
RESUMEN

En este trabajo se describen las funcio-
nes de coagulación y aglutinación del
sistema inmune de las cochinillas del
nopal (Homóptera; Dactylopiidae),
cuya hemolinfa (HL) contiene ácido
carmínico: pigmento de interés comer-
cial. Se observó que una reacción de
coagulación de la hemolinfa es induci-
ble por componentes de pared celular
bacteriana y hongos, e interrumpida
por inhibidores de serina y cisteina
proteasas y de la fenoloxidasa. La
hemolinfa de Dactylopius sp. almace-
nada por el depredador Laetilia coc-
cidívora conserva la capacidad de coa-
gulación. Se encontró que durante la
coagulación, que involucra al ácido car-
mínico, se acumulan agregados fibrila-
res y que esta actividad depende de la
profenoloxidasa. También se observó
actividad de hemoaglutinación de la
hemolinfa de Dactylopius sp., lo cual
sugiere la presencia de lectinas.
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INTRODUCCIÓN

Los insectos denominados “cochinillas del nopal”

pertenecen al género Dactylopius (Homóptera), son

considerados parásitos de los cultivos de nopal

(Opuntia sp.) y producen ácido carminico. Se han

descrito varias especies de cochinilla, pero general-

mente son agrupadas en dos tipos: la grana fina

(D. coccus), la cual es de reproducción moderada y

alta productora de colorante –por lo que es cultiva-

da para la obtención del carmín comercial–, y la  gra-

na silvestre (Dactylopius sp.), conformada por varias

especies que se multiplican y dispersan rápidamen-

te, y que además destruyen sus plantas huéspedes,

lo que ocasiona considerables pérdidas económi-

cas entre los productores de nopal, tuna y carmín

(Llanderal y Nieto, 1999).

La introducción de partículas ajenas al cuerpo de

los invertebrados activa los mecanismos de defensa

inmune; sin embargo, las inmunoglobulinas o los

tipos y receptores celulares específicos que caracte-

rizan al sistema de los vertebrados no han sido

detectados en los invertebrados (Hernández, Gollas

y Vargas, 2000). En los artrópodos, los principales

mecanismos inmunes conocidos son la fagocitosis,

el sistema de la profenoloxidasa (proFO), el sistema

de coagulación, la encapsulación, la melanización

y la síntesis de péptidos antimicrobianos. Todos es-

tos sistemas dependen de reacciones en cascada,

las cuales son activadas por la presencia de compo-

nentes micóticos y bacterianos, como Lipopolisacá-
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ridos (LPS), β 1,3 glucanos, además de otros compo-

nentes de la pared celular de estos organismos; y

son bloqueados por inhibidores de proteasas y de

síntesis de prostaglandinas (PGS) (Fig. 1) (Ashida

y Yamazaki, 1990; Sugumaran y Kanost, 1991).

En la respuesta inmune en invertebrados participan

proteínas capaces de reconocer azúcares denomina-

das lectinas, las cuales actúan, entre otras funciones,

como moléculas de reconocimiento de agentes extra-

ños. Estas moléculas son polivalentes y son capaces

de aglutinar bacterias y eritrocitos (Azuma, M. et al.,

1996). En la cucaracha Blaberus discoidalis las lectinas

también son capaces de activar el sistema de la proFO

(Chen, Durrant, Newton y Ratcliffe, 1995).

El sistema inmune de la “cochinilla” ha sido poco es-

tudiado; sin embargo, existe la propuesta de que el

ácido carmínico, presente en la hemolinfa, realiza

un papel, no definido, en la defensa del insecto

(Eisner y Nowicki, 1980). A pesar de la posible activi-

dad del ácido carmínico como agente defensivo de

la “cochinilla”, el gusano telero (Laetilia coccidívora),

predador importante de ésta, es capaz de tomar el

colorante, almacenarlo en un divertículo de su tubo

digestivo y posiblemente usarlo para su propio pro-

vecho (Eisner y Nowicki, 1980).

OBJETIVO

Por lo anteriormente expuesto, el objetivo de esta in-

vestigación es estudiar las respuestas de coagulación

y hemoaglutinación en la hemolinfa de Dactylopius

sp., así como medir los efectos de activadores e

inhibidores del mecanismo de la proFO y de la síntesis

de la PGS en la respuesta de coagulación. Cabe seña-

lar que durante el estudio se observó que la respues-

ta de coagulación se conserva en la hemolinfa

pigmentada almacenada por L. coccidívora.

Fig. 1. Inmunidad en insectos

Los activadores LPS,β-1,3 glucanos y laminarina

(componentes de pared celular bacteriana y hon-

gos), activan una serie de reacciones enzimáticas

en cascada (serina proteasas) que a su vez activan

la profenoloxidasa (proFO) a su estado funcional:

fenoloxidasa (FO). La FO actúa sobre compuestos

fenólicos desencadenado una serie de reacciones

químicas que culminan con la síntesis de melanina

(Söderhall, Cerenius y Johansson, 1994).

MATERIAL Y MÉTODO

Reactivos: los reactivos utilizados en este trabajo

fueron de la mejor calidad. Se obtuvieron de las

compañías Sigma Chem. (St. Louis Missouri), y en el

caso de los reactivos para electroforesis, de la BIO-

RAD (Hércules, California).

Insectos: se utilizaron insectos de las especies

Dactylopius sp. (cepa SC-1) y L. coccidívora (cepa LC-

1) cultivados en módulos de experimentación tipo

cobertizo, ubicados en Coyotepec, Oaxaca, en te-

LPS, β -1, 3 glucanos, laminaria

Zymogenos Serina proteasas

proFO FO

Difenoles Quinonas

Melanina

Actividad del sistema
inmune

Ac. Araquidónico

Prostaglandinas



hemolinfa se analizaron por electroforesis vertical

en geles al 10% (PAGE-SDS 10%) siguiendo los mé-

todos reportados por Smith (1989).

Hemoaglutinación: las pruebas de hemoaglutina-

ción utilizando la hemolinfa de Dactylopius sp. y L.

coccidívora se realizaron en placas de microtitula-

ción de 25 pozos (Falcon), colocando muestras alí-

cuotas de 100 µl de hemolinfa perfundida en cada

pozo y añadiendo diferentes diluciones de eritro-

citos de humano, ratón y conejo (Lanz, 1992).

RESULTADOS

• El ácido carmínico de la hemolinfa de Dactylopius

sp. y L. coccidívora se consume durante la reacción

de coagulación. Inicialmente, la hemolinfa pigmen-

tada de Dactylopius sp. y L. coccidívora se incubó

durante 30 min, en ausencia y presencia del activador

galactosamina. En estas condiciones se apreció

visualmente la desaparición del color rojo, por lo que

se realizó el espectro de absorción en un rango de

400 a 800 nm. Se observó la disminución de la densi-

dad óptica alrededor de 530 nm, lo que indicó la

pérdida del colorante ácido carmínico del sobre-

nadante de la muestra (Fig. 2). Por otra parte, se

observó que la reacción llega a término muy rápida-

mente, por lo que en ensayos posteriores la incuba-

ción duró sólo 2 min.

• La coagulación de Dactylopius sp. se detiene usan-

do inhibidores de serina y cisteina proteasas y de

síntesis de prostaglandinas (PGS). La hemolinfa

de Dactylopius sp. se activó con 10 mM de lami-

narina, en presencia de los siguientes inhibidores

de la respuesta inmune: TPCK, TLCK, PTU y Dexame-

tasona. La absorbancia fue medida a 495 nm. Se

observó la inhibición de la formación de coágulos y

el mantenimiento del color en la muestra, lo que
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rrenos de la compañía productora de grana

Tlapanochestli.

Obtención de hemolinfa: la hemolinfa de Dactylo-

pius sp. se obtuvo por medio de perfusión del

hemocele del insecto con solución salina (NaCl a

0.9%). La suspensión pigmentada del divertículo de

L. coccidívora se obtuvo por disección y ruptura del

tubo digestivo en solución salina. Ambas suspen-

siones se centrifugaron a 1,000 xg durante 5 min.

Pruebas de coagulación: para estudiar la coagula-

ción de la hemolinfa se diseñó un sistema in vitro

que, en su forma final, consistió en lo siguiente: a

muestras alícuotas de 100 µl de hemolinfa perfun-

dida se les añadieron los activadores de la coagula-

ción: galactosamina (25 µg/ml final), laminarina (25

µg/ml final), zymosan (25 µg/ml final) y LPS (10 µg/ml

final), disueltos en solución salina (Lanz, Hernández,

Garrido, Tsutsumi y Aréchiga, 1993). Las muestras se

incubaron a 37 ºC durante 2 min; posteriormente

se centrifugaron a 10,000 rpm y se leyó la absorbancia

del sobrenadante a 495 nm. Todos los ensayos se rea-

lizaron siempre por duplicado en juegos formados

por alícuotas control y experimentales, que permi-

tieron establecer comparaciones en las reacciones.

Los valores de cada experimento se normalizaron

100% respecto a la muestra control interna.

En otros ensayos se estudió el efecto sobre la coagu-

lación de la hemolinfa activada con laminarina del

inhibidor de la síntesis de PGS Dexametasona (20 µg/

ml); los inhibidores de serina proteasas tosil fenil

clorometil cetona (TPCK) (10 mM) y tosil lisil

clorometil cetona (TLCK) (10 mM) (Benyon y Salvesen,

1989); y el inhibidor de la fenoloxidasa, feniltiourea

(PTU) (2 mM) (Lanz et al., 1993).

Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS: los

sobrenadantes de las pruebas de coagulación de la
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sugiere que el mecanismo está relacionado con las

cascadas de coagulación y de la proFO (Fig. 3).

• Las proteínas de la hemolinfa son secuestradas

durante la reacción de coagulación. La hemolinfa se

incubó con los inhibidores de proteasas: TPCK, TLCK

y PTU. Posteriormente, se agregó laminarina (10 mM)

a 37 °C durante 2 min; y las proteínas solubles de la

hemolinfa se analizaron mediante PAGE-SDS. Se

observó que en la hemolinfa control aparecen ban-

das en el rango de 70 a 30 kDa, en tanto que des-

pués de la reacción de coagulación sólo persiste un

doblete de aproximadamente 35 kDa (Fig. 4).

• Ensayo de hemoaglutinación con hemolinfa de

Dactylopius sp. y eritrocitos de humano, ratón y

conejo. En la placa de microtitulación se observó

que la hemolinfa de Dactylopius sp. produce aglu-

tinación con eritrocitos de humano, ratón y conejo

(diluciones 1:2 a 1:16) sugiriendo, por lo tanto, la

presencia de lectinas. (Fig. 5).

Fig. 3. Efecto de los inhibidores de la pFO y coagulación sobre
la hemolinfa de Dactylopius sp.

HL.- Hemolinfa, lam.- laminarina, TPCK, TLCK.-inhibidores de
serina y cisteína proteasas, PTU.- inhibidor de la fenoloxidasa
(FO), Dexa.- Dexametasona.
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A. La absorbancia se midió en un rango de 400 a 800nm. Se aprecia el consumo del ácido carmínico (495 nm) cuando se agrega el activador.
B. Se observó macroscópicamente la formación de un agregado fibrilar (coágulo) que indica el secuestramiento de proteínas y consumo
del colorante. De izquierda a derecha: Tubo 1: HL control. Tubo 2: HL de Dactylopius sp. + LAM a los 10 min de reacción. Tubo 3: HL de L.
coccidívora + LAM a los 10 min de reacción. Tubo 4: HL de L. coccidívora + LAM a los 20 min de reacción.

Fig. 2. Consumo del ácido carmínico de la hemolinfa de Dactylopius sp. y L. coccidívora durante la respuesta inmune



DISCUSIÓN

En la hemolinfa de Dactylopius sp. se observó que

el color rojo desaparece durante la coagulación

activada por laminarina y galactosamina, y esto nos

sugirió la posibilidad de usar la desaparición del

carmín como un indicador de la reacción de la coa-

gulación. Por este motivo el espectro de absorción

de las muestras se hizo antes y después de la coa-

gulación y se observó la desaparición de la ab-

sorbancia en el rango entre 490-550 nm lo cual co-

rresponde a la absorbancia del ácido carmínico. En

contraste, no se identificó coagulación o secuestra-

miento de carmín en presencia del activador LPS en

el rango entre 50 µg y 1 mg.

Estas observaciones indican que en este insecto, como

en otros artrópodos, la coagulación se activa por

azúcares que son componentes regulares de la pa-

red de hongos; sin embargo, la reacción no es indu-

cida por LPS, componente de la pared de bacterias

Gram (-), lo que contrasta con lo que ocurre en otros

invertebrados (Ashida y Yamazaki, 1990). Asimismo

la hemolinfa pigmentada recuperada de L. coccidívora

sigue activa para realizar la coagulación por induc-

ción con galactosamina, lo que sugiere que durante

el almacenamiento en el depredador la hemolinfa

no es modificada.

Para conocer la posible relación entre la coagula-

ción de la hemolinfa de Dactylopius sp. y el sistema

de la proFO, se estudió el efecto de inhibidores de

este proceso en la coagulación. Se observó que la

Dexametasona (200 - 250 µg), inhibidor de las pri-

meras reacciones enzimáticas en la síntesis de

prostaglandinas, bloqueó la coagulación de la

hemolinfa en ambas especies, lo que demuestra que

la coagulación y la ruta de la proFO en Dactylopius

sp. dependen de prostaglandinas.
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Los inhibidores del sistema de la proFO utilizados en

la respuesta de coagulación de Dactylopius sp. (TPCK,

TLCK, PTU y Dexametasona) no permitieron la forma-

ción de un coágulo. El colorante permaneció en la

muestra, lo que sugiere que el mecanismo está rela-

cionado con las cascadas de coagulación y de la proFO.

Fig. 4. Patrón electroforético de las proteínas solubles del
plasma de Dactylopius sp.

Las proteínas solubles del plasma mostraron patrones de bandas
conservadas entre 70 y 30 kDa mediante PAGE-SDS. Al incubar
las proteínas en presencia de laminarina (10 mM a 37 °C durante
2 min) permanece un doblete de aproximadamente 35 kDa.
Carril 1: proteínas del plasma incubadas en condiciones de coa-
gulación pero en ausencia de laminarina. Carril 2: proteínas del
plasma después de la coagulación inducida por laminarina.

Fig. 5. Ensayos de hemoaglutinación utilizando hemolinfa de
Dactylopius sp.

La hemolinfa de
Dactylopius sp. pro-
duce aglutinación
con eritrocitos de
humano, ratón y co-
nejo sugiriendo, por
lo tanto, la presen-
cia de lectinas.

(H) humano, (R) ra-
tón, (C) conejo, (*)
control, (-/+) agluti-
nación escasa, (+)
aglutinación.
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Tanto en la hemolinfa de Dactylopius sp., como en

la recuperada de L. coccidívora, los inhibidores de

proteasas TLCK, TPCK y el inhibidor directo de la

fenoloxidasa, PTU, bloquearon las reacciones en cas-

cada de la proFO (Boigegrain, Mattras, Bréhelin,

Paroutaud y Coletti, 1992) y evitaron tanto la coa-

gulación como el secuestro del ácido carmínico de la

hemolinfa, tanto de Dactylopius sp. como de L. coc-

cidívora, indicando la participación de la proFO en

ambos procesos y sugiriendo que el ácido carmínico

participa en la coagulación.

Por otra parte, la hemolinfa de Dactylopius sp. per-

dió la mayoría de las proteínas al formarse los coá-

gulos, pero conservó algunas moléculas alrededor

de 35 kDa. Cabe la posibilidad de que la formación

del coágulo involucre a numerosas proteínas inmo-

vilizándolas inespecíficamente.

Se ha propuesto que la respuesta inmune en inver-

tebrados depende de la presencia de moléculas

denominadas lectinas. Para conocer la presencia

de moléculas de este tipo en la hemolinfa de

Dactylopius sp. y en la hemolinfa recuperada de L.

coccidívora se hicieron ensayos de hemoaglutina-

ción que resultaron positivos, lo que sugiere la pre-

sencia de receptores específicos para azúcares, como

ha sido descrito para Manduca sexta (Minnick, Rupp

y Spence, 1986).

Quedan muchas cuestiones por confirmar con rela-

ción al papel de los componentes de la hemolinfa

de Dactylopius sp., tales como si el carmín tiene par-

ticipación activa como metabolito en la interacción

de las vías de coagulación y proFO de la cochinilla, lo

cual es posible dado que se conoce que varios difeno-

les y quinonas, compuestos con grupos reactivos si-

milares a los que posee el ácido carmínico, son

sustratos de la FO y participan en la formación de

coágulos y cápsulas (Söderhall et al., 1994).
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Por otra parte, cabe resaltar que el estudio de la

hemolinfa de Dactylopius sp. –fuente del colorante

ácido carmínico, de gran interés comercial–, así como

los mecanismos de supervivencia del insecto, apor-

tará nuevos conocimientos que podrán ser útiles para

mejorar el cultivo y la producción de este valioso

producto.*
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