durante 25 min a 80 °C. Una vez finalizada la reaccion, se dejo temperar a
temperatura ambiente. Después, se adicionaron 100 uL de isooctano, mezclando en
vortex y centrifugando a 10,000 rpm por 30 s. Inmediatamente, 100 uL de sobrenadante
se transfirieron a vial con inserto y tapa septada. Posteriormente se analiz6 por GC-MS.

5.3.5.3. Analisis mediante GC-MS.
Se us6 un GC (GC 7890B Agilent technologies) acoplado a un espectrometro de masas
(MSD 5977A Agilent technologies) equipado con una columna capilar (HP-5MS 30 m x
250 um x 0.25 pum; Agilent Technologies). Se inyectd 1 pL en el modo sin particién
mediante un inyector automatico (Serie 7683B; Agilent technologies). La temperatura del
puerto de inyeccion fue de 280 °C. Se utilizé helio como gas acarreador a flujo constante
de 1 mL min. El programa de temperaturas del horno del GC inicié a 40 °C y asi se
mantuvo por 2 min, después se aplicé una rampa de temperatura de 4 °C min! hasta
alcanzar 240 °C y se mantuvo durante 1 min, finalmente se aplicé una rampa de 10 °C
min! hasta alcanzar 315 °C y asi se mantuvo durante 15 min. La temperatura de la linea
de transferencia al MS fue de 280 °C. Las temperaturas de la fuente de ionizacion y del
cuadruplo fueron de 230 °C y 150 °C, respectivamente. Las mediciones se efectuaron en
el modo SCAN con un rango de masas de 40-550 m/z, se oper6 a 2.9 scans s™. Los
espectros de masas se obtuvieron a 70 eV. Los datos fueron colectados con el software
MassHunter Workstation. El tiempo de retencion y el espectro de masas de cada
componente se depuraron con el software “AMDIS”. La identificacion de los compuestos
se realizd por comparacion de espectros de masas usando el software NIST y la base de
datos MS2011 de la misma compaiiia.

Las muestras fueron analizadas para aminoacidos, &cidos organicos y carbohidratos de
pequefio tamario.
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6. RESULTADOS

6.1. Establecimiento del cultivo de cochinilla (Dactylopius
coccus) en invernadero.

Se realiz6 el cultivo de la cochinilla, D. coccus en invernadero (Figura 6.1). La temperatura
promedio registrada durante el periodo de cultivo de cochinilla fue de 27.5 °C,
presentando un maximo y un minimo promedio de 40 °C y 15 °C, respectivamente.

Figura 6.1. Infestacion de cochinilla en cladodios Opuntia ficus-indica
variedad Esmeralda en invernadero

El seguimiento de crecimiento de cochinilla se realizé6 mediante la calendarizacion de
acuerdo con la fecha de infestacion. Sin embargo, se apoy6 también con la medicion de
ancho y largo de los insectos y las caracteristicas morfolégicas que los distinguen entre
las etapas de desarrollo (Figura 6.2).
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Figura 6.2. Medicion de tamafio aproximado de cochinilla en etapa de ninfa I.

En los tiempos previamente mencionados (25, 40 y 80 dias + 3 dias) se realizé la
observacion de las cochinillas para determinar el tiempo de cosecha y procesado de las
mismas. Los cladodios infestados y las diferentes etapas de la cochinilla se muestran en
las Figuras 6.3, 6.4y 6.5.

Figura 6.3. A) Cladodio de Opuntia infestado con cochinillas en etapa de
ninfa I. B) Ninfa | establecida con pelos cerosos. C) Grupo de cochinillas
en etapa ninfa | (acercamiento).
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Se tomaron cochinillas que estuvieran aisladas del resto para realizar los cortes. Los
cortes realizados se almacenaron inmediatamente en la solucion fijadora en tubos de 2
mL para evitar la deshidratacion del nopal y el desprendimiento de la cochinilla.

Durante la etapa ninfa | (Figura 6.3) las cochinillas establecidas desarrollaron pelos
cerosos. Sin embargo, se encontraban carentes de coccerina. El establecimiento de la
ninfa | fue mayormente en el lado del cladodio que no estuvo expuesto a la luz debido a
su fotosensibilidad de la cochinilla en esta etapa. El tiempo que la cochinilla tard6 en
llegar a esta etapa vario entre 22 y 29 dias. Lo anterior pudo haberse debido a las
diferencias en el establecimiento de las cochinillas en la etapa ninfa | moévil y/ o al tiempo
gue tarda en migrar hacia la parte oscura del cladodio cuando se encuentra en posicion
horizontal.

Figura 6.4. A) Cladodio de Opuntia infestado con cochinillas en etapa de
ninfa Il. B) Ninfa Il hembra en proceso de muda. C) Ninfa Il hembra
establecida cubierta con coccerina, polvo ceroso. D) Capullo o cocon de
machos en desarrollo de macho adulto.

El tiempo que tardd la cochinilla en la metamorfosis de ninfa | a ninfa Il vari6 mucho
dependiendo de cada insecto, ya que se encontraron hembras que a partir de los 33 dias
ya estaban presentando la muda y algunas que tardaron hasta 42 dias. El tiempo de
maduracion de la cochinilla varia mucho de acuerdo con la temperatura del invernadero,
siendo asi que en los dias mas calurosos hubo una mayor transformacion de hembras.
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cochinillas en etapa
adulta. B) Adulta establecida con polvo ceroso. C) Grupo de capullos de
macho emergiendo en etapa adulta. D) Grupo de cochinillas en etapa
adulta pariendo a cochinillas ninfa I.

con

Las hembras adultas fueron colectadas a partir del dia 60, ya que no fue necesario
esperar el periodo de oviposicidn para la observacion del estilete. La Figura 6.5 D muestra
la oviposicion de cochinillas en etapa adulta a la edad de 85 dias, aproximadamente.

Una vez colectadas las muestras, se trataron con solucion fijadora, se aclararon y se
sigui6 con la observacion en el microscopio digital.

6.2. Observacion de estilete de cochinilla utilizando microscopia
digital
El estilete de la cochinilla se compone por varias secciones, las cuales so6lo han sido
observadas en ciertos insectos, mayormente &fidos. La localizacion del estilete en el nopal
es una incognita, ya que no hay ningun estudio sobre la longitud o sitio donde se alimenta
la cochinilla del cladodio de Opuntia.

Se realizaron los cortes en la seccién del Opuntia donde se localiza la cochinilla tratando
de no tocar a la cochinilla y dafar el estilete. Los cortes se realizaron del haz al envés,
como se muestra en la Figura 6.6. Las muestras se fijaron y aclararon como se mencion6
previamente y se observaron con ayuda del microscopio digital de alta resolucion VHX
5000.
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Figura 6.6. Micrografia digital que muestra el sitio donde la cochinilla se
localiza, en etapa ninfa I, en el cladodio de Opuntia (objetivo 20X).

Debido al aclarado realizado, se pudo observar la presencia del estilete en las diferentes
etapas de desarrollo. El estilete de la cochinilla aparenta ser un hilo delgado de color rojo-
café de 3-5 micras de grosor. Su movimiento a través de las capas del cladodio no es
lineal, sino que se mueve a través de ellas, sin direccion precisa. Es flexible, ya que se
forman curvaturas a lo largo del movimiento en la parte interna del cladodio.

En la etapa de ninfa I, como se observa en la Figura 6.7, se observa el estilete con
terminacion localizada en el parénquima (las flechas negras sefalan la punta del estilete).
Se determind la longitud aproximada del estilete de acuerdo con lo observado en la
micrografia, obteniendo una longitud de 4300 um. Sin embargo, la longitud y localizacion
del estilete varia mucho de cochinilla a cochinilla.
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Figura 6.7. Micrografia digital de cochinilla ninfa I en un cladodio de
Opuntia. A) Trayectoria de estilete de cochinilla a través de capas de
Opuntia (objetivo 50X, ensamble de imagen). B) Punta del estilete
localizada en células de parénquima (objetivo 200X).

Se observaron variaciones entre la longitud y localizacién del estilete, incluso en misma
etapa de desarrollo. Como se observa en la Figura 6.8, se puede observar que no hay un
punto definido en cuanto a la localizacién del estilete ya que la punta del mismo pudo
detectarse en varios sitios en el interior del cladodio.
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Figura 6.8. Micrografia digital de varias muestras de cochinillas ninfa | en
cortes de cladodio de Opuntia. A) Estilete en parénguima-vasculatura
(objetivo 50X). B) Estilete en células de parénquima, (objetivo 50X,
ensamble de imagen). C) Estilete en parénquima (objetivo 100X,
ensamble de imagen).

La Figura 6.9 muestra la ninfa Il de cochinilla junto con una cochinilla en ninfa I. Como se
menciono anteriormente, las cochinillas variaron mucho en edad, incluso en el mismo
cladodio. Lo que se puede observar es la trayectoria del estilete de la cochinilla (A) a
través de las capas del cladodio. Sin embargo, no hay diferencia clara entre la longitud del
estilete en la etapa ninfa | y ninfa Il. Por el contrario, en la etapa ninfa Il se observé
frecuentemente que el estilete era méas corto que el de la ninfa I (Figura 6.10).
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Figura 6.9. Mirografl'a digital de cochinilla ninfa Il en cladodio de Opuntia.
A) Trayectoria de estilete de cochinilla ninfa Il a través de capas de
Opuntia (objetivo 100X, ensamble de imagen). B) Punta de estilete en
células parenquimatosas (objetivo 150X).

En la Figura 6.10 se observa como el estilete de la cochinilla en etapa ninfa Il es mas

—
Stpm

corto que lo observado anteriormente. Esto no indica que generalmente las cochinillas en
etapa de ninfa Il tengan el estilete méas corto, sino que coincide con lo reportado por Marin

& Cisneros (1977) que mencionan que la cochinilla en la etapa ninfa Il después de la

muda vuelve a insertar sus estiletes en el cladodio de nopal, habiéndose observado més

corto porque probablemente apenas iba adentrdndose en el cladodio. Algunos autores
incluso mencionan el movimiento de la cochinilla en la superficie del cladodio, lo cual se

observo también en nuestro caso (datos no mostrados). Tal comportamiento sugiere que

la cochinilla en etapa ninfa Il busca, en algunas ocasiones, sitios mas adecuados para

adherirse al nopal.

Figura 6.10. Microgaf

o T

ia digital de varios estiletes de ¢
cladodio de Opuntia. A) Estilete en clorénquima (objetivo 30X). B) Estilete
fuera de Opuntia (objetivo 50X). C) Estilete en parénquima (objetivo 100X,

ensamble de imagen).

ochinillas ninfa Il en
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La cochinilla en ninfa Il, como se observé anteriormente, aumenta su tamafio con
respecto a la ninfa I. En la Figura 6.11 se observo a la cochinilla en etapa ninfa Il unida al
nopal mostrando un estilete bastante flexible, pero mas corto que en la ninfa I. La punta
del estilete se observa segmentado, presentando tres puntas, algo que no se observo en
ninfa I. La longitud del estilete fue mucho mas corta que la observada en ninfa |, siendo de
aproximadamente 3100 um y la localizacion, de acuerdo con la morfologia celular del
cladodio, se mantuvo en la capa del parénquima.
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Figura 6.11. Micrografia digital de cochinilla ninfa Il en cladodio de
Opuntia. A) Trayectoria de estilete de cochinilla a través de capas de
Opuntia (objetivo 50X, ensamble de imagen). B) Punta de estilete
localizada en tejido parenquimatoso (objetivo 100X).

De acuerdo con lo reportado por la literatura para los estiletes de insectos hemipteros, el
estilete se conforma de labro, maxila, mandibula y labio, siendo el labio la parte que cubre
y protege a las otras tres, formando una vaina. Esto les permite insertar con rigidez el pico
y adentrarse en busqueda del alimento (Marin y Cisneros, 1977). Lo anterior parece
coincidir con lo observado en la Figura 6.11, en la cual se puede distinguir que la punta
del estilete esta dividida en segmentos.

La cochinilla en etapa adulta presentdé cambios interesantes en lo que a la localizacion del
estilete se refiere (Figura 6.12). En esta etapa, éste parece estar llegando a la vasculatura
del nopal, introduciendo la punta dentro de los haces vasculares. Esto pudiera indicar que
la cochinilla adulta se alimenta de fotosintatos que se transportan a través del floema.
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Figura 6.12. Micrografia digital de cochinilla adulta en cladodio de
Opuntia. A) Trayectoria de estilete de cochinilla a través de capas de
Opuntia (objetivo 100X, ensamble de imagen). B) Punta de estilete
localizada en vasculatura (objetivo 100X).

En la Figura 6.13 se puede observar como el cuerpo de la cochinilla en etapa adulta es de
un mayor tamafio, comparado con el de las cochinillas en etapa ninfa | y Il (datos no
mostrados).

L T 0 § ks
Figura 6.13. Micrografia digital de varios estiletes de cochinillas de etapa
adulta en cladodio de Opuntia. A) Trayectoria de estilete (objetivo 50X). B)

Estilete de cochinilla adulta con mayor grosor (objetivo 100X).

C) Trayectoria de estilete hacia parénquima (objetivo 30X).

Como se puede observar en la Figura 6.14, la longitud del estilete varia mucho de
cochinilla a cochinilla. En esta imagen se observa que incluso algunos de los estiletes
claramente entran a la vasculatura. Sin embargo, este comportamiento no parece ser
frecuente, ya que fue observado una séla vez y en cochinillas en la etapa ninfa Il.
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Figura 6.14. Micrografia digital de varios estiletes de cochinillas. Se
muestra que el estilete de la cochinilla ha alcanzado la vasculatura del
cladodio (objetivo 150X).

Lo observado en las imagenes indica que la localizacion del estilete en el cladodio de

Opuntia no sigue un patron uniforme, ya que la longitud del mismo varia mucho en las
distintas etapas de desarrollo, como se observa en la Tabla 6.1y, por lo tanto, puede

localizarse en diferentes capas de Opuntia.

Tabla 6.1. Medidas obtenidas de longitud de estilete de Dactylopius coccus en
diferentes etapas de desarrollo.

Etapa de desarrollo Dactylopius coccus

Ninfal | Ninfall | Adulta

Individuo Medida estilete (um)
1 4355 4260 4560
2 3952 3176 3971
3 2754 3276 3965
4 4761 4332 4754
5 4360 4634 4368
Prom 4036.4 3861.4 4446.1
Desv Est 771.8 663.7 352.1
Varianza | 595735.3 | 440548.8 | 124005.3

p > 0.05; valor F = 0.605
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De acuerdo con los datos mencionados en la tabla, al realizar el andlisis de varianza, no
se encontraron diferencias significativas entre las medias de los estiletes de las tres
etapas de desarrollo (p > 0.05).

En la Figura 6.15 se observa un corte de nopal en ausencia de cochinilla. En él, se
marcan las diferencias entre las capas de Opuntia (A). La epidermis (B) se identifica por
células compactadas y por la presencia de cristales de calcio en la parte superior. El
clorénquima (C) mantiene las células ordenadas de forma vertical, poco compactas y con
poca presencia de cristales de oxalato de calcio (o “drusas”); también, se observa la
presencia de un ducto mucilaginoso. En el parénquima (D), las células difieren del
clorénquima, al ser mas redondas y poco ordenadas. Se exhibe abundancia de drusas de
parénquima y parte de médula, sobre todo en el centro, donde se localizan los haces
vasculares. Es posible que los haces observados en D sean parte de la vasculatura
principal del cladodio por el tamafio y coloracion que presentan. En la Médula (E) se
observa la presencia de abundantes drusas, asi como de plastidios, los cuales cumplen la
funcién de almacén de diferentes tipos de compuestos, probablemente carbohidratos,
como reservas de carbono.

Sin embargo, de acuerdo con lo observado en las figuras anteriores a la Figura 6.15, las
capas a las que logra llegar el estilete en las diferentes etapas e individuos analizados, es
muy variable y no se distinguen diferencias claras entre éstas, mas alla de la abundancia
de drusas y la morfologia celular. Es posible que el analisis de la composicion quimica
arroje informacion relevante que permita explicar este comportamiento.
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Figura 6.15. Micrografia de corte transversal de cladodio de Opuntia del
haz al envés, con identificacién de capas. A) Seccidon completa de corte
de Opuntia. B) Epidermis. C) Clorénquima. D) Parénquima y haz vascular.
E) Médula.
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6.3. Composicién quimica de las capas de cladodio

6.3.1. Carbohidratos
Los carbohidratos de Opuntia ficus-indica variedad Esmeralda de 2 afios de edad fueron
analizados primeramente por TLC. Esta técnica, a pesar de ser cualitativa inicamente,
aporta informacion valiosa que permite visualizar mediante el color y el factor de retencion
(FR), la posible composicién de la fraccion de carbohidratos presentes.

Debido a que la literatura reporta una riqueza de carbohidratos en cladodios de nopal, se
opté por analizar preliminarmente la composicion de carbohidratos suponiendo que la
cochinilla los utiliza como fuente de carbono. Sin embargo, sabiendo que la composicion
de Opuntia estd mayormente conformada por polisacaridos y pectinas, se decidi6 realizar
un andlisis en diferentes capas de los cladodios, hidrolizadas a diferentes tiempos.

6.3.1.1. Cromatografia de capa fina (TLC)
Se analizé inicialmente la fraccion de carbohidratos en las capas de Opuntia sobre la base
de las diferencias de coloracion de las bandas producidas por el revelador. Al reaccionar
con éste, las aldosas producen un color azul, mientras que el producido por las cetosas es
rojo (Anderson et al. 2000). De esta forma, se pudo determinar la composicién basica de
los polisacaridos presentes en los cladodios de Opuntia, que de acuerdo a reportes
anteriores estan formados mayormente por glucosas (azul) y/o fructosas (rojo), lo cual se
ejemplifica al observar la escalera de fructooligosacaridos (FOS) y maltooligosacéridos
(MOS) en la Figura 6.16.
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Figura 6.16. Perfil cromatografico de muestras control de capas de
Opuntia en comparacion con estandares (ver Tabla 6.2) de
fructooligosacaridos (FOS; 1-K = 1 kestosa; 1-N = 1 nistosa; DP5 = grado
de polimerizacion 5), maltooligosacéaridos (MOS; M3 a MT7 se refieren a
crecientes grados de polimerizacion), disacaridos (Suc = sacarosa; M =
maltosa) y monosacaridos (Glu = glucosa; Fru = fructosa; Fuc = fucosa;
Ara = Arabinosa; Man = manosa; Gal = galactosa). Se muestran los
resultados obtenidos de la EPI = epidermis; CLOR = clorénquima; PAR =
parénquima y MED = médula del cladodio de Opuntia.
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En la Figura 6.16 se muestra el perfil cromatografico de los carbohidratos de Opuntia en el
tiempo 0, refiriéndonos asi a la muestra control cuyo proceso de hidrélisis no fue
realizado. En ella se puede observar la presencia de monosacaridos, mayormente
glucosa, fructosa y sacarosa. Las diferencias en los tiempos 0 de las capas radican en los
monosacéridos identificables mediante el FR. De este modo, en la epidermis y médula se
detecto solo glucosa y sacarosa, a diferencia del clorénquimay el parénquima, que
contienen fructosa, ademas de glucosa y sacarosa. La epidermis difiere del resto por la
presencia de dos sefiales de color verdoso, de naturaleza quimica desconocida, en la
parte superior izquierda de la TLC, las cuales no coincidieron con el FR de ninguno de los
estandares.

Estos monosacaridos son los carbohidratos presentes en Opuntia de forma libre, lo cual
los haria disponibles como fuente de alimento para que la cochinilla. Sin embargo, no
existen diferencias quimicas puntuales entre las capas del cladodio capaces de explicar la
necesidad de que es estilete se extienda hasta las capas mas profundas del cladodio.

En la linea de origen de las cuatro capas se observan manchas de polisacaridos de alto
peso molecular, que estan presentes en las soluciones pero que, no fueron capaces de
migrar a través de la TLC por su tamafio.

En la Figura 6.17 se observa el perfil cromatogréfico resultante de analizar los
carbohidratos generados de la hidrélisis de las capas de Opuntia por diferentes tiempos.
En esta figura se puede apreciar claramente la presencia de polisacéridos, mayormente
de color azul, y algunos otros monosacaridos, los cuales coinciden con algunos FR de los
estandares utilizados.

Figura 6.17. Cromatografia de capa fina de carbohidratos en capas de
Opuntia hidrolizadas a diferentes tiempos (0, 4, 8, 12 y 16 h). La identidad
de los estdndares empleados se describe en la Fig. 6.16 y la Tabla 6.2.
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La composicion de la epidermis posterior a la hidrélisis muestra algunas bandas
identificables como maltosa, maltotriosa (M3) y otras dos de coloracién rojiza que
pudieran ser polisacéridos formados por unidades de fructosa. La intensidad de las
bandas se puede relacionar con la abundancia en los carbohidratos en cuestién. Algunas
de las bandas de menor peso molecular coinciden con los FR de xilosa, fructosa, glucosa
y galactosa (Tabla 6.2), sin embargo, otras no pudieron ser identificadas.

Tabla 6.2. Perfil cromatogréafico de los carbohidratos utilizados como estandares en
la identificacion de carbohidratos de Opuntia mediante TLC.

FR Nomenclatura  Carbohidrato Color
0.71 Fuc Fucosa Café-verde
0.72 Xil Xilosa Rojo
0.64 Man Manosa Azul
0.62 Ara Arabinosa Rojo
0.62 Gal Galactosa Azul
0.61 Glc Glucosa Azul
0.61 Fruc Fructosa Rojo
0.55 Sac Sacarosa Marrén
0.43 1-K Kestosa Rojo
0.36 1-N Nistosa Rojo
0.31 DP5 DP5 Rojo
0.50 M Maltosa Azul
0.40 M3 Maltotriosa Azul
0.32 M4 Maltotetraosa  Azul
0.24 M5 Maltopentaosa  Azul
0.18 M6 Maltohexaosa  Azul
0.14 M7 Maltoheptaosa  Azul

Las bandas verdes presentes en la parte superior de la epidermis no aparecen en las
demas capas. Es posible que sean resultado de la hidrélisis de pectinas de la pared
celular: Sin embargo, la falta de estandares adecuados hizo dificil su identificacion
correcta.

El clorénquima, parénquima y médula muestran similitud en las bandas resultantes de la
hidrélisis. Los monosacéridos presentes en las tres capas son similares, mostrando
bandas de xilosa o arabinosa (no fue posible diferenciarlos), fructosa, glucosa y galactosa
y por ultimo una banda no identificada sobre la fructosa de un color rojizo en las muestras
hidrolizadas a 4 y 8 h. Los polisacéridos que se observan coinciden en su mayoria con la
escalera de los estandares de MOS, habiendo algunos que se localizan entre
maltotetraosa (M4) y maltopentaosa (M5) en los tiempos de hidrdlisis de 12y 16 h. En
general, las tres capas muestran similitud en composicion. Sin embargo, existen
diferencias en la intensidad de las bandas, lo que sugiere que su concentracion pudiera
ser diferente..
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De acuerdo con lo anterior, se podria sugerir que la abundancia de los carbohidratos es
mayor en las capas internas del cladodio de nopal. Sin embargo, en las tres capas aun se
observa nuevamente la mancha en el punto de origen, indicando la posible existencia de
polimeros incapaces de ser hidrolizados en las condiciones empleadas.

La hidrélisis de capas de Opuntia permitié observar mayoritariamente el tipo de
carbohidratos presentes e incluso identificar algunos de los monosacéridos y
polisacéaridos de los cuales esta conformado el cladodio de nopal en sus diferentes capas.
Sin embargo, esta técnica solo sirvié para hacer un analisis preliminar de componentes el
cual sélo permitié sugerir la configuracion quimica de las mismas. Desafortunadamente,
el uso de esta técnica fue incapaz de proveer informacion capaz de dar indicios la razon
por la cual el estilete de la cochinilla migra hacia el centro del cladodio, salvo que éste
migre en busqueda de sitios de mayor abundancia de carbohidratos.

6.3.1.2. FACE
El andlisis tipo FACE es de utilidad para diferenciar azicares reductores de los no
reductores. De acuerdo con lo mostrado en la Figura 6.18, los carbohidratos de Opuntia
de la capa de epidermis exhibieron un perfil un poco diferente al observado en la
cromatografia de capa fina (TLC). De acuerdo al perfil cromatogréafico en las hidrolisis de
epidermis durante el desarrollo de la TLC (Figura 6.17), la composicion de la epidermis
constaba solo de algunas manchas identificados como monosacaridos y sélo muy pocos
polisacaridos. Sin embargo, en el perfil FACE correspondiente a la epidermis sometida a
12 h de hidrdlisis, se observa la presencia de un gran nimero de bandas no coincidentes
con los estandares utilizados, exhibiendo un patrén de escalera que comienza entre
maltosa y termina aproximadamente en maltoheptaosa. Aunque los carbohidratos no
fueron identificados, su deteccidbn mediante esta técnica indica que se trata de
carbohidratos con capacidad reductora. Estos resultados abren una nueva ventana de
posibilidades de investigacion. Sin embargo, no fue objetivo de este estudio, que tuvo una
naturaleza exclusivamente exploratoria.
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Figura 6.18. FACE de carbohidratos en diferentes capas de Opuntia
liberados después de 12 h 'y 16 h de hidrdlisis. EPI = epidermis; CLOR =
clorénquima; PAR = parénquima y MED = médula del cladodio de
Opuntia.

6.3.1.3. HPAEC-PAD
Como se mencion6 en la seccion 5.3.4, los productos obtenidos de la hidrdlisis de capas
de nopal también fueron analizados mediante cromatografia de intercambio aniénico de
alta resolucién acoplado a un detector de pulso amperométrico (HPAEC-PAD),
explorando los carbohidratos presentes en cada una de las capas. Debido a que las
técnicas anteriores no mostraron informacion suficiente sobre los carbohidratos de mayor
grado de polimerizacion.

La identificacion de los carbohidratos resultantes de la hidrdlisis en las capas de nopal se
realiz6 mediante la comparacion del tiempo de retencion (TR) con estandares disponibles
en el Laboratorio de Quimica de Productos Naturales a cargo de la Dra. Mercedes G.
Lopez.

En la Figura 6.19 se observa el perfil cromatografico de los estandares utilizados para la
identificacion de monosacéridos en muestras de Opuntia.
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Figura 6.19. Perfil cromatografico de estandares de monosacaridos
utilizados para andlisis de muestras de capas de Opuntia mediante

HPAEC-PAD.

La seleccion de estos estandares fue basada en la disponibilidad de ellos y en lo
reportado en la literatura sobre la composicion quimica de los polisacaridos
hidrolizados,observado previamente en los andlisis por TLC y FACE (Ginestra et al. 2009;

Chidouh et al. 2014).

En la Tabla 6.3 se muestra el tiempo de retencion de los

estandares de los

monosacaridos utilizados para la comparacion con muestras de Opuntia.

Tabla 6.3. Perfil cromatografico de carbohidratos monosacaridos mediante HPAEC-
PAD, incluyendo sus respectivos tiempos de retencion (TR).

Pico

TR (min) Nombre Abreviatura

1 3.46 Fucosa Fuc

2 4.81 Arabinosa Ara

3 4.97 Acido Galacturénico Gal Ac

4 5.82 Manosa Man

5 6.00 Glucosa Glc

6 6.22 Galactosa Gal
7 6.41 Xilosa Xil
8 6.85 Fructosa Fruc
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A continuacion, se muestran lo perfiles cromatograficos de los estdndares (mezclas) de
oligosacaridos que sirvieron como comparacion para la identificacion de polisacaridos no
identificados mediante las técnicas anteriores (Figura 6.20).
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Figura 6.20. Perfil cromatografico de estandares de oligosacaridos
utilizados en la identificacién de carbohidratos de Opuntia mediante
analisis por HPAEC-PAD. Fructooligosacaridos (FOS; 1-K = 1 kestosa; 1-
N = 1 nistosa; DP6 = grado de polimerizacion 6). Maltooligosacaridos
(MOS; M3 a MT7 se refieren a crecientes grados de polimerizacion). Glu
= glucosa; Fru = fructosa; Suc = sacarosa. Carbohidratos resultantes de la

hidrdlisis de pectinas (HP) se muestran como HP1-HP23.

El analisis de las capas de Opuntia se realiz6 como se menciond en la seccion 5.3.4.
Debido a que mediante el uso de técnicas como la TLC y FACE se encontraron mas
coincidencia con los MOS que con los FOS, se compar6 primordialmente con los

primeros, por lo cual en la Tabla 6.4 se muestra el perfil cromatogréfico de los tiempos de

retenciéon de la escalera de MOS.

Tabla 6.4. Perfil cromatografico de carbohidratos MOS mediante HPAEC-PAD con

tiempo de retencién (TR).

Pico TR (min) Nombre Abreviatura
1 6.00 Glucosa Gle
2 14.40 Maltosa M2
3 17.64 Maltotriosa M3
4 20.27 Maltotetraosa M4
5 23.46 Maltopentaosa M5
6 26.93 Maltohexaosa M6
7 30.17 Maltoheptaosa M7

oo™ s 75 w00 125 1s0 75 200 226 250 276 300 325 30 376 400 425 450 475 500 625 560 675 600 625 650 675 700 725
Tiempc de Retencién (min)
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En la Figura 6.21, se observa el perfil cromatogréfico obtenido de las capas tratadas en un
periodo de hidrdlisis de 4 h, el cual es el periodo mas cercano a la composicion natural de
las capas del cladodio de Opuntia. En la figura se exhibe el perfil cromatogréfico de los
carbohidratos de las cuatro capas analizadas, enfatizando las diferencias observadas
mediante la TLC entre la epidermis y las tres capas restantes.

En epidermis se identificaron pocos monosacéridos, siendo el &cido galacturénico el mas
abundante y sélo la presencia de un oligosacérido (flecha EPI 4 h) cuyo tiempo de
retencién coincidié con el de la maltosa. El clorénquima, parénquima y la médula
mostraron glucosa, fructosa y acido galacturénico en mayor o menor proporcién (ver
Figura 6.1) y ademas el perfil de MOS (ver Tabla 6.3 para tiempo de retencion), el cual,
por la tendencia de los picos, pudiera indicar un gradual crecimiento del grado de
polimerizacién.
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Figura 6.21. Perfil cromatografico de carbohidratos obtenido como
resultado de una separacion por HPAEC-PAD de los hidrolizados acidos
de las diferentes capas de cladodios de Opuntia digeridos durante 4 h.

El pico de glucosa en la capa de parénquima y médula exhibe un hombro, lo que pudiera
indicar el traslape de algun otro monosacarido que coincide en tiempo de retencion,
posiblemente galactosa o xilosa (Tabla 6.3). En el minuto 15 aproximadamente, se
observa la presencia de un pico de igual abundancia que maltosa, pudiéndose tratar de
un isbmero.

Con esta figura se puede discutir sobre la presencia de oligosacéridos de mayor grado de
polimerizaciébn compuestos principalmente de unidades de glucosa, con enlaces a (1-4) ,
gue forman parte del tejido parenquimatoso y el centro del cladodio de nopal.
Probablemente la principal funcion de estos polisacéridos sea de reserva de fuentes de
carbono.
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La comparacion del perfil cromatografico de las capas hidrolizadas durante 8 h exhibe
algunas diferencias en abundancia en la region de los monosacaridos (Figura 6.22). Tal
como se observo anteriormente en la Figura 6.21, existen diferencias en la abundancia de
acido galacturodnico, glucosa y fructosa, los cuales representan los monosacaridos
mayoritarios. Sin embargo, se observan algunos hombros presentes en la glucosa, que
coinciden con el tiempo de retencion de galactosa en clorénquima, parénquima y médula
y ademas de la galactosa, un hombro de xilosa en epidermis. De la misma manera se

observo puntualmente la presencia de la fucosa, que es mas notoria en epidermis y en
médula.
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Figura 6.22. Perfil cromatografico de monosacaridos como resultado de la
hidrélisis de capas de cladodios de Opuntia durante 8 h. El analisis se
realizé por HPAEC-PAD. Referirse a la Tabla 6.3 para la identidad de los
monosacaridos aqui mostrados.

De acuerdo con lo que se observo como resultado de la hidrolisis de las capas a
diferentes tiempos y a los resultados obtenidos de los cromatogramas de las capas se
obtuvo la siguiente gréfica (Figura 6.23) de los componentes de las capas clorénquima,
parénquima y médula de Opuntia. En la figura se pueden observar los monosacaridos
presentes en mayor abundancia, como glucosa y &cido galacturénico, que pueden ser el

resultado de la hidrolisis de pectinas y OS y posiblemente de otros polisacaridos no
identificados.
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Figura 6.23. Abundancia relativa de monosacaridos obtenida como
resultado de la hidrélisis de las cuatro diferentes capas de Opuntia
sometidas a hidrolisis acida por diferentes tiempos (4, 8, 12y 16 h).

El gréfico permite observar la presencia de carbohidratos que coincidieron con el TR de
manosa, arabinosa y galactosa. Muy posiblemente, éstos son liberados de polisacaridos
como resultado de la hidrélisis y se encuentran en mayor abundancia en médula que en
las demas capas. También se puede observar que la fructosa es uno de los componentes
de los polisacaridos de clorénquima y parénquima, aunque en mucha menor abundancia
que glucosa, acido galacturdnico y manosa. La presencia de arabinosa y &cido
galacturdnico indica que las pectinas de Opuntia estan siendo hidrolizadas, mientras que
la xilosa sélo fue posible observarla en epidermis, lo que podria indicar que proviene de la
hidrélisis de pectinas, en las cuales se sabe se presenta como ramificacion de la cadena
principal de poligalacturonidos.

Las diferencias de composicion de monosacaridos entre las capas indican que a medida
se avanza hacia la parte central del cladodio se incrementea la abundancia de
carbohidratos. A su vez, en cuanto a los carbohidratos identificados de menor
abundancia, arabinosa mostro ser mas abundante en la médula y no parece estar
presente en las otras capas. Fructosa fue mas abundante en el clorénquima que en las
demas capas. Por otro lado, la xilosa s0lo se present6 en la epidermis.

De acuerdo con lo observado en las micrografias en la seccion 6.1, el estilete de
Dactylopius fue localizado en la seccién del clorénquima, parénquima y sélo en una
ocasion penetrando la vasculatura. Sin embargo, no existen diferencias en la composicion
de monosacéridos entre estas capas que puedan indicar porqué la cochinilla migra hacia
el centro del cladodio de Opuntia; la Unica diferencia radicé en su abundancia.
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nC/min

La composicion de polisacaridos del tipo MOS entre las capas clorénquima y parénquima
no difiere en el tamafo de los MOS que se localizan en cada capa, sino que al igual que
los monosacarisos, solo en la abundancia de éstos. Como se observa en la Figura 6.24A,
las capas de clorénquima y parénquima poseen los mismos carbohidratos y grados de
polimerizacion a las 4 h de hidrdlisis. Sin embargo, la abundancia de estos carbohidratos
en parénquima es mayor que en clorénquima. El aumento de glucosa en el gréafico indica
que, al hidrolizar los polisacaridos presentes, se estan liberando unidades de glucosa,
siendo ésta el componente principal de estos polisacaridos, como se mencioné
anteriormente.
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Figura 6.24. Variacion de la abundancia relativa de MOS y polisacaridos compuestos de
unidades de glucosa, por efecto de la hidrélisis &cida de dos capas de cladodios de
Opuntia a diferentes tiempos (4, 8, 12, y 16 h) A) MOS, maltooligosacaridos de 1 a 34
unidades de glucosa (M1 — M34). B) Maltooligosacéaridos de abundancia minoritaria de 8 a
34 unidades de glucosa (M8 — M34).

Esto se observa mejor en la Figura 6.24 B, en la cual se muestran los polisacaridos a
base de glucdsa a partir del grado de polimerizacion 8. El carril correspondiente a las 4 h
de hidrélisis de ambas capas exhibe un patrén de carbohidratos del mismo tipo. Sin
embargo, en parénquima se presentaron tres carbohidratos denominados M32, M33 y
M34 que no fueron detectados en clorénquima, cuyo ultimo carbohidrato fue M31.
También se observa que la abundancia de los polisacéridos de parénquima es mayor que
en clorénquima.

Como se mencion6 anteriormente, algunos de los monosacaridos identificados forman
parte de la composicion de pectinas, por lo que durante el proceso de hidrélisis se estan
liberando carbohidratos provenientes de diversos polisacéridos, incluyendo pectinas. Sin
embargo, la capa que mejor coincide con el perfil cromatogréafico de la hidrdlisis del
estandar fue la epidermis hidrolizada por 16 h. En la Figura 6.25, se presenta la
comparacion del perfil cromatografico obtenido de la hidrdlisis de epidermis a las 16 h con
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el perfil cromatografico obtenido de la hidrdlisis de un estandar de pectina al mismo
tiempo.

Por otra parte, se pueden observar diferencias en la abundancia de acido galacturénico y
glucosa presente en ambos perfiles, ya que el perfil de la pectina muestra mayor
abundancia de glucosa que de acido galacturonico, comportamiento contrario a lo
exhibido en la hidrolisis de epidermis.
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Figura 6.25. (A) Perfil cromatografico por HPAEC-PAD, de la hidrélisis
acida, por 16 h, de la epidermis de cladodios de Opuntia. (B) Se muestra,
como comparacion, el perfil cromatogréafico de estandar pectina
hidrolizada por 16 h.

Sin embargo, aunque el perfil cromatografico de la hidrélisis de epidermis durante 16 h
exhibe gran cantidad de picos coincidentes con la hidrolisis de pectinas, las demas capas
exhibieron algunos picos coincidentes también con la hidrélisis de pectinas por tiempos
similares. En la Figura 6.26, se observa que las tres capas internas del cladodio
exhibieron algunos picos en el tiempo entre 60 y 70 min del programa de carbohidratos de
alto grado de polimerizacion. En estos picos se ve una abundancia un cuanto menor a la
reflejada en epidermis. Sin embargo, es suficiente para detectar la presencia de pectina
que esta siendo hidrolizada en estas capas.
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Figura 6.26. (A-D) Perfil cromatografico de diferentes capas de cladodios
de Opuntia después de 16 h de hidrélisis acida. EPI = epidermis; CLOR =
clorénquima; PAR = perénquima, y MED = médula. (E) Comparacion con
perfil de estandar de pectina de manzana (SIGMA) hidrolizada por 16 h.

Con los experimentos realizados, se encontraron diferencias cuantitativas mas que
cualitativas. Sin embargo, dado que la composicion es resultado de la hidrélisis de capas
individuales, es poco probable que la cochinilla pueda tener acceso a estos compuestos,
que tanto por disponibilidad como por tamafio serian dificiles de obtener para un insecto
chupador, a menos que tuvieran la facilidad de consumir compuestos de gran peso
molecular o tuvieran la capacidad de hidrolizarlos.

De acuerdo con lo reportado en insectos chupadores, las partes bucales buscan el floema
de las plantas, las cuales contienen un alto contenido de fotosintatos, azucares,
aminoacidos y proteinas (Kehr 2006). Sin embargo, de acuerdo con lo observado en la
seccién 6.1 de este escrito, sélo en pocas ocasiones fue observado el estilete en el
floema de Opuntia, por lo que la cochinilla debe estarse alimentando de las capas
anteriores, sin tener que llegar al floema para hacerlo. Debido a que la composicion de
carbohidratos no exhibe diferencias puntuales que indiquen la razén de introducir el
estilete tan profundamente, se continu6 con el andlisis de capas mediante cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas, para monitorear otro tipo de compuestos
diferentes a los azucares en cada una de las capas.
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6.3.2. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC-MS)
Las capas de clorénquima, parénquima y médula fueron procesadas como se mencioné
en la seccion 5.3.5 y se realizo su analisis utilizando cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, en el cual se enfatiz6 la busqueda en amino&cidos, acidos
organicos y carbohidratos, considerando que éstos pudieran ser parte importante de la
alimentacion de la cochinilla.
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Figura 6.27. Perfil cromatografico de compuestos presentes en diferentes
capas de cladodios de Opuntia en diferentes obtenido mediante GC-MS.

CLOR = clorénquima; PAR = parénquima y MED = médula.

En la Figura 6.27 se muestra el perfil cromatogréafico que dio como resultado el andlisis de
las capas de Opuntia. En él, se sefialan las regiones en las cuales se detectan los
diferentes compuestos mayoritarios. Lo observado en la figura indica diferencias en
abundancia entre capas, similar a lo sefialado en la seccién de carbohidratos 6.3.1.3. Sin
embargo, mediante este analisis se observé que la abundancia de ciertos compuestos,
como acidos organicos, aminoacidos y algunos disacéaridos, es mayor en clorénquima.

Las diferencias de los resultados obtenidos con estas dos técnicas es posible que se
deban a los procesos de manipulacion previo al andlisis cromatografico, ya que las
muestras analizadas mediante HPAEC-PAD sufrieron un proceso de hidrolisis, mismo que
pudiera disminuir la concentracion de los compuestos pequefios en las muestras,
mientras que en GC-MS las muestras no fueron hidrolizadas para su analisis. El proceso
de derivatizacion usado para GC/MS también pudo haber sido un factor que contribuy6 a
las diferencias observadas.
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El perfil de amino&cidos en capas de Opuntia se observa en la Figura 6.28. La identidad

6.3.2.1. Aminoacidos

de los aminoacidos se determiné mediante el andlisis comparativo con la biblioteca NIST
(por sus siglas en inglés, National Institute of Standards and Technology), localizada en la
biblioteca del equipo.
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Figura 6.28. Perfil cromatografico por GC-MS de compuestos presentes

en capas de cladodios de Opuntia, algunos de los cuales fueron
identificados como aminoacidos. CLOR = clorénquima; PAR =
parénquima y MED = médula.

Los aminoécidos identificados mediante GC-MS se muestran en la Tabla 6.5. En la Figura
6.28, se sefala con una flecha y nombre los amino&cidos identificados con esta biblioteca.
Como se observa en el cromatograma, la abundancia de aminoécidos fue menor que casi
todos los otros compuestos identificados. Sin embargo, un detalle interesante es que

éstos se localizaron sdlo en clorénquima. En la tabla se sefialan algunos como

aminoacidos* que no fue posible identificar mediante la comparacion con la biblioteca, sin
embargo, presentaron las caracteristicas del grupo funcional de los mismos. Quiza
pudiera deberse a aminoécidos no protéicos.

Tabla 6.5. Aminoacidos identificados en capas de cladodios de Opuntia mediante

GC-MS.
Aminoacido Abreviatura TR (min) CLQR - -

(x10%iones) (x10%iones) (x10°iones)
L-Alanina L-Ala 22.363 1.9 0.0 0.0
L-Prolina L-Pro 23.860 5.3 0.0 0.0
L-Valina L-Val 26.565 1.8 0.0 0.0
Aminoéacidol* AA1 27.947 1.9 0.0 0.0
L-Isoleucina L-lle 29.248 2.8 0.0 0.0
Aminoéacido2* AA2 31.567 0.7 0.0 0.0
L-Treonina L-Thr 32.480 0.8 0.0 0.0
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Los valores mostrados en la tabla indican que los aminoacidos mas abundantes fueron
prolina e isoleucina, y los menos abundantes el segundo amino&cido no identificado y
treonina. Como se observa claramente, los amino&cidos sélo se detectaron en la capa del
clorénquima caso contrario a lo que se observo en los carbohidratos, ya que clorénquima
presentd la menor abundancia de carbohidratos comparado con las otras capas.

6.3.2.2. Acidos Orgéanicos
El perfil de &cidos organicos obtenido por GC-MS se observa en las Figuras 6.29 y 6.30,
en las cuales se muestra una variedad de picos con diferentes abundancias.
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La abundancia de acidos organicos varié dependiendo del tipo de &cido. Por ejemplo, los
acidos maldnico, maleico, succinico, glicérico, fumarico y malico se encuentraron en
mayor proporcion en clorénquima, siendo el &cido malico el mas abundante (Figuras 6.29
y 6.30). Sin embargo, en la capa del parénquima un grupo de acidos no identificados
(marcados en la figura 6.29 como NI a los minutos 301.1, 32.1 y 31.1) presentaron la
mayor abundancia entre capas (Tabla 6.6).

La presencia del &cido malico en clorénquima es, probablemente, el resultado de la
asimilacion del CO.. Siendo Opuntia una cactécea, presenta el metabolismo CAM (por
sus siglas en inglés, Crassulacean Acid Metabolism) las cuales realizan la absorcion de
CO. y su fijacion en dos pasos, absorbiendo el CO; por la noche para almacenarlo en
forma de acido malico en vacuola, liberdndolo CO; de la vacuola durante el dia para
continuar con la formacién de carbohidratos en el ciclo de Calvin. Sin embargo, los
cladodios de Opuntia fueron colectados en la tarde, aproximadamente a las 5 o 6 pm, por
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lo que la presencia del &cido mélico pudiera estar relacionada con un proceso tardio de
liberacion de la vacuola.

Tabla 6.6. Acidos organicos identificados en capas de cladodio de Opuntia
mediante GC-MS.

. CLOR PAR MED

Compuesto TR (min) . - -
(x10° iones) (x10%iones) (x10%iones)
Ac hidroxiacético 21.39 0.2 0.9 0.3
Ac Malénico 26.07 0.2 0.0 0.0
Ac Maleico 29.37 15 0.5 0.4
Ac Succinico 29.90 0.8 0.3 0.3
NI-1 30.20 0.7 1.7 0.2
Ac Glicérico 30.62 0.1 0.1 0.04
Ac Fumarico 30.93 0.5 0.2 0.1
NI-2 32.14 0.2 0.9 0.0
NI-3 33.12 0.2 0.8 0.0
Ac Mélico 35.69 185.2 73.7 14.4
Ac Octadecanoico 54.49 2.1 1.1 1.6

La presencia de acidos organicos diferentes del malico, indica la formacion de metabolitos
en Opuntia que pudieran ser importantes para otras rutas metabolicas, como el ciclo de
Krebs o sintesis de &cidos grasos. Sin embargo, los acidos no identificados se encuentran
en mayor abundancia en parénquima que clorénquima, lo cual pudieran ser un indicador
del proceso de exploracion del estilete de la cochinilla.
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Figura 6.30. Perfil cromatografico de compuestos en diferentes capas de
cladodios de Opuntia, identificados como acidos organicos y
monosacaridos mediante GC-MS. CLOR = clorénquima; PAR =

parénquima y MED = médula.
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En la Figura 6.30, ademés del &cido mélico, se detecto la presencia del &cido estearico u
octadecanoico, el cual es un &cido graso saturado. Esta combinacion de resultados
sugiere gque la presencia del &cido malonico podria ser el precursor del malonil Coenzima
A, la cual, a su vez, parte esencial de la sintesis de &cidos grasos. También se puede
observar la presencia de un compuesto no identificado, que incluye un anillo aromatico en
su estructura.

En la Figura 6.30 también se observa la presencia de algunos carbohidratos, en su
mayoria monosacaridos. Aunque éstos se describen en la siguiente seccion, se puede
apreciar que la abundancia de éstos se detectd en la capa de parénquima a diferencia de
los aminoacidos y &cidos orgénicos cuya abundancia se reflejo principalmente en el
clorénquima.

6.3.2.3. Carbohidratos
El analisis de carbohidratos mediante GC-MS permiti6 identificar nuevamente algunos de
los monosacaridos presentes de forma libre en las capas de cladodio de Opuntia. Los
resultados de abundancia que se presentan en la Tabla 6.7 arrojan un resultado diferente
a lo observado al analizar el perfil de carbohidratos obtenido como resultado de la
hidrélisis de capas de los cladodios, descritos en la seccién 6.3.1.3 y mostrados en la
Figura 6.24. En éstos la mayor abundancia de monosacaridos hidrolizados fue mayor en
la capa de la médula y no en el parénquima. Sin embargo, la abundancia de
monosacéridos de parénquima con respecto al clorénquima, se mantuvo en ambos
analisis.

Los tres monosacaridos mas abundantes en el parénquima fueron, en orden de
abundancia, galactosa, glucosa y fructosa, mientras que manosa, ribosa y sacarosa,
presentaron mayor abundancia en el clorénquima.

Tabla 6.7. Carbohidratos identificados en capas de cladodios de Opuntia mediante
GC-MS.

. CLOR PAR MED
Compuesto Abreviatura TR - - -

(x10° iones) (x10%iones)  (x10%iones)
D-Fructosa Fruc 45.033 29.5 127.0 20.6
D-Galactosa Gal 46.618 78.9 325.8 43.6
D-Glucosa Gle 46.683 48.8 162.3 11.3
D-Xilosa Xil 47.397 10.5 26.9 0.8
D-Ribosa Rib 49.741 2.1 1.4 0.0
D-Manosa Man 53.963 1.7 0.4 0.1
Disacaridol1* Dsl 59.299 64.5 19.1 2.3
Disacarido2* Ds2 60.009 86.1 25.7 5.6
Sacarosa Sac 60.629 120.0 38.7 39.9
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La Figura 6.31 muestra la presencia de un compuesto no identificado por la biblioteca,
gue presenta una abundancia mayor incluso que la del acido malico que era, al parecer, el
componente principal de cladodios de Opuntia en este analisis.
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Figura 6.31. Perfil cromatografico de compuestos, algunos no
identificados, de capas de cladodios de Opuntia obtenidos mediante un
analisis por GC-MS. CLOR = clorénquima; PAR = parénquima y MED =

médula.

El compuesto no identificado presenta el ion 179 al ser fraccionado y analizado en el
espectrometro de masas. Este es caracteristico de compuestos con anillos aromaticos.
Sin embargo, no fue posible identificarlo con la informacién contenida en la biblioteca.
Este compuesto es el de mayor abundancia en todas las capas de Opuntia, presentando
mayor abundancia en el clorénquima, seguida por el parénquima.
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7. DISCUSION

7.1. Estilete de Dactylopius
La cochinilla presento diferentes longitudes de estiletes incluso en cochinillas de la misma
etapa de desarrollo. El valor promedio de longitud para ninfa | fue de 3936.7 + 1289.7 (+
desviacion estandar). La ninfa Il presentd un valor de longitud promedio de 3861.4 +
1195.2 y por ultimo, la adulta present6 un valor de 4446.1 + 666.1 (valores mostrados en
la Tabla 6.1), no existiendo diferencias significativas entre las medias de los estiletes de
las tres etapas de desarrollo (p > 0.05). Esto parece indicar que la cochinilla presenta una
basqueda de nutrientes que varia drasticamente entre individuos, los cuales presentan
patrones de exploracion que parecen depender del sitio en el cual los nutrientes se
localicen en el cladodio de nopal.

Asimismo, la direccion del estilete dentro del nopal en busqueda de alimento varia no sé6lo
entre individuos, sino que es independientemente de la edad o etapa de desarrollo, ya
gue algunas cochinillas guiaban el estilete en orientacion diagonal al sitio de insercion, de
acuerdo con lo reportado por Fouche et al. (1984).

Se corrobord la informacion sobre la segunda insercion del estilete en cochinillas en etapa
de ninfa Il, observando estiletes mas cortos que los presentados en la ninfa | (Marin y
Cisneros, 1977). Ademas de este comportamiento, se observé movimiento de cochinillas
sobre el cladodio en la etapa de ninfa Il. Lo observado coincide con lo reportado para
afidos, los cuales mencionan que los estiletes de los &fidos se introducen en el abdomen
cuando realizardn un movimiento o cuando comienzan la alimentacion, retrayendo la
longitud y por lo tanto teniendo una insercidbn mas corta en la hoja (Labandeira 1997;
Brozek 2015).

Se observo y se obtuvo una imagen de la punta del estilete, en la cual se aprecian las
partes que conforman el pico chupador, descritas en la literatura (Figura 6.11 B), aunque
no fue posible identificarlas especificamente mediante esta micrografia. Con estas
imagenes fue posible describir al estilete de D. coccus como un pico chupador delgado
(no mayor a 11 um de grosor), que se conforma por estructuras tipicas de los hemipteros,
y que a diferencia de algunos &fidos, el labio del estilete no est4 segmentado, sino que es
una vaina rigida aunque flexible. También se pudo identificar que, de acuerdo con la edad
de la hembra, el grosor del estilete puede variar.

Ademas se identifico la punta del estilete en clorénquima y, mayormente en parénquima,
en las etapas de desarrollo ninfa | y ninfa Il (Figuras 6.6 a 6.11) y en pocas ocasiones en
los cilindros vasculares, en etapa adulta (Figuras 6.12, 6.13 y 6.14).La localizacion del
estilete en los cilindros vasculares coincide con el patron de alimentacion de &fidos e
insectos chupadores, descrita en la bibliografia (Labandeira 1997; Kehr 2006; Brozek
2015).

7.2. Carbohidratos en Opuntia
El andlisis de carbohidratos en capas de nopal mediante TLC y FACE permitieron el
estudio preliminar de las capas de nopal sometidas a hidrélisis acida. Mediante este
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proceso se pudieron identificar algunos carbohidratos, comparando con el FR de los
estandares. El analisis FACE permitid, por otro lado, observar bandeos que no eran
visibles en la TLC en la capa de la epidermis hidrolizada a 12 h. Sin embargo, con el uso
de estas herramientas no fue posible identificar algun carbohidrato que definiera la
localizacion del estilete de la cochinilla en una capa especifica del cladodio.

El andlisis de las muestras hidrolizadas mediante HPAEC-PAD permitié observar y
corroborar la presencia de los monosacaridos (Figura 6.23), MOS (Figura 6.24) y algunos
polisacéridos de mayor tamafio provenientes de la hidroélisis de pectinas (Figura 6.26).
Esto coincide en gran medida con lo reportado por Ginestra et al. (2009). Sin embargo,
debido al uso de diferentes procesos de hidrélisis, se obtuvieron diferencias en la
abundancia de algunos monosacaridos. Por otro lado, la falta de estdndares no permitio la
identificacion de &cido glucurdnico y ramnosa, componentes que se reportan en pectinas
(Goycoolea y Cardenas 2003; Ginestra et al. 2009; De Oliveira-Ribeiro et al. 2010; Garcia-
Osuna 2013). La presencia de residuos de pectinas se localizé en mayor abundancia en
la capa de epidermis, la cual presenté mayor coincidencia con los picos mostrados en el
perfil cromatografico del estdndar de pectina hidrolizada (Figura 6.25). Por otro lado, se
encontré mayor abundancia de polisacaridos en la médula, siempre en muestras
hidrolizadas por 16 h (Figura 6.21).

La comparacion entre los carbohidratos identificados en clorénquima y parénquima (dos
de las capas en las que se localizé el estilete de la cochinilla) arrojo resultados similares
en composicion de monosacéridos y polisacaridos. Sin embargo, el parénquima presento
una mayor abundancia de MOS vy otros polisacéridos a base de glucosa, por lo que la
abundancia de los carbohidratos podria ser un factor importante para determinar la
localizacion del estilete de la cochinilla en esa capa, o0 en las capas centrales cercanas al
floema.

7.3. Aminoacidos y acidos organicos en Opuntia y su relacién

con Dactylopius
Los resultados obtenidos mediante GC-MS presentados en la seccion 6.3.2 mostraron la
presencia de aminoacidos en la capa clorénquima y ausencia de los mismos en
parénquima y médula. La Tabla 6.5 muestra el contenido de amino&cidos presentes en
Opuntia. En ésta, se observé que el aminoacido mas abundante fue la prolina, seguida de
la isoleucina. De los 20 aminoacidos esenciales, solo fue posible detectar a siete e
identificar a cinco.

Feitosa-Teles et al. (1997) reportaron a la serina como el aminoacido de mayor
concentracion, seguida del acido aspartico, con valores de 39 y 32 mg/100mg de tejido
respectivamente. Estos datos no coinciden con lo observado en este trabajo, ya que la
prolina resultd ser el aminoacido méas abundante. Sin embargo, esto coincide con lo
mencionado por Stintzing y Carle (2005), y con lo reportado por varios otros estudios
(Diaz et al. 1999; Barcenas-Arguello y Flores-hernandez 2000) donde la prolina presenta
mayor abundancia en Opuntia como respuesta a estrés hidrico. Sin embargo esta
acumulacion es mayor cuando los cladodios son de mayor edad. Los amino&cidos de
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menor concentracion reportados por Feitosa-Teles et al. (1997) fueron histidina, glicina,
alanina, metionina, isoleucina, leucina y tirosina. Sin embargo, en este trabajo isoleucina y
alanina fueron mas abundantes. Estos valores pueden variar mucho dependiendo de la
especie, variedad y sitio donde se cultivé el nopal y sobre todo, por el método de
extraccion utilizado, por lo que la comparacion no es valida.

La poca abundancia de aminoacidos comparada con la abundancia de carbohidratos se
relaciona con lo reportado por Stintzing y Carle (2005), quienes presentaron una tabla de
datos sobre la composicién general de cladodios. En este estudio, se resume que la
composicion quimica del cladodio en peso seco fue de 64-71 g de carbohidratos y 4-10 g
de proteina, ambos por 100 g de tejido seco y que el contenido de agua fue del 88-95 g,
donde 3-7 g son de carbohidratos y 0.5-1 g de proteina por cada 100 g de tejido fresco.
Esto indica que la cantidad de proteina de Opuntia es baja, por lo que la abundancia de
aminoacidos libres deberia ser aun mas baja. Siendo el nopal una fuente de aminoécidos
muy pobre, es poco probable que Dactylopius busque a Opuntia como fuente principal de
nitrégeno, ademas de que la localizacion de los amino&cidos no coincide con lo
observado en el movimiento del estilete hacia el centro del cladodio.

Existen reportes de insectos &fidos que contienen bacterias simbiéticas que les
proporcionan aminoécidos como fuente de nitrégeno (Swanevelder 2010). En el caso de
Dactylopius, existe un reporte reciente de Vera-Ponce de Ledn et al. (2017), en el cual se
reporta a Dactylopiibacterium como una bacteria simbionte presente en Dactylopius
opuntiae (cochinilla silvestre) y en D. coccus (cochinilla fina). Los autores especulan que
la presencia de la bacteria en la cochinilla le aporta el nitrégeno necesario como 6xido
nitroso (NO) y le confiere mayor longevidad a la cochinilla. De acuerdo a lo anterior, es
posible que la presencia de esta bacteria en la cochinilla permita que ésta no tenga la
necesidad de obtener nitrégeno de su hospedero, ya que se confirmé que la bacteria tiene
los genes suficientes para la de sintesis de todos los amino&cidos esenciales (Vera-Ponce
de Ledn et al. 2017).

La composicion de los acidos organicos obtenidos coincide con lo encontrado por
Stintzing y Carle (2005). Sin embargo, se detectaron algunos otros, ademas de los ya
reportados, como los &cidos maleico, glicérico, fumarico, estearico, succinico y
octadecanoico. Podria especularse que si los carbohidratos no son la fuente principal de
nutrientes para la cochinilla, los &cidos organicos, como el &cido fumarico, succinico y
maldnico, podrian servir como componentes de algunas rutas metabdlicas, como el ciclo
de Krebs, mientras que el &cido octadecanoico podria ser importante para la sintesis de
acidos grasos de mayor tamafio o grado de insaturacion.

Segun lo reportado, la sintesis de antraquinonas en algunas plantas, mencionada
anteriormente en la introduccion, puede realizarse mediante dos vias: la via de la malonil
coenzima Ay la via del &cido shiquimico o mevaldnico. Dado lo anterior, la presencia del
acido maldnico pudiera ser un punto clave en la sintesis de antraquinonas en el insecto y,
por lo tanto, del &cido carminico.

62



A modo de resumen y de acuerdo con los resultados obtenidos, la longitud del estilete de
la cochinilla varia dependiendo del individuo, no habiendo diferencias significativas entre
la longitud del estilete en las tres etapas de desarrollo ni una localizacién en particular en
busca de alimento. Se logroé identificar las capas de cladodio de nopal a las cuales llegan
los estiletes de la cochinilla en sus diferentes etapas de desarrollo, identificando al
parénquima como la capa en la cual se observaron més estiletes y a la vasculatura soélo
en muy raras ocasiones. La composicion quimica de cladodios de Opuntia en sus
diferentes capas mostr6é que los componentes mayoritarios son los carbohidratos,
principalmente, &cido galacturénico, glucosa, fructosa y sacarosa, localizdndose
mayoritariamente en la capa del parénquima. Este fue uno de los sitios donde se encontrd
con mayor frecuencia la punta del estilete, por lo que pudiera ser atrayente para la
cochinilla. Los aminoacidos se detectaron solo en la capa del clorénquima, lejano al sitio
donde se localizaron los estiletes de las cochinillas, por lo que, aparentemente, no son un
blanco de la cochinilla como fuente de alimentacion. La composicion de &cidos organicos
se relaciona con el metabolismo acido de las crasulaceas. Sin embargo, algunos de los
acidos identificados pueden ser de interés en la cochinilla como fuente de metabolitos de
alguna ruta metabdlica importante, sobre todo la del acido carminico, que hasta el
momento se desconoce.
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8. CONCLUSIONES

No se encontrd una correlacion entre la longitud de estilete de Dactylopius coccus y la
etapa de desarrollo.

La punta del estilete de Dactylopius coccus se localizé principalmente en las capas de
parénquima y raramente en cilindros vasculares de cladodios de Opuntia ficus-indica.

La composicion de carbohidratos de cladodios de Opuntia entre las capas de clorénquima
y parénquima no parece ser un factor que determina la profundidad que alcanza el estilete
de D. coccus en el mismo.

Los aminoécidos de cladodios de Opuntia no parecen ser una fuente de alimento para
Dactylopius coccus.

Los &cidos orgénicos localizados en parénquima son posibles blancos de Dactylopius
como fuente de intermediarios en rutas metabdlicas, més aquellos que contienen anillos
aromaticos en su estructura, los cuales pudieran ser de interés para la ruta de biosintesis
del acido carminico, sin embargo, lo obtenido hasta ahora no aporta informacion suficiente
para respaldar dicha posibilidad.

9. PERSPECTIVAS

Estudiar cochinillas ninfa | en tiempos mas cortos posteriores a la infestacion (horas o
dias) y observar la longitud del estilete, para determinar si la llegada al sitio de la punta
del estilete es un proceso direccionado y rapido, o es un proceso exploratorio mas lento.

Utilizar diferentes edades de nopal infestado para identificar si la edad de los mismos
podria ser un factor capaz de explicar las diferencias observadas en la localizacién del
estilete de D. coccus.

Estudiar la composicién de la savia del floema de Opuntia, en busca de algunos
metabolitos de interés para la cochinilla y comparar con la composicion de floema de otras
plantas, en busca de algun(os) componente(s) unicos del nopal que contribuyan a
hacerlos més atractivos a estos insectos.

Estudiar la relacion de los pigmentos de la cochinilla de acuerdo a su etapa de desarrollo
y determinar si ésta define la presencia de algunos precursores clave para la sintesis de
acido carminico.
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