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e RESUMEN

La demanda de productos derivados del pigmento de la grana cochinilla (Dactylopius
coccus Costa) ha motivado la produccion del insecto en diferentes regiones de México,
pero debido a factores como las condiciones climaticas adversas y la presencia de
enemigos naturales y de competidores, la produccién de dicho organismo se ve
disminuida notablemente, y por ende su aprovechamiento; de igual forma los procesos
de produccién relacionados con la obtencién del pigmento son ain muy rudimentarios

e implican una gran pérdida del peso bruto al industrializado.

Con base en lo anterior se realiz6 el presente trabajo, enfocado a dar un paso en
la produccién, estudiando los procesos in vitro, con el fin de evaluar la viabilidad del
establecimiento de los tejidos en diferentes medijos, para en un futuro igualar las
condiciones in vivo, de una manera eficaz, logrando asi una produccién a nivel

comeicial y a gran escala.

Fue seleccionado el aparato reproductor de las hembras de la grana cochinilla
como posible lugar de sintesis del 4cido carminico, tomando' los organismos en los
estadios de ninfa II y adulta oviplena, esto debido al porcentaje de &cido caminico
presente en comparacién con los demias estadios. Los medios utilizados en el
establecimiento de los tejidos fueron RPMI-1640, Dulbecco’s y Grace’s Insect
Medium®. Cada medio fue modificado de acuerdo a varias técnicas empleadas para el
cultivo de células de insectos, con el fin de prolongar el periodo de vida del tejido

establecido. -

El disefio experimental empleado fue un factorial 2 x 3, tomando en cuenta
que el experimento se realiz6 con los dos estadios de la grana cochinilla y los tres
medios de cultivo seleccionados y ya mencionados.

Los modelos estadisticos para las variables independientes medios y dias
resultaron, en general, altamente significativos en el analisis de varianza, asi como las
interacciones en las variables de estudio, las cuales en este caso fueron

Contaminaci6n, Perdida del Pigmento y Conservacion del Tejido.

v




Los resultados obtenidos para el medio Dulbecco’s muestra que no fue viable
para el mantenimiento del cultivo en ninguno de los dos estadios, puesto que en éste
se perdi6 el pigmento con rapidez, y la contaminacion se present6 en un alto indice
de los cultivos establecidos. Asimismo la degradaci6n “del tejido se presents

eventualmente.

El medio Grace present6é una mayor cantidad de contaminacién y el periodo
de vida de los cultivos fue corto en general en los dos estadios (Ninfa Hl y adultas
oviplenas) puesto que la conservacion del tejido fue minima. Sin embargo, este medio
si conservé el pigmento por mas tiempo que el Dulbecco’s en algunos cultivos
especificamente de adultas oviplenas, el cual se podia apreciar aun con el avance de la

contaminacién, aunque el anélisis no muestra diferencia entre los dos medios.

El medio RPMI-1640, fue el que mejores resultados arroj6, puesto que el
mantenimiento del cultivo fue de hasta 60 dias, es decir, mayor en tempo y menor en
contaminacién, ademds de que se conservé el pigmento en la mayoria de las células.
Se determingd que este medio es 6ptimo para el establecimiento del tejido de cochinilla

adulta oviplena, ya que fueron estos cultivos los que mostraron mejor respuesta.

El andlisis se desarroll6 en el programa SAS® ver 6.3 (1985) y estuvo
conformado por un ANOVA para las interacciones entre las variables, y una prueba
de Tukey para determinar tanto los dias como los medios mas viables para el
experimento. Al realizar las interacciones entre las variables, en el analisis estadistico
con p = .01, se observ6 que son altamente significativas, ya que fue evidente que la
contaminacién va estrechamente ligada a la pérdida de pigmento y consecuentemente
a la desintegraci6n del tejido. Asimismo los resultados arrojaron que entre los 15 y 30
dias la presencia de contaminaci6n al igual que la pérdida del pigmento es minima y
pasado este periodo hay un aumento exponencial de dichas variables. Por otro lado la
conservacion de tejido fue 6ptima durante los primeros 15 dias y decrecié pasado este

periodo.



RELACION DEL APARATO REPRODUCTOR DU Dactvlopius coccus COSTA EN LA SINTESIS DEL ACIDO CARMINICO 1
2
1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes historicos

El wnocheztli (sangre de tuna), tinte a base de la grana
cochinilla, fue auténtica conquista cientifica del indigena
de México. Impulsado por los espafioles en el siglo XV1, su
cultivo tuvo gran incremento, se extendi6 hasta Guatemala
y se recogia en Loja y Tucumdén, en América del Sur;
exportada al Viejo Mundo, via Espafa y Filipinas,
¥ revolucions la industria. de colorantes; fue, en
consecuencia, uno de los ramos mds lucrativos de la

economia iberoamericana (Figura 1) (Dahlgren, 1990).

Figura 1. Fotografia del mural EI género Dactylopius se distingue facilmente por el
que se encuentra en el Palacio
de Gobierno de Oaxaca,
Meéxico, donde se observa la
vida colonial en dicha entidad
con el cultivo y uso en el México llegé a ser el principal productor del insecto, sobre
teiido textil de la grana

cochinilla. (Foto: L. Portillo).  todo Oaxaca, que fue el estado productor y exportador de

color rojo caracteristico y las secreciones cerosas de aspecto

polvorientas o algodonosas. Durante la época colonial

grandes cantidades de grana cochinilla seca hacia Europa.
Este insecto lleg6 a tener gran demanda durante la Colonia por el color que daba el
4cido carminico que contiene, y porque en Europa se utilizaba para teiiir la ropa de la
nobleza, las tapicerias, artesanias finas, las obras de arte, y otros. Ademas, otro uso fue
para tefiir los uniformes de los ejércitos de casi todo el mundo (Del Rio, 1992). Con el
comienzo de la guerra de Independencia en México y la aparicion de las anilinas
(colorantes sintéticos, 1850), el interés por continuar con el cultivo y producciéon de
grana cochinilla comenz6 a declinar; las 4reas que antes eran utilizadas para la
reproduccion dejaron de serlo y pasaroh a ser terras para cultivos agricolas. S6lo se
dejo la produccién de la grana cochinilla para el uso textil artesanal (Cremades y

Romero, 1997).
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1.2 Propiedades quimicas del 4cido carminico

La estructura quimica y las propiedades del 4cido carminico han sido estudiadas
extensivamente desde 1858. Desde inicios del siglo XXI, la estructura primaria y las
propiedades, asi como los métodos de extraccion y purificacion de este pigmento han
sido investigados intensivamente (Aquino y Barcenas, 1999). Por otra parte, la forma
cristalina de acido carminico fue obter)ida. primeramente en 1858, pero su estructura fue
determinada s6lo hasta 1965 (Lambdin y col., 2002).

El 4cido carminico (principio colorante) (Figura 2) es un compuesto quimico de
color rojo intenso muy estable a la luz y el calor. Esta caracteristica, entre otras, ha
hecho que el insecto sea explotado intensivamente por la industria de los colorantes

naturales (Mora, 1996; Vigueras, 1998).

C-glycoside group

Carminic Acid

Figura 2. Formula desarrollada del dcido carminico, principio activo
del pigmento de la grana cochinilla (Lambdin y col., 2002).

Segun Randich (1975) el 4cido carminico tiene una férmula global Cx Ha O,
de forma cristalina y con prismas de color rojo. No posee punto de fusién, pero se
oscurece a 130°C y a 250°C se vuelve negro. En lo referente a la solubilidad del
pigmento, este es:

- Soluble en agua

- Soluble en alcohol

- Ligeramente soluble en éter
- Insoluble en benceno

- Insoluble en cloroformo
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Es un acido antraquinoncarboxilico oxhidrilado con cadena lateral de aztcar, lo
que probablemente condiciona la solubilidad en agua y etanol de este compuesto

(Figura 2). El pigmento tiene las siguientes reacciones (Randich, 1975):
Con 4cidos: color amarillo-rojo

Con alcalis: color violeta

Con bases alcalinotérreas y metales pesados forma combinaciones no solubles;

las cuales se distinguen por sus coloraciones especiales (Randich, 1975):
Alumbre: lentamente se forma precipitado rojo
Cloruro de Aluminio: precipitado violeta rojizo
Cloruro Estafioso: precipitado violeta
Cloruro Estanico: coloracién escarlata brillante
Sulfato Ferroso: precipitado gris violeta
Acetato de Plomo: precipitado violeta
Sulfato de Cobre: precipitado violeta
Sulfato de Zinc: precipitado violeta
Acido Oxalico: precipitado rojo

Sales de Uranio: color verde esmeralda

Sing (1997), mencion6 que las hembras desecadas de la grana cochinilla contienen
aproximadamente de 18 a 23% de 4cido carminico sobre su peso seco. Por lo general, el
4cido carminico es extraido bajo la forma de un complejo metalico, al que se conoce

como carmin (o carmin de cochinilla).
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1.3 Actualidad

Dactylopius spp. han recibido atencién principalmente en los aspectos biolégicos,
agronémicos, quimicos y toxicoldgicos; sin embargo, Dactylopius coccus Costa ha sido la
especie mas estudiada desde el siglo XIX (Aquino y col., 2002), ya que presenta mayor
contenido de 4cido carminico (principio colorante) por peso y es, por lo tanto, la tnica

especie del género cultivada con fines comerciales.

En la actualidad Ia grana cochinilla se vuelve a cotizar a precio bastante
favorable en el mercado internacional; se emplea principalmente como colorante de
medicinas, alimentos y cosméticos. Mas en México ya no existen cultivos comerciales
sino en escala infima para satisfacer a unas cuantas industrias caseras, pues muchos
indigenas, fieles a sus viejas costumbres, continian tifiendo con grana la seda que usan
para adornar sus vistosos trajes regionales (Dahlgren, 1990). Sin embargo, México se ha
convertido en los altimos afios en uno de los principales usuarios del pigmento, esto
debido a la tendencia mundial por consumir productos libres de aditivos quimicos, y
sobretodo por los reportes de alergias y otros padecimientos, inclusive céncer. Por otro
lado, la produccién mundial de este recurso natural rebasa las 1000 toneladas anuales y
se espera que siga en aumento (Portillo, y Vigueras, 2003). Pert ocupa el primer lugar
en la produccién de grana cochinilla, representando aproximadamente el 90% del total

de la produccion mundial.

Los colorantes sintéticos han sido utilizados ampliamente por las diversas
industrias debido a su bajo costo y a las ventajas técnicas que ofrecen. Sin embargo, las
constantes reglamentaciones que controlan su elaboraci6n y uso, junto con la tendencia
mundial por adquirir productos de origen natural, han favorecido en fechas recientes la
reintroduccién de los colorantes naturales en el mercado internacional (Mora, 1996),
ademds, algunas agencias gubernamentales en el mundo han comprobado que los
colorantes sintéticos presentan un riesgo tanto carcinogénico como mutagénico
(Lambin y col., 2002) y su uso pretende ser restringido ain mas por algunas
organizaciones como la Comunidad Econ6émica Europea y la Agencia de Drogas y

Alimentos de los Estados Unidos (Méndez, 1998). Por ello, la Organizacién Mundial de
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la Salud ha propuesto el uso de colorantes naturales en sustitucién de los colorantes
sintéticos (Pereira y Warumby, 1998). Consecuentemente la demanda de productos
derivados del pigmento de la grana cochinilla (Dactylopius coccus Costa) ha motivado la
produccién del insecto en diferentes regiones de México, en las que los factores como
las condiciones climatologicas adversas y la presencia de enemigos naturales y de
competidores, pueden afectar su aprovechamiento y cuyo efecto se puede regular

mediante la produccion del insecto bajo proteccion (Llanderal y col., 2003).

Los paises desarrollados son los principales consumidores del carmin. De la
produccién mundial, Francia, Reino Unido, Jap6n, los Paises Bajos y Estados Unidos
consumen el 90%. Si bien existen otras fuentes de colorante rojo como los insectos
Kermes, e llex, y plantas como el chile, tuna, paprika y azafran, el carmin tiene mayor
demanda por su alta estabilidad, concentracion y calidad. El precio de la grana ha sido
muy variable y en algunos afios ha llegado a superar los $100 d6lares/kg, el producto
industrializado también presenta variaciones importantes en precios. En los altimos
afios, el valor del carmin al 50% ha oscilado entre $570 y $600 d6lares/ kg (Aquino y col.,
2002).

El precio actual del carmin de 52% en laca (polvo) es de aproximadamente

$ 65/kg dolares. A continuacién se presenta la fluctuacién de los precios de la grana

cochinilla a través de los afios (Bustamente, in litt.)t (Cuadro 1).

1 Bustamante, José Antonio. Casilla (PO Box) 578, La serena, Chile. jab@foodsafe.cl.
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Cuadro 1. Precio de la grana cochinilla a través de los afos
(Bustamante, in litl.).

Ano |Precio/kg/dolares| Toneladas
1982 7.50 70
1983 9.50 90
1984 16.00 100
1985 60.00 125
1986 125.00 190
. 1987 70.00 210
1988 | . 33.00 230
1989 17.00 270
1990 16.00 290
1991 11.00 300
1992 10.50 300
1993 13.00 280
1994 25.00 350
1995 48.00 380
1996 142.00 400
1997 90.00 435
1998 3000 -~ | 500 -
1999 25.00 650
2000 19.00 780
2001 16.00 900
2002 14.50 1150
2003 14.50 1350
2004 25.00 > 1350
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1.4 Biologia y Morfologia

La familia Dactylopiidae (Cochinilla del carmin) consta de nueve especies agrupadas en
un solo género, Dactylopius, cuyos hospederos se restringen a la familia Cactaceae
(Principamente a los géneros Opuntin y Nopalea). Todas las especies contienen acido
carminico en sus fluidos corporales, lo cual, presumiblemente les sirve como defensa
ante el ataque de depredadores (Mann, 1969; Zimmerman, 1989; De Haro y Claps, 1998)
tales como dos larvas de insectos, un coleoptero (Hyperaspis trifurcata) y una diptero
(Leucopis sp.), que se alimentan de ciertos coccidos, apropidndose del compuesto
quimico defensivo de sus presas, acido carminico, para su propia proteccién. H.
trifurcata descarga el quimico con chorros de sangre (hemolinfa) que emite cuando es
molestado; Leucopis sp. arroja el compuesto con el fluido rectal. Las hormigas se ven
afectadas por estos ataques defensivos, los cuales son comparados con la defensa de un
piralido (Laetilia coccidivora) el cual regurgita el acido carminico que ha almacenado con
anterioridad de sus presas. El fluido defensivo de estas tres larvas contienen acido
carminico en concentraciones variables (0.2-6.2%) que han probado ser un disuasivo
alimentario efectivo contra las hormigas. Muchos insectos son conocidos por apropiarse
de sustancias de plantas como defensa. Insectos que adquieren defensas quimicas de

fuentes animales son relativamente raros (Eisner y col., 1994).

Segtin Bustamante-Murillo (1997), la composicién de la cochinilla es la siguiente
(Figura 3): A

A: Capa externa cérea llamada coccerina (ceras y grasas).

B: Entorno cuticular: (polisacaricos y quitina).

C: Materia tisular (glucégeno, lipidos y grasas, agua, lipo-

L1

Figura 3. Composicion de la Grana
cochinilla.

proteinas, aminoacidos, sales y acido carminico).
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1.4.1 Taxonomia y Clasificacién

La grana cochinilla ha sido descrita como Dactylopius coccus Costa tradicionalmente,

clasificacién que aun prevalece (Pérez y Kosztarab, 1992):

Clase: ) Insecta
Subclase: * Pterygota
Orden: Homoptera
Divisi6n: Exopterygota
Suborden: Sternorrhyncha

Superfamilia: Coccoidea

Familia: Dactylopiidae
Género: Dactylopius
Especie: D. coccus

Actualmente se suscita una acalorada discusioén con respecto al orden al que
corresponde este insecto. Un anélisis de publicaciones sobre este grupo de insectos de
1998 al 2001 mostr6é que entre 66 y 75 % de los cocc'idélogos‘prefirieron homoptera en
lugar de hemiptera al mencionarlos en los titulos (Danzing, 2001), aunque hoy existen
analisis filogenéticos que indican lo contrario, es decir, que la grana cochinilla

corresponde al orden hemiptera (orden que se maneja en el presente trabajo).

1.4.2 Dimorfismo sexual

La grana cochinilla presenta un dimorfismo sexual muy marcado, el macho (Figura 4)
pasa por una metamorfosis holometabola (completa) y es alado; en cambio la hembra
(Figura 5) posee una metamorfosis parametabola (o incompleta), es de forma oval y se
encuentra cubierta por una cera pulverulenta con apariencia de talco que se desprende

facilmente con la corriente del viento (Bonilla, 1999). Algunos autores consideran a
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ambas metamorfosis {(femenina y masculina) como graduales y simplemente diferentes

una de otra.

Figura 5. Dactylopius coccus Costa hembra. Vista ventral (izquierda), vista
dorsal (derecha) (M. del R. Vazquez).

Figura 4. Dactylopius coccus Costa macho
(M. del R. Vazquez).

e Coccerina:

El polvillo blanco que recubre a la grana o cochinilla esta constituido por una materia
analoga a las ceras que se obtiene agotando la cochinilla por medio de benceno, y esta
formada casi completamente por una sustancia a la cual se dio el nombre de coccerina,
C30Heo(Ca1He1O3)2. Una vez recristalizada en benceno o en 4cido acético, la coccerina se
presenta en forma de laminillas brillantes, que funden a 106°C; es poco soluble en todos
los solventes, y casi insoluble en alcohol. Saponificada, mediante solucién alcohélica de
potasa caustica, produce el alcohol coccerico, CaoHso{OH)> y 4cido coccérico, Ci3He2Os
(Hernandez, 1998).

14.3 Ciclo Biolégico

El ciclo biolégico de la grana cochinilla esta dado en funcién a sexo y al medio

ambiente. En el macho ticne una duracién menor que el de la hembra, de 48 a 62 dias;
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se presenta un dimorfismo muy marcado después del estadio de ninfa II. La hembra es
la que se utiliza para extraer el pigmento, su ciclo de vida en promedio es de 92 a 103

dias, mismo que puede variar de acuerdo a la temperatura (Vigueras y Portillo, 1995).

Los huevos se colocan individualmente debajo del cuerpo de la hembra y tardan
en eclosionar desde 15 min a 6 h [lo qué implica son ovoviviparas (ver glosario)], las
ninfas son de color rojo o rosadas, la }.lembra y el macho no se distinguen en esta etapa,
pero, difieren en su desarrollo un poco después. La mayoria de las hembras seleccionan
un lugar determinado en un plazo de 24 a 48 horas, y después inserta su estilete en el

tejido de la planta permaneciendo ahi el resto de su vida (Vigueras, 1992).

El macho adulto es alado e inconspicuo en comparacién con las hembras ovales
4pteras; inmediatamente después de que emerge, busca a las hembras para posarse
sobre la parte dorsal del cuerpo de éstas hasta encontrar aquellas que estan listas para
copular. Es raro verles volar y normalmente sus desplazamientos son por locomocién;
no se alimentan y su vida es muy corta, de tres dias en promedio (Marin y Cisneros,

1977; Montiel, 1995) (Figura 4).

En general el cuerpo de las hembras adultas es més o menos oval y alargado. La
cuticula en la mayoria de las especies es membranosa (excepto por el [6bulo anal que es
esclerosado). La segmentacién del cuerpo no presenta una diferencia clara, ya que la
cabeza y el torax se encuentran fusionados y es dificil determinar sus limites (Montiel,

1995) (Figura 5).

Las hembras pasan por los estados de desarrollo de huevo, ninfa (1 y II) y
adulto; sin embargo, los machos presentan los estados biologicos de desarrollo de

huevo, ninfa (1 y I}, prepupa, pupa y adulto (Briserio, 2001) (Figura 6).
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o Partenogénesis:

Cada hembra de la grana cochinilla, deposita alrededor de 200 huevos, pero si éstos no
son expulsados totalmente, se inicia la emergencia de la ninfa dentro del cuerpo de la
madre, motivo por el cual, como ya se mencion6, se considera que D. coccus es una
especie ovovivipara (Montiel, 1995). El ritmo de produccién de los huevos estd
influenciado por la temperatura, cesando la misma a temperaturas bajas, aunque otras
actividades fisiol6gicas se desarrollen con toda normalidad. Los machos son muy
sensibles a temperaturas elevadas, pues los espermatozoides pierden su movilidad y

pueden degenerarse (Llanderal, 2000).

En condiciones climaticas extremas o en ausencia de macho se presenta un
fenémeno bastante comun en insectos denominado partenogénesis (ver glosario). En la
reproduccién sexual los machos y las hembras diploides producen gametos haploides
que se fusionan para formar un cigoto diploide. En cambio, durante la partenogénesis
la mitosis y la meiosis se modifican para compensar la falta de fertilizacion (Llanderal,
2000). Algunos autores como Bustamante (1985) mencionan que la grana cochinilla
(fina) presenta partenogénesis en ciertas condiciones (facultativa), aunque el trabajo no
es concluyente debido a que solo se realiz6 con dos generaciones; en cambio Morales
(1994), menciona que observaciones realizadas hasta el momento no concluyen que se
presente partenogénesis en la cochinilla silvestre, por lo que se requiere llevar a cabo un
estudio detallado de esta etapa reproductiva tanto en la grana cochinilla silvestre como

en la fina.
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Figura 6: Ciclo biol6gico de la grana cochinilla (Dactylopius coccus Costa). A) huevo; B) vista dorsal y
C) vista ventral de la ninfa | migrante;, D) ninfa I establecida; E) muda a ninfa II; f) Ninfa Ii; G) muda a
hembra adulta; H) vista dorsal y 1) ventral de la hembra adulta; ]) capullo de macho; K) vista.dorsal y
L) ventral de macho adulto (Tomado de Portillo, 1992).
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2. ANTECEDENTES

El insecto .de nombre cientifico Dactylopius coccus Costa (Hemiptera:
Dactylopiidae) se conoce comunmente con los nombres de grana, cochinilla fina,
cochinilla del nopal, cochinilla del carmin.o cochinilla (Figura 7 y 8); este altimo
vocablo se deriva del latin coccinos que quiere decir escarlata (Brana, 1964). El principal
interés de la grana cochinilla radica en el pigmento que produce (Portillo y Vigueras,
2003). Dado que en México, como en otros paises, la cria de este insecto ha adquirido
importancia econ6émica en la industria (farmacéutica, textil, alimenticia y
cosmetolégica, entre otras), es necesario generar metodologias viables para su

produccién in vitro, con el fin de aumentar la misma (Bércenas y Aquino, 1997).

Una de las herramientas biotecnolégicas de mayor importancia es el cultivo in
vitro de células animales a gran escala para produccion de vacunas, hormonas,
farmacos y sistemas de diagnostico. Las aplicaciones de cultivo de células de insectos
son inimaginables, y en la actualidad constituyen la base de cientos de proteinas de

utilidad médica y veterinaria (Aquino y Barcenas, 2002).

El acelerado avance de la ciencia y la tecnologia prevé la sustitucién de producir
metabolitos secundarios a partir de las fuentes naturales por biosintéticas. Por medio de
la biotecnologia y la bioingenieria se han generado numerosos metabolitos a costos
significativamente reducidos, como resultado de su alta pureza y eficacia en la

produccién (Barcenas y Aquino, 1997).

: SRR sk il
i
Figura 7. Grana cochinilla sobre cladodio de
Opuntia jaliscana. (Foto: L. Portillo).

gura 8. Vista dossal (izquierda) y ventral con apéndices
(derecha) de la grana cochinilla (Dibujo: M. del R.
Vézquez).
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Los brillantes colores de los insectos siempre han atraido la atencién de naturalistas y
entomdlogos, y una inmensa cantidad de literatura con respecto a ello ha sido
acumulada; pero hasta hace muy poco se tuvo conocimiento de la quimica natural de
los pigmentos que éstos contienen. La principal razén de lo anterior fue que las técnicas
clasicas de quimica orgénica eran normalmente inadecuadas para el aislamiento de
pequeiias cantidades de pigmento prgsex{te en el material biel6gico. Por otra parte, aun
si las sustancias puras pudieran ser aisladas por los métodos disponibles, un estudio
quimico a gran escala realizado por los viejos métodos requeriria una coleccién de un

fantastico numero de insectos (Cromartie, 1959).

El color es una caracteristica que hace a estos productos mas atractivos y
representa un valor agregado de importancia en su comercializacién, especialmente si
se garantiza a los clientes que las materias primas utilizadas para colorear los productos
no son dafiinas. En la actualidad, los consumidores de productos industrializados estan
mejor informados sobre el daiio que prdduce a la salud el uso de colorantes sintéticos,

por lo que demandan el uso de aditivos in6cuos (Bércenas y Aquino, 1997).

Todos los estadios de desarrollo de la grana cochinilla, incluyendo el huevo, son
de color rojo, lo que indica la presencia del 4cido carminico. Varios investigadores han
intentado definir el lugar preciso del cuerpo en el que se encuentra el colorante;
Chapman (1975} indic6 que éste se encuentra en el tejido adiposo y en la hémolinfa,
mientras que Montiel (1995) report6 su presencia en los huevos y en la hemolinfa de
ninfas y adultos. Los significativos avances en el aspecto quimico le permiti6 a Alevi y
col. (1996) desarrollar la sintesis organica del 4cido carminico. Por su parte Joshi y
Lambdin (1996) realizaron trabajos referentes a describir la citologia relacionada con la
produccién del dcido carminico; sin embargo, Maza (1999) identific6 al tejido adiposo
como el principal 6rgano involucrado en la sintesis del 4cido carminico y descart6 su
presencia en las células de la hemolinfa o hemocitos. Por otra parte algunos
investigadores se han dedicado a la tarea de indagar sobre la sinopsis de la biosintesis
del 4cido carminico (Lambdin y col, 2002) y ahondar en la biologia reproductiva y

genética de la grana cochinilla (Aquino y Barcenas, 2002).
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Los resultados obtenidos hasta el momento en lo referente a la produccién del
acido carminico en la cochinilla, indican que la sintesis del colorante no depende de un
solo tipo de células especializadas, sino de la interaccién de diferentes tipos de células,

e, inclusive, de microorganismos simbiontes (Aquino y col., 2002).

Todos estos trabajos aportan algunos avances, pero ninguno de ellos explica, de

manera concisa, el lugar de producci6n del colorante y los procesos que en el ocurren.

El hecho de que la produccion de carmin alcance hasta 20% del peso seco de la
grana cochinilla permite formular hip6tesis acerca de que el cultivo in vitro de células o
tejidos especializados en medios de cultivo apropiados y en condiciones optimas de
temperatura, presién osmoética, pH, etcétera, podria aumentar considerablemente. Por
otro lado, la extraccién y purificacién del carmin con cultivos homogéneos y estériles
resultaria mas sencilla que utilizar el cuerpo desecado de insectos (Barcenas y Aquino,

1997).

2.1 Organo interno de reproduccién

Segn Chapman (1975), los sistemas reproductores del macho y la hembra
generalmente consisten en un par de génadas conectadas a un ducto medio principal
con el gonoporo. Las glandulas accesorias estdn comnmente presentes en ambos; en el
macho estdn usualmente relacionadas con la formaci6én de espermaté6foro y el
mantenimiento del esperma, y en la hembra provee un pegamento para fijar los huevos
al sustrato o provee de sustancia para la formaci6én del huevo. La familia Dactilopiidae

tiene, ademas, una espermateca para almacenar e] esperma después de la copulacion.

Segun Prado y Valdéz (1990), el érgano reproductor masculino consiste
tipicamente de un par de testiculos los cuales estin conectados con las vesiculas
seminales y al ducto medio eyaculatorio. En la mayoria de los insectos existe también

un nimero de glandulas accesorias dentro del vaso deferente o el ducto eyaculatorio.
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En general, en los insectos, el sistema reproductor de la hembra (Figura-9) consta
de un par de ovarios conectados con un par de oviductos laterales, los cuales se unen
para formar un oviducto medio que se abre en la vagina; en algunas especies hay una
bursa copulatrix para la recepcién del pene. Conectada a la vagina se encuentra la
espermateca que sirve. como almacén de espermatozoides recibidos durante la cépula.
También puede haber un par de glandulas accesorias .q_ue pueden tener diversas
funciones. Los ovarios se encentran sc;bre o a los lados del intestino y cada uno consiste
de una serie de ovariolos en donde tiene lugar el desarrollo de los oocitos (Llanderal,
2000; Zapata, 1970). Existe una enorme variacién en la forma y estructura de los
6rganos genitales femeninos internos de una especie a otra, aunque en general sus

componentes son los mismos (Figura 10).

Fa
7 Reservorio del
= veneno

Glandula de .
veneno - Gléndula par del
. Veneno
Bursa copulatrix
Estern6n IX
Aguijon

Figura 9: Organo genital femenino interno de Apis meilifera (Tomado de Webber, 1933 en Prado y
'Valdéz, 1990).
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Figura 10. Tipos de 6rganos genitales femeninos internos en insectos. A) tipo basico; B) Japyx; C) efemer6pteros;

D) dermaptero; E) acridido; F) Forficula; G) céccido; H) plecoptero; I) himenéptero; )) lepid6ptero; K) hemiptero;

L) coledptero; M) Glossina; N) Campodea; O) Aphidius; P) Phylloxera. Ol, oviducto lateral; ov, ovario; vag, vagina.
(Tomado de Webber, 1933 en Prado y Valdéz, 1990).

La forma redondeada de los cocitos y su tamafo creciente da al ovariolo la
apariencia de collar de perlas formado por unidades cada vez mayores. En cada
ovariolo se distinguen, de adelante hacia atras, cuatro zonas denominadas filamento
terminal, germinario, vitelarrio y pedicelo. El pedicelo es un tubo corto y estrecho por
el que deben pasar lo oocitos para llegar al oviducto lateral. Es de origen mesodérmico
y est4 formado por células columnares que descansan sobre una membrana basal a la
que se anaden masculos circulares y algunos haces, internos y externos, de musculos
longitudinales. Inicialmente no hay paso del vitelario al pedicelo, ya que éste ests

cerrado por un tapén celular que se deshace en la primera oviposicion (Prado y Valdéz,

1990).
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Al hablar del pigmento de la grana cochinilla, se hace énfasis en la importancia
de la hembra puesto que ésta es quien cuenta con un mayor contenido de &cido
carminico. Los 6rganos genitales femeninos internos de este insecto constan de ovarios,
oviductos laterales, oviducto comtin o medio, cAmara genital y sus derivados, asi como

espermateca y glandulas accesorias (Prado y Valdéz, 1990) (Figura 11).

Figura 11: Organo reproductor interno de Dactylopius coccus Costa (M. del
R. Vézquez).

2.2 Medios de cultivo
El cultivo de células (o cultivo de tejidos) tiene su origen en el siglo XIX, cuando se
comenzaron a estudiar con cierto detalle los tejidos y 6rganos en vasos de vidrio. El
término in vitro significa literalmente “en vidrio”, aunque en la actualidad la mayor
parte de los cultivos celulares se desarrollan en plastico. Actualmente la mayoria de
medios para el cultivo de células, se: basan en experiencias iniciales sobre la
composicion de soluciones, que permiten que células obtenidas de tejidos sobrevivan
fuera del organismo donante durante cortos periodos de tiempo. El cultivo celular ha
alcanzado en el presente una posicion en la que su objetivo es con frecuencia reproducir
las condiciones existentes in vivo que permitan el crecimiento en cultivo de células

“normales”. Por tanto, el cultivo celular ha evolucionado a partir del examen de células
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aisladas tal como mueren in vitro hasta el cultivo continuo (a largo plazo) de células
que, en muchos aspectos, son idénticas a las que se encuentran en el organismo
completo (Morgan y Darling, 1995); por tanto, para cultivar células in vitro, el ambiente
debe ser lo mas parecido posible al esperado in vivo. Son factores ambientales
importantes el sustrato sobre el que crecen las células, y en general el medio que las
rodea.

La composicién completa de un medio que permita el crecimiento en cultivo de
células puede ser muy compleja y el nimero de los distintos medios disponibles puede
resultar enorme pero, basicamente, cualquier medio de cultivo esta constituido por un
medio nutriente minimo tamponado e isoténico que contiene sales inorganicas, una
fuente de energia y aminoacidos, ademas de varios suplementos (Morgan y Darling,
1995).

Para permitir el crecimiento celular los medios necesitan de diversos
suplementos que dependiendo las células establecidas (de vertebrados menores o
mayores, invertebrados, etc.) son los esenciales para las mismas. En el caso de los
medios especificos para cultivo de lineas celulares de vertebrados, éstos pueden ser
utilizados para otro tipo de células (de invertebrados por ejemplo) al cambiar algunos
de los suplementos. Lo anterior es posible gracias a que los medios en general tienen
componentes esenciales para cualquier célula y varian tinicamente en los suplementos

(White, 1989).

Para la mayor parte de los objetivos de un cultivo celular resulta perfectamente
adecuado un medio de tipo general. El medio basal de Eagle (BME) es uno de los
medios definidos originales. Se utiliza normalmente para células adherentes
(formadoras de tapiz o monocapa) como las células de HelLa y algunas células
primarias. Posteriormente se han desarrollado otros medios a partir del BME, como por
ejemplo, el medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Cuadro 2). Que se
elabor6 al afiadir a medio BME una mayor cantidad de vitaminas y aminoécidos, y se
utiliz6 por primera vez para cultivar células de embri6n de raton. Sin embargo, en la
actualidad se utiliza para una amplia gama de lineas celulares, principalmente aquellas

que crecen como monocapas celulares adherentes (Morgan y Darling, 1995).
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En la composicion de muchos medios de cultivo se incluye una elevada
cantidad de Ca,* y Mg:* en parte por que estos cationes divalentes son necesarios para
la adherencia de proteinas situadas sobre las células formadores de tapiz. Los medios
para el cultivo de células en suspensién no necesitan concentraciones tan elevadas, por
ejemplo, el RPMI 1640 (medio 1640 del Roswell Park Memorial Institute) (Cuadro 2)
utilizado frecuentemente para leucocitos humanos o murings normales o neoplasicos:
estas células crecen en suspension y n(;cesitan poco calcio.

Para permitir el crecimiento celular, los medios basicos precisan la adicién de
suplementos como la glutamina y el suero. La glutamina es la fuente principal de
carbono para la mayoria de las células en cultivo y genera precursores para posteriores
biosintesis y para la produccion de proteinas. También actia, junto con la glucosa (y a
veces con el piruvato s6dico), como fuente de energia mediante la ruta del ciclo de
Krebs. El suero contiene una mezcla importante pero poco definida de compuestos
favorecedores del crecimiento (por ejemplo polipéptidos, hormonas, lipidos y metales
traza). Se han analizado los componentes del suero que resultan importantes para
favorecer el crecimiento celular, lo que ha permitido la produccién de un suplemento
similar al suero y quimicamente definido. Su principal ventaja es la eliminacién de la
interferencia resultante de factores desconocidos presentes en el suero que podrian
alterar algunos experimentos. Sin embargo, el suero sigue siendo utilizado por la
mayoria de los que trabajan con cultivos celulares, normalmente en forma de suero fetal

bovino (Morgan y Darling, 1995).

Uno de los medios utilizados para el cultivo de células de insectos es el
establecido por Grace en 1962, el cual llev6 al establecimiento de la primera linea
celular de mosquito, logrando una adaptacién y una continuidad de las mismas y de las
obtenidas a partir de ésta primera linea. (Varma y col. 1979) (Cuadro 3).

Freshey (2000) mencion6 que cada cultivo requiere de un conjunto de
condiciones diferentes, que se deben tomar en: cuenta durante el aislamiento del cultivo
para formar las lineas celulares; algunas de ellas son el removimiento de los tejidos
grasos y necrosados durante la diseccién y el manejo adecuado de los tejidos con el

instrumental especializado para causar el menor dafio al tejido.
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Cuadro 2: Composicién de tres tipos de medios utilizados cominmente.

RPMI 1640 DMEM MEM
(mg/h) (mg/1) (mg/1)

CaClz. 2HL - 204 264
Ca(NOw), . 4110 [(L1] - -
Fe(NO) . 9HLY - 01 -
KCt 400 400 400
MpSQu . THA 100 200 o 200
NaCt 6.000 6.400 6.800
NaliCOx 2.000 3.700 2.200
Nall,PO.. 2HO - AL1I 158
Na:HPO, 800 - -
- glucosa 2.000 ' 4500 1.000
Rojo fenol 5 15 10
Piruvato sadico - 110 -
1~arginina HC - 84 126
L-asparagina . HO 50 - -
Acido 1-aspartico 0 - -
Listina 50 48 u
Acido L-gluldmico 20 - .
1glutamina 300 584 292
Glulation 1 - -
Gicina 10 30 -
L-histidina . HCI . HO - - 42 42
L-histidina 15 - -
L-hidroxiprolina 20 - -
L-isoleucina ’ 50 105 52
LAeucina 50 105 53
L-tisina, HCl 40 146 73
L-metionina 15 30 15
1-fenilalanina 15 66 33
L-prolina 20 -
Lserina 30 2 -
1-trconina 20 9% 48
1Atriptofane 5 i6 10
1~ tirovina 20 2 3
L-valina 20 % -
Biotina 02 - -
1-Ca pantotenato 03 4 1
Cloruro de colina 3 4 1
Acido folico 1 4 1

1 - inositol 35 72 2
Nicotinamida 1 4 1
Acido para~aminobenzico 1 - -
Piridxal . HQ 1 4 1
Riboflavina 02 04 . 0.1
Tiamina . HCl 1 4 . 1
Viamina Bz 0,005 - -

En este cuadro se comparan tres medios diferentes, el RPMI-1640 y de DMEM son relativamente ricos, y el
MEM es un medio mas bésico, adecuado para tipos celulares menos exigentes. Obsérvese también que se
trata de formulaciones basicas y que en la actualidad existen versiones mucho més alternativas (Morgan y
Darling, 1995).
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Cuadro 3: Nutrientes para células de invertebrados: Nutrientes de Grace (1962) para el cultivo de tejidos de
insectos preparado a partir de siete soluciones base (White, 1989).

Para preparar 100 mililitros de nutrimento, se combinan 10 ml de cada una de las siguientes

soluciones base. Se ajusta el pH a 6.5 con KOH; después se esterilizan por filtracion. Las

temperaturas Optimas para las células de insectos aparentemente son de 27-30°C.

A

MgSO:. 7110 e, z?ﬂom;;
2,‘:780 mg
[ 3o IRTO 2.200mg
NallPe . 20 .. 1,140 mg
NaliCO ... 350mg
CaCla. .. 1,000 mg
L-Arginina ... 700 mg
t-Acido Aspartico...........ce. 350 mg
L-Asparagina...... .................. 350 mg,
L-Alanina...... ..o, 225 mg

B-Alanina. ... 200 mg
1-Cisteina HCL........... 25mg
1-Acido Glutamico... 600 mg
L-Glutamina...........c.cccooovueinns 600 mg
LGlicina......coocooreiiiiieninine 650 mg
L-Histidina...... .......cccoeiiniiin 2,500 mg
L-Isoleucina...... ..., 50 mg
L-beudina... o 75mg
Elicina Q.. 625 mg
L-Metionina.........c.ccovvnniinnnn 50mg

LProlina........ccoociiiee. . 350 mg
L-Fenilalanina............c.c........ 150mg
DL-Serina.........coomiiiencninnn, 1,100 mg
1-Triptofano. ..o 100 mg
Ldreonina. o 175 mg
L-Valina......o.ooovveiiieee. . 100mg

[.-Tirosina (disucito en N/1

HCLY i 50mg
SACATOSA. «oouei e 26.68¢
Fructuosa...............ocoii 040g

Glucosa....ooooiii 070g

Disuelto en HzO para preparar 100 ml

} Disuelto en HzO para preparar 100 ml

)

Disuelto en H:O para preparar 100 mi

Disuclto en H2O para preparar 100 m!



Continuacién de cuadro 3....

Acido malico

Acido keroglutamico................
Acido Succinico. oo

Acido fumarico.. ..oocoeniiini

Penicitina G, sal sodio...... ...

Sulfato estreptomicina..............

Acido Folico.. ..o

Biotina..........occoooien

Tiamina HCIL.
Riboflavina
Cal”

Piridoxina HCl.........o.oooiinnnn
Acido Para-aminobenzoico.........
Niacina.......o.ooovniiiiiiiiinn,
Fin0SItol .oueviiniie

Qlorocolina.........ooooiviiienenns

670 my,
370 my,
o0 mg,
55 myg,

M mg,

100 mg,

20 my
10 mg,

20 mg
20mg
20mg
20 mg,
20mg
20mg
20mg
200 mg
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Disuclto en 100 mi HZO. Neutralizado con KOH.

} Disuelto en H/O para preparar 100 ml

Disuelto en 100 ml H:O. Dilucion 1:1, 000 para
preparar el stock Fa.

Disuelto en 100 ml H:O. Dilucion 1:1, 000 para
preparar cl stock Fa.
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3. JUSTIFICACION

Son pocos los trabajos desarrollados con el fin de determinar el lugar de sintesis del
4cido carminico, sin embargo existen observaciones que indican su posible produccién
en la region del aparato reproductor; algunas de estas son las hechas por Aquino y col
(2002), que menciona la presencia de cromatocitos unidos al ovariolo (regién entre el
germinario y el ovocito), en donde se han detectado pequefios canales, lugar donde
Tremblay (1989) ha ubicado como posible sitio de transferencia de los microorganismos
simbiontes a la siguiente generaci6n en algunos insectos, y los cuales se especula tienen
relacién con la produccién del pigmento en la grana cochinilla. Por ello resulta
necesario como primer parte, evaluar medios de cultivo para el establecimiento del

aparato reproductor y, mediante la observacién directa, validar dichas observaciones.
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| 4. HIPOTESIS

La observacion directa al 6rgano reproductor de las hembras de la grana cochinilla
(Dactylopius coccus Costa), inmerso en medio para cultivo de tejidos animales, permitira
determinar la viabilidad y permanencia del 4cido carminico, asi como su posible

produccion.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general:

Determinar la relacién del aparato reproductor de Dactylopius coccus Costa en sus dos

| estadios, ninfa I y adulta oviplena, con respecto a la produccién del 4cido carminico,

| con base en tres medios de cultivo.

5.2 Objetivos particulares

. a) Establecer un medio de cultivo idéneo para mantener in vitro el aparato reproductor
' femenino.
) b) Determinar el tiempo de permanencia del 4cido carminico “in vitro”.

¢) Determinar si hay una produccion de pigmento en el tejido establecido.
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e ADULTAS OVIPLENAS

El analisis de varianza (ANOVA) mostré una alta significancia estadistica entre los
dias y las interacciones Contaminacién (CONT), Perdida del Pigmento (P/P) y
Conservacién del Tejido (CT) (Cuadro 6).

Cuadro 6. Analisis de varianza de triple interaccion para el nimero de dias, contaminacion,
pérdida de pigmento y conservacion del tejido en adulta oviplena.

FUENTE G.L. Suma de Cuadrados Cuadrado Medio F P=0.01F
Dias 3 29.25000000 9.75000000 139.67 0.0001
Cont*SP 1 75.74270161 75.74270161 1085.03 0.0001
Cont*CT 1 13.43071240 13.43071240 192.40 0.0001
Cont*SP*CT 1 12.06015648 12.06015648 172.76 0.0001
Error 53 3.6997628 0.0698068

Total 59 134.1833333

e Prueba de Tukey para Contaminacion de tejido

Utilizando la prueba de Tukey (Comparacién miltiple de medias) utilizando p = .01 se
determiné que el medio que mejores resultados_ arroj6 con respecto al menor promedio de
contaminaci6n presente fue el medio RPMI-1640, aun sin agregar la cantidad de penicilina
requerida (10 ml). En contraste, Grace’s, con la media mas alta, present6 una mayor
cantidad de contaminacién (adn al agregarle 10 mi de penicilina por caja de petri) y el
periodo de vida de los tejidos fue corto en gencral. El medio Dulbecco’s no fue viable para
los fines buscados (Figura 18). La contaminacion en los ejemplares de adultas oviplenas,
fue en aumento conforme el transcurso de los dias y hasta los 15 dias, en gencral no se
presenté contaminaciéon o fue minima en comparacién a los dias subsiguientes (30, 45 y 60
dias) (Figura 19).

Descubrir el origen de la contaminacién suele ser un proceso deductivo, pero es
preferible que se lleve a cabo de forma sistematica para reducir al minimo problemas a
futuro (Morgan y Darling, 1995). Uno de los factores involucrados en la contaminacion de
los germinarios establecidos tal vez se debieron a un mal corte en la grana cochinilla o
cochinilla sucia, ademas de la viabilidad del medio a nutrir estas células ajenas al tejido

cultivado. Por otra parte resulta esencial conocer los diversos agentes contaminantes



RELACION DEL APARATO REPRODUCTOR DIE Daciylopius coccus COSTA EN LA SINTESIS DEL ACIDO CARMINICO 28

agrego penicilina (10 ml por caja de petri) para evitar la contaminacién de

estos.

El medio Grace’s, en las primeras etapas fue preparado segin las
especificaciones del Cuadro 3, aunque después se empleo medio ya

preparado (Grace’s Insect Medium®; Insect Cell Culture Tested).

b} Diseccién del insecto

Los ejemplares fueron limpiados con alcohol etilico (95°), cuya finalidad
fue quitarle la cera totalmente. La diseccién del insecto fue realizada en Ia
parte dorsal y longitudinal con ayuda de una hoja de bisturi del nimero
10, se tuvo cuidado de que el corte no fuera muy profundo y se tomo al
insecto con unas pinzas de diseccién para evitar el movimiento (Figura 12
a). Se hicieron lavados constantemente con agua desionizada para quitar
el exceso de pigmento y tejido graso (Figura 12 b). Con los alfileres se fij6
al insecto en el papel filtro (Figura 12 c) para que de esta manera quedara
abierto y expuesto el 6rgano interno de reproduccién (Figura 12 d y e);
éstos fueron extraidos y después se establecieron en los tres diferentes
medios de cultivo (RPMI 1640, Dulbecco’s y Grace’s) que se colocaron en
agitacién constante (aproximadamente a 30 rpm) (Figura 12 f). Toda
manipulacién se realiz6 bajo el microscopio estereoscépico dentro de la

campana de flujo laminar tipo I Novatech®.
Las disecciones se realizaron en las sigﬁientes fechas:

Blogue I: 29 de mayo de 2003
Blogue !1: 04 de junio de 2003
Blogue 111: 27 de junio de 2003
Blogue 1V: 23 de julio de 2003
Blogue V: 07 de agosto de 2003
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¢) Incubacién del tejido

Los cultivos se mantuvieron a temperatura constante y se evité en lo
posible Ia apertura de las cajas de petri en cualquier circunstancia para
minimizar cualquier factor que pudiera alterar el desarrollo normal del
tejido cultivado. Ademas de evitar la contaminacién, otrés de los factores
que podian alterar al tejido fue la agitacion, la cual, aunque normalmente
fue constante, después de un tiempo el tejido se volvia mas fragil, por lo

que se tuvo que disminuir la velocidad.

d) Toma de datos

Cada una de las cajas de petri se rotul6 para cada tratamiento con tipo de
medio, fecha y estadio de la grana cochinilla. De esta manera se
mantuvieron en observacion continua y se registraron los cambios
observados tanto directamente de la caja de petri como a través del
microscopio estereoscopico (a los 15, 30, 45 y 60 dias); para lo cual se
establecieron tres criterios de evaluacién: Contaminacién (CONT),

Perdida del Pigmento (P/P) y Conservacion del Tejido (CT).
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Figura 12: Pasos en la diseccion de la grana.cochinilla: a) Corte dorso-longitudinal; k) Lavado del germinario;
¢) fijaci6n del insecto con alfileres de diseccién; d) Germinario expuesto; ¢) Vista del germinario completo;
f) Tejido en agitacion.
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6.3.2. Diseno Experimental

Los datos fueron examinados con un andlisis de varianza (ANOVA)

simple de triple interaccion, con un nivel de significancia del 99% y

prueba de Tukey. Con ayuda del programa SAS® (Ver 6.3, 1985).

Cada medio constituy¢ una variable, con dos estadios (Ninfa II y

Adulta oviplena) con cuatro repeticiones cada una (Cuadro 4).

Cuadro 4. Disefio experimental empleado (Factorial 2 x 3).

Estadios

s

RPMI 1640

" Grace's Is,

PR

Medium -
Ninfall | 1| 27 3| 4| 1] 2] 3| 4] 1] 2] 3] 4
Adulta | 1| 2] 3] 4] 1| 2| 3| 4] 1] 2] 3] 4
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

> NINFA I

El anélisis de varianza (ANOVA) mostré una alta significancia estadistica entre los dias y
las interacciones Contaminacion (CONT), Perdida del Pigmento (P/P) y Conservacion del
Tejido (CT) (Cuadro 5).

Cuadro 5. Analisis de varianza de triple interaccién para el namero de dias, contaminacién, pérdida de
pigmento y conservaci6n del tejido en ninfa II.

FUENTE G.L. Suma de cuadrados Cuadrado Medio ValordeF P=0.01
DIAS 3 18.85000000 6.28333333 191.98 0.0001
CONT*SP 1 78.19193592 78.19193592 2389.08  0.0001
CONT*CT 1 481088496 4.81088496 146.99 0.0001
CONT*SP*CT 1 7.39588227 7.39588227 22597 0.0001
Error 53 1.7346302 0.0327289

Total 59 110.9833333

o  Prueba de Tukey para Contaminacién del tejido
Con la prueba de Tukey (diferencia minima significativa) con p =.01 (Ver apéndice) se
observ6 que el medio RPMI-1640 mostré menor cantidad de contaminacion, seguido de
Dulbecco’s; a diferencia del medio Grace’s, que present6 un mayor grado de agentes
contaminantes (Figura 13). En lo referente a las interacciones fue evidente que la
contaminacion va estrechamente ligada a la perdida de pigmento y consecuentemente a la
desintegracién del tejido. Asimismo los resultados arrojaron que a los 15 dias la
contaminacién es minima, y a los 30, 45, 6 60 dias el cultivo presenta mayor
contaminacién, pues hay una presencia exponencial de agentes contaminantes en el
mismo (Figura 14). La contaminacién observada en la grana cochinilla en estadio de ninfa
11, pudo estar relacionada con los efectos toxicos provocados por la alta actividad de la
Feniloxidasa (PO) (Surumaran y col, 2000) y la aglicona del &cido carminico, la
antraquinona. Este ultimo compuesto es extensivamente usado por los insectos como
disuasivo contra sus depredadores (Kunze y col, 1996) y como antibiético contra

microorganismos patogenos. La actividad de PO es muy toxico para el mismo insecto por
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lo que esta enzima normalmente se encuentra aislada en estructuras celulares
especializadas (Sugumaran y col., 2000) que probablemente se rompieron por accién de
algin compuesto del medio, o por la inmadurez del organismo, liberandolo, en
condiciones in vitro, ocasibnando que los cultivos degeneran rdpidamente por la elevada
actividad de la feniloxidasa (PO) y la aglicona del 4cido carminico. Sin embargo, también
es probable que algunos de los componentes del medio, o la alta acidez debido a la adiciéon
del acido acetil-salicilico en interaccién con los 4acidos organicos, provocaran la
inactivacion tanto de la enzima, como una baja en la acci6n de la penicilina, permitiendo
asi una presencia mayor de agentes contaminantes. La contaminacién por hongos fue la
més recurrente (aun al agregar 10 ml de penicilina al medio), estos fueron particularmente
reconocibles por presentar largas hifas que confieren a nivel macroscépico, un aspecto

algodonoso (Morgan y Darling, 1995) (Figura 16 d y e).

o Prueba de Tukey para pérdida de pigmento
La pérdida de pigmento en el medio Dulbecco’s (Figura 15) y Grace's (Figura 16) no
present6 una diferencia significativa, mostrandose por lo tanto, no muy favorables para
los objetivos del experimento. El medio RPMI-1640 (Figura 17) mostr6 la media mas baja
y, consecuentemente, una mayor conservacién de la pigmentacion en el tejido establecido
(con 30 mg de AAS) (Ver apéndice) (Figura 13). Con respecto a la pérdida del pigmento en
relacién a los dias transcurridos se observé, que entre los 15 y 30 dias hubo una mejor
conservacion del pigmento en los tejidos de grana cochinilla ninfa II, y en los dias
posteriores a estos eventualmente se fue perdiendo (Figura 14 y 15). Existen pocos trabajos
enfocados a la citologia de la cochinilla, sin embargo, Aquino y col. (2002) mencionaron
que los anélisis citolégicoé sugieren que en los ultimos 20 dias del desarrollo de la hembra
ocurren cambios significativos que afectan directamente la concentracién del colorante.
Aparentemente desde el periodo de hembra inmadura, la frecuencia de cromatocitos en
las muestras de hemolinfa se incrementa considerablemente hasta su maxima frecuencia
en el periodo de inicio de la embriogénesis (Aquino y col., 2002); tomando en cuenta que
los cromatocitos cumplen una funcién de transporte, se intuye que el nivel de produccién
del pigmento va en aumento proporcional a la madurez de las células que componen la

estructura encargada de la sintesis del metabolito (tomando el aparato reproductor como
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posible lugar de produccién) lo que podria explicar la duracién del pigmento de la
cochinilla ninfa 1I, en comparacién con la adulta oviplena. Por otra parte, también se
observé que algunas células son altamente reactivas a soluciones que contienen calcio, por

lo que se especula que la pérdida de pigmento es por esta causa;

e Prueba de Tukey para Conservacién del tejido
El tejido se conservé en mayor cantidad en el medio RPMI-1640, que mostr6 una media
alta, seguido de Dulbecco’s. En el medio Grace's, la conservacion del cultivo fue minima
y por lo tanto no efectiva para el experimento (Figura 13). La desintegracién del tejido se
dio de forma exponencial, mostrando que a partir de los 15 dias la conservaci6n del tejido
fue en decrecimiento, observandose que a los 60 dias, en general, el tejido necros6 por
completo (Figura 14). Es probable que algunos de los componentes del medio, o la alta
acidez debido a la adicion del 4cido acetil-salicilico en interaccion con los acidos organicos
normalmente encontrados, como lo son los asociados con el ciclo de los acidos
tricarboxilicos provocaron la desintegracion del tejido (Llandera), s.f.). Otro de los factores
que afectaron a los tejidos es la agitacién constante en que se encontraban, pues aunada a
la presencia de agentes contaminantes, se provoco una disgregacion del tejido, puesto que

estos se encuentran relacionados estrechamente con la conservacion del cultivo. (Figura 15

e).

ODULBECCO
EGRACE

CORPMI-1640

Promedios

CONT

Variables

Figura 13: Prueha de Tukey para ninfa Il en relacién a la respuesta de los medios con los tejidos
establecidos (a = 0.1).
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Promedios

OCONT
aPP
Ocm Dias 60

Figura 14. Prueba de Tukey para el establecimiento del tejido para ninfa II en relacién a 15, 30, 45 y 60 dias
de establecido el tejido (a = 0.1).

Figura 15. Vista del aparato reproductor de la hembra de Dactylopius coccus Costa (Ninfa 11), en medio de
cultivo Dulbeccos. a) segundo dia; b) 15 dias; c) 30 dias; d) 45 dias y e) 60 dias después de establecido.
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Figura 16. Vista del aparato reproductor de la hembra de Dactylopius coccus Costa (Ninfa I1), en medio de cultivo
Grace's. a) segundo dia; b) 15 dias; c) 30 dias; d) 45 dias y e) 60 dias después de establecido.

Figura 17. Vista del aparato reproductor de la hembra de Dactylopius coccus Costa (Ninfa 11) en medio
RPMI-1640. a) 6 dias; b) 15 dias; c) 30 dias; d) 45 dias y e) 60 dias de establecido el tejido.
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. ADULTAS OVIPLENAS
El an4lisis de varianza (ANOVA) mostré una alta significancia estadistica entre los
dias y las interacciones Contaminacion (CONT), Perdida del Pigmento (P/P) y
Conservacion del Tejido (CT) (Cuadro 6).

Cuadro 6. Analisis de varianza de triple interaccion para el nimero de dias, contaminaci6n,
pérdida de pigmento y conservacion del tejido en adulta oviplena.

FUENTE G.L. Suma de Cuadrados Cuadrado Medio F P=0.01F
Dias 3 29.25000000 9.75000000 139.67 0.0001
Cont*SP 1 75.74270161 75.74270161 1085.03  0.0001
Cont*CT 1 13.43071240 . 13.43071240 19240 0.0001
Cont*SP*CT 1 12.06015648 12.06015648 172.76 0.0001
Error 53 3.6997628 0.0698068

Total 59 134.1833333

e Prueba de Tukey para Contaminacion de tejido

Utilizando la prueba de Tukey (Comparacién mdltiple de medias) utilizando p = .01 se
determiné que el medio que mejores resultados arroj6 con respecto al menor promedio de
contaminacién presente fue el medio RPMI-1640, aun sin agregar la cantidad de penicilina
requerida (10 ml). En contraste, Grace’s, con la media m4s alta, present6 una mayor
cantidad de contaminaci6n (atn al agregarle 10 ml de penicilina por caja de petri) y el
periodo de vida de los tejidos fue corto en general. El medio Dulbecco’s no fue viable para
los fines buscados (Figura 18). La contaminacién en los ejemplares de adultas oviplenas,
fue en aumento conforme el transcurso de los dias y hasta los 15 dias, en general no se
presentd contaminacién o fue minima en comparacion a los dias subsiguientes (30, 45 y 60
dias) (Figura 19).

Descubrir el origen de la contaminaci6n suele ser un proceso deductivo, pero es
preferible que se lleve a cabo de forma sistematica para reducir al minimo problemas a
futuro (Morgan y Darling, 1995). Uno de los factores involucrados en la contaminaci6n de
los germinarios establecidos tal vez se debieron a un mal corte en la grana cochinilla o
cochinilla sucia, ademés de la viabilidad del medio a nutrir estas células ajenas al tejido

cultivado. Por otra parte resulta esencial conocer los diversos agentes contaminantes
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(bacterias, hongos, levaduras y micoplasmas) para poder intervenir de manera adecuada.
Algunos de los cultivos se tornaron amarillos o presentaron turbidez, a los que Morgan y
Darling (1995) describen como colonias bacterianas, las cuales utilizan' los nutrientes del
medio y eliminan productos de desecho, volviendo al mismo extremadamente &cido.
Asimismo se presentaron algunas contaminaciones por hongos, los cuales se diseminan
por aire, y por tanto, es dificil evitar que se introduzcan en los cultivos una vez que han

invadido la campana o la estufa.

o Prueba de Tukey para Pérdida de Pigmento

El medio RPMI-1640 present6 la media mas baja [en comparaciéon con Dulbecco’s y
Grace’s, que demostraron por mucho ser los menos efectivos para preservar el pigmento
(Figura 18)}; al agregarle 30 mg de é4cido acetil-salicilico (AAS) se Iogré un mantenimiento
del pigmento en el tejido establecido en este medio por un periodo de tiempo mayor,
" ademds de que se conservé el mismo en la mayoria de las células por el tiempo de vida
que el tejido tuvo. Se observoé que el medio Dulbecco’s, al agregarle el dcido acetil-salicilico
(30 mg) y la penicilina (10 ml), no fue viable para el mantenimiento del tejido, puesto que
éste perdi6 el pigmento con facilidad (Figura 20). Por otro lado Grace’s conservé el
pigmento en el tejido por méds tiempo que Dulbecco’s, al agregarle 30 mg de acido acetil-
salicilico, el cual se pudo apreciar atin con el avance de la contaminacioén. Se observé que
en los tejidos se gener6 un oscurecimiento gradual y finalmente el tejido necros6 (Figura
21).

Los datos analizados (ver apéndice) muestran con p = .01, que los 15 primeros dias
son ideales para la conservacion del pigmento, y hasta los 30 dias no existe gran diferencia
de los promedios; en cambio, a 45 y 60 dias la perdida del pigmento es casi total (Figura
19).

Las observaciones hechas por de Aquino y col. (2002) podrian explicar la duracién
del pigmento en la cochinilla adulta oviplena, se menciona que el desarrollo de los
ovocitos y huevos se acelera desde la fase de hembra sexualmente inmadura (de 12 a 18
dias después de la segunda muda) a la hembra sexualmente madura. De esta fase a la de la

hembra oviplena se observ6 una fuerte reduccién de cromatocitos (de 11, 459 a 2, 509
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células por mm?), lo que podria interpretarse como una evidencia de la transferencia del
colorante a los huevos. Ademas especificamente durante el desarrollo del huevo se pudo
observar que de la etapa de maximo tamaiio del germinario hasta su desaparicion, el
colorante en los huevos esta también confinado dependiendo del estado de desarrollo del
huevo, el confinamiento puede ser en vesiculas libres o en vesiculas agrupadas en bolsas

grandes (Aquino y col., 2002).

o Prueba de Tukey para Conservacion del tejido
De los medios utilizados, la media mas baja para la conservacién del pigmento la presenté
el medio Grace’s, seguido de Dulbecco’s. Dejando al medio RPMI-1640 (Figura 22) como el
mas factible para preservar el tejido (Figura 18). Los resultados (ver apéndice) indican con
p = .01, que entre los 15 y 30 dias existe una conservacion del tejido considerablemente
alta, las medias entre estos dias muestran que ambos son adecuados para este fin, sin
embargo, a los 30 dias ya comienza a haber una desintegracién del tejido, aunque no
considerable. Entre los 45 y 60 dias las medias de ésta variable en particular resultaron
bajas, lo que indica que estos dos periodos de tiempo no son viables para conservar el

tejido completo (Figura 19).

La conservacion del tejido estd relacionada con la presencia-ausencia de agentes
contaminantes, pues son estos los que ocasionan los cambios en el medio (tanto de pH
como de los nutrientes contenidos en el mismo y escenciales para las células establecidas)
que con el tiempo ocasionaran la disgregacién del tejido por muerte celular (Morgan y

Darling, 1995).
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Fxgura 18. Prueba de Tukey para adultas oviplenas en relacién a la respuesta de los
medios con los tejidos establecidos (a = 0.1).
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Flgura 19. Prueba de Tukey para adulias oviplenas con respecto a los 15, 30, 45 y 60 dias de
establecido el tejido (a =0.1).
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Figura 20. Germinario de grana cochinilla adulta oviplena en medio Dulbecco’s. a) Al segundo dia de
establecido; b) 15 dias después; c) 30 dias; d) 45 dias y €) 60 dias.

Figura 21. Germinario de grana cochinilla adulta oviplena en medio Grace's. a) Al segundo dia de
establecido; b) 15 dias; c) 30 dias; d) 45 dias y e) 60 dias de establecido.
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Figura 22: Medio RPMI-1640 en que se observa la conservacién tanto del tejido como del pigmento hasta los 60
dias. Asimismo no se observan agentes contaminantes en los tejidos. a) Segundo dia; b)15 dias; c) 30 dias; d) 45
dias y €) 60 dias.

El oscurecimiento que se present6 en los tejidos establecidos en los medios
Dulbecco’s y Grace’s fue quizés debido al alto nivel de acidez que el medio generaba con
el 4cido acetil-salicilico sin embargo, en ausencia de éste, el pigmento se conserv6 solo
pocos dias en el medio. Hablando especificamente de medio Grace’s, se especula que ésta
misma acidez provoc6 la degradacion, en primera instancia del corion (dejando expuestos
a los embriones en desarrollo) y posteriormente del germinario (Figura 23). Segun
Llanderal (2000), en algunos insectos los huevos provistos de materiales nutritivos son
retenidos en el aparato genital de la hembra hasta que se encuentran en un estado
avanzado de desarrollo y la eclosién tiene lugar muy poco tiempo antes de la ovoposicién
o durante ésta. El desarrollo de los embriones fue debido quizas a la ovoviviparidad del
insecto aunado a una posible induccion de mitosis en las células establecidas por algunos

de los componentes del medio, lo que provoct el desarrollo completo del embri6n,
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Figura 23: Medio Grace’s en las due se observa la exposicién del embrién en desarrollo debido a la
degradaci6n del corion.

En general, los tejidos establecidos er{ el medio RPMI-1640, presentaron una mejor
conservacién de las células, al permanecer el pigmento en la mayoria del téjido
establecido. Empero, aunque el pigmento persistié6 por mucho mas tiempo que en los otros
medios utilizados, la pérdida del pigmento fue paulatina e inevitable. Sin embargo, al
cabo de aproximadamente 60 dias, en algunas de las células se conservé el pigmento
intacto (Figura 24 b, ¢ y d), incluso en algunas hubo un resurgimiento de coloracién
(después de 90 dias de establecido el germinario), lo que podria indicar una produccién

auténoma (Figura24 ay e).

Aunque son pocas las evidencias citolégicas que sugieren que el colorante es
sintetizado en el ovicito a partir de los precursores recibidos del germinario, Aquino y col.
(2002) observaron ocasionalmente, algunos cromatocitos presumiblemente unidos al

cuello del ovariolo, esto es entre el germinario y el ovocito, regién del ovocito donde se
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han detectado pequenos canales, y es en éste punto del ovocito donde Tremblay (1989) ha
ubicado como el sitio de transferencia de los microorganismos simbiontes a la siguiente
generacion de algunos insectos; tomando en cuenta lo dicho anteriormente y el fenémeno
de resurgimiento de coloraci6n que se observ6 en el medio RPMI-1640 después de tres
meses de establecido el tejido, refuerza la teoria de que la produccién del metabolito tiene

relacion con el aparato reproductor.

i 1649 B ) RPKI! 1640 Bl
le a:;:);ioB " 20 de agosto

Figura 24: Medio RPMI-1640 después de dos meses aproximadamente de haberse establecido los
tejidos (con 30 mg AAS). a) Primer bloque; se observa un resurgimiento de la pigmentacion en algunas
células y el tejido aun se encuentra en buenas condiciones. b) Se conserva el germinario completo con
presencia del pigmento. ¢)y d) Se percibe como el pigmento se encuentra englobado dentro del
corion con una produccion tanto en la cochinilla preformada como en la matriz embrional y e) Se
observa como algunas células presentan coloracién que resurgié
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8. CONCLUSION

No se presenta diferencias relevantes en cuanto al estadio de la grana cochinilla
utilizada (a excepcion del oscurecimiento observado en el medio Grace’s con el

tejido obtenido de adulta oviplena). En general se concluye lo siguiente:

+» El medio Grace’s no es viable de utilizar para los fines buscados, ya que present6
un mayor indice de contaminacién, una conservacién del pigmento poco aceptable
y nula conservacién del tejido (aun agregando la cantidad de penicilina y 4cido

acetil-saliscilico requeridas).

w» El medio Dulbecco’s es susceptible a la presencia de agentes contaminantes, con
baja conservacién del tejido y de pigmento (aun agregando la cantidad de

penicilina y 4cido acetil-saliscilico requeridas).

w El medio RPMI-1640, aunque es un medio disefiado originalmente para el cultivo
de células de invertebrados, al realizar las modificaciones como el agregar écido
acetil-salicilico y penicilina (mencionado en la metodologia), se obtiene una
respuesta favorable con respecto a la ausencia de agentes contaminantes, asi como
en la conservacién tanto del tejido como del pigmento, fines buscados en el
experimento. Los resultados indican que el medio RPMI-1640 (el cual cumpli6
mejor con los objetivos del experimento) funciona de una manera ptima con el

tejido de la grana cochinilla oviplena.

<« El fenémeno de resurgimiento de coloracion en algunas regiones del tejido
establecido muestra que en realidad hay una relacién estrecha entre el aparato
reproductor interno de la grana cochinilla y la produccién del 4cido carminico, al

menos en las condiciones manejas en el presente trabajo.

» El estadio de ninfa II se mantuvo en el medio RPMI-1640, mas no arroja resultados

relevantes.
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Aunque los resultados ya han mostrado las variaciones de los medios, se considera
que es necesario continuar con la experimentacién para determinar las causas de estas
diferencias y el tipo de funcién que podria tener cada uno de los medios. Cabe recalcar
que es muy importante ahondar en las razones por las que en el medio RPMI-1640 se
presenta el fenémeno de resurgimiento de la pigmentacién, por medio de técnicas mas
especificas como lo son celulares y molecularés, lo anterior con el fin de determinar si es
ocasionado por una produccién auténoma en el tejido y, por ende, los procesos que se ven

implicados en el mismo.
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11. GLOSARIO

Colorante: Compuestos organicos que reflejan y absorben longitudes de onda de luz
dentro del espectro visible.

Cladodio: Tallo comprimido o hasta laminar, de color verde, fotosintético de cactaceas.

 Dimorfismo sexual. Se le denomina dimorfismo sexual a aquellas especies que presentan

una diferencia morfolégica marcada entre la hembra y el macho.

Estadio: Fases o etapas por las que pasa cada estado inmaduro durante el desarrollo de los
insectos. )

Ovariolos: Son tubos dentro de los cuales se desarrollan los cogonios en una serie
longitudinal, de manera que el que empieza su desarrollo se encuentra en el
extremo anterior que es agudo, y el mas desarrollado en el extremo posterior

Parisito: Que vive a costa de otro de distinta especie, alimentandose de él y depurandolo
sin llegar a matarlo.

Parasitoide: Insecto que parésita a otros organismos.

Partenogénesis. La partenogénesis o desarrollo de un huevo sin fertilizar se ha registrado
para la mayoria de los 6rdenes de insectos, excepto Diplura, Protura, Odonata,
Plecoptera, Dermﬁptera, Mecoptera y Siphonaptera. Aunque hay algunas
similitudes entre los diferentes tipos de partenogénesis, parece que no hay un
patrén de evolucion, lo que sugiere un desarrollo independiente en los diferentes
grupos y por ejemplo Hymenoptera y Homoptera presentan el maximo grado de
desarrollo partenogénico. Desde un punto de vista ecolégico, la partenogénesis se
presenta en 4reas donde las condiciones ambientales son menos predecibles y un
incremento rapido de la poblacion es ventajoso. La mortalidad en esas areas es
menos dependiente de la densidad debido a la falta de competencia.

Pigmento: Microparticulas de color de cualquier sustancia natural que colorea el tejido de
un organismo.

Tampon. Liquido que resiste los cambios de pH.
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12. APENDICE

$* CONTAMINACION
Sum of Mean

Source DF Squares Square F Value Pr > F
Model 6 109.2487032 18.2081172 556.33 0.0001
Error 53 1.7346302 0.0327289
Corrected Total 59 110.9833333
R-Square C.V. Root MSE CONT Mean
0.984370 10.74720 0.180911 1.68333333

Tukey's Studentized Range (HSD) Test for variable: CONTAMINACION
Alpha= 0.1 df= 53 MSE= 0.032729
Critical Value of Studentized Range= 3.322
Minimum Significant Difference= 0.1552

Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N DIAS
A 2.2667 15 60
A
A 2.1333 15 45
B 1.4667 15 30
C 0.8667 15 15

4 PERDIDA DE PIGMENTO

Sum of Mean
Source DF Squares Square F value
Pr > F
Model 6 90.98858549 15.16476425 14.89
0.0001
Error 53 53.99474784 1.01876883
Corrected Total 59 144.98333333

R-Square C.V. Root MSE P/P Mean

0.627580 40.64460 1.009341 2.48333333
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Tukey's Studentized Range (HSD} Test for variable: PERDIDA DE PIGMENTO
Alpha= 0.1 df= 53 MSE= 1.018769
Critical Value of Studentized Range= 3.322
Minimum Significant Difference= 0.8656

Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N DIAS

A 3.200 15 60
A . ’

B A 2.867 15 45

B

B C 2.267 15 30
C
C 1.600 15 15

< CONSERVACION DEL TEJIDO

Sum of Mean
Source DF Squares Square F Value
Pr > F
Model 6 101.4447721 16.9074620 29.39
0.0001
Error 53 30.4885612 0.5752559
Corrected Total 59 131.9333333
R-Square C.V. Root MSE C/T Mean
0.768909 32.04745 0.758456 2.36666667

Tukey's Studentized Range (HSD) Test for variable: CONSERV. DEL TEJIDO
Alpha= 0.1 df= 53 MSE= 0.575256
Critical Value of Studentized Range= 3.322
Minimum Significant Difference= 0.6505
Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N DIAS
A 3.533 15 15
B 2.733 15 30
Cc 2.000 15 45

D 1.200 15 60
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ADULTAS OVIPLENAS
<+ CONTAMINACION
Sum of Mean

Source DF Squares Square F Value Pr > F
Model 6 130.4835705 21.7472617 311.53 0.0001
Error 53 3.6997628 0.0698068
Corrected Total 59 134.1833333
R-Square C.V. Root MSE CONT Mean
0.972428 14.81551 0.264210 . 78333333

Tukey's Studentized Range (HSD) Test for variable: CONTAMINACION
Alpha= 0.1 df= 53 MSE= 0.069807
Critical Value of Studentized Range= 3.322
Minimum Significant Difference= 0.2266

Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N . DIAS
A 2.7333 15 60
B 2.1333 15 45
c 1.3333 15 30
D 0.9333 15 15

< PERDIDA DE PIGMENTO

] Sum of Mean
Source DF Squares Square F Value
Pr > F
Model 6 105.2384970 17.5397495 26.95
0.0001
Error 53 34.4948364 0.6508460
Corrected Total 59 139.7333333
R-Square C.V. Root MSE P/P Mean

0.753138 41.72846 0.806750 1.93333333
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Tukey's Studentized Range (HSD)} Test for variable: PERDIDA DE PIGMENTO
Alpha= 0.1 df= 54 MSE= 0.356844
Critical Value of Studentized Range= 2.965
Minimum Significant Difference= 0.3961

Means with the same letter are not significantly different.

- Tukey Grouping Mean N MED
A . 2.900 20 1
B ' - 2.400 20, 2
C 0.500 20 3

< CONSERVACION DEL TEJIDO

Sum of Mean
Source DF Squares Square F Value
Pr > F
Model 6 87.49036502 14.58172750 29.83
0.0001
Error 53 25.90963498 0.48886104
Corrected Total 59 113.40000000
R~Square C.V. Root MSE CT Mean
0.771520 24.10986 0.699186 2.90000000

Tukey's Studentized Range (HSD) Test for variable: CONSERV. DEL TEJIDO
Alpha= 0.1 df= 53 MSE= 0.488861
Critical Value of Studentized Range= 3.322°
Minimum Significant Difference= 0.5996

Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N DIAS
A 3.800 15 15
B 3.200 15 30
B
B 2.667 15 45

Cc 1.933 i5 60



