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(HEMIPTERA: DACTYLOPIIDAE)

Carlos Jesus Ramirez Sanchez, MC
Colegio de Postgraduados, 2016

RESUMEN

La investigacion tuvo como finalidad evaluar la efectividad de hongos entomopatogenos sobre
la cochinilla silvestre del nopal Dactylopius opuntiae (Cockerell) como una estrategia alterna-
tiva de control. El estudio se dividio en dos capitulos principales: en el primero se abordaron
aspectos de patogenicidad con el objetivo de determinar la efectividad de hongos sobre la co-
chinilla. Para ello, se probaron dos aislamientos de cada una de las siguientes especies Metar-
hizium anisopliae, Beauveria bassiana y Lecanicillium lecanii. Con la informacion recabada
en la primera fase, se considerd oportuno evaluar los tres aislamientos que presentaron los
mejores resultados sobre la mortalidad de ninfas de cochinilla. Los resultados mostraron que
los hongos M. anisopliae y L. lecanii pueden infectar y ser efectivos contra la cochinilla en
condiciones de laboratorio. El aislamiento Ma 130, perteneciente a la especie M. anisopliae
present6 la mayor virulencia que se determiné por medio de la CLso con un valor de 6.63 x 10’
conidios mL™ . Se concluye en que aislamientos de hongos entomopatégenos pueden ser con-

siderados en la integracion de planes de planes de manejo de la cochinilla silvestre del nopal.
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EFFECTIVENESS OF THREE ENTOMOPATHOGENIC FUNGI
ON WILD COCHINILLA Dactylopius opuntiae (Cockerell) ( HEMIPTERA:
DACTYLOPIIDAE)

Carlos Jesus Ramirez Sanchez, MC
Colegio de Postgraduados, 2016

ABSTRACT

The objective of the research was to evaluate the effectiveness of entomopathogenic
fungi on the wild cochineal Dactylopius opuntiae (Cockerell) as an alternative control
strategy. The study was divided into two main chapters: the first dealt with aspects of
pathogenicity with the objective of determining the effectiveness of fungi on the cochineal.
For this purpose, two isolates of each of the following species Metarhizium anisopliae,
Beauveria bassiana and Lecanicillium lecanii were tested. With the information collected in
the first phase, it was considered opportune to evaluate the three isolates that presented the
best results on the mortality of cochineal nymphs. The results showed that the fungi M.
anisopliae and L. lecanii can infect and be effective against the cochineal under laboratory
conditions. The isolation Ma 130, belonging to the species M. anisopliae presented the highest
virulence that was determined by means of the LC50 with a value of 6.63 x 107 conidia mL™".
It is concluded that isolates of entomopathogenic fungi can be considered in the integration of

plans of management of wild cochineal.

Key words: Cactus pear, pest, biological control, entomopathogens.
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INTRODUCCION GENERAL

Por su amplia distribucion y disponibilidad el nopal representa un recurso con una gran
diversidad de wusos, los cuales abarcan ambitos alimenticios, forrajeros, medicinales,
construccion de viviendas, ornamentos, combustibles, colorantes, entre otros. De todos estos

usos mencionados, el mas importante en México es el alimenticio, seguido por el forrajero.

Actualmente en México, el nopal se cultiva con fines horticolas o “nopalitos” y para la
produccion de fruto o “tuna”. En la produccion de nopal verdura participan 26 estados,
destacando entre ellos, el estado de Morelos, el cual aporta aproximadamente el 40% del total
de la produccioén y el el Distrito Federal con una participacion de 35.8% del total. Respecto a
la produccién de tuna el nopal se cultiva en 17 estados del pais, dentro de los cuales Zacatecas
es considerado el principal productor aportando alrededor del 38.6% de la produccion
nacional total, seguido por el Estado de México con un 32.3%. El estado Puebla ha presentado
un notable crecimiento durante los ultimos afios y actualmente ya participa con el 16.2 % del

total nacional de tuna (SIAP, 2015).

Una de las principales limitantes a las que se enfrenta la produccion de tuna y verdura es
la presencia de fitofagos; tan solo en México, actualmente existen alrededor de 15 especies
de insectos que reducen la calidad y cantidad de las cosechas, entre los que destacan el
barrenador del tronco Metamasius spionolae, el escarabajo barrenador o torito Moneilema spp,
el gusano blanco Laniifera cyclades, entre otros. Sin embargo, la cochinilla del nopal
Dactylopius opuntiae es la principal plaga que limita la produccién de nopal tunero a nivel

nacional (Mena, 2013).

Los métodos de control de D. opuntiae tales como el manejo quimico, fisico, mecénico,
cultural y bioldgico actualmente empleados, no han conseguido los resultados esperados, por
lo que la investigacion pretende evaluar el uso de hongos entomopatdgenos contra la
cochinilla, para generar informacion que permita minimizar su impacto y reducir los dafios

econémicos mediante su inclusion en los planes de manejo del insecto en México.



CAPITULO L. REVISION DE LITERATURA

1.1. Origen, distribucion y taxonomia de Dactylopius opuntiae (Cockerell)

(Hemiptera: Dactylopiidae)

La cochinilla silvestre del nopal Dactylopius opuntiae es un insecto originario del
continente americano y tiene como hospedantes a cactaceas pertenecientes a los géneros
Opuntia (Rodriguez y Niemeyer, 2000) y Nopalea (Chavez-Moreno et al., 2011).
Actualmente su distribucion geografica incluye 18 paises alrededor del mundo (Garcia et al.,
2016) y en México se ubica en 22 (Chavez-Moreno et al., 2011) de los 26 estados donde
existe produccion de nopal con diferentes fines, lo cual da una de idea de su amplia

distribucion y facilidad de dispersion (Cuadro 1).

D. opuntiae pertenece a la familia Dactylopiidae, la cual contiene solamente al género
Dactylopius, éste estd conformado por nueve especies: D. coccus Costa, D. ceylonicus
(Green), D. confusus (Cockerell), D. opuntiae (Cockerell), D. tomentosus (Lamarck), D.
austrinus De Lotto, D. confertus De Lotto, D. salmianus De Lotto y D. zimmermanni De
Lotto (Chavez-Moreno et al., 2011), aunque recientemente se han incluido otras dos especies
mas: D. bassi (Targioni Tozzetti) y D. gracilipilus (Van Dam & May). De acuerdo con
Triplehorn y Johnson (2005) actualmente D. opuntiae presenta la siguiente clasificacion

taxonomica:
Phylum Artropoda
Clase Insecta
Orden Hemiptera
Suborden  Sternorrhyncha
Superfamilia  Coccoidea
Familia Dactylopiidae
Género  Dactylopius

Especie  Opuntiae



Cuadro 1. Distribucion de Dactylopius opuntiae en México y el mundo.

Distribucion mundial

Distribucion en México

Australia

Brasil

Republica de Cabo Verde
Francia

Hawai (EUA)

India

Israel

Jamaica

Kenia

Madagascar

Republica de Mauricio
México

Pakistan

Sudafrica

Sri Lanka

Estados Unidos de América

Republica de Zimbabue

Aguascalientes
Baja California Norte
Chiapas
Chihuahua
Distrito Federal (CDMX)
Durango
Guanajuato
Guerrero

Hidalgo

Jalisco

Estado de México
Michoacan
Morelos

Nayarit

Nuevo Leon
Oaxaca

Puebla

Querétaro

San Luis Potosi
Tamaulipas
Veracruz

Zacatecas

Fuente: Garcia et al. (2016)

Fuente: Chavez-Moreno et al. (2011)

1.2. Descripcion morfologica

1.2.1. Descripcion morfologica



De acuerdo con Williams y Watson (1990) la hembra adulta es generalmente de forma
ovalada y presenta una secreciéon blanca que cubre su cuerpo. Muestra 16bulos anales poco
desarrollados. Las antenas presentan normalmente 7 segmentos; sin embargo, ocasionalmente
puede presentar solo 6; sus patas son bien desarrolladas y diferenciadas. En la superficie
dorsal presenta setas cilindricas cortas, las cuales pueden variar en tamafio, muestra también
poros agrupados (2-4), cada grupo con un ducto tubular, distribuidos en el area media y
submedia del torax. La superficie ventral presenta setas similares a las de la parte dorsal y

poros agrupados de igual forma (Figura 1) (Anexol).

T L2

wide-rimm
pores

dorsal seta

a1

Figura 1. Caracteristicas morfoldgicas principales de Dactylopius opuntiae (Cockerell).

En el caso de las hembras de cochinilla silvestre D. opuntiae presentan una
metamorfosis incompleta, con tres estadios bioldgicos: huevo, ninfa (dos instares) y adulto
(Figura 2). Por el contrario los machos presentan una metamorfosis completa (Huevo, ninfa,

prepupa, pupa y adulto) (Flores-Hernandez et al., 2006).



£ F G H /\,

Figura 2. Ciclo biolégico de hembra y macho de la familia Dactylopiidae. A) Huevo, B) Ninfa
I (hembra), C) Ninfa II (Hembra), D) Hembra adulta, E) Ninfa I (Macho), F) Ninfa II
(Macho), G) Prepupa, H) Pupa, I) Macho adulto (Tomado de De Haro y Claps, 1995).

1.3. Biologia y habitos

Los estados biologicos dependen del sexo del insecto; los dos instares ninfales tienen
una duracion de 18 a 19.8 dias. En el caso de los machos, su etapa adulta tiene una duracion
de 4.18 dias; en contraste las hembras presentan una etapa adulta con una duracion promedio
de 38.42 dias, como se muestra en el Cuadro 2. La duracion total del ciclo bioldgico para los
machos es un promedio de 43.3 dias y en el caso de hembras de 77 dias (Romero et al., 2006).
Lo anterior puede variar y verse influenciado por las condiciones ambientales como la
temperatura (Méndez, 1992). Esta especie presenta un periodo de oviposicion estimado de 21

dias y puede llegar a ovipositar hasta 131 individuos (Flores-Hernandez et al., 2006).

Cuadro 2. Etapas biologicas de Dactylopius opuntiae y su duracion en dias.

Estadio Machos (dias) Hembras (dias)
Ninfa I 19.18 19.80
Ninfa II 19.36 18.07
Adultos 4.18 38.42

Fuente: Romero et al. (2006)



Algunas caracteristicas importantes de cada una de las etapas de desarrollo de la

cochinilla silvestre del nopal D. opuntiae se resaltan a continuacion:
Huevo. Los huevos son color rojo y de forma ovoide.

Ninfa. Las ninfas presenta un color rojo intenso y se cubren de una secrecion blanca y

filamentos del mismo color (Flores-Hernandez et al., 2006).

Adulto. Las hembras son de forma oval, con un largo de aproximadamente 0.2 a 0.25 cm y se
encuentran cubierta por una secrecion algodonosa; los machos poseen un par de alas y dos
filamentos en el extremo del cuerpo y se encuentran cubiertos por un polvo blanquecino sin

cubierta algodonosa (Mena y Rosas, 2007; Mena, 2013).
1.4. Hospedantes

Los insectos pertenecientes al género Dactylopius son fitéfagos en su totalidad y a su
vez polifagos de la familia de las cacticeas (De Haro y Claps 1995). Los principales
hospedantes de este insecto pertenecen a los géneros Opuntia y Nopalea y se ha detectado en
Meéxico un total de 17 especies donde se desarrolla D. opuntiae: Nopalea cochenillifera, N.
karwinskiana, N. sp., O. atropes, O. ficus-indica, O. jaliscana, O. megacantha, O. undulata,
O. robusta, O. tomentosa, O. vulgaris, O. engelmannii, O. fuliginosa, O. hyptiacantha, O.

leucotricha, O. macdougaliana y O. streptacantha (Chavez-Moreno et al., 2011).
1.5. Daiios

Los insectos escamas, como también se les conoce a estos insectos que pertenecen a la
superfamilia Coccoidea; son las principales plagas agricolas y representan un grave problema
cuando se introducen en otras regiones del mundo sin la presencia de enemigos naturales
(Miller et al., 2005). La principal plaga que afecta la producciéon de nopal tunero en México es
D. opuntiae, los danos son ocasionados por la succion de la sabia tanto en los cladodios y
frutos, lo que puede causar un desprendimiento de cladodios y un debilitamiento o muerte de
la planta; ademas, disminuye el tamafio y dulzura de frutos, de igual forma, la presencia de
este insecto influye en la estética del producto, lo cual repercute en el precio de venta (Mena,

2013).



1.6. Control de Dactylopius opuntiae

A pesar de la incidencia y severidad de los dafios causados, son pocas las alternativas de
control que existen contra D. opuntiae (Vanegas-Rico et al., 2010). Respecto al control mas
comun que se lleva a cabo en México, generalmente se emplean insecticidas como malation,
paration metilico y triclorfon (Badii y Flores, 2001). Sin embargo, existen factores que limitan
la efectividad de las aplicaciones de los insecticidas quimicos contra este insecto; el traslape
de los cladodios interfiere en la llegada de las gotas de la aspersion, el comportamiento del
insecto de buscar lugares protegidos dentro de la planta y la proteccion de las ninfas recién
nacidas bajo el cuerpo de la madre, entre otros (Mena, 2013). En la busqueda de opciones
viables para el control de este insecto, se han probado extractos botanicos a base de plantas
como Tagetes erecta, T. florida, Chenopodium ambrosioides, Mentha viridis y M. piperita, los
cuales han mostrado altas mortalidades contra el insecto en diferentes estadios en condiciones
de laboratorio (Vigueras et al., 2009). Respecto al control bioldgico (parasitos y depredadores)
de D. opuntiae, la investigacion se ha dirigido a identificar a los enemigos naturales presentes
en regiones del centro de México, tales como: Leucopis bellula, Sympherobius barberi, S.
angustus, Laetilia coccidivora, Hyperaspis trifurcata, Salpingogaster cochenillivorus, y
Chilocorus cacti (Vanegas-Rico et al., 2010). Al respecto, se menciona que hembras adultas
de C. cacti pueden regular o suprimir a D. opuntiae cuando las densidades de poblacion son
bajas (Flores et al., 2013). Hasta el momento no existen registros de parasitoides que ataquen

a D. opuntiae (Spodek et al., 2014).
1.6.1. Control bioldgico

El control bioldgico se define como el uso de enemigos naturales con la finalidad de
suprimir las poblaciones de plagas y con ello reducir el dafio asociado a su hospedante (Hajek,
2002). Uno de los objetivos mas importantes del empleo de control biolégico es la reduccion
de los niveles de plagas hasta un nivel manejable y econdémicamente aceptable (Bruckart,

2002).
1.6.1.1. Control microbioldgico

Los entomopatdgenos son microorganismos que invaden, se multiplican en insectos y se

propagan para infectar a otros insectos (Kaya y Vega, 2012). Los patdgenos son transmitidos a



los hexapodos por contacto, ingestion, vectores y por los padres a sus descendientes (Tanada y
Kaya, 1993). En general se puede considerar que existen cuatro tipos de patogenos de
insectos que son: bacterias, virus, hongos y protozoarios (Ansari et al., 2013). Bacillus
thuringiensis es la bacteria mas empleada como entomopatégeno, son principalmente
empleadas para el control de larvas de lepidopteros y mosquitos (Senthil-Nathan, 2015). Uno
de los virus mas empleados en el manejo de insectos es el virus de la poliedrésis nuclear
(NPV) el cual es efectivo contra larvas de lepidopteros (Evans y Shapiro, 1997). En el caso de
protozoarios, estos son organismos flagelados unicelulares como los pertenecientes al orden
tripanosomatida y que infectan principalmente insectos del orden hemiptera y diptera (Undeen
y Vavra, 1997). Existe un aproximado de 750 especies de hongos entomopatdgenos, los
cuales pertenecen principalmente al orden de los entomoftorales e hipocreales y que en su
mayoria pertenecen a los géneros Beauveria, Lecanicillium, Metarhizium, Hirsutella e Isaria
(Liu, 2012). El empleo de microorganismos esta tomando importancia, como alternativa al uso
de insecticidas quimicos, porque el empleo de biopesticidas es el principal componente en la

mayoria de los programas de manejo de plagas (Senthil-Nathan, 2015).
1.6.1.2. Hongos entomopatogenos

La mayoria de los entomopatogenos deben de ser ingeridos para causar infeccion; sin
embargo, los hongos entomopatogenos infectan directamente a través de la penetracion de la
cuticula del insecto, lo que ejerce ventajas sobre otros microorganismos y por tal razon pueden
ser empleados con mayores ventajas, contra una amplia clase de insectos plaga (Hajek y

Delalibera, 2010).

Las infecciones causadas por hongos entomopatdégenos, en ocasiones, son lo
suficientemente severas para causar epizootias y con ello pueden llegar a eliminar una

poblacion completa de insectos en un habitat determinado (Herrera y Ulloa, 1998).
1.6.1.2.1. Modo de accion de los hongos entomopatogenos

El primer paso en la infeccion es la adherencia de la espora del hongo a la cuticula del
insecto, si existen condiciones ambientales favorables ésta germina y emite un tubo
germinativo el cual puede penetrar la cuticula del insecto (Anexo 4). La penetracion de la

cuticula es un proceso quimico y fisico, en el que intervienen enzimas y fuerzas fisicas que



deforman las capas cuticulares por efectos de la presion que ejerce el tubo germinativo. Las
enzimas que se presentan en este proceso son: proteasas, aminopeptidasas, lipasas, esterasas y
quitinasas. Las estructuras vegetativas del hongo conocidas como hifas, se desarrollan por
medio de gemacion en el hemocele del insecto, una vez en establecido en éste el hongo evade
el sistema inmune del insecto por medio del desarrollo de protoplastos; adicionalmente,
forma cuerpos hifales en forma de levadura lo que le permite multiplicarse y dispersarse
rapidamente, asimismo, la producciéon de micotoxinas ayuda a acelerar la muerte del insecto
(Tanada y Kaya, 1993), en esta etapa el hongo se desarrolla en forma saprofita. Las hifas del
hongo contintian su desarrollo generando la momificacién del insecto (Figura 3). La ultima

etapa consiste en la emergencia del micelio del cadaver del insecto (Ansari et al., 2013).

Epicuticula

=~ | Endocuticula
— | Exocuticula

Figura 3. Establecimiento de la micosis en un invertebrado. A) Adhesion de la espora sobre la
cuticula, B) Germinacion, C) Penetracion de la cuticula por medio del tubo germinativo,
D) Colonizacién del hemocele y reaccion de las defensas del hospedero (Modificado de

Samson et al., 1988).



1.6.1.2.2. Efecto de las condiciones ambientales sobre los hongos entomopatogenos

Una variedad de factores abidticos y bidticos pueden influenciar el proceso de infeccion
de los hongos entomopatogenos. Algunos de los factores mas importantes son: temperatura,

humedad relativa, radiacion solar y el efecto de agroquimicos (Liu, 2012).
Temperatura

La mayoria de los hongos entomopatdgenos tienen un amplio limite de tolerancia de
temperatura. Sin embargo, la temperatura optima de infeccion, crecimiento y esporulacion
oscila entre los 20-30 °C (Wraight et al., 2007). Las altas temperaturas resultan perjudiciales
en la supervivencia del hongo, mientras que las bajas temperaturas pueden forzarlo a producir
esporas de resistencia conocidas como ‘“‘clamidosporas” (Liu, 2012), los limites de
temperatura a la cual los hongos pueden sobrevivir e infectar a un hospedante varian

dependiendo la especie y aislamiento del hongo.
Humedad

La desecacion es una de las principales causas de muerte de las esporas de los hongos en
el medio ambiente (Liu, 2012). La germinacion y esporulacion de los hongos requieren una
alta humedad o agua disponible, la mayoria de los hongos entomopatégenos pueden germinar
en condiciones que varian entre 40 a 70 % de humedad relativa (Liu, 2012). Se ha demostrado
que el desarrollo miceliar sobre insectos del hongo B. bassiana requiere de 92% de humedad
(Vega et al., 2012). Muchos de los fracasos en el empleo de hongos entomopatogenos son
atribuidos a las condiciones adversas de humedad tales como la sequia, lo que vale la pena
considerar dado que la mayoria de las principales zonas de produccién son semiaridas. Sin
embargo, existen estudios de hongos entomopatogenos que tienen la capacidad de infectar por
abajo del 13% de humedad relativa, como es el caso de Metarhizium anisopliae var. acridum.
Esta capacidad de operar en condiciones de sequia es atribuido a la presencia de microhabitats

en los que el hongo puede permanecer activo (Wraight et al., 2007).
Radiacion solar

Todos los propagulos de los hongos son afectados por la radiacion solar directa,

especialmente la radiacion ultravioleta de onda media dentro de los limites de 280-320 nm, la
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exposicion a esta radiacion causa dafios en el DNA del hongo y causa altos niveles de

mutacion (Liu, 2012).
Agroquimicos

Toda clase de agroquimicos (insecticidas, fungicidas, herbicidas y reguladores de
crecimiento) presentan un potencial inhibidor de los hongos entomopatdégenos. Los
compuestos quimicos empleados en plaguicidas reducen la actividad de organismos vivos
usados como bioinsecticidas, causando mortalidad, bajas tasas de reproduccion, reduccion de
infectividad y cambios en el comportamiento de busqueda del hospedante (Manachini, 2002).
Actualmente, muchos agroquimicos se estan formulando para tener compatibilidad con el uso
de hongos (Liu, 2012), por ejemplo el insecticida Carbofuran el cual incrementa la efectividad

del hongo B. bassiana frente algunas plagas (Manachini, 2002).
1.7. Hongos seleccionados en la presente investigacion

Los hongos entomopatogenos son los agentes de control con mayor versatilidad y
aplicacion, comprende un grupo de 100 géneros con aproximadamente 750 especies que
afectan a diferentes grupos de insectos. Los mas importantes hongos entomopatégenos son:
Metarhizium spp., Beauveria spp., Nomuraea rileyi, Verticillium lecanii e Hirsutella spp
(Sujeetha y Sahayaraj, 2014). A continuacion, se describe de manera breve las principales
caracteristicas, diferencias y posibles comportamientos de tres hongos que seran evaluados en

esta investigacion.
1.7.1. Descripcion de Beauveria bassiana

B. bassiana es considerado un hongo filamentoso. Los diversos aislamientos de éste, son
altamente adaptables a determinados hospedantes, principalmente, insectos pertenecientes a
los 6rdenes Coleoptera, Lepidoptera y Hemiptera (Tanada y Kaya, 1993). Crece naturalmente
en el suelo a través de todo el mundo, ataca a diversas especies de insectos causando la
enfermedad conocida como “muscardina blanca”. La colonia de este hongo es color blanco y
el micelio aéreo presenta una forma algodonosa (Sujeetha y Sahayaraj, 2014). Las células
conididgenas se presentan en forma de matraz, densamente agrupadas y extension apical
denticulada (zigzag). La forma de los conidios es casi globosa con didmetros < 3.5 pum

(Humber, 1997) como se observa en la Figura 4.
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Clasificacion taxonomica de B. bassiana (Hajek y Delalibera, 2010).
Reino:  Fungi
Phylum: Ascomycota
Subphylum:  Pezizomycotina
Clase:  Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Cordycipitaceae
Género:  Beauveria

Especie:  bassiana

Figura 4. Hongo Beauveria bassiana. A) Conidios, B) Fialides en forma de zigzag, C) Hifas.

1.7.2. Descripcion de Lecanicillium lecanii

Este hongo es conocido por ser patégeno primario de afidos, escamas, mosca blanca,
trips y algunos acaros. Se le conoce también como el hongo de halo y se caracteriza por la
presencia de conididforos en forma verticilada (Sujeetha y Sahayaraj, 2014). Los verticilios se
pueden presentar en agrupaciones de 2 a 6, o bien en forma solitaria (Figura 5). Los conidios
son hialinos y aseptados, en forma ovoide, con é&pices redondeados y un largo de 2-10 pm

(Humber, 1997).
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Clasificacion taxonomica de L. lecanii (Hajek y Delalibera, 2010).
Reino:  Fungi
Phylum: Ascomycota
Subphylum: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia:  Cordycipitaceae
Género:  Lecanicillium

Especie:  lecanii

Figura 5. Lecanicillium lecanii. A-B) Fialides verticiladas, C) Conidios (Samson et al., 1988).

1.7.3. Descripcion de Metarhizium anisopliae

M. anisopliae es comunmente conocido como el hongo de la “muscardina verde”. Es un
patogeno de insectos plaga, se encuentra ampliamente distribuido y ha sido detectado en més
de 300 hospedantes. Los insectos parasitados por este hongo muestran un micelio aéreo color
verde (Sujeetha y Sahayaraj, 2014). Presenta conidioforos agrupados y compactados; en el
caso de los conidioforos individuales, €stos crecen ampliamente ramificados en forma de
“candelabro”. Los conidios son aseptados, de forma cilindrica u ovoide y presentan una

longitud <9 um (Humber, 1997) como se muestra en la Figura 6.

13



Clasificacion taxonomica de M. anisopliae (Hajek y Delalibera, 2010).
Reino:  Fungi
Phylum: Ascomycota
Subphylum: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia:  Clavicipitaceae

Género:  Metarhizium

Especie:  anisopliae

Figura 6. Hongo Metarhizium anisopliae. Fialides (izquierda) y conidios (derecha). (Samson

et al., 1988).
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CAPITULO II. PATOGENICIDAD DE Metarhizium anisopliae,
Beauveria bassiana y Lecanicillium lecanii SOBRE NINFAS DE
Dactylopius opuntiae ( HEMIPTERA: DACTYLOPIIDAE) EN
CONDICIONES DE LABORATORIO

2.1. Resumen

La cochinilla silvestre del nopal Dactylopius opuntiae Cockerell (Hemiptera:
Dactylopiidae) es un insecto parasito de cactdceas de los géneros Opuntia, Nopalea y
Cylindropuntia que causa severos dafios a cladodios y frutos, convirtiéndose asi en el
principal enemigo fitosanitario de esta planta a nivel nacional e internacional. Existen pocas
alternativas de control efectivo para este insecto, donde el quimico ha sido el mas empleado
hasta el momento. Considerando que los hongos entomopatdgenos ofrecen una opcion en el
manejo integrado de plagas, en la investigacion se evaludé la patogenicidad de seis
aislamientos de hongos (GHA, Bbl, Ma 129, Ma 130, 974, 2009) pertenecientes a tres
especies de hongos entomopatégenos Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae y
Lecanicillium lecanii (dos aislamientos por cada especie), sobre ninfas de segundo instar de D.
opuntiae empleando una concentracion de 1x10® conidios mL™. La patogenicidad se
determino en base a la mortalidad de ninfas (%) y se evaluo durante ocho dias en intervalos de
24 horas. El andlisis de los resultados mostrd que todos los aislamientos analizados generaron
diferente grado de patogenicidad; sin embargo, los aislamientos Ma 130 (51.12%), 974
(38.85%) y Ma 129 (31.58%) pertenecientes a las especies M. anisopliae, L. lecanii y M.

anisopliae presentaron mayor efectividad.

Palabras Clave: Cochinilla silvestre, hongos entomopatdgenos, control biologico, porcentaje

de mortalidad.
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2.2. Abstract

Dactylopius opuntiae Cockerell (Hemiptera: Dactylopiidae) is a parasitic insect of cactus spe-
cies Opuntia, Nopalea and Cylindropuntia that causes severe damages to cladodes and fruits,
becoming the main phytosanitary enemy of this plant at national level and international. There
are few effective control alternatives for this insect, where the chemical has been the most
widely used so far. Considering that the entomopathogenic fungi offer an option in integrated
pest management, in the research the pathogenicity of six fungal isolates (GHA, Bbl, Ma 129,
Ma 130, 974, 2009) belonging to three species of entomopathogenic fungi Beauveria Bassi-
ana, Metarhizium anisopliae and Lecanicillium lecanii (two isolates per species), on second
instar nymphs of D. opuntiae using a concentration of 1x108 conidia mL-1. Pathogenicity was
determined on the basis of nymphal mortality (%) and evaluated for eight days at 24 hour in-
tervals. The analysis of the results showed that all the isolates analyzed generated a different
degree of pathogenicity; However, the isolates Ma 130 (51.12%), 974 (38.85%) and Ma 129
(31.58%) belonging to the species M. anisopliae, L. lecanii and M. anisopliae were more ef-

fective.

Keywords: Wild cochineal, entomopathogenic fungi, biological control, mortality rate.
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2.3. INTRODUCCION

Dactylopius opuntiae (Cockerell) (Hemiptera: Dactylopiidae) es un insecto comunmente
conocido como “cochinilla silvestre del nopal”, es endémico del continente americano y tiene
como hospedante natural, cactaceas pertenecientes al género Opuntia (Rodriguez y Niemeyer,
2000). Actualmente se encuentra presente en 18 paises alrededor del mundo y en México su
distribucion geografica comprende de 22 estados (Garcia et al., 2016). D. opuntiae es la
principal plaga que afecta la produccion de nopal tunero en México, los dafios son
ocasionados por la succién de jugos vasculares en cladodios y frutos, lo que produce
debilitamiento, desprendimiento de cladodios y en ocasiones la muerte de la planta; aunado a
también reduce el tamafio de los frutos y afecta la dulzura de los mismos. Ademas, la
presencia de este insecto reduce la estética del fruto lo cual tiene efectos negativos en el precio

de venta (Mena, 2013).

El control quimico y el control cultural son dos alternativas que se emplean para
combatir esta plaga. Los insecticidas quimicos que son empleados en el manejo de este insecto
son: malation, paration metilico y triclorfon (Badii y Flores, 2001), aunque, actualmente no
existen insecticidas autorizados en M¢xico contra esta plaga (Vanegas-Rico et al, 2010).
Acciones como el cepillado o barrido mecénico de los cladodios, como medida cultural
también se realiza en algunas regiones nopaleras (Mena y Rosas, 2007). Asimismo, se han
probado otros métodos como la aspersion con silicio organico e inorganico mezclados con
jabones biodegradables, el cual se emplea para el control del insecto en su fase adulta (Mena,
2013,). Respecto al control biologico se ha evaluado el potencial de depredacion del
coccinélido Chilocorus cacti, observando que puede suprimir o regular a D. opuntiae cuando

las densidades de éste tltimo son bajas (Flores ef al., 2013).

El uso de biopesticidas, incluyendo aquellos formulados a base de hongos
entomopatogenos, estan tomando importancia como una alternativa al uso de insecticidas
quimicos, ademas de ser parte importante en programas del manejo integrado de plagas
(Senthil-Nathan, 2015). La mayoria de los entomopatdégenos como virus, bacterias o
protozoarios deben ser ingeridos por el hospedero para causar infeccion; sin embargo, los
hongos entomopatdgenos infectan directamente a través de la cuticula del insecto (Hajek y

Delalibera, 2010) y son los principales microorganismos que causan dafio a insectos
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chupadores, puesto que éstos no pueden ingerir aquellos patdogenos que infectan a través de la
pared intestinal (Hajek y Leger, 1994). Existen mas de 500 especies de hongos que pueden
parasitar insectos, la mayoria de las cuales pertenecen a los géneros: Metarhizium, Beauveria,
Verticillium, Nomuraea, Entomophthora y Neozygites (Shahid et al., 2012). No obstante, a
pesar de su importancia existen pocos estudios donde se evaliie hongos entomopatégenos se

para el control de insectos del género Dactylopius.

La patogenicidad se puede definir como la habilidad que presenta un microorganismo de
causar enfermedad y en ocasiones es considerada una capacidad determinada genéticamente,
la cual se aplica a grupos o especies de microorganismos (Tanada y Kaya, 1993). Es comun
que patogenicidad se emplee como sinénimo de virulencia; sin embargo, la patogenicidad es
un prerrequisito de virulencia; virulencia no se puede medir en un organismo que no es
patégeno, por el contrario un organismo virulento puede ser considerado patdogeno (Liu,

2012).

La investigaciéon tuvo como finalidad evaluar la patogenicidad de tres especies de
hongos entomopatogenos: B. bassiana, M. anisopliae y L. lecanii sobre ninfas de segundo

instar de la cochinilla del nopal D. opuntiae.

2.4. MATERIALES Y METODOS

El experimento se llevo a cabo en el Laboratorio de Patologia de Insectos del Colegio de
Postgraduados Campus Montecillo, durante el periodo comprendido de agosto 2015 a
Diciembre de 2015. En la figura 7 se esquematiza el proceso de evaluacion, desde la etapa de

recoleccion en campo hasta el analisis de datos.
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plantacién comercial Patogenicidad de Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana y Lecanicillium lecaniisobre ninfas
produccion de tuna de Dactylopius opuntiae (Hemiptera: Dactylopiidae) en condiciones de laboratorio
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Figura 7. Evaluacion de la patogenicidad de tres hongos entomopatogenos sobre

Dactylopius opuntiae.

2.4.1. Obtencion del pie de cria inicial de D. opuntiae

El pie de cria inicial del insecto se obtuvo por medio de la recoleccion de cladodios
infestados de D. opuntiae, durante el mes de julio de 2015, en una plantaciéon comercial para
la produccion de tuna, ubicada en la comunidad de Cuautlacingo, municipio de Otumba,
Estado de México (Anexo 6). Los cladodios conteniendo colonias de D. opuntiae se cortaron
y se revisaron cuidadosamente, para evitar la presencia de cualquier enemigo natural,
posteriormente, se trasladaron y confinaron en un invernadero del Colegio de Postgraduados

Campus Montecillo (Anexo 6).
2.4.2. Infestacion de cladodios

Para obtener cohortes de hembras de la misma edad de D. opuntiae los cladodios
infestados se mantuvieron en una unidad de cria de acuerdo al método propuesto por Aldama
y Llanderal (2003). Para realizar la infestacion de los cladodios, las hembras adultas se
recolectaron cuidadosamente y se introdujeron en ‘nidos de tul’ considerando las

caracteristicas descritas por Aldama y Llanderal (2003). Los cladodios de nopal Opuntia ficus-
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indica (L.) Mill. utilizados para el estudio fueron de aproximadamente 20 cm largo, 15 cm
ancho, 1.5 cm de grosor. Posteriormente, los cladodios con los nidos se introdujeron en
recipientes de plastico transparente cerrados con las siguientes dimensiones: 25x15x5cm
(largo, ancho y altura, respectivamente); finalmente, se colocaron en una camara bioclimatica
(Thermo SCIENTIFIC) a una temperatura de 25+1 °C y un fotoperiodo de 24 horas
obscuridad, durante un periodo de 72 horas, para asegurar el establecimiento y fijacion de la
ninfa migrante. Una vez obtenidas ninfas sésiles se realizaron cortes cuadrados en los
cladodios con areas de 25 cm’, en los que se contabiliz6 un total de 30 ninfas con la ayuda de
un contador manual (PRETUL® CON-10M) y empleando un microscopio estereoscopico
(SWIFT® 05001025). Cada unidad cuadrada se colocd en vasos desechables transparentes
cilindricos de 6x4 cm (didmetro y altura, respectivamente) (REYMA® No. 4A). Se

establecieron 13 unidades experimentales por cada repeticion.
2.4.3. Cultivo de hongos empleados

Se emplearon los siguientes aislamientos: Beauveria bassiana (GHA, Bbl),
Metarhizium anisopliae (Mal29, Mal30) y Lecanicillium lecanii (974, 2009), todos cultivos
monosporicos provenientes de la coleccion de hongos entomopatogenos del Laboratorio de
Patologia de Insectos del Instituto de Fitosanidad del Colegio de Postgraduados (Cuadro 3).
La produccion de conidios se realizé mediante el cultivo en superficie de medio solido (Butt y
Goettel, 2000) empleando Agar Dextrosa Sabouraud (BD Bioxon, México) en la siguiente
proporcion: Dextrosa 40 g, peptona de carne 5 g, peptona de caseina 5 g y agar 15 g. Este se
esterilizd previamente, mediante autoclave, y se transfiri6 a cajas Petri de Poliestireno
estériles (KLINICUS®) de 90x15 mm. Para la obtencion de conidios se incubaron las cajas
por espacio de tres semanas a una temperatura de 25+1 °C con un fotoperiodo de 24 horas de
obscuridad. La extraccion de conidios se realizd6 por medio de raspado de la superficie y
fueron suspendidos en solucion Tween 80 al 0.03%. La cuantificacion de conidios se realizé
por medio de una camara de Neubauer de acuerdo al método propuesto por Goettel y Douglas

(1997).
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Cuadro 3. Referencia de hongos empleados en la evaluacion de patogenicidad contra

Dactylopius opuntiae.

Especie Clave  Insecto hospedante Localidad
Beauveria bassiana Bbl Hymenoptera Jalisco, Mex.
Beauveria bassiana GHA Mycotrol® EUA
Metarhizium anisopliae Ma 129 Tetranychus urticae Tecoméan, Colima,
Meéxico
Metarhizium anisopliae Ma 130 Tetranychus urticae Tecoman, Colima,
México
Lecanicillium lecanii ~ *ARSEF 2009 Toxoptera citricida Tucuman, Argentina
Lecanicillium lecanii *ARSEF 974 Afidos Venezuela

*Aislamientos con el prefijo ARSEF, pertenecen a la coleccion de aislamientos de

Agricultural Research Service of Entomopathogenic Fungi, EUA.

2.4.4. Evaluacion de patogenicidad

Para evaluar la patogenicidad de las diferentes cepas sobre D. opuntiae, los cortes de
nopal conteniendo insectos de segundo instar ninfal se colocaron dentro de vasos desechables
transparentes, y se asperjaron con suspensiones de conidios de los seis aislamientos
pertenecientes a tres especies de hongos entomopatdgenos (GHA, Bbl, Mal29, Mal30, 974 y
2009). Se aplico una sola dosis de 1x10° conidios mL™" suspendidos en solucién Tween 80 al
0.03%, mas un control tratado solamente con solucion Tween 80 al 0.03%. Las atomizaciones
se realizaron en una torre de aspersion con las siguientes dimensiones: cilindro de acrilico de
30 cm de diametro, y una altura de 50 cm, el cual present6 una inclinacion de 45° a los 30 cm
de altura. Todos los tratamientos se sometieron a una presion de 10 psi (Anexo 3). El uso de la

torre de aspersion se realizo considerando el método empleado por Castillo (2016). Luego de
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la aspersion, las unidades experimentales tratadas fueron colocadas en recipientes de plastico
transparente (Baat, 2004) con una humedad relativa de 60% y un fotoperiodo 12:12 (Luz:

obscuridad) a una temperatura de 26+1 °C.

La mortalidad de las ninfas se evalu¢ durante 192 horas en intervalos de 24 horas
después de la aspersion. Asimismo, cada 24 horas se realizo6 la extraccion y cuantificacion de
insectos muertos y cada uno se coloc6 en una cdmara himeda para acelerar la esporulacion del
hongo y asi poder confirmar la infeccion del insecto (Butt y Goettel, 2000). Los criterios
empleados para determinar la mortalidad consistieron en evaluar su respuesta a estimulos
mecanicos, considerando muertos aquellos insectos que no reaccionaban al estimulo (Pereira
et al., 2011); ademads, se considerd el cambid de coloracion y la reduccion en tamafio del
insecto. De igual forma se realizé toma de fotografias de los insectos infectados por medio del

software Leica Microsystems (Anexo 5).
2.4.5. Analisis estadistico

Se empled un disefio completamente al azar, con seis tratamientos mas un control, tres
replicas en el tiempo y dos pseudo-replicas cada uno. En cada uno de los tratamientos se
tuvieron dos repeticiones, teniendo asi 12 unidades, mas un control. Se realiz6 un analisis de
varianza empleando el programa Statistical Analysis System (SAS Institute, 2012) y una

comparacion multiple de medias de tratamientos mediante la prueba de Tukey (P<0.05). Los

porcentajes de mortalidad de ninfas se transformaron por medio de arcsen (,/x/100 previo al

analisis de varianza (Castillo, 2007).

2.5. RESULTADOS Y DISCUSION
2.5.1. Patogenicidad

La eficiencia de tres especies de tres géneros distintos de hongos entomopatogenos fue
evaluada sobre ninfas de segundo instar de la cochinilla del nopal (D. opuntiae), empleando
dos aislamientos diferentes de cada especie de hongo. Muy pocas evaluaciones de hongos
entomopatdgenos se han realizado sobre insectos del género Dactylopius. Los resultados del

estudio demostraron que la especie de hongo que present6 la mayor mortalidad general de
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ninfas de segundo instar fue Metarhizium anisopliae con 41.39%, seguido por la especie
Lecanicillium lecanii (Anexo 2) la cual de manera global mostré una mortalidad de 34.45%;
por el contrario la especie que gener6 la mortalidad mas baja fue Beauveria bassiana con
solamente 19.72% (Figura 8). Al probar M. anisopliae y B. bassiana Silva et al. (s/f)
observaron que este ultimo registrd los mejores resultados sobre ninfas de D. opuntiae,
resaltando ademds que la combinacion de ambas especies podria mejorar su respuesta. Al
respecto, Liu (2012) menciona que las especies de hongos tienen numerosos aislamientos que
difieren significativamente en virulencia y patogenicidad. En otros estudios relacionados se
registrd virulencia de M. anisopliae contra el piojo harinoso (Pseudococcus viburni)
(Hemiptera: Pseudococcidae) y se determind que la dosis letal media (DLso) fue de 7.3 x 10°
conidios mL™' en ninfas de segundo instar, en condiciones de laboratorio (Pereira et al., 2011).
Una dosis similar a la empleada en esta investigacion, también se utilizd con B. bassiana para
el control de Matamasius spinoleae otra plaga importante de Opuntia en México registrando

valores de mortalidad de 85% (Tafoya et al., 2004).
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segundo instar de Dactylopius opuntiae.
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Cuando se evalud la efectividad por cepa de cada hongo entomopatdégeno en estudio, el
tratamiento que obtuvo la mortalidad mas alta fue la especie de M. anisopliae con el
aislamiento Mal30, el cual registr6 una mortalidad de 51.12%, seguido por el aislamiento 974
del hongo L. lecanii con 38.85% de mortalidad. Los tratamientos Mal29 y 2009
pertenecientes a las especies M. anisopliae y L. lecanii, resultaron estadisticamente similares
con 31.58 y 29.98%, respectivamente. Por otro lado, los tratamientos que presentaron menor
efectividad fueron los pertenecientes a la especie B. bassiana, donde el aislamiento GHA
generd una mortalidad de 22.69 % y la menor efectividad se registrd en el aislamiento Bbl
con s6lo 16.56 % de mortalidad (Cuadro 4). El experimento registré una mortalidad menor al
10% en el testigo, lo cual lo hace aceptable y manifiesta que el protocolo de inoculacion de los

hongos entomopatdgenos resulto efectivo respecto a la inocuidad.

Cuadro 4. Mortalidad de ninfas de segundo instar de Dactylopius opuntiae tratadas con

seis aislamientos de hongos entomopatdgenos.

Especie Cepas Mortalidad (%) (EE¥)
Metarhizium anisopliae Ma 130 51.12+2.04°
Lecanicillium lecanii 974 38.85+1.64°
Metarhizium anisopliae Ma 129 31.58+2.06°¢
Lecanicillium lecanii 2009 2998 +0.85°

Beauveria bassiana GHA 22.69+1.33 %

Beauveria bassiana Bbl 16.56 +1.21°
Control Control 8.81£0.7"

** Distintas letras indican diferencias de acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05).

EE: error estandar.
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El analisis de los resultados de las seis cepas (GHA, Bbl, Ma 129, Mal30, 974 y 2009)
tratadas a una sola concentracién (1x10° conidios mL™") mostré que todos los aislamientos
presentan patogenicidad contra la cochinilla del nopal D. opuntiae. Los datos muestran que
existen diferencias estadisticamente diferentes incluso en aislamientos pertenecientes a la
misma especie, ¢sta diferenciacion puede deberse al tipo de factores de virulencia propia de
cada aislamiento, asi como a la influencia que ejerce el tipo de hospedante del cual fue
obtenido previo a su aislamiento. Sin embargo, los hongos que mayor efectividad presentaron

son M. anisopliae 'y L. lecanii en los seis aislamientos probados en el bioensayo.

El hongo mas patogénico resultd M. anisopliae aislamiento Ma 130, tal resultado se
puede atribuir a que ésta especie de hongo tiene la cualidad de infectar insectos y acaros de
cuerpo blando como Tetranychus urtice (Mugisho et al. 2015), ademas el tamafio del conidio
del hongo respecto al cuerpo de la ninfa de D. opuntiae puede tener influencia en la
mortalidad, puesto que el area de contacto con el insecto es mayor en M. anisopliae, ya que
presenta conidios mas grandes, en comparacion con las especies de B. bassiana y L. lecanii

(Humber, 1997).

Por su parte, Santos et al. (2011) al evaluar el efecto del hongo B. bassiana mezclado
con agentes protectores sobre ninfas de primer instar de D. opuntiae, observaron que al incluir
un protector solar (Oxybenzone®™) en la formulacion del hongo, se obtienen valores de
mortalidad de 46.5%. Lo anterior difiere con lo registrado en el presente estudio donde la
mortalidad por el hongo B. bassiana obtuvo una mortalidad maxima de 22.69 % con la cepa
GHA. La tendencia anterior puede estar asociada al hecho de que el protector solar puede
acentuar su efecto en la mortalidad, al ser combinado con el hongo. Vale la pena resaltar que
de manera natural D. opuntiae presenta una alta tasa de mortalidad natural en el primer instar
ninfal (Romero et al., 2006) siendo esta fase la mas susceptible, debido a la falta de proteccion
que les proporciona la capa cerosa de la cual carecen (Méndez-Gallegos et al., 1993). Por lo
anterior, la mortalidad mas alta obtenida por Santos et al. (2011) puede estar relacionada a que
se realizaron los bioensayos con ninfas de primer instar, por lo que es posible que las
aplicaciones tengan un mayor impacto; mientras que en ésta investigacion se aplicaron en
ninfas de mayor edad (ninfas de segundo instar), las cuales presentan una mayor cantidad de

filamentos cerosos que las ninfas de primer instar, que interfieren en el contacto del hongo con
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el cuerpo de la cochinilla. Al respecto, Vigueras et al. (2009) sefiala que al degradar la
cubierta cerosa la mortalidad puede llegar hasta 35% en ninfas de primer instar. Una de las
grandes ventajas que se tiene al emplear entomopatogenos es que se puede combinar con
algunos extractos vegetales en las estrategias de manejo del insecto. Da Silva et al. (2016)
observaron que cuando se combina Fusarium incartanum-equiseti y extractos acuosos de
Ricinus communis pueden llegar a causar hasta un 100% de mortalidad en D. opuntiae,

aunque también los bioensayos fueron aplicados a ninfas y no adultos.

En bioensayos realizados sobre escamas Phoenicococcus marlatti, se ha observado que
el hongo B. bassiana no llega a parasitar el insecto (Asensio ef al., 2005). Pocos patdgenos se
han registrado de forma natural para el caso de insectos escamas y probablemente los hongos
de mayor importancia contra estos insectos sean los pertenecientes al género Lecanicillium
(Liu et al., 2009). En el caso del hongo L. lecanii se han realizado investigaciones de
patogenicidad sobre insectos escama pertenecientes a la familia Matsucoccidae obteniendo
mortalidades de 61.33% en ninfas de segundo instar ninfal a una concentracion de 1x 10’
conidios mL™ (Liu et al., 2014). En el presente estudio las mortalidades obtenidas con este
hongo causaron valores de mortalidad entre 29.98 y 38.85% para los aislamientos 2009 y 974,

respectivamente.

Por su parte, Jin-Hua ef al. (2014) aislaron, identificaron y evaluaron la patogenicidad
del hongo Fusarium incarnatum-equiseti que infecta de forma natural a la escama blanda
Coccus hesperidum registrando el primer reporte del género Fusarium sobre este insecto, lo
que infiere que este hongo podria presentar patogenicidad sobre otros insectos escama. Este
potencial se ha probado recientemente con buenos resultados en estudios de laboratorio, en
combinacion con extractos vegetales, para el control de D. opuntiae en Brasil (Da Silva et al.,

2016).

La estrategia de control de la cochinilla del nopal puede ser una alternativa integrada
por diversas opciones tales como el uso de enemigos naturales (Vanegas-Rico et al., 2010), el
empleo de extractos botanicos (Vigueras et al., 2009) y aceites esenciales (Vazquez-Garcia et
al., 2011), control cultural por medio de barrido mecanico de las colonias del insecto (Mena y
Rosas, 2007) y control fisico por medio de silicio orgédnico e inorganico (Mena, 2013); por lo

que de acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion es posible que el uso de
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hongos entomopatdogenos pueda ser también considerado en un programa de manejo

integrado de esta plaga.

2.6. CONCLUSIONES

v' M. anisopliae aislamiento Ma 130 registr6 el mayor grado de mortalidad en

condiciones de laboratorio.

v' Se confirma que existen diferencias en la patogenicidad de las diferentes cepas

probadas, atin dentro de una misma especie de hongo entomopatdgeno.

v" Los seis aislamientos de los hongos entomopatdgenos evaluados en esta investigacion
presentaron patogenicidad a una concentracion de 1x10® conidios mL™" contra la

cochinilla del nopal D. opuntiae.

2.7. RECOMENDACION

Se sugiere generar mas informacion respecto a otros productos que ayuden a degradar la capa
cerosa de la cochinilla. También se recomienda generar mas informacion relacionada con
efectos sobre los depredadores, posibles métodos de aplicacion y el empleo de protectores de
los hongos contra factores ambientales, asi como del empleo de surfactantes. Asimismo, es
necesario realizar bioensayos en todas las etapas del insecto y enfatizar en la etapa adulta dado

que es lo mas habitual de encontrar en condiciones de campo.
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CAPITULO III. VIRULENCIA DE Metarhizium anisopliae,
Beauveria bassiana y Lecanicillium lecanii SOBRE NINFAS DE
SEGUNDO INSTAR DE Dactylopius opuntiae  HEMIPTERA:
DACTYLOPIIDAE) EN CONDICIONES DE LABORATORIO

3.1. Resumen

La principal plaga que limita la produccion de nopal tunero y verdulero es la cochinilla
silvestre del nopal Dactylopius opuntiae. Este insecto se alimenta de las plantas de nopal
causando dafios directos, tales como el desprendimiento de cladodios e incluso muerte de la
planta, e indirectos manifestados en una merma de la calidad y estética de los productos. Los
métodos de control de este insecto empleados actualmente, principalmente el quimico y el
cultural, no han resultado efectivos para reducir sus poblaciones y minimizar sus dafios.
Derivado de lo anterior, el uso de hongos entomopatégenos puede ser una alternativa que se
puede integrar a una estrategia de manejo de este insecto. En la presente investigacion se
evaluaron tres aislamientos de hongos entomopatdgenos, dos de ellos pertenecientes a la
especie Metarhizium anisopliae (Ma 129 y Ma 130) y uno a la especie Lecanicillium lecanii
(974) con cuatro diferentes concentraciones (10°, 107, 10%, 10° conidios mL™) y se estimé la
concentracion letal media (CLso) por medio de andlisis probit para cada aislamiento. La
virulencia se determindé comparando las CLsy y se encontrd que el aislamiento Ma 130
perteneciente a la especie M. anisopliae resultd mas efectivo, seguido del aislamiento 974 de
la especie L. Lecanii, los cuales presentaron una CLsode 6.63 x 10" y 2.07 x10® conidios mL™,

respectivamente.

Palabras clave: Cochinilla silvestre, concentracion letal media, hongos entomopatogenos,

control bioldgico.
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3.2. Abstract

The main pest that limits production of cactus and greengrocer is the wild cochineal
Dactylopius opuntiae. This insect feeds on cactus plants causing direct damages, such as
cladodes detachment and even death of the plant, and indirectly manifested in a reduction of
the quality and aesthetics of the products. The control methods of this insect currently
employed, mainly chemical and cultural, have not been effective in reducing their populations
and minimizing their damage. Derived from the above, the use of entomopathogenic fungi
may be an alternative that can be integrated to a management strategy of this insect. In the
present research, three isolates of entomopathogenic fungi, two belonging to the species
Metarhizium anisopliae (Ma 129 and Ma 130) and one to the species Lecanicillium lecanii
(974) were evaluated with four different concentrations (106, 107, 108, 109 Conidia mL-1)
and the mean lethal concentration (LC50) was estimated by means of probit analysis for each
isolation. Virulence was determined by comparing the LC50 and it was found that the
isolation Ma 130 belonging to the species M. anisopliae was more effective, followed by
isolation 974 of the species L. Lecanii, which presented a LC50 of 6.63 x 107 and 2.07 x108

conidia ML-1, respectively.

Key words: Wild cochineal, prickly pear, average lethal concentration, entomopathogenic

fungi, biological control.
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3.3. INTRODUCCION

El control bioldgico tiene como objetivo disminuir el dafio causado por organismos
plaga, empleando depredadores, parasitoides y patogenos (Hajek, 2002). El uso de patogenos
en el control de insectos o control microbioldgico se basa en la utilizacion de organismos
como virus, bacterias, hongos, protozoarios y nematodos que tienen la capacidad de causar

enfermedades en insectos (Tanada y Kaya, 1993).

Los hongos entomopatégenos son un conjunto de microorganismos que causan
infeccion en varias clases de insectos y estan presentes en la mayoria de los ambientes, desde
zonas aridas hasta zonas tropicales, incluyendo habitats terrestres y acudticos y en climas frios
y calurosos (Skinner et al., 2014). Actualmente, se conocen alrededor de 750 especies de
hongos entomopatdgenos asociados con artropodos (Liu, 2012), de los cuales més de 500 son
parasitos de insectos y en su mayoria pertenecen a los géneros Metarhizium, Beauveria,

Verticillium, Nomuraea, Enthomophthora y Neozygites (Shahid et al., 2012).

Una de las ventajas de los hongos entomopatégenos en comparaciéon con otros
microorganismos es su modo de accidén; mientras que virus, bacterias y protozoarios requieren
ser ingeridos por los insectos para poder causar infeccion, los hongos entomopatdgenos actiian
directamente penetrando la cuticula del hospedero (Hajek y Delalibera, 2010). Lo anterior
resulta de gran importancia como estrategia de control para aquellos insectos que presentan un

aparato bucal chupador (Hajek y Leger, 1994) como es el caso de D. opuntiae

La efectividad de los hongos entomopatdgenos es evaluada por medio de bioensayos en
laboratorio, los cuales se enfocan a determinar el grado de habilidad de causar infeccion que
presenta determinado aislamiento, dando como resultado medidas cuantitativas tales como
“virulencia” (Vega et al., 2012). La forma de medir la virulencia entre especies y aislamientos
de hongos entomopatdgenos es determinando la dosis letal media (DLs), la concentracion
letal media (CLs) y el tiempo letal medio (TLsp). Donde la DLsy es la dosis requerida del
entomopatogeno para matar al 50% de la poblacion del insecto, en un periodo determinado de
tiempo. De igual manera la CLsy y el TLsy se definen como la concentracion y el tiempo

necesarios para matar al 50% de la poblacién del insecto, respectivamente, en un periodo
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determinado de tiempo. La concentracion a su vez, se define como el nimero de conidios

presentes por unidad de volumen en determinada suspension (Ravensberg, 2011).

La cochinilla del nopal Dactylopius opuntiae (Cockerell) (Hemiptera: Dactylopiidae) es
una de las 11 especies perteneciente a la familia Dactylopiidae, comiinmente conocido como
“cochinilla silvestre del nopal” (Spodek et al., 2014). Este insecto se encuentra amplimente
distribuido a nivel internacional y en México se le encuentra en la mayoria de las zonas
nopaleras. El dafio ocasionado por este insecto es resultado de su héabito alimenticio, el cual
consiste en la succion de la sabia del nopal, causando caida de frutos, debilidad y hasta muerte
de la planta (Flores et al., 2013). A nivel internacional existen registros donde este insecto ha
causado un impacto de hasta 100% de mortalidad en plantaciones Opuntia en Brasil, lo cual
ha generado graves pérdidas que repercuten en el sector pecuario, ya que depende del nopal
como fuente de sustento para el ganado destinado a la produccion de leche (Da Silva et al.,
2015). En México este insecto es considerado la principal plaga que limita la produccion de

nopal tunero y reduciendo los ingresos de los productores (Mena, 2013).

A pesar de que el control de esta plaga en México se ha basado en la aplicacion de
productos quimicos (Badii y Flores, 2001) y practicas culturales (Mena, 2013), se ha
registrado la presencia de siete depredadores que de manera natural ejercen un control sobre
las poblaciones de D. opuntiae, en la region central de México (Vanegas-Rico et al., 2010).
No obstante, los resultados han demostrado que tienen ciertas debilidades en el control del
insecto, dado que bajo condiciones de laboratorio se observd que el coccinélido Chilocorus

cacti solo es efectivo cuando hay baja densidad de la cochinilla (Flores et al., 2013).

El uso de hongos entomopatogenos ha venido explorandose recientemente como un
medio alternativo de control de D. opuntiae en Brasil (Da Silva et al., 2015), aunque hasta la
fecha son pocas las evaluaciones de hongos entomopatégenos realizadas sobre insectos del
género Dactylopius. Derivado de lo anterior, el estudio tuvo como finalidad conocer el grado
de virulencia de tres aislamientos de hongos entomopatdgenos pertenecientes a las especies
Metarhizium anisopliae y Lecanicillium lecanii, mediante la concentracion letal media (CLs),

sobre ninfas de segundo instar de D. opuntiae.
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3.4. MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Patologia de Insectos del Campus Montecillo,

Colegio de Postgraduados, durante Enero a Abril de 2016.
3.4.1. Pie de cria

El pie de cria del insecto se obtuvo mediante la recoleccion de cladodios infestados de
D. opuntiae durante el mes de Octubre de 2015, en una plantacion comercial para la
produccion de tuna, ubicada en la comunidad de Cuautlacingo perteneciente al municipio de
Otumba en el Estado de México. Los cladodios infestados con D. opuntiae se cortaron y se
revisaron cuidadosamente, a fin de evitar de enemigos naturales, después se trasladaron y

confinaron en un invernadero del Colegio de Postgraduados Campus Montecillo.

Los cladodios de nopal Opuntia ficus-indica (L.) Mill. utilizados como substrato
alimenticio de la cochinilla presentaron las siguientes dimensiones: 20 cm largo, 15 cm ancho,
1.5 cm de grosor. Para obtener cohortes de ninfas de la misma edad de D. opuntiae, los
cladodios infestados se mantuvieron en confinamiento en una unidad de cria, siguiendo la
metodologia propuesta por Aldama y Llanderal (2003). Para realizar la infestacion de los
cladodios, las hembras adultas se recolectaron cuidadosamente y se introdujeron en “nidos de
tul” de acuerdo al método descrito por Aldama y Llanderal (2003). Posteriormente, los
cladodios con los nidos se introdujeron en recipientes de plastico transparente cerrados, con
las siguientes dimensiones 25x15x5cm (largo, ancho y altura, respectivamente); finalmente, se
colocaron en una camara bioclimatica (Thermo SCIENTIFIC) a una temperatura de 25+1 °Cy
un fotoperiodo de 24 h de obscuridad, donde permanecieron durante un periodo de 72 h para
asegurar el establecimiento y fijacion de la ninfa migrante. Una vez establecidas las ninfas se
realizaron cortes cuadrados en los cladodios de 25 cm?, en los que se seleccionaron un total de
30 ninfas con la ayuda de un contador manual (PRETUL® CON-10M) y empleando un
microscopio estereoscopico (SWIFT® 05001025). Cada unidad se colocd en contenedores
desechables transparentes cilindricos de 6x4cm (didmetro y altura, respectivamente)

(REYMA® No. 4A). Se establecieron 13 unidades experimentales por cada repeticion.
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3.4.2. Cultivo de hongos empleados

Se emplearon los aislamientos Metarhizium anisopliae (Mal29, Mal30) y Lecanicillium
lecanii (974), todos considerados cultivos monospdricos provenientes de la coleccion de
hongos entomopatogenos del Laboratorio de Patologia de Insectos del Instituto de Fitosanidad
del Colegio de Postgraduados (Cuadro 5). La produccion de conidios se realizd6 mediante el
cultivo en superficie de medio solido (Butt y Goettel, 2000) empleando Agar Dextrosa
Sabouraud (BD Bioxon, México) en la siguiente proporcion: Dextrosa (40 g), peptona de
carne (5 g), peptona de caseina (5 g) y agar (15 g). Este se esterilizd previamente mediante un
autoclave y se transfiri6 a cajas Petri de Poliestireno estériles (KLINICUS®) de 90x15 mm.
Para la obtencion de conidios se incubaron las cajas por espacio de tres semanas a una
temperatura de 25+1 °C con un fotoperiodo de 24 horas obscuridad. La extraccion de conidios
se realizé por medio de raspado de la superficie y fueron suspendidos en solucion Tween 80 al
0.05%. La cuantificaciéon de conidios se realiz6 por medio de una camara de Neubauer de

acuerdo al método propuesto por Goettel y Douglas (1997).

Cuadro 5. Referencia de los hongos empleados en la evaluacion de virulencia sobre ninfas de

segundo instar de Dactylopius opuntiae.

Especie Clave Insecto hospedante Localidad
Metarhizium anisopliae Ma 129 Tetranychus urticae  Tecomén, Colima,
México
Metarhizium anisopliae Ma 130 Tetranychus urticae  Tecomén, Colima,
México
Lecanicillium lecanii ARSEF* 974 Afidos Venezuela

*Aislamientos con el prefijo ARSEF, pertenecen a la coleccion de aislamientos de
Agricultural Research Service of Entomopathogenic Fungi, EUA.
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3.4.3. Evaluacion de virulencia

Para evaluar la virulencia de las diferentes cepas sobre D. opuntiae, los cortes de nopal
conteniendo insectos de segundo instar ninfal se colocaron dentro de vasos desechables
transparentes y se asperjaron con suspensiones de conidios de los tres aislamientos (Mal30,
Mal29, 974). Se aplicaron cuatro dosis de conidios para todos los aislamientos (106, 107, 108,
10° conidios mL™") suspendidos en solucién Tween 80 al 0.05% (Anexo 3), mas un control
tratado solamente con solucion Tween 80 al 0.05%. Las atomizaciones se realizaron en una
torre de aspersion con las siguientes dimensiones: cilindro de acrilico de 30 cm de diametro y
una altura de 50 cm, con una inclinacioén de 45° a los 30 cm de altura. Todos los tratamientos
se sometieron a una presion de 10 psi. El uso de la torre de aspersion se realizd considerando
el método empleado por Castillo (2016). Luego de la aspersion, las unidades experimentales
tratadas se colocaron en recipientes de pldstico transparente (Baat, 2004) los cuales se
introdujeron a su vez en una cdmara de cria con las siguientes condiciones: humedad relativa

(60%), fotoperiodo (12:12) y a una temperatura de 26 +1 °C.

La mortalidad de las ninfas tratadas se evaludé durante 192 horas, en intervalos de 24
horas después de la aspersion. Asimismo, cada 24 horas se realizd6 la extraccion y
cuantificacion de insectos muertos y cada uno se coloc6 en una cdmara humeda para acelerar
la esporulacion del hongo y asi poder confirmar la infeccion del insecto (Butt y Goettel,
2000). Los criterios empleados para determinar la mortalidad consistio en evaluar su respuesta
a estimulos mecanicos, considerando muertos, aquellos insectos que no reaccionaban al
estimulo (Pereira ef al., 2011); ademas, se considero6 el cambid de coloracion y la reduccion en
tamano del insecto. De igual forma se realizé toma de fotografias de los insectos infectados
por medio del software Leica Microsystems (Anexo 5). El porcentaje de mortalidad se calculd

de acuerdo a la formula de Abbott (1925):

% mortalidad en tratamiento — % mortalidad en control 100
_ X
100 — % mortalidad en control

42



3.4.4. Analisis estadistico

El disefio del experimento fue completamente aleatorio, con 12 tratamientos mas un
control y se repiti6 cuatro veces en dias distintos. Se efectud una comparacion multiple de
medias de las concentraciones mediante la prueba de Tukey (P<0.05) para cada aislamiento.
Asimismo, se realiz6 un analisis Probit para estimar la CLso y CL 95 de cada aislamiento con
95% de limite de confianza empleando el programa Statistical Analysis System (SAS

Institute, 2012).

3.5. RESULTADOS Y DISCUSION

Se evaluaron tres aislamientos de hongos entomopatéogenos de dos especies
(Metarhizium anisopliae y Lecanicillium lecanii) para determinar su virulencia contra ninfas
de segundo instar de la cochinilla D. opuntiae en condiciones de laboratorio. La virulencia de
cada aislamiento se determiné estimando la CLso y CLos expresada en conidios mL™', con base

a la mortalidad obtenida al octavo dia después de la inoculacion de los hongos.

Los aislamientos en estudio ocasionaron mortalidad en D. opuntiae, siendo esta
dependiente de la concentracion (Figura 9). Se encontr6 que el aislamiento Ma 130 (M.
anisopliae) presentd la mayor efectividad, seguido del aislamiento 974 (L. lecanii) y en tercer
lugar el aislamiento Ma 129, con la menor efectividad de los tres aislamientos. En el Cuadro 6
se presenta el promedio de la mortalidad registrada y la mortalidad corregida conforme la

formula de Abbott (1925).
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Cuadro 6. Porcentajes de mortalidad observada (£E.E.) y corregida empleando la férmula de

Abbott.
Aislamientos - Mortalidad observada Mortalidad corregida
concentraciones (%) (%)
Ma 130- 10° 87.50 + 4.59° 86.36
Ma 130- 10® 5333 +£4.91° 49.09
Ma 130- 10’ 31.67 +3.47° 25.46
Ma 130- 10° 17.50 + 3.70% 10.00
Ma 129- 10° 60.83 + 4.98° 57.27
Ma 129- 10® 31.67 £ 3.47° 25.46
Ma 129- 10’ 24.17 + 4,38 17.28
Ma 129- 10° 12.50 + 3.94° 4.55
974-10° 72.50 + 4.98* 70.00
974- 108 41.67 +2.15° 36.37
974- 107 27.50 + 2.85° 20.91
974-10° 17.50 + 2.85% 10.00
Control 833+09% e

*Distintas letras indican diferencias de acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05).

EE: error estandar.
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Figura 9. Porcentaje de mortalidad corregida de Dactylopius opuntiae a diferentes niveles de

concentracion de conidios de tres aislamientos evaluados.

El aislamiento Ma 130 de la especie M. anisopliae demostrd una mayor patogenicidad
en las concentraciones evaluadas, los valores medios de mortalidad variaron de 17.5% (1 x
10° conidios mL™) a 87.50% (1 x 10’ conidios mL™). Asimismo, se encontré una relacion
positiva entre la concentracion de los aislamientos aplicados y la mortalidad, de tal manera
que a medida que la concentracion aumenta existe un incremento en la mortalidad. Las tres
concentraciones mas elevadas presentaron diferencias significativas; sin embargo, la
concentracion mas baja (1 x 10° conidios mL™") presentd una mortalidad promedio de 17.5%

la cual no resulté diferente significativamente, respecto al control (8.33%).

El aislamiento que mostré mejor efectividad, después del aislamiento Ma 130, fue L.
lecanii 974 ya que obtuvo valores de mortalidad de 72.50% a una concentracién de 1 x 10°
conidios mL™'; por el contrario la mortalidad méas baja se observo en el tratamiento con la
concentracion de 1 x 10° conidios mL™, donde se registré una mortalidad de 17.50% la cual

no difiere significativamente del control, cuyo valor fue de 8.33 %. Respecto al aislamiento
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Ma 129 de M. anisopliae, éste presentd el menor porcentaje de mortalidad respecto a los otros
dos aislamientos evaluados. El promedio de mortalidad mas alto (60.83%) se obtuvo con la
concentracion mas elevada (1 x 10° conidios mL™); por el contrario, el valor promedio de
mortalidad mas bajo que este aislamiento present6 (12.5 %) se obtuvo con la concentracion de

1 x 10° conidios mL™, el cual no presenta diferencias significativas comparado con el control

(8.33 %) (Figura 10).
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Figura 10. Porcentajes de mortalidad de ninfas de segundo instar de Dactylopius opuntiae
obtenida a los ocho dias después de la aplicacion de los tres aislamientos de hongos
entomopatdgenos en las diferentes concentraciones.

En el Cuadro 7 se presentan los valores de CLsy y CLos (incluyendo los limites de
confianza) y las ecuaciones de regresion obtenidas a partir del analisis Probit. La
concentracion letal media (CLso) estimada para el aislamiento Ma 130 (M. anisopliae) fue de
6.63 x 10" conidios mL™'; en el caso del aislamiento Ma 129 la CLs, obtuvo un valor de 6.56 x

10® conidios mL™'; y para el aislamiento 974 de la especie L. lecanii el valor estimado de la
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CLso fue 2.07 x 10° conidios mL™'. Con base a esta informacion es posible considerar que el
aislamiento mas efectivo de los tres evaluados es Ma 130, el cual muestra un menor
requerimiento en la concentracion para matar al 50 % de la poblacion en estudio en un periodo
de tiempo determinado. En orden decreciente de efectividad después del aislamiento Ma 130
le sigue la especie L. Lecanii (974) y finalmente el menos efectivo resultd ser el aislamiento

Ma 129.

Cuadro 7. CLso y CLogs de tres aislamientos de hongos entomopatdgenos sobre ninfas de

segundo instar de Dactylopius opuntiae.

Aislamiento CL5) (95% LC) CLys5 (95% LC) Ecuacion de regresion
Probit

Ma 130 6.63 x 107 (4.83x10’- 8.45 x10° (3.47x10°- 2.92x10'%) Y=-6.1119+0.7814 X
1.03x10%

Ma 129 6.56x10% (3.36x10°- 4.01x10"(7.04x10"°-6.60x10"?) Y=-5.2041+ 0.5902 X
1.67x10°%)

974 2.07 x10® (1.19x10% 1.10x 10" (2.59 x 10'°- 1.01 x Y=-5.0167 + 0.6032 X

4.12x10°) 10

En el Cuadro 8 se presenta el promedio de conidios obtenidos después de la aplicacion
de cada tratamiento y sus respectivas concentraciones en la torre de aspersion; los valores se
. . , 2 . .
obtuvieron estimando un 4rea de 144 pum~ empleando un microscopio compuesto con un
ocular previsto de una cuadricula de 12 x 12 um, donde se observa que la proporcion de éstos
aumenta conforme la concentracion se incrementa. La concentracion tuvo una respuesta lineal
positiva con la mortalidad, dado que a mayor concentracion la mortalidad se incrementa. Esto

puede estar relacionado a la cantidad de esporas viables que logran posicionarse sobre la
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cuticula del insecto y que posteriormente germinardn, de esta manera pueden tener mayor

oportunidad de infectar al insecto por la cantidad de esporas presentes.

Cuadro 8. Estimacion de conidios por cada tratamiento aplicado.

Tratamiento Promedio de conidios
Ma 130- 9 66.67
Ma 130- 8 25.00
Ma 130- 7 11.33
Ma 130- 6 3.67
Ma 129-9 42.33
Ma 129- 8 19.00
Ma 129- 7 4.00
Ma 129- 6 1.33

974-9 54.00
974- 8 44.33
974-7 17.67
974- 6 11.67

La Figura 11 muestra el porcentaje de mortalidad acumulada registrada por los tres
aislamientos evaluados a una concentracién de 1 x 10’ conidios mL™'. Un aspecto importante
de resaltar es que la mortalidad de las ninfas de D. opuntiae se inicid a partir del primer dia
después de la aplicacion de los hongos; sin embargo, durante las primeras horas se presento
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una mortalidad minima. Entre el tercer y sexto dia se observo la tasa de mortalidad mas alta en
los tres aislamientos. El aislamiento Ma 130 present6 una mayor efectividad de la mortalidad

acumulada respecto al tiempo, sobre los otros dos aislamientos evaluados.

100.00
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60.00
50.00

40.00

Mortalidad acumulada %

30.00
20.00
10.00

0.00
1 2 3 4 5 6 7 8

Dias después del tratamiento 10’

~&-Ma130 -@-U974 —A—Mal2d

Figura 11. Porcentajes de mortalidad acumulada en el tiempo de tres aislamientos de hongos
entomopatogenos sobre ninfas de segundo instar de Dactylopius opuntiae en

condiciones de laboratorio.

Los tres aislamientos de hongos entomopatogenos evaluados, dos pertenecientes a la
especie M. anisopliae y uno de la especie L. lecanii, presentan potencial de causar infeccion
en ninfas de segundo instar de la cochinilla del nopal; sin embargo, cada uno presentd
diferente grado de virulencia. Al respecto se ha observado que cada especie de hongo tiene
numerosos aislamientos, los cuales difieren significativamente en virulencia y patogenicidad

(Liu, 2012).
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Los resultados del estudio mostraron que el hongo que presentd la mayor efectividad
pertenece a la especie M. anisopliae, con el aislamiento Ma 130. Esta especie es el hongo
entomopatégeno mas empleado alrededor del mundo, dada su disponibilidad natural en el
suelo y también por su amplio numero de especies de insectos hospedantes (Senthil-Nathan,
2015). En esta investigacion este aislamiento presentd una mayor efectividad en porcentaje de
mortalidad, asi como también la CLsy més baja (6.63 x 10’ conidios mL™), en comparacién
con los otros dos aislamientos evaluados. Lo anterior puede estar relacionado a los factores de
virulencia caracteristicos del aislamiento, tales como la produccién de enzimas (proteasas,
quitinasas y lipasas), las cuales ayudan a la penetracion de la cuticula del insecto y permiten
llegar hasta el interior de éste (hemocele) (Schrank y Henning, 2010). El empleo de M.
anisopliae contra insectos escama es poco empleado, debido a que este hongo est4 asociado de
forma natural a miembros de otros ordenes como: coledpteros, isopteros u ortopteros (Shahid
et al., 2012). Sin embargo, se ha demostrado la efectividad de este hongo contra piojos
harinosos como Pseudococcus viburni. Al respecto, Pereira et al. (2011) observaron que la
DLsy de M. anisopliae var. anisopliae registré un valor de 7.3 x 10° conidios mL™ contra

ninfas de segundo instar de este insecto.

En este estudio se evalud el aislamiento Ma 129 también perteneciente a la especie M.
anisopliae, el cual mostr6 una efectividad inferior respecto a los otros dos aislamientos. Los
dos aislamientos de M. anisopliae evaluados en esta investigacion alcanzaron su mortalidad
maxima después del sexto dia después de la aspersion. Oreste et al. (2016) analizaron el efecto
de un aislamiento de M. anisopliae sobre mosca blanca registrando valores de mortalidad de

94.15 %, al séptimo dia después de la aplicacion de los hongos.

Respecto al aislamiento 974 perteneciente a la especie L. lecanii presentd una
efectividad interesante en la evaluacion de virulencia respecto a los otros dos aislamientos
evaluados, obteniendo una estimaciéon de la CLso de 2.07 x10® conidios mL™. Esta especie
tiene también un alto numero de insectos hospedantes; sin embargo, es patdgeno principal de
hemipteros como escamas, afidos y mosca blanca (Sujeetha y Sahayaraj, 2014). Telli et al.
(2014) evaluaron la mortalidad de la escama Coccus hesperidium L. mediante la inoculacion
del hongo L. lecanii bajo condiciones de laboratorio y obtuvieron un promedio de mortalidad

de 47.54% a una concentracion de 1 x 107 conidios mL™". Los autores concluyen que este
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hongo tiene potencial de ser empleado en planes de manejo integrado de insectos fitofagos
pertenecientes al orden Hemiptera. Por su parte, Liu et al. (2014) analizaron la virulencia de
dos aislamientos del hongo L. /lecanii contra la escama Matsucoccus matsumurae y obtuvieron
valores de mortalidad que oscilaron entre 53.67 y 61.33 % para los aislamientos V3. 4504 y
V34505, respectivamente, sobre ninfas de segundo instar; ademads, encontraron que los
porcentajes mas altos de mortalidad se presentaron después del sexto dia de inoculacién, lo
cual coincide con la observado en esta investigacion. Asimismo, Xie et al. (2010) investigaron
como este hongo invade a los insectos escama y encontraron que los conidios atacan la
cuticula y penetran el integumento por medio de una combinacién de fuerzas mecénicas y

enzimas degradadoras.

Algunas de las alternativas de control que se han evaluado en D. opuntiae, destacan el
uso de extractos botanicos, aceites esenciales, jabones y entomopatdgenos. Al respecto Da
Silva et al. (2015) evaluaron la patogenicidad del hongo Fusarium incarnatum-equiseti
mezclado con extractos de Ricinus communis 'y Poincianella pyramidalis contra D. opuntiae
encontrando valores de mortalidad que oscilaron entre 63.23 hasta 100 %. Por su parte,
Borges et al. (2013) analizaron el uso de productos biodegradables contra D. opuntiae,
tomando como parametro de evaluacion el grado de infestacion de plantas de nopal después
de 40 dias de iniciado el tratamiento bajo condiciones de invernadero; se registr6 que el
extracto de neem fue el mas efectivo, seguido del tratamiento conformado por una solucion de
detergente neutro al 5% y finalmente el tratamiento constituido por aceite mineral. En este
mismo sentido, Vazquez-Garcia et al. (2011) evaluaron la efectividad de cuatro aceites
esenciales contra ninfas de primer instar de D. opuntiae, obteniendo las CLsy de cada
tratamiento y encontrando que el mas efectivo resulto el aceite de menta, el cual present6 la
CLsp mas baja (0.8 mL/100 mL de solvente), seguido de los tratamientos de aceite de
albahaca, orégano y citronella con CLsy de 2.4, 52 y 6.6 mL/100 mL de solvente,

respectivamente.

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion se destaca que el control de
D. opuntiae mediante hongos entomopatogenos puede resultar alternativa viable, tomando
como referencia la mortalidad obtenida en condiciones de laboratorio. No obstante, es

necesario considerar que la efectividad de los entomopatégenos en condiciones de campo es
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inferior a lo encontrado en condiciones de laboratorio; sin embargo, la efectividad en campo
de los entomopatdgenos puede incrementarse mediante el empleo de buenas practicas de
manejo en cada una de las etapas de produccion de los hongos, desde asegurar la calidad del
producto que se va aplicar, las dosis correctas, métodos y tiempo de aplicacion y monitoreo,

entre otros factores.

3.6. CONCLUSIONES

v" Los tres aislamientos de los hongos entomopatogenos Metarhizium anisopliae y
Lecanicillium lecanii mostraron diferente grado de virulencia contra ninfas de segundo

instar de D. opuntiae.

v El aislamiento Ma 130 perteneciente a la especie M. anisopliae resultd ser el mas

efectivo contra las ninfas de segundo instar de D. opuntiae

v" La tasa de mortalidad mas alta de las ninfas de segundo instar de la cochinilla silvestre
del nopal, D. opuntiae se presenta entre los 3 y 6 dias después de ser infectadas con los

hongos M. anisopliae y L. lecanii.

52



3.7. LITERATURA CITADA

Abbott, W. S. 1925. A method of computing the effectiveness of an insecticide. Journal of
Economy Entomology 18: 265-267.

Aldama, C. y C. Llanderal. 2003. Grana cochinilla: comparacion de métodos de produccion en
penca cortada. Agrociencia 37: 11-19.

Baat, E. 2004. Quality control of the fungal products. Myco-Spa Workshop. Koppert Biological
Systems.

Badii, M. H. and A. E. Flores. 2001. Prickly pear cacti pests and their control in México. Florida
Entomologist 84(4):503-505.

Borges L. R., D. C. Santos, E. W. Gomes, V. A. Cavalcanti, [. M. Silva and H. M. Falcao. 2013.
Use of biodegradable products for the control of Dactylopius opuntiae (Hemiptera:
Dactylopiidae) in cactus pear. 7" International Congress on Cactus Pear and Cochineal.
Acta Horticulture pp: 379-386.

Butt, T. M. and M. S. Goettel. 2000. Bioassays of entomogenous fungi. /n: A. Navon and K. R.
Ascher (eds). Bioassays of entomopathogenic microbes and nematodes. Bet Dagan, Israel:
CABI Publishing pp: 141-195.

Castillo, O. 2016. Aislamiento e identificacion de hongos entomopatogenos asociados a
Brevipalpus sp. presente en arandano en Ciudad Guzman, Jalisco. Tesis de Licenciatura.
Universidad Autonoma Chapingo. Departamento de Parasitologia Agricola, Texcoco
Estado de México. pp: 21-22.

Da Silva S. A.C., O. Soares R. L., A. F. Da Costa, T. P. Vieira and N.T. de Oliveira. 2015.
Controlling Dactylopius opuntiae with Fusarium incarnatum—equiseti species complex
and extracts of Ricinus communis and Poincianella pyramidalis. J. Pest Sci. 89(2): 539-
547.

Flores A., H. Olvera, S. Rodriguez and J. Barranco. 2013. Predation potential of Chilocorus cacti
(Coleoptera: Coccinellidae) to the prickly pear cacti pest Dactylopius opuntiae
(Hemiptera: Dactylopiidae). Neotrop Entomol. 42(4):407-411.

53



Goettel, M. S. and G. Douglas. 1997. Fungi: Hyphomycetes. /n: L. A. Lacey (ed). Manual of
techniques in insect pathology. Wapato, USA: Academic Press. pp: 213-249.

Hajek, A. E. 2002. Biological control of insects and mites. /n: Dekker M. (ed) Encyclopedia of
pest management. Ithaca, New York, USA. 1: 57-60.

Hajek, A. E. and R. J. Leger. 1994. Interactions between fungal pathogens and insect hosts. Annu.
Rev. Entomol. 39:293-322.

Hajek, A. E. and I. Delalibera. 2010. Fungal pathogens as classical biological control agents
against arthropods. BioControl 55(1):147-158.

Liu, H. 2012. Microbial control of crop pests using entomophatogenic fungi. /n: Abrol, D. P. and
U. Shankar (eds). Integrated Pest management Middletown: CAB International pp: 237-
280.

Liu W., Y. Xie, J. Dong, J. Xue, Y. Zhang, Y. Lu and J. Wu. 2014. Pathogenicity of three
entomopathogenic fungi to Matsucoccus matsumurae. PLOSONE 9:1-9.

Mena C., J. 2013. Tecnologias de manejo integrado para los insectos plaga del nopal tunero en el
Altiplano Mexicano. /n: Gallegos, C., S. J. Méndez and C. Mondragon (eds.). Produccion
sustentable de la tuna en San Luis Potosi. Colegio de Postgraduados, Fundacion Produce
San Luis Potosi. pp: 127-161.

Oreste M., G. Bibici, M. Poliseno and E. Tarasco. 2016. Effect of Beauveria bassiana and
Metarhizium anisopliae on the Trialeurodes vaporariorum-Encarsia formosa system . J
Pest Sci. 89:153-160.

Pereira, A., P. Casals, A. M. Salazar and M. Gerding. 2011. Virulence and pre-letal reproductive
effects of Metarhizium anisopliae var. anisopliae on Pseudococcus viburni (Hemiptera:
Pseudococcidae). Chilean Journal of Agricultural Research 71(4):554-558.

Ravensberg, W. J. 2011. Selection of a microbial pest control agent. /n: Ravensberg, W. J. (ed)
roadmap to the successful development and commercialization of microbial pest control
products for control of arthropods. Springer+Business Media pp: 23-57.

Schrank, A. and M. Henning V. 2010. Metarhizium anisopliae enzymes and toxins. Toxicon. 56:
1267-1274.

Senthil-Nathan, S. 2015. A review of biopesticides and their mode of action against insect pest.

Thangavel, P. and G. Sridevi (eds). Environmental Sustainability pp:49-63.

54



Shahid, A., A. Rao, A. Bakhsh and T. Husnain. 2012. Entomopathogenic fungi as biological
controllers: new insights into their virulence and pathogenicity. Arch. Biol. Sci. 64(1):21-
42.

Skinner M., B. L. Parker and J. Su. 2014. Role of entomopathogenic fungi in Integrate Pest
Management. /n: Abrol, D. P. (ed). Integrated Pest Management. Elsevier Inc. pp: 169-
191.

Spodek, M., Y. Ben-Dov, A. Protasov, C. Carvalho and Z. Mendel. 2014. First record of
Dactylopius opuntiae (Cockerell) (Hemiptera:Coccoidea:Dactylopiidae) from israel.

Phytoparasitica 42: 377-379.

Statistical Analysis System (SAS) Inc. 2012. SAS Sistem Version 9.1. Cary, North Carolina,
USA.

Sujeetha, A. and K. Sahayaraj. 2014. Role of entomopathogenic fungus in pest management. /n:

Sahayaraj, K. (ed). Basic and applied aspects of biopesticides. India. 3: 31-46.
Tanada, Y. and H. K. Kaya. 1993. Insect Pathology. San Diego: Academic Press. pp: 318-387.

Telli S., S. Dervis and A. Yigit. 2014. Effect of entomopathogenic fungus, Lecanicillium lecanii
(Sordariomycetes: Hypocreales) on some phytophagous Hemiptera species. Tiirk.
Entomol. Derg. 38 (3): 351-362.

Vanegas-Rico J. M., J. R. Lomeli, E. Rodriguez, G. Mora y J. M. Valdez. 2010. Enemigos
naturales de Dactylopius opuntiae (Cockerell) en Opuntia ficus-indica (L.) Miller en el
centro de México. Acta Zoologica Mexicana 26 (2): 415-433.

Viazquez-Garcia, M., S. Garabito-Espinoza, J. Tabares-Vega and G. Castillo-Herrera. 2011.
Essential oils from aromatic plant species and insecticidal effects on Dactylopius opuntiae
(Cockerell) (Homoptera: Dactylopiidae) in mobile juveniles. Acta Hortic. 894: 215-219.

Vega F. E., N. V. Meyling, J., J. Luangsa-ard and M. Blackwell. 2012. Fungal Entomopathogens.
In: Vega E. F. and H. K. Kaya (eds). Insect Pathology. Elsevier Inc. pp: 171-220.

Xie Y., W. Liu, J. Xue, G. Peng, Z. Han and Y. Zhang. 2010. Integument of soft scale insects and
the invasion of the pathogenic fungus Lecanicillium lecanii. Entomologia Hellenica 19:

66-75.

55



DISCUSION GENERAL

En México existen al menos cinco especies diferentes de cochinillas, aunque el nimero
real de especies de este monogénero de insectos, depende del autor que se tome como
referencia. Estos insectos estdn ampliamente distribuidos a lo largo del pais; sin embargo, se
han diferenciado zonas donde se encuentran presentes determinadas especies. Esta
investigacion se focalizé en Dactylopius opuntiae, insecto presente en estados como
Zacatecas, San Luis Potosi, Morelos, Estado de M¢éxico, considerados importantes
productores de nopal verdura y tuna. Sus habitos alimenticios causan una serie de dafios en la
planta, los cuales incluyen desde inapreciables cambios de coloracion hasta dafios drésticos

como la muerte de la planta.

Como cualquier fitofago la prioridad es su manejo; es decir, como eliminar o tratar de
reducir las pérdidas econémicas que implica su presencia. Actualmente en México, el combate
de este insecto es efectuado, cominmente, por medio de productos quimicos particularmente
organofosforados, algunos incluso ya prohibidos. Una limitante importante que se tiene con
los insecticidas para ser empleados en el control de D. opuntiae es su modo de accion, ya que
las caracteristicas morfologicas y fisiologicas del nopal, que dificultan su absorcion, impiden
el uso generalizado de productos quimicos que normalmente se emplean para otras especies.
Otro aspecto a considerar es que la cochinilla, desarrolla una cubierta protectora de filamentos
cerosos que le proporcionan proteccion contra factores ambientales adversos tales como la
radiacion solar, precipitacion, bajas o altas temperaturas y defensa ante la presencia de
depredadores y por consecuencia también representa una barrera ante cualquier insecticida
quimico o biologico. Sin embargo, el obstdculo mas importante es que de acuerdo con

COFEPRIS solo existen cuatro productos autorizados para ser empleados en nopal.

Otra forma de control que se ha utilizado en el manejo de este insecto es la eliminacion
manual de la poblacion de cochinillas; es decir, ayuddndose de algin objeto para tratar de

eliminar mecanicamente las colonias presentes en los cladodios y plantas del nopal. También
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se tiene referencia del uso de minerales como silicio organico e inorganico empleados en
forma de aspersion con una combinacion de detergente y agua, método que se menciona tiene
efectos positivos en el control de la fase adulta del insecto, fase en la que la capa cerosa cubre
total y casi impenetrablemente a la hembra de la cochinilla. Otros métodos de control
alternativos al uso de insecticidas que se han investigado en condiciones controladas, ya sea
en laboratorio o invernadero, son el empleo de depredadores, extractos vegetales, aceites
esenciales o minerales y entomopatogenos. No obstante, a pesar de las variadas opciones
empleadas, ninglin método ha resultado del todo exitoso, lo que ha ocasionado la explosion
poblacional del insecto y su dispersion por todas las zonas nopaleras de México y a nivel

internacional.

Un factor esencial de la adopcion y uso de las diferentes alternativas, respecto al control
quimico, es la reduccion del impacto ambiental que éstas generan. Es ampliamente conocido
que el empleo de insecticidas quimicos tiene consecuencias ambientales que se ven reflejadas
en la salud publica, a pesar de que actualmente existe una tendencia de formular productos
calificados como amigables con el ambiente. Como resultado de estas consideraciones se llega
al eje central de la presente investigacion: El control bioldgico. Entendido como el empleo de
enemigos naturales con la finalidad de disminuir el dafio causado por los insectos plaga. Este
tipo de control no pretende eliminar totalmente las plagas, sino que busca una reduccion de las
poblaciones, hasta el punto en que la presencia del organismo no cause un dafo de
importancia econdmica en la produccion o los bienes. El control bioldgico se sustenta en tres

vertientes principales: depredadores, parasitoides y patogenos.

En este contexto el enfoque de esta investigacion se direcciond hacia aquellos
organismos denominados “patégenos”. Un patdgeno es estrictamente un microorganismo
como virus, bacterias, hongos o protozoarios que puede ocasionar una infeccion a un
hospedante; los microorganismos que causan infeccion a insectos se les llama
“entomopatdgenos”, el uso de estos microorganismos en el combate de insectos plaga se
denomina “control microbioldgico”, y a su vez a la formulacion de productos a base de estos
microorganismos se les conoce como “bioinsecticidas”. Un factor clave en la eleccion de
emplear hongos entomopatdgenos contra la cochinilla fue su modo de accion. La mayoria de

los entomopatdégenos como virus, bacterias y protozoarios actuan estrictamente a través del

57



tracto digestivo del insecto; es decir, para que puedan causar infeccidn necesariamente deben
de ser injeridos por el insecto, lo cual seria practicamente muy complicado lograr para el caso
de la cochinilla del nopal, debido a la forma del aparato bucal del cual esta provisto este
insecto. Morfologicamente hablando la cochinilla posee un aparato bucal chupador no retractil
en forma de estilete, el cual inserta en el cladodio para alimentarse; una vez introducido el
estilete, generalmente queda fijo, dicho estilete es muy largo y se puede extender en busca de
alimento pero siempre dentro de la penca. Por ello, resulta sumamente complicado lograr que
este insecto pudiera injerir los patdgenos antes mencionados. Sin embargo, los hongos

entomopatogenos actuan mediante contacto, a través de la cuticula del insecto.

Cuando se busca realizar un control efectivo mediante entomopatogenos la primera fase
incluye evaluar el efecto de patégenos que se encuentren infectando o parasitando insectos de
forma natural, para lo cual al inicio de la investigacion se realizaron recorridos de campo con
la finalidad de encontrar microorganismos que estuvieran infectando a la cochinilla de forma
natural; sin embargo, no se tuvo éxito en lo anterior. Por tal motivo se buscaron hongos que
tuvieran antecedentes de ser patdgenos a insectos con caracteristicas semejantes a los del
género Dactylopius y que también se encontraran disponibles para su empleo. Con base a lo
anterior, se decidio evaluar tres de las principales especies de hongos entomopatogenos, las
especies consideradas fueron: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae y Lecanicillium

lecanii. La evaluacion de estos hongos se dividio en dos etapas principales.

Una vez seleccionados los hongos en una primera etapa se propuso determinar la
patogenicidad de dos aislamientos diferentes de cada especie de M. anisopliae, B. bassiana y
L. lecanii sobre ninfas de segundo instar de Dactylopius opuntiae, a fin de confirmar si las
especies de hongos antes mencionadas tenian la capacidad de infectar in vitro a la cochinilla
del nopal (Anexo 2). Esta etapa permitié conocer cudles fueron los aislamientos que podrian
tener un mayor impacto en el combate de la cochinilla; todos los aislamientos mostraron tener
la capacidad de infectar a nivel laboratorio a ninfas de segundo instar, con marcadas
diferencias en relacion a los valores de mortalidad obtenidos en los bioensayos. De los seis
aislamientos evaluados se seleccionaron tres de ellos, en funcion de la mortalidad, en una
subsecuente etapa de la investigacion. En esta segunda fase se estudié la virulencia de tres

aislamientos de hongos entomopatégenos sobre ninfas de segundo instar de la cochinilla del
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nopal D. opuntiae en condiciones de laboratorio, obteniendo como mejor resultado el
aislamiento Ma 130 perteneciente a la especie M. anisopliae con una CLsy de 6.63 x 10’

conidios mL™".

Se recomienda la continuacion de la busqueda de hongos entomopatogenos que se
encuentren infectando a la cochinilla en forma natural. Existen mayores oportunidades de que
este proceso sea mas comun en temporada de lluvia o poco después de éstas, ya que es cuando
en el ambiente existen las condiciones de humedad necesarias para que los hongos logren
expresarse en su fase de esporulacion que es la etapa del hongo en que es visible. Asimismo,
hay que considerar que al llevar a cabo evaluaciones con entomopatdgenos, es necesario
considerar las buenas practicas de laboratorio, apegédndose a los protocolos basicos de

microbiologia.

Otra recomendacion es realizar la evaluacion de bioinsecticidas en las ninfas de primer
instar y los adultos, puesto que en la presente investigacion solo se evalud la efectividad de los
hongos en la etapa de ninfa segundo instar. Una de las observaciones interesantes que se
obtuvieron en la investigacion fue que los filamentos cerosos tienen la propiedad de atraer, tal
vez por fuerzas electrostaticas, las gotas de las aspersiones acuosas, lo cual impide que lleguen
al cuerpo del insecto; por lo que una gota fina tiene mayores posibilidades de posicionarse
sobre la cuticula de la cochinilla, lo anterior se puede lograr disminuyendo la presion en los
equipos de aspersion de los hongos y por medio de aditivos como surfactantes o dispersantes,

que tienen como finalidad eliminar las tensiones superficiales en soluciones acuosas.

CONCLUSIONES GENERALES

* M. anisopliae aislamiento Ma 130 registr6 el mayor grado de mortalidad en
condiciones de laboratorio.
* Hay diferencias en la patogenicidad de las diferentes cepas probadas, atin dentro

de una misma especie de hongo entomopatogeno.
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* Los tres aislamientos de los hongos entomopatégenos Metarhizium anisopliae y
Lecanicillium lecanii mostraron diferente grado de virulencia contra ninfas de
segundo instar de la cochinilla silvestre del nopal Dactylopius opuntiae.

* La mayor tasa de mortalidad de las ninfas de segundo instar de la cochinilla
silvestre del nopal, D. opuntiae ocurre entre los 3 y 6 dias después de ser

infectadas con los hongos M. anisopliae y L. lecanii.

RECOMENDACION

La presente investigacion se realizd solo en su etapa de laboratorio, por lo tanto es
posible que los resultados obtenidos estan sujetos a las condiciones propias que se dispusieron
en los bioensayos. Dichas condiciones difieren por mucho a las presentes en campo, por lo
tanto es necesario realizar evaluaciones en esas condiciones y probar la funcionalidad de estas

cepas interactuando con factores bidticos y abioticos.
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ANEXOS
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Anexo 1. Cochinilla silvestre montada en laminillas para identificacion. De izquierda a
derecha arriba: Cochinilla completa decolorada. Setas y anillos. Abajo: Apendice

cefélico (antena).
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Anexo 2. Diferentes etapas de infeccion de los hongos entomopatdgenos en la cochinilla del

nopal.
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Anexo 3. De izquierda a derecha arriba: Prueba de aspersion para encontrar la presion
adecuada para el bioensayo. Hongos atrapados por la capa cerosa de la cochinilla en su
etapa adulta. Abajo: Diferentes concentraciones del hongo M. anisopliae entes de la

aspersion.
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Anexo 4. Prueba de germinacion de los hongos empleados. De izquierda a derecha arriba:
Espora germinando a las 4 horas de sembrado. Espora emitiendo tubo germinativo 12
horas después de sembrada. Abajo: Formacion de micelio después de 18 horas de haber

sembrado la espora.
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Anexo 5. Toma de fotografias microscopicas de la cochinilla infectada por medio del software

Leica Microsystems.
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Anexo 6. Arriba: Cria en condiciones de invernadero dispuestas para la presente
investigacion. Abajo: Reconocimiento en campo de la infestacion del insecto en

plantaciones de nopal.

67



	Portada
	Hoja de firmas
	Resumen
	Abstract
	Dedicatoria
	Agradecimientos
	Contenido
	Lista de cuadros
	Lista de figuras
	Introducción General
	CAPÍTULO I. REVISIÓN DE LITERATURA
	1.8. LITERATURA CITADA
	CAPÍTULO II. PATOGENICIDAD DE Metarhizium anisopliae,Beauveria bassiana y Lecanicillium lecanii SOBRE NINFAS DEDactylopius opuntiae (HEMIPTERA: DACTYLOPIIDAE) ENCONDICIONES DE LABORATORIO
	2.1. Resumen
	2.2. Abstract
	2.3. INTRODUCCIÓN
	2.4. MATERIALES Y MÉTODOS
	2.5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	2.6. CONCLUSIONES
	2.7. RECOMENDACIÓN
	2.8. LITERATURA CITADA
	CAPÍTULO III. VIRULENCIA DE Metarhizium anisopliae,Beauveria bassiana y Lecanicillium lecanii SOBRE NINFAS DESEGUNDO INSTAR DE Dactylopius opuntiae (HEMIPTERA:DACTYLOPIIDAE) EN CONDICIONES DE LABORATORIO
	3.1. Resumen
	3.2. Abstract
	3.3. INTRODUCCIÓN
	3.4. MATERIALES Y MÉTODOS
	3.5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	3.6. CONCLUSIONES
	3.7. LITERATURA CITADA
	DISCUSIÓN GENERAL
	CONCLUSIONES GENERALES
	RECOMENDACIÓN
	ANEXOS
	Anexo 1. Cochinilla silvestre montada en laminillas para identificación. De izquierda aderecha arriba: Cochinilla completa decolorada. Setas y anillos. Abajo: Apendicecefálico (antena).
	Anexo 2. Diferentes etapas de infección de los hongos entomopatógenos en la cochinilla delnopal.
	Anexo 3. De izquierda a derecha arriba: Prueba de aspersión para encontrar la presiónadecuada para el bioensayo. Hongos atrapados por la capa cerosa de la cochinilla en suetapa adulta. Abajo: Diferentes concentraciones del hongo M. anisopliae entes de laaspersión.
	Anexo 4. Prueba de germinación de los hongos empleados. De izquierda a derecha arriba:Espora germinando a las 4 horas de sembrado. Espora emitiendo tubo germinativo 12horas después de sembrada. Abajo: Formación de micelio después de 18 horas de habersembrado la espora.
	Anexo 5. Toma de fotografias microscopicas de la cochinilla infectada por medio del softwareLeica Microsystems.
	Anexo 6. Arriba: Cría en condiciones de invernadero dispuestas para la presenteinvestigación. Abajo: Reconocimiento en campo de la infestación del insecto enplantaciones de nopal.

