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INFLUENCIA DE FACTORES ABIOTICOS EN EL CULTIVO DE LA COCHINILLA
FINA (Dactylopius coccus Costa)

José Rodolfo Zacarias Alvarado, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2019

RESUMEN GENERAL

Dactylopius coccus Costa (Hemiptera: Dactylopiidae) es una especie de importancia
econdmica, debido al acido carminico contenido en su cuerpo, el cual es empleado en
diversas industrias, desde textiles hasta biomédicas. Por lo anterior, el precio de D.
coccus varia en funcion de la concentracion del acido carminico (CAC) que contenga. Sin
embargo, su contenido es influenciado por diversos factores tales como: especie 0
variedad del nopal (Opuntia spp), edad y estado nutricional del hospedante, etapa de
desarrollo en la que la hembra es recolectada, temperatura, humedad relativa, incidencia
de luz, temporada del afio en la que se cria, método de sacrificio y secado, asi como el
método utilizado para determinar la CAC. Por lo tanto, los objetivos del estudio fueron:
comparar tres métodos de cuantificacion del acido carminico (AC) y seleccionar el mas
eficiente; asi como determinar el comportamiento productivo de D. coccus en funcion de
la CAC (%) y del peso fresco (PF, g), en una “nopaloteca” en dos estaciones de crianza.
Para la primera etapa se evaluaron tres métodos comUnmente empleados en la
determinacién de AC en México. En la evaluacion se utiliz6 una muestra homogénea de
cochinilla. Como resultado de dicha valoracion se seleccioné aquel que permitio
maximizar la CAC y se utilizé en la segunda etapa de la investigacion, con algunas
modificaciones para mejorar su precision. En la segunda etapa del estudio, se establecié
una “nopaloteca” de madera, con cuatro niveles de altura (0.5 m, 1.0 m, 1.5 my 2.0 m)
bajo condiciones de invernadero; las hembras se colectaron en dos fases de desarrollo:
pre y postoviposicion. Se llevo un registro diario de temperatura, humedad relativa e
intensidad luminosa; el estudio se realizo en dos estaciones: primavera-verano y otofio-
invierno. El PF de la cochinilla por cladodio (g), la CAC (%) obtenida en cada nivel de
altura, fase de desarrollo y estacién de cria; asi como la CAC obtenida de cada uno de

los métodos evaluados se sometieron a un analisis de varianza, empleandose la prueba



de Tukey (p <0.05) para determinar las diferencias en promedios y se realizé un analisis
de correlacion utilizando el coeficiente r de Pearson. Los resultados mostraron que los
meétodos probados difieren estadisticamente, ya que se registraron diferencias hasta de
4.6 %, el método de Brisefio-Garzén y Llanderal (2008) resultd ser el mas eficiente. El
comportamiento productivo de D. cocus, muestra una marcada variacion estacional. En
general, el ciclo de cultivo de otofio-invierno resultd mas favorable para la cria, al generar
una CAC (18 %) y PF (6.1 g por cladodio) mayor. Consistentemente, la colecta de
hembras en postoviposicidn, registro la CAC mas alta en ambas estaciones. Finalmente,
se observd que los factores abibticos influyen diferencialmente sobre la calidad y

rendimiento de D. coccus, dependiendo del ciclo del afio en que se cria.

Palabras clave: acido carminico, cria, factores limitantes, nopaloteca
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GENERAL ABSTRACT

Dactylopius coccus Costa is a species of economic importance due to the carminic acid
contained in its body, which is used in many biomedical and textile industries. Therefore,
the price of D. coccus varies depending on the carmine acid concentration (CAC) it
contains. However, its content is influenced by factors such as: opuntia species or variety,
age and nutritional status of the host, stage of development in which the female is
collected, temperature, relative humidity, light incidence, season of the year in which the
cochineal slaughter and drying method is raised, as well as the method used to quantify
the CAC. Therefore, the objectives of the study were: To compare three quantification
methods and to select the one that quantified the highest CAC, as well as to determine
the productive behavior of D. coccus according to the CAC (%) and fresh weight (FW), in
an opuntia repository (nopaloteca) in two breeding stations. For the first stage, three
methods commonly used in Mexico for carminic acid quantification were assessed. A
homogeneous cochineal sample was used for assessing. As a result of this assessment,
the most efficient method was selected and used in the second stage of this research,
with some modifications to improve its robustness. In the second stage of the study, a
nopaloteca of wood was established under greenhouse conditions with four levels of
height (0.5 m, 1.0 m, 1.5 m and 2.0 m); the females were collected in two stages of
development: pre and post-oviposition. A daily record of temperature, relative humidity
and light intensity was kept, the study was carried out in two seasons: spring-summer and
autumn-winter. The cochineal FW per cladode (g), the CAC (%) obtained at each height
level, development phase and breeding season; as well as the CAC obtained from each
of the evaluated methods, an analysis of variance was performed using the Tukey test (p
<0.05) to determine the significant differences in averages and a correlation analysis was

done using Pearson's r coefficient. The results showed significant differences among the



methods used, since differences of up to 4.6% were recorded. The Brisefio-Garzén and
Llanderal (2008) method proved to be the most efficient among them. The autumn-winter
cycle was more favorable for cochineal D. coccus breeding with a CAC of 18 % and the
highest FW (6.1 g per cladode). During the spring-summer rearing a negative correlation
was observed between the CAC and the PF. Consistently, the collection of cochineal in

postoviposition recorded the highest CAC in both seasons.

Keywords: carminic acid, breeding, limiting factors, nopaloteca
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INTRODUCCION GENERAL

La cochinilla fina Dactylopius coccus Costa (Hemiptera: Dactylopiidae), es un insecto
parasito obligado de diversas especies de Opuntia Mill y Nopalea Salm-Dyck, en los
cuales se alimenta y reproduce. Las cochinillas y el nopal son especies nativas del
continente americano (Diodato et al., 2004; Claps, 2010; Ramirez-Puebla et al., 2010),
en donde se distribuyen ampliamente. Todas las especies de Dactylopius se caracterizan
por tener el cuerpo cubierto de cera, pulverulenta o flamentosa, y por la presencia de
acido carminico, principal componente de su hemolinfa (Chavez-Moreno et al., 2010;
Claps, 2010).

El tamafio, la concentracion de &cido carminico (CAC) y las caracteristicas de la cubierta
cerosa permiten distinguir dos grupos de cochinillas, silvestre y la denominada cochinilla
fina o D. coccus. Esta Ultima, se caracteriza por ser de mayor tamafio y presentar cera
pulverulenta que le brinda protecciéon (Chavez-Moreno et al., 2010). El grupo de
cochinillas silvestres esta constituido, hasta el momento, por 10 especies, las cuales se
distinguen por ser de menor tamafio, con cera en forma de filamentos, semejante al
algodon, y conformar colonias densas (Mathenge et al., 2009; Torres y Giorgi, 2018); sin
embargo, la CAC en D. coccus es mayor que en las especies silvestres (Chavez-Moreno
et al., 2009). Estudios previos registran concentraciones en D. coccus entre 14 %y 26 %;
mientras que, en el grupo de las especies silvestres, no excede 8 % del peso total del
insecto (Yamada et al., 1993; Hernandez-Hernandez et al., 2005; Chavez-Moreno et al.,
2010).

El precio de D. coccus depende de la CAC que contenga (Muller-Maatsch y Gras, 2016)
y ésta depende de diversos factores, tanto biolégicos como ambientales (Tello y Vargas,
2015). Entre los bioldgicos destacan: la especie y variedad del nopal, edad del cladodio,
estado nutricional (Méndez-Gallegos et al., 2010) y etapa de desarrollo en la que se
recolecta la hembra (Ramirez-Cruz y Llanderal-Cazares, 2013), entre otros. Dentro de
los factores fisicos influye la temperatura, humedad relativa, altura de la planta en que se
cria la cochinilla, cantidad de luz (Tello y Vargas, 2015), temporada del afio en la que se
crie, asi como, los métodos de sacrificio, secado y conservacion, asi como las técnicas

empleadas en la cuantificacion del acido carminico (Rodriguez et al.,, 2005).



Considerando que todos estos aspectos pueden influir en la CAC y productividad de D.
coccus, en la presente investigacion se pretende contribuir a la solucion de dicha
problematica. Este documento consta de dos capitulos; en el primero se aborda la
valoracion de tres meétodos de cuantificacion del acido carminico, y la seleccion y
optimizacién del mas eficiente y confiable; y el segundo incluye aspectos relacionados al
comportamiento productivo de D. coccus, en una “nopaloteca”, en dos estaciones de cria,
en funcién de la CAC (%) y el peso fresco (g), y considerando el impacto diferencial de

algunos factores abiéticos.
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CAPITULO |. COMPARACION DE TRES METODOS PARA DETERMINAR LA
CONCENTRACION DE ACIDO CARMINICO EN Dactylopius coccus COSTA

1.1 RESUMEN

El &cido carminico (AC) es un colorante de origen natural del grupo de las antraquinonas,
de alta calidad y poder colorante obtenido principalmente de las hembras de D. coccus,
utiizado en diferentes industrias, debido a la ausencia de efectos genotoxicos,
mutagénicos y carcinogénicos. Para su cuantificacion existen diferentes técnicas tales
como la espectrofotometria, fluorometria, cromatografia liquida de alta eficacia,
espectrografia de masas, cromatografia de gases con electroforesis capilar y
colorimetria, entre otros. Sin embargo, su empleo esta supeditado por las limitantes de
materiales y equipo de laboratorio necesarios. Adicionalmente, cada metodologia
presenta variaciones en precision, generando controversias e incertidumbre entre
productores y empresas formuladoras. Ante la ausencia de una técnica de cuantificacion
estandar o normalizada que brinde mayor certidumbre y permita monitorear la calidad
como resultado de los diversos factores que interactian, la investigacion evalué tres
meétodos de cuantificacion del acido carminico, y con el fin de seleccionar y proponer una
metodologia confiable, econdémica y simple, para determinar la concentracién de acido
carminico en D. coccus. Se seleccionaron y compararon tres métodos empleados en
México que requieren equipo de uso comun en los laboratorios. A partir de una sola
muestra homogénea de cochinilla se determiné la concentracion de AC para en cada
método empleado. En el disefio experimental fue completamente al azar con tres
repeticiones y 10 observaciones por método y se utilizé la prueba de Tukey (p < 0.05)
para determinar diferencias en concentraciones. Los resultados mostraron que los tres
métodos comparados determinaron valores estadisticamente diferentes de AC, que
oscilaron entre 12.9 y 17 %, en una misma muestra. La metodologia propuesta por
Briseflo-Garzon y Llanderal (2008) resultdo la mas eficiente. Esta metodologia, con

algunas modificaciones puede brindar mayor confiabilidad.

Palabras clave: Cochinilla, evaluacién, métodos de cuantificacion.



1.2 ABSTRACT

Carminic acid is a dye of natural origin of the anthraquinone group of high quality and
coloring power obtained mainly from the females of D. coccus, used in different industries,
due to the absence of genotoxic, mutagenic and carcinogenic effects. For carmine acid
quantification there are different techniques such as: spectrophotometry, fluorometry, high
efficiency liquid chromatography, mass spectrography, gas chromatography with capillary
electrophoresis and colorimetry, among others. However, its use is contingent on the
limitations of materials and laboratory equipment. Additionally, each methodology has
accuracy variations which generating controversies and uncertainty between producers
and formulating companies. In the absence of a standard or standardized quantification
technique that provides greater certainty and allows quality monitoring as a result of the
various interacting factors, this research aims were to evaluate three methods of carminic
acid quantification, and to select and propose a reliable, economical and simple
methodology, to determine the concentration of carminic acid in D. coccus. Three
methods used in Mexico that require common use laboratory equipment were selected
and compared. The concentration of carmine acid in each technique was quantified from
a single homogeneous sample of cochineal. The experimental design was completely
randomized with three replications and 10 observations per method and the Tukey test (p
< 0.05) was used to determine differences among concentrations. The results showed
statistically different values of carmine acid among the three methods with values ranging
between 12.9 and 17% in the same sample. As a result, the methodology proposed by
Brisefio-Garzén and Llanderal (2008) was the most efficient.

Key words: Cochineal, assessing, quantification methods.



1.3 INTRODUCCION

El acido carminico (AC) es un colorante conformado por un nucleo de antraquinona con
acido carboxilico, un grupo metilo, cuatro hidroxilos y hexosa, unidos (Dapson, 2007),
qgue ha sido objeto de numerosas investigaciones desde 1818 hasta nuestros dias. Fue
sintetizado por primera vez por Allevi et al. (1991); su férmula molecular condensada es
C22H20013 (Shamim et al., 2014), su estructura quimica: acido 7-beta-D-glucopiranosil-
9,10-dihidro-3,5,6,8-tetrahidroxi-1-metil-9,10-dioxo- 2-antracencarboxilico (Muller-
Maatsch y Gras, 2016) y su peso molecular es de 492.4 Da (Nakayama et al., 2015). Es
un acido triprético con valores de pKa, pKal=2.81 +0.09, pKa2=5.43 £ 0.04, pKa3=8.10
+ 0.03 (Guillermin etal., 2018). Es soluble en agua, ésteres, acidos, alcoholes, y
soluciones alcalinas e insoluble en éter de petréleo, cloroformo y benceno (Borges et al.,
2012); es estable en la luz, aunque su color depende del pH (Dufossé, 2014); ya que a
valores inferiores de 4.5, se torna de color naranja tenue; en el rango de 7 a 7.7 se torna
rojo claro y rojo, y a pH superior a 12, su color es rojo magenta (Gamboa y Leidinger
1988; Sahinbaskan et al., 2018).

El AC ha sido utilizado en industrias de cosméticos, textiles (Luo et al., 2017), como
pigmento pictorico (Dupey, 2017), biomedicina y alimentos, para los cuales no requiere
certificacion (Schluter et al., 2017); recientemente también se ha utilizado en la
determinacién de boro (en acido sulflrico) y como reactivo para la determinacion de
metales, en medios acuosos, y asociado con algunos metales es util para determinar
fosfato y otras sales (Fain et al.,, 2007). Destaca su uso para sensibilizar los
semiconductores en celdas solares, donde aumenta la eficiencia (Park et al., 2014;
Kumara et al., 2017; Roslan et al., 2018), para tinciones microbianas (Rojas y Pérez,
2018), ademas de ser util en la elaboracion de placas reveladoras dentobacterianas
utilizadas en odontologia (Guzman et al., 2011) entre otros usos. Las antraquinonas,
grupo al que pertenece el AC, tienen ademas propiedades antimicrobiales, antivirales,
citostaticas (Pankewitz y Hilker, 2008); y la gran variedad de usos que tiene se debe a
sus propiedades fisicoquimicas y biolégicas, principalmente, a su alta estabilidad al calor

y a la luz, resistencia a la oxidacion, y propiedades no cancerigenas ni toxicidad para el
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humano (Harp y Barrows, 2015). A pesar de lo anterior, se ha observado que en algunos
consumidores puede provocar reacciones adversas (Ohgiya et al., 2009; Dufossé, 2014;
Mokhtari et al., 2015).

El AC puede ser obtenido a partir de los insectos Porphyrophora hamelii y P. polonica
(Hemiptera: Margarodidae) (Rasmussen et al., 2018) y también se encuentra presente
en las especies del género Dactylopius, en estas ultimas funge como disuasivo
(Kannangara et al., 2017). Se ha sugerido como coadyuvante en la prevencion de
infecciones por entomofagos (Pankewitz y Hilker, 2008). Por su facilidad de cria y
recoleccion se extrae principalmente, de los cuerpos secos de las hembras de D. coccus
(Borges et al., 2012; Solymosi et al., 2015), registrando la concentracion mas alta (14-26
%) de su peso seco total (Yamada et al., 1993). D. coccus contiene, ademas del AC, otros
elementos, entre los que resaltan cera (4.7 %), grasas (3.81%), proteinas (37.3 %),
carbohidratos (31 %) y cenizas (1.1%) (Zheng et al., 2008).

El componente de mayor importancia en D. coccus es el AC, por lo que su precio en el
mercado internacional depende de la concentracion de éste en su cuerpo (Flores-Alatorre
et al., 2014). Para su determinacion, existen métodos mediante la espectrofotometria,
fluorometria (Dapson et al., 2007), cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC por
sus siglas en inglés), cromatografia de masas (Sabatino et al., 2012), cromatografia de
gases con electroforesis capilar y colorimetria (Tomasini et al., 2018; Kramell et al., 2019),
entre otros. No obstante, la mayoria de estas técnicas requieren de equipos costosos, lo
que restringe su uso (Dapson et al.,, 2007). En respuesta a esta problematica, las
agencias y empresas formuladoras, universidades, centros de investigacion y
productores han generado métodos ad hoc para la cuantificacion de AC. Sin embargo,
éstos métodos no son consistentes en los resultados, en una misma muestra, debido a
factores no controlables (Deveoglu et al., 2011), generando conflictos entre productores
y empresas formuladoras. Considerando que la extraccion del AC ha sido objetivo de
numerosos estudios y que muy poco se ha investigado para validar y optimizar los
métodos de cuantificacion, el estudio tuvo por objetivo evaluar tres métodos de

cuantificacion de acido carminico basados en espectrofotometria, utilizados comunmente
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en México y proponer una metodologia confiable y econémica para determinar la

concentracion de AC en D. coccus.

1.4 MATERIALES Y METODOS
1.4.1. Ubicacién de sitio experimental

La investigacion se desarroll6 durante el periodo de marzo a julio de 2018, en el
Laboratorio Agua, Suelo y Planta del Colegio de Postgraduados Campus San Luis Potosi,
ubicado en Salinas de Hidalgo, San Luis Potosi, México (22°37°55.66” N, 101°42°42.96”
O) a una altitud de 2,078 m.

1.4.2. Obtencién de muestra biol6gica

Se adquirié una muestra de 200 g de hembras gravidas D. coccus y 30 cladodios O. ficus-
indica L. Mill cv Esmeralda de ocho meses de edad, sanos y turgentes. Previo a la
infestacion, los cladodios se limpiaron cuidadosamente, para remover polvo, residuos,
depredadores de la cochinilla, asi como evitar la incidencia de cochinilla silvestre (D.

opuntiae).
1.4.2.1 Infestacién

Los cladodios limpios se colocaron horizontalmente a manera de “cama” sobre una base
metalica y encima de éstos, se coloc6 un tamiz con marco de madera de 40 x 40 cm, en
el cual se dispusieron las hembras oviplenas. Las ninfas neonatas (Unica fase maovil del
insecto) descendieron por el tamiz hasta llegar a los cladodios, donde se establecieron.
Los cladodios ya infestados se retiraron y se colocaron en el sistema de cria; cada 48 h

se colocaron nuevos cladodios, hasta lograr la infestacion de todos.



1.4.2.2 Sistema de cria

La cria del insecto se establecioé en un cajén de madera (1.0 m de ancho, 2.0 m de largo
y 0.40 m de profundidad), con divisiones cada 5 cm de hilo plastico, a fin de permitir el
acomodo y separacion de los cladodios, durante todo el ciclo de desarrollo del insecto

(Figura 1).

Figura 1. Sistema de cria de D. coccus utilizado durante el experimento.

La estructura de crianza se mantuvo en un invernadero con cubierta de cristal a dos
aguas, con orientacion norte-sur, bajo condiciones semicontroladas. Para el registro de
temperatura y humedad relativa se utilizé un sensor HOBO Pro v2 temp/RH onset, USA.
La cria de cochinilla se mantuvo a temperatura promedio de 24.6° C y humedad relativa
de 30.8 % (Figura 2).
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Figura 2. Temperatura (°C) y humedad relativa (%) mantenidas para la cria de D. coccus

durante el estudio.

1.4.2.3. Colectay postcosecha de D. coccus

Las hembras adultas se desprendieron del cladodio con un pincel suave, a los 71 d luego
de la infestacion, antes de que ovipositaran (Figura 3). Los insectos recolectados se

mantuvieron en una caja Petri.
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Figura 3. Método de recoleccién de las hembras de D. coccus utilizado.

Luego de la cosecha, los insectos se sacrificaron a -10 °C por 3 d en un congelador
Maytag®; posteriormente, se extendieron sobre un tamiz de 40 x 40 cm por un periodo
de 10 d a temperatura ambiente (23. 9 °C) hasta llegar a peso constante. El tamiz se
removié dos veces al dia para evitar grumos y uniformizar el secado, asi como evitar la
aparicion de microorganismos. Finalmente, la muestra se pulverizé en un molino Wiley
Mini Mill® (3383-L10 115 V, 60 Hz, Thomas Scientific Swedesboro, NJ 08085-0099-
U.S.A), reduciéndolas a un tamafio de particula tamiz de malla 40. La muestra
compuesta se dividié a su vez en tres submuestras, las cuales se emplearon en los

analisis posteriores, para la cuantificacion del acido carminico.

1.4.3. Criterios para la seleccion de métodos para cuantificar la concentracion

de acido carminico

Para seleccionar los métodos se realiz0, inicialmente, una busqueda bibliogréfica sobre
las técnicas y metodologias comunmente utilizadas para cuantificar la CAC. Luego se
seleccionaron tres métodos considerando la sencillez que implicara cada método,
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confiabilidad, costos, infraestructura y equipo disponibles en el Laboratorio Agua-Suelo-
Planta, del Campus San Luis Potosi. Los métodos seleccionados para su evaluacion

fueron:

1. Empresa formuladora de colorantes (EFC)
2. Propuesta de Brisefio-Garzon y Llanderal (2008), y
3. Procedimiento recomendado por Vigueras y Portillo (2014).

1.4.3.1 Metodologia EFC

Este método consistié en pesar 0.26 g (Wg, peso de cochinilla molida) en un vaso de
precipitado, se adicionaron 30 mL de &cido clorhidrico 2N; posteriormente, se sometio a
ebullicién por 5 min, se dejé enfriar a temperatura ambiente (25 °C) la solucién y se aforo
a 1000 mL con agua destilada, después la dilucion se filtré (con papel filtro Whatman No.
1). Se desecharon los primeros 250 mL de la dilucién y los 750 mL restantes se filtraron;
con esta cantidad se tomé la absorbancia a 494 nm (espectro de méaxima absorcion del
acido carminico) en un espectrofotometro GENESYS 10S VIS Thermo Scientific®;
utilizando agua destilada como blanco. La concentracion de acido carminico se cuantificd

con la siguiente formula:

A * 100
13.9 = Wg

% Acido carminico =
Dénde:
A= Absorbancia.

Wg= Peso de la muestra (g).

13.9= Coeficiente de absorcion.
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1.4.3.2 Metodologia propuesta por Brisefio-Garzén y Llanderal (2008)

Se pesaron 10 mg de muestra en un vaso de precipitado; posteriormente se agregaron 3
mL de acido clorhidrico (HCI 2N) y se mezclaron hasta conseguir una muestra
homogénea; después, se sometid a ebullicion (97 °C) por 10 min, se dejo enfriar a
temperatura ambiente (25 °C) y se aforé a 100 mL con agua destilada, se filtr6 con papel
filtro Whatman No. 1 y se desecharon los primeros 20 mL. Se utilizé el resto de la solucion
para leer la absorbancia a 494 nm en un espectrofotometro GENESYS 10S VIS Thermo

Scientific®, utilizando como blanco acido clorhidrico (HCI 2N).

La determinacion del contenido de &cido carminico se realizé mediante la siguiente

formula:

Abs * 100

% Acido carminico = 139

Dénde:

Abs: Absorbancia de la solucion final.

1.39: Absorbancia de una solucién de acido carminico puro (100 mg L1).

1.4.3.3 Metodologia de Vigueras y Portillo (2014)

Este procedimiento consistié en pesar 0.025 g de muestra, luego esta cantidad se colocé
en un tubo de ensaye y se agregaron 7.5 mL de HCI 2N, después se calent6 a bafio Maria
(97 °C) por 30 min, y se dejo enfriar a temperatura ambiente (25 °C). Posteriormente, se
afor6 a 250 mL con agua desionizada y se filtr6 con papel filtro Whatman No. 1; se
desecharon los primeros 50 mL y se tomaron 25 mL para leer su absorbancia a 494 nm
en un espectrofotometro GENESYS 10S VIS Thermo Scientific®, utilizando como blanco

agua destilada.
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La concentracion de acido carminico, en la muestra analizada, se obtuvo aplicando la

siguiente formula:

Abs * 100

% Acido carminico = 139

Donde:
Abs: absorbancia de la muestra analizada.
1.39: Absorbancia de una solucién de acido carminico puro (100 mg L1).

En cada uno de los métodos evaluados se realizaron tres repeticiones y en cada
repeticion se tomaron 10 lecturas de absorbancia (con un total de 30 lecturas de
absorbancia por muestra y método). Después de la evaluacion de los tres métodos
seleccionados, se seleccion6 el método que registrd los mayores valores de AC.

1.4.4 Modificaciones a la metodologia de Brisefio-Garzon y Llanderal (2008)

Considerando que con la metodologia propuesta por Brisefio-Garzéon y Llanderal (2008)
la CAC resulté ser mayor, y dado que adicionalmente en las tres técnicas evaluadas el
tiempo de ebullicién fue el factor que mas varid, se examind la posibilidad de maximizar
dicha variable. Tomando en cuenta que el método original propone 10 min de tiempo de
ebullicién, se evaluaron los siguientes tiempos: 15, 20, 25 y 30 min (97 °C) teniendo en
consideracion que la muestra de cochinilla fuera la misma. Cada uno de los tiempos
evaluados, se repitid tres veces y se tomaron 10 lecturas de absorbancia de cada

repeticion, con un espectrofotometro GENESYS 10S VIS Thermo Scientific®.

En adicién, con la finalidad de valorar la linealidad de la respuesta del equipo
estableciendo los limites de deteccion, se construyo una curva de calibracion, utilizando
acido carminico 90 % (SIGMA®) como estandar de referencia y se prepararon seis
soluciones en concentraciones de: 90.0 ppm, 81.0 ppm, 67.5 ppm, 54.0 ppm, 40.5 ppm,
27.0 ppmy 13.5 ppm de acido carminico. En cada una de las soluciones se tomaron cinco

replicas, de las cuales se leyo la absorbancia y se promediaron los valores de cada
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muestra. Con los promedios obtenidos se elabor6 la curva de calibracion, la cual registré
un valor de R?= 0.9993.

1.4.5 Analisis estadistico

Se realiz6é un analisis de varianza para determinar la diferencia entre los métodos de
cuantificacion de &acido carminico empleados en el estudio. Se utilizaron como
tratamientos los métodos y como variable de respuesta la concentracion de &cido
carminico (%). Similar procedimiento se realizé para determinar la diferencia entre los
tiempos de ebullicién a los que fueron sometidas las muestras, sobre la concentracion de
acido carminico (%). En cada proceso estadistico se empled la prueba de Tukey (p <
0.05), para determinar la diferencia entre medias de las concentraciones de acido
carminico. El analisis estadistico se realiz6 con el sistema R Versién 3.5.1 (R Core Team,
2018).

1.5 RESULTADOS

1.5.1. Comparacion de tres métodos para la cuantificacioén de la concentracion

de &cido carminico

El andlisis estadistico mostré que la concentracion de &acido carminico (CAC) de una
muestra homogénea de cochinilla, es influenciado significativamente por el método
utilizado para su cuantificacion (p < 0.0001). Los valores en el contenido de acido
carminico oscilaron entre 12.91 y 17.54 %, obteniéndose la CAC mas alta cuando se
emple6é el método propuesto por Brisefio-Garzon y Llanderal (2008), el cual resultd
estadisticamente diferente (p <0.05) al registrado con las otras dos metodologias
(Cuadro 1).
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Cuadro 1. Concentracion de acido carminico (%) en D. coccus obtenida por tres

métodos de cuantificacion.

Métodos empleados Acido carminico (%)
Brisefio-Garzon y Llanderal (2008) 17.54 a
Vigueras y Portillo (2014) 16.25 b
EFC 1291 c

ab: Valores con diferente letra son estadisticamente diferentes (p <0.05)

1.5.2. Determinacion del tiempo de ebullicién sobre la concentraciéon de acido

carminico

El analisis de varianza realizado demostré que el contenido de acido carminico de una
muestra comun de cochinilla, es influenciado significativamente por el tiempo en que la
muestra es sometida a ebullicién (p < 0.0001). La concentracion de acido carminico mas
alta, se registro cuando la muestra se sometioé a un periodo de 15 min de ebullicién, con
18.42 %. Los valores promedio tienden a incrementarse entre los 10 y 15 min, para
posteriormente descender a los 20 y a los 25 min y contrariamente a lo esperado se
vuelve a incrementar a los 30 min. Los valores de concentracion de acido carminico
resultaron similares estadisticamente (p <0.05) con los tiempos de ebullicion de 10, 15y
30 min y diferentes a los obtenidos a 20 y 25 min; sin embargo, a 15 min los valores de

acido carminico fueron mayores (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Concentracién de acido carminico (%) en D. coccus obtenida en diferentes

tiempos de ebullicion.

Tiempos de ebullicion (min)

Concentracion de acido carminico (%)

10 min
15 min
20 min
25 min
30 min

17.53 a

18.42 a
15.86 b
15.87 b
18.29 a

ab: Valores con diferente letra son estadisticamente diferentes (p <0.05)

1.5.2.1 Curva de calibracién

El contenido de &cido carminico en la muestra de D. coccus obtenido a diferentes tiempos

de ebullicién, se sustituyd en la ecuacion derivada de la curva de calibraciéon (Figura 4).

Los valores promedio de la concentracion de acido carminico incrementaron en

aproximadamente 2 %.
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Figura 4. Curva de calibraciéon que confirma la linealidad de la respuesta del equipo.
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1.5.2.2 Metodologia de Brisefio-Garzon y Llanderal (2008) con las modificaciones
realizadas

Considerando que el método que permitio estimar las concentraciones mas altas de acido
carminico fue el método de Brisefio-Garzon y Llanderal (2008) y que, aunado a ello,
aumentar el tiempo de ebullicion de 15 min, y la curva de calibracion maximizaron el

resultado, se propuso el siguiente procedimiento para cuantificar la CAC en D. coccus.

Materiales y equipo

e Acido carminico pureza de 90 % a 100 % (estandar de referencia)

e Cochinilla seca y limpia

e Vaso de precipitado

e HCI2N

e Agua destilada

e Matraz de 1000 mL

e Papel filtro Whatman No. 1

e Molino Wiley Mini Mill® (3383-L10 115 V, 60 Hz, Thomas Scientific Swedesboro,
NJ 08085-0099-U.S.A.)

e Tamiz de malla 40

e Espectrofotometro

e Balanza analitica (d=1/0.1 mg)
Procedimiento utilizado para la preparacion del patron de la curva de calibracion

1. Preparar seis soluciones utilizando el estdndar de referencia (acido carminico
pureza 90 %) en proporciones de: 81.0 ppm, 67.5 ppm, 54.0 ppm, 40.5 ppm, 27.0
ppmy 13.5 ppm de acido carminico.

2. Realizar cinco repeticiones por solucion

3. Leer la absorbancia de cada repeticion en el espectrofotometro a 494 nm

4. Obtener los valores promedio de las repeticiones por solucién
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5. Elaborar la curva calibracion con valores los promedios de las soluciones

realizadas.
Procedimiento (cuantificacion del acido carminico)

Moler la cochinilla a un tamafio de particula a malla 40.
Pesar 10 mg de muestra.
Adicionar la muestra en un vaso de precipitado de 150 mL.

A w0 P

Agregar 3 mL de acido clorhidrico (HCI 2N) y mezclar hasta conseguir una muestra
homogénea.

Someter a ebullicién (97 °C) por 15 min.

Enfriar a temperatura ambiente (25 °C).

Aforar a 100 mL con agua destilada.

Filtrar con papel filtro Whatman No. 1 toda la solucion.

© © N o O

Desechar los primeros 20 mL.

10. Utilizar el resto de la solucién para tomar la lectura a una absorbancia a 494 nm
(espectro de maxima absorcion del acido carminico) en un espectrofotbmetro
utilizando como blanco acido clorhidrico (HCI 2N).

11.Calcular la concentracion de acido carminico sustituyendo los valores de la

absorbancia en la ecuacién de la curva de calibracion generada.

1.6 DISCUSION

Entre las limitantes que enfrenta la cria comercial de D. coccus destaca conocer cuél es
la calidad del producto final; ya que el productor se preocupa mas por el volumen obtenido
que por el contenido de acido carminico (AC) del producto final, lo cual reduce
notablemente su competitividad al complicar su comercializacion. Ademas, se debe
considerar que la materia prima usada en el proceso de extraccion no presenta las
mismas caracteristicas generando variaciones cuantitativas durante la produccion de los

derivados y una baja eficiencia (Begazo y Bendita, 2018). Derivado de lo anterior, una de
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las necesidades en la industria de los colorantes y de los propios productores es el
desarrollo e implementaciéon de métodos analiticos simples, rapidos y confiables para
obtener una adecuada valoracion de la calidad y autenticidad del pigmento que produce

D. coccus, haciendo necesaria la validacion de un método analitico (Beaz, 2007).

De acuerdo con Mamani y Huamani (2015) en la determinacion de AC se debe considerar
previamente lo siguiente: La capacidad para extraerlo desde los tejidos del insecto,
generando soluciones homogéneas que conduzcan a valores reproducibles de
absorbancia, asi como el efecto sobre su estabilidad una vez solubilizado o todavia
contenido en el insecto muerto. Existen varias técnicas para la cuantificacion del AC en
D. coccus; sin embargo, la informacion que existe sobre éstas es escasa y contradictoria
y en ocasiones poco practica y eficaz; pero todos los métodos analiticos normalmente
utilizados emplean un medio acuoso, tanto para la hidrolisis de la muestra como para el
aforado a un volumen (Centeno, 2003). La National Research Council (1981), el Instituto
de Investigacion Tecnolégica Industrial y de Normas Técnicas (ITINTEC, 1984) y
Marmion (1984) recomendaron un método basado en espectrofotometria del cual han
derivado multiples adecuaciones y modificaciones; por ello, los resultados obtenidos no
son consistentes. Esta metodologia se basa en la extraccion bajo ebullicion del
extractante y éste podria ser, al igual que el tiempo de ebullicion, factores clave en la
cuantificacion (Centeno, 2003). Para ejemplificar lo anterior, en el presente estudio el
aumento en el tiempo de ebullicion significé un incremento de alrededor de 2 % en los
valores de AC obtenidos. Sin embargo, un aspecto a considerar es que las altas
temperaturas podrian afectar a la estabilidad del colorante, ya que el AC se degrada a
temperaturas por encima de 80°C, sobre todo, cuando es sometido a largos periodos de

tiempo (Gonzélez et al., 2002).

Ante la ausencia de una técnica analitica estandarizada o normalizada que garantice la
determinacion del AC, de los tres métodos analizados, la propuesta de Brisefio-Garzon y
Llanderal (2008) permitio extraer niveles mayores del colorante. Sin embargo, en su
implementacion y validacién se requiere cumplir los protocolos de precision, repetitividad

(pruebas en mismo dia), exactitud, reproducibilidad (pruebas en diferentes dias) y
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linealidad (curva de calibracion). Dadas las limitaciones de tiempo y recursos sélo se
cubrié el ultimo aspecto, por lo que no fue posible realizar una validacion completa. Este
método tampoco considera aspectos importantes que afectan la certidumbre del mismo
como son: la eliminacion de la cera que recubre a los insectos, ya que parte de la perdida
de la calidad esta relacionada a su presencia, la humedad contenida en el cuerpo del
insecto, la granulometria y el pH del extractante, entre otras. Otro aspecto importante de
resaltar es el uso del blanco, previo a la lectura de la muestra, ya que no existe
consistencia en los procedimientos, mientras algunos recomiendan el uso de agua
destilada, otros emplean la solucién extractante (HCI 2N). Finalmente, es necesario
destacar que el pigmento que se obtiene de la cochinilla no es en su totalidad AC, sino
una mezcla de acido carminico, acido laccaico y acido kermésico. Estos dos ultimos
derivados de la sintesis incompleta del AC debido a diversos factores bi6ticos y abiéticos,
por lo que las determinaciones espectrofotométricas sélo cuantifican la mezcla de estos
tres pigmentos y no hay una cuantificacion real de acido carminico (Beaz, 2007).

Los resultados obtenidos en esta investigacion permitiran que los productores puedan
monitorear la calidad de la cochinilla e incrementarla a través de la optimizacién de los
factores bidticos y abidticos que ejercen influencia en ella. Lo anterior podria coadyuvar
a impulsar la competitividad y rentabilidad de la cadena agroindustrial de la cochinilla en
México y en el resto de los paises productores, asi como facilitar el cumplimiento de los
estandares de calidad exigidos en el mercado internacional y generar un mayor valor

agregado.

1.7 CONCLUSIONES

La metodologia propuesta por Brisefio-Grazon y Llanderal (2008) con las modificaciones
realizadas extrajo los valores promedio mas altos de acido carminico. Asimismo, el
incremento a 15 min en el tiempo de ebullicion mejoré la eficiencia del método. Sin

embargo, se requiere la validacion completa del método.
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CAPITULO Il. PRODUCCION Y CALIDAD DE Dactylopius coccus COSTA, EN UNA
NOPALOTECA, EN DOS ESTACIONES CRIANZA

2.1. RESUMEN

Para la cria comercial de la cochinilla (D. coccus) en cautiverio, se ha impulsado en
diversos paises, el sistema denominado “nopaloteca”; sin embargo, se desconoce el
impacto de temperatura, humedad relativa y luz que incide en cada nivel, sobre su
rendimiento y calidad. Por lo anterior, el objetivo del estudio fue determinar la
concentracion de acido carminico (CAC, %) y peso fresco (PF, g) de D. coccus, en dos
fases de desarrollo, criada en cuatro niveles altitudinales y en dos estaciones
contrastantes de produccién (primavera-verano y otofio-invierno). El estudio se desarrollo
en un invernadero de cristal y para la cria del insecto se establecié una “nopaloteca” de
madera, con cuatro niveles de altura (0.5 m, 1.0 m, 1.5 m y 2.0 m); en cada nivel se
colocaron cinco lineas, donde se suspendieron los cladodios infestados de manera
invertida. Las hembras se colectaron en dos fases de desarrollo: pre y postoviposicion.
Se llevé un registro diario de temperatura, humedad relativa e intensidad luminosa. Este
procedimiento se siguié para ambas estaciones (primavera-verano y otofio-invierno). El
PF de la cochinilla por cladodio y la CAC se sometieron a un analisis de varianza,
empleandose la prueba de Tukey (p < 0.05) para determinar las diferencias en promedios
y se realiz6 un analisis de correlacion. El sistema de produccion en “nopalotecas” permitio
obtener en promedio 5.5. g de cochinilla fresca por cladodio con 18% de CAC. No
obstante, los resultados obtenidos mostraron diferencias estadisticas en las estaciones
de produccion resultando mas eficiente la de otofio-invierno, al registrar mayor
rendimiento y calidad. Se obtuvieron resultados contrastantes respecto a los niveles de
altura, en funcion de la estacion de crianza, ya que mientras en primavera-verano, se
obtuvo un mejor comportamiento en el Nivel 2 (1 m) con una CAC de 19.2%, aunque el

mayor rendimiento en peso fresco se presentd en el Nivel 3 (1.5 m) con 4.9 g por cladodio;
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por el contrario, en otofio-invierno se presenté la CAC mayor (18.6 %) en el Nivel 4 (2.0
m), y el Nivel 2 (1.0) presentd el mayor rendimiento con 6.4 g por cladodio. Se demostré
que la recoleccién de cochinilla en la fase de postoviposicion registro una CAC mayor en
ambas estaciones. La luz total recibida y la temperatura minima son los factores que
influyen en la calidad y rendimiento de D. coccus, aunque de manera diferencial sobre

ambas variables.

Palabras clave: rendimiento, nopaloteca, cria, cochinilla.

29



2.2 ABSTRACT

For the commercial breeding of cochineal (D. coccus) in captivity, the system called
“‘nopaloteca” has been promoted in several countries; However, the impact of
temperature, relative humidity and light that affects each level on its performance and
quality is unknown. Therefore, the objective of the study was to determine the
concentration of carminic acid (CAC, %) and fresh weight (PF, g) of D. coccus, in two
stages of development, raised in four altitude levels and in two contrasting seasons of
production (spring-summer and autumn-winter). The study was carried out in a glass
greenhouse and for the breeding of the insect a wooden “nopaloteca” was established,
with four levels of height (0.5 m, 1.0 m, 1.5 m and 2.0 m); In each level five lines were
placed, where the infested cladodes were suspended in an inverted manner. Females
were collected in two stages of development: pre and post-oviposition. A daily record of
temperature, relative humidity and light intensity was kept. This procedure was followed
for both seasons (spring-summer and autumn-winter). The cochineal PF per cladode and
the CAC were subjected to an analysis of variance, using the Tukey test (p < 0.05) to
determine the differences in averages and a correlation analysis was performed. The
results obtained revealed significant differences between levels and stages of
development in PF and CAC. Level two, established at 1.0 m high, reached the highest
CAC with 19.2% for spring-summer; although the highest yield in fresh weight was
obtained in Level 3 (1.5 m) with 4.9 g per cladode. Conversely, in autumn-winter the
highest CAC (18.6%) was obtained in Level 4 (2.0 m), and Level 2 (1.0) presented the
highest yield with 6.4 g per cladode. It was shown that the cochineal harvest in the post-
oviposition phase registered a higher CAC in both seasons. The total light received and
the minimum temperature are the factors that affect the quality and yield of D. coccus,

although differentially on both variables.

Keywords: yield, nopaloteca, breedeing, cochineal
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2.3 INTRODUCCION

La cochinilla Dactylopius coccus Costa (Hemiptera: Dactylopiidae) es un insecto
originario de regiones tropicales y subtropicales de América (Miller-Maatsch y Gras,
2016), particularmente, de México y Peru, y es parasito especifico de diversas especies
de Nopalea Salm-Dyck y Opuntia Mill (Chavez-Moreno et al., 2009). Su importancia
radica en ser fuente de un glucésido antraquinénico denominado Acido Carminico (AC),
generado como un mecanismo para su defensa (Eisner et al., 1980; Dettner, 2015); por
su estabilidad y poder colorante, actualmente, se emplea en cosméticos, pinturas,
biomedicina, alimentos y bebidas (Muller-Maatsch y Gras, 2016), entre otros usos. El uso
del AC y sus derivados, esté autorizado por la mayoria de los organismos reguladores
responsables de evaluar la inocuidad tales como: la Agencia de Drogas y Alimentos (FDA,
por sus siglas en inglés) de los EE. UU., como Natural Red 5, y la Union Europea, bajo
el codigo E120 (EFSA, 2015).

Actualmente, D. coccus, esté distribuida en 15 paises, ya sea introducida o naturalizada
(Chévez-Moreno et al., 2009); aunque su sistema de cultivo varia en cada pais y region
(Muller-Maatsch y Gras, 2016) se puede realizar, comiunmente, bajo dos modalidades: a
campo abierto y en condiciones semicontroladas (Aldama-Aguilera et al., 2005). Solo,
Espafia, Chile, Bolivia, Etiopia y Peru la cultivan a cielo abierto (Anculle et al., 2017), al
disponer de condiciones agroecoldgicas para su Optimo desarrollo. En México, la
ocurrencia de altas precipitaciones, temperaturas extremas, vientos y alta radiacion, asi
como la presencia de enemigos naturales, entre otros factores, impiden su cultivo a
campo abierto (Aldama-Aguilera et al.,, 2005). Derivado de lo anterior, se han
desarrollado e implementado alternativas para su cria masiva, las cuales incluyen, desde
estructuras rusticas, hasta invernaderos de vidrio o plastico (Méndez-Gallegos et al.,
2010).

Uno de los sistemas de produccion que se ha probado con éxito son las denominadas
“nopalotecas”, las cuales permiten reducir el impacto de los factores fisicos y biolégicos
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que limitan el desarrollo al insecto; éste sistema se esta probando en Argentina (Alonso
etal., 2013) y en Peru (Hernandez et al., 2017), y se encuentra protegido, desde el 2011,
por la Oficina Espafiola de Patentes y Marcas (OEPM, 2019) con Registro 2 351 752. A
pesar de la viabilidad del sistema, poca investigacion se ha realizado para verificar si la
CAC y el rendimiento es homogéneo durante el afio en los diferentes niveles de altura
que constituyen la “nopaloteca”, debido a que el impacto de la temperatura, humedad
relativa y la cantidad de luz es diferente en cada estacion; lo anterior, estd asociado a
que su distribucién espacial es diferente en cada nivel. Diversos estudios han demostrado
que existen factores que influyen en la CAC y el rendimiento de D. coccus, entre éstos
destacan: estacion de crianza del insecto (Aldama-Aguilera et al., 2005), la edad, estado
nutricional y especie o cultivar del nopal utilizado como hospedante (Méndez-Gallegos et
al., 2010); cantidad y calidad de luz (Tello y Vargas, 2015), asi como la temperatura,
humedad relativa, y densidad de poblacién en el cladodio (Rodriguez et al., 2005) y la
altura del nivel de la “nopaloteca” (Alonso et al., 2013), entre otros. Aunque el AC esta
presente en todas las fases de desarrollo (Brisefio-Garzon y Llanderal, 2008) existen
contradicciones, respecto al indice de cosecha que permita obtener una mayor CAC;
Muller-Maatsch y Gras (2016) recomiendan cosechar cuando las hembras son oviplenas
(previo a la oviposicion), mientras que Flores-Alatorre et al. (2014) afirman se debe

realizar después del periodo de oviposicién.

Considerando que a nivel internacional el precio de la cochinilla fluctia constantemente
y gue esta directamente relacionado a la CAC (Flores-Alatorre et al., 2014), resulta
importante incrementar su calidad, a fin de hacer més eficiente el sistema de cria. El
objetivo del estudio fue determinar la influencia de la estacion de crianza, la altura del
nivel en la “nopaloteca” y el indice de cosecha sobre la concentracion de acido carminico

y el rendimiento de D. coccus, con fines de optimizacion de su manejo en cautiverio.
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2.4 MATERIALES Y METODOS

2.4.1 Ubicacioén del sitio de estudio

La investigacion se realiz6 de mayo de 2018 a mayo de 2019 en las instalaciones del
Colegio de Postgraduados, Campus San Luis Potosi (22° 37" 55.66” N, 101° 42" 42.96”
O, y altitud de 2078 m) en un invernadero de cristal con orientacion norte-sur; para un
mejor manejo del microclima, se sombred con cal (hidroxido de calcio y agua 2:1 v.v), a
fin de reducir la radiacién solar sobre la “nopaloteca” durante el dia y conservar el calor

durante la noche.
2.4.2 Simiente y hospedante utilizado

Se utilizaron 300 g de hembras oviplenas, en cada estacion de crianza, como material
biolégico para la multiplicacion de la cohorte, proporcionado por la empresa GranaZac
S.P.R.R.L. (Villanueva Zacatecas, México). Como substrato alimenticio se emplearon 120
cladodios de Opuntia ficus-indica (L.) Mill. cv Villanueva, de entre 10 y 12 meses de edad.
Estos se cepillaron cuidadosamente, previo a la infestacion, para remover polvo y
residuos, asi como prevenir la incidencia de inmaduros de cochinilla silvestre (D.

opuntiae).
2.4.3 Técnica de propagacién artificial

Para la infestacion, los cladodios se distribuyeron horizontalmente en el piso y sobre éstos
se colocaron dos tamices (40 x 40 cm); en cada uno de éstos se dispusieron,
aproximadamente, 150 g de adultas gravidas (Figura 5A). A fin de obtener una densidad
de poblacion adecuada, una distribucion inicial homogénea de la progenie y disponer de
cohortes con la misma edad, los cladodios conteniendo las ninfas neonatas, se
sustituyeron cada dos dias por nuevos cladodios. Posteriormente, éstos se colgaron de

manera invertida (acropétala), en el nivel respectivo dentro de la “nopaloteca” (Figura
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5B). Los cladodios se mantuvieron colgados de la base, mediante un gancho de alambre

galvanizado calibrel12, para facilitar y asegurar la suspension.

Figura 5. A: Técnica de infestacion artificial de D. coccus empleada. B: Acomodo de los

cladodios infestados en la estructura de la “nopaloteca”.
2.4.4 Caracteristicas del sistema de cria

El sistema de crianza empleado fue el de “nopaloteca”. Esta es una estructura de madera
(9 m?) dividida en cuatro niveles de altura, con una separacién de 0.50 m; en cada uno
de éstos se colocaron cinco lineas horizontales, cada 0.20 m, de alambre galvanizado
calibre 12. En cada linea se suspendieron seis cladodios infestados, separados 0.05 m,
entre ellos. La estructura se ubicé en el centro del invernadero, a fin de asegurar que

recibiera las mismas condiciones.

2.4.5. Influencia de la estacion de crianza, altura del nivel y del indice de cosecha,

sobre la concentracion de acido carminico y el peso fresco de D. coccus

34



2.4.5.1. Factores en estudio

Para definir la influencia de la época de produccion en D. coccus, se evaluaron dos
estaciones de crianza contrastantes en cuanto a caracteristicas climaticas. El primer ciclo
correspondié a primavera-verano, con inici6 el 11 de mayo y conclusién el 19 de
septiembre del 2018 (la fase de preoviposicion terminé el 23 de julio, con una duracion
de 73 d; la fase de postoviposicion finalizé a los 132 d); el segundo ciclo otofio-invierno
se estableci6 el 21 de noviembre de 2018 y culminé el 8 de mayo de 2019 (la fase de
preoviposicion terminé el 12 de marzo, con una duracion de 112 d y la fase de
postoviposicion finalizd a los 169 d). Se probaron cuatro niveles de altura de la
“nopaloteca”, comunmente empleados en los sistemas productivos en México (N1=0.5
m, N2=1.0 m, N3=1.5 m y N4= 2.0 m).

Para determinar si la incidencia de las variables climaticas de temperatura, humedad
relativa y cantidad de luz influyen en la CAC y rendimiento de D. coccus, se colocé en la
parte central de cada nivel de la “nopaloteca” un sensor HOBO Pro v2 temp/RH onset,
USA® (Figura 6), mediante el cual se llevé un registro de temperatura (°C) maxima,
promedio y minima (TMAX, TPROM, TMIN) y de la humedad relativa (%) maxima,
promedio y minima (HRMAX, HRPROM, HRMIN). Las lecturas se tomaron cada hora

durante todo el ciclo biolégico de D. coccus, en ambas estaciones de crianza.
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Figura 6. Ubicacion del sensor de temperatura y humedad relativa empleado.

La iluminacidn (lux) se cuantificé con un fotdmetro EXTECH Instruments (Nashua, EEUU)
® a las 9:00 h, 15:00 h y 18:00 h (primavera-verano) y a las 8:00 h, 14:00 h y 17:00 h
(otofio-invierno) un dia por semana; la cantidad de luz se acumul6 durante todo el ciclo
de desarrollo en ambas estaciones de cria y se registré6 como iluminacion total recibida
en cada nivel (ILTOTAL). Para ello, se tomaron lecturas de referencia en un punto
despejado en el exterior del invernadero y en cada uno de los niveles de cria de la
“nopaloteca”, teniendo especial cuidado, de realizarse siempre en el mismo punto
(Cuadro 3). Asimismo, la luz del exterior se consideré como la iluminacion total de cada
dia y con ella se obtuvo la proporcion (%) de la iluminacién (%IL) que incidi6 en cada
nivel (Cuadro 3). Para definir el indice de cosecha con mayor CAC y rendimiento de D.
coccus, se seleccionaron dos fases de desarrollo: preoviposicion y postoviposicion. En la
primera fase se tomaron tres cladodios provenientes de cada linea de los cuatro niveles
(60 cladodios en total); éstos se cosecharon manualmente, con un pincel suave, a los 73
d después de la infestacién, para el ciclo de primavera-verano, y para la estacién de
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otofio-invierno, la colecta de las hembras gravidas u oviplenas, se realiz6 a los 112 d

luego de la infestacion.

Cuadro 3. Valores promedio de temperatura (°C) maxima (TMX), promedio (TPROM),
minima (TMIN), humedad relativa (%) maxima (HRMAX), promedio (HRPROM) y
minima (HRMIN), iluminacion (lux) total (ILTOTAL) y proporcién de iluminacion

(%IL) registrados en dos estaciones de crianza, dos fases de desarrollo y en cuatro

niveles de altura de una “nopaloteca”.

Estacion Fase de Nivel y TMAX TPROM TMIN HRMAX HRPROM HRMIN ILTOTAL
de crianza desarrollo altura (°C) (°C) (°C) (%) (%) (%) (lux),
(m) (%IL)
Primavera-  Preoviposicion 1(0.5) 36.73 26.58 18.71 66.5 43.5 20.28 82120
Verano (8.01%)
2(1.0) 3494 25.73 18.36 66.02 44.38 22.63 36300
(3.56 %)
3(1.5) 36.15 26.43 18.51 65.63 42.79 20.73 87960
(8.58 %)
4(2.0) 36.89 26.3 17.63 70.56 44.48 20.14 211520
(20.64%)
Postoviposicion 1(0.5) 37.9 26.82 18.97 66.56 44.33 20.31 293960
(16.74%)
2(1.0) 37.01 26.37 18.68 66.04 44.7 21.85 203460
(11.59%)
3(1.5) 37.86 26.78 18.59 66.44 43.67 20.13 308970
(17.6 %)
4(2.0) 38.98 26.84 17.97 70.09 44.83 19.22 524980
(29.9 %)
Otofio- Preoviposicion 1(0.5) 2433 16.63 10.07 60.48 42.85 24.85 151990
Invierno (9.45 %)
2(1.0) 25.66 17.07 9.89 61.86 42.27 2291 137820
(8.57 %)
3(1.5) 26.24 17.03 9.3 63.32 42.58 22.15 130640
(8.12 %)
4(2.0) 26.77 17.32 9.31 63.88 42.4 21.85 159010
(9.89 %)
Postoviposicion 1(0.5) 2719 186 11.24 56.98 38.56 21.13 233890
(8.85 %)
2(1.0) 28.49 19.07 11.11 58.25 37.97 19.32 270320
(10.23%)
3(1.5) 29.06 18.88 10.45 59.67 38.32 18.65 272340
(10.31%)
4(2.0) 29.79 19.25 10.43 60.61 38.2 18.29 262010
(9.92 %)
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Para la segunda fase evaluada (postoviposicion) se recolectaron las hembras contenidas
en los tres cladodios restantes, correspondientes a cada nivel y linea (60 cladodios). El
indice de cosecha considerado fue la finalizacion del periodo reproductivo (132 d después
de la infestacion, en el ciclo primavera-verano y 169 d después de la infestacion, en el
ciclo otofio-invierno). En ambas estaciones evaluadas, se consider6 como unidad
experimental un cladodio por lo que se tuvieron 15 repeticiones para cada nivel en cada

fase de desarrollo por estacion.

2.4.5.2. Determinacién de la concentraciéon de acido carminico y peso fresco

de D. coccus

Para cada estacion evaluada, los insectos secos de los cladodios pertenecientes al
mismo nivel y misma fase de desarrollo se conjuntaron en una muestra compuesta. Con
base en los resultados previos obtenidos, la CAC se determind por el método propuesto
por Brisefio-Garzén y Llanderal (2008), siguiendo el procedimiento que se detalla a
continuacion: en un vaso de precipitado se colocaron 100 mg de cochinilla molida, se
agregaron 30 mL de acido clorhidrico (HCI 2N) y se mezclaron; luego se sometio a
ebulliciéon por 15 min, se aforé a 1000 mL con agua destilada y filtr6 toda la muestra para
desechar los primeros 200 mL, los 800 mL restantes se utilizaron para determinar la
absorbancia a 494 nm en un espectrofotometro GENESYS 10S VIS Thermo Scientific®.
Para cada muestra de D. coccus, la cuantificacion se realizé por triplicado y se tomaron
10 lecturas de cada una. Aunque la metodologia original no lo contempla, para brindar
mayor certidumbre, la CAC se calculé al sustituir los valores de absorbancia en la
ecuacion de una curva de calibracion realizada con acido carminico al 90 % de pureza
(SIGMA®). Otra modificacién realizada al procedimiento fue un incremento al tiempo de
ebullicién de 10 a 15 min, debido a que se comprobd, previamente, que se maximiza con
la CAC. También, se emplearon cantidades de muestra mas altas (en proporcién de todos
los reactivos) al comprobarse que estas cantidades no afectan las lecturas finales y

facilitan el proceso.
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Para la determinacion del rendimiento de D. coccus, las hembras provenientes de cada
cladodio se colectaron en un tamiz y se registré su peso fresco (PF, g) en una balanza
analitica Explorer Pro (NJ, USA®) d=1/0.1 mg. Posteriormente, se colocaron en
recipientes de vidrio de 14 x 3.5 cm, previamente identificados y se introdujeron en un
congelador Maytag® a -10 °C, por 3 d, para su sacrificio. Finalmente, los insectos se
sometieron a un proceso de secado natural, dentro del invernadero, durante 10 d (27.9
°C, de temperatura promedio, en la estacion de primavera-verano y 21.1 °C, de
temperatura promedio, en el ciclo de otofio-invierno), removiendo los contenedores dos
veces por dia para evitar su aglomeracion. Vale la pena resaltar que este proceso también
se siguid para las hembras colectadas en fase de postcosecha en el ciclo de otofio-
invierno, dado que algunas hembras aun permanecian reproduciéndose, al no existir un
factor letal de contencién. Finalmente, la muestra se pulverizé en un molino Wiley Mini
Mill® (3383-L10 115 V, 60 Hz, Thomas Scientific Swedesboro, NJ 08085-0099-U.S.A)),
reduciéndolo a particulas de tamiz malla 40, para su analisis posterior.

2.4.6 Analisis estadistico

Se realiz6 un andlisis de varianza para determinar la diferencia de los factores principales
en estudio (Estaciones de crianza, fases de desarrollo y altura de los niveles) empleando
como covariables, la temperatura, humedad relativa (HR) y luz, sobre la CAC (%) y el
peso fresco (g), utilizando un disefio completamente al azar, con 15 repeticiones y se
consider6é como unidad experimental un cladodio. Para determinar diferencia estadistica
entre medias, se empled la prueba de Tukey (p < 0.05). También, se realizd un analisis
de correlacién simple (coeficiente de correlaciéon r de Pearson) entre tratamientos,
variables de respuesta y covariables. El analisis estadistico se realizé con el sistema R
Version 3.5.1 (R Core Team, 2018).
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2.5 RESULTADOS

2.5.1 Concentracion de acido carminico en dos estaciones de crianzade D. coccus

La concentracion de acido carminico (CAC) en D. coccus, criada bajo el sistema de
‘nopaloteca” en condiciones semicontroladas, es influenciada significativamente (p
<0.0001) por la estacion del afio en la que se crie, fase de desarrollo en que es
recolectada, altura del nivel dentro de la “nopaloteca”, temperatura promedio, humedad
relativa maxima, humedad relativa promedio y por la iluminacion; asi como por la
interaccidn estacion*fase y estacion*nivel. De las dos estaciones comparadas, en el ciclo
otofio-invierno registré la CAC mas alta con 18.0 % en promedio, mientras que en el ciclo
primavera-verano se registro0 17.5 %; ambas estaciones resultaron diferentes
estadisticamente (p < 0.0001). En ambos ciclos de crianza, la recolecta de hembras en
postoviposicion produjo una CAC mas alta con un promedio de 19.6 %, resultando
estadisticamente diferente (p < 0.05) al valor promedio obtenido en la fase de

preoviposicion (15.9 %) (Figura 7).

o@0

Concentracién de acido carminico (%)
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—
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Postoviposicion Preoviposicién

Fase de desarrollo

Figura 7 . Concentracion de acido carminico en dos fases de desarrollo de D. coccus

criada en “nopaloteca”.
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En el analisis de la CAC por niveles también resultaron diferencias en ambos ciclos de
crianza, el nivel ubicado a 1 m de altura (Nivel 2) produjo la CAC mas alta; este valor
promedio resulté estadisticamente diferente (p < 0.05) a los obtenidos en los tres niveles

restantes (Cuadro 4).

Cuadro 4. Concentracion de acido carminico (%) de D. coccus criada en cuatro niveles

de altura en “nopaloteca”, en dos estaciones de crianza.

Niveles y altura (m) Concentracion de acido carminico (%)
1 (0.5) 17.30 c
2 (1.0) 18.61 a
3(1.5) 17.66 b
4 (2.0) 17.70 b

ab: Valores con diferente letra son estadisticamente diferentes (p <0.05)

En la Figura 8 se aprecia la concentracion de acido carminico en los cuatro niveles de
crianza de las dos fases de desarrollo durante el ciclo primavera-verano. La CAC mas
alta en la estacibn de crianza de primavera-verano, se presentd en la fase de
postoviposicion con 18.8 %; mientras que cuando las hembras se recolectaron en
preoviposicion obtuvieron un valor promedio de 16.2 % mostrando diferencia estadistica
(p =0.05). Con respecto a la CAC en los niveles de altura evaluados durante todo el ciclo
de primavera-verano, la CAC mayor (19.3 %) se registrd en el Nivel 2 [1.0 m de altura,
26.4 °C, 44.7 % de humedad relativa y 11.6 % de la iluminacion total (203, 460 lux)] el
cual resultd superior estadisticamente (p <0.05) a los valores promedio obtenidos en los
otros tres niveles; en contraste la CAC mas baja (16.7 %) se produjo en el Nivel 4 [2.0 m,
26.9 °C, 44.8 % HR y 29.9 % de la iluminacion total (524, 980 lux)] (Cuadro 5).
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Figura 8 . Concentracion de acido carminico obtenida en cuatro niveles y dos fases de

desarrollo de D. coccus criada en “nopaloteca”, en el ciclo de primavera-verano.

Durante el ciclo de cultivo otofio-invierno, la colecta realizada en fase de postoviposicion,
obtuvo valores estadisticamente (p < 0.05) mas altos de CAC con 20.4 %, mientras que
la fase de preoviposicion sélo alcanzé 15.7 %. Consistentemente, en cada nivel de altura
y en las dos fases, las CAC resultaron superiores durante la fase de postoviposicion
(Figura 9).

Cuadro 5. Concentracion de acido carminico (%) en D. coccus criada en cuatro niveles

de “nopaloteca”, durante el ciclo primavera-verano.

Niveles y altura (m) Concentracién de Acido Carminico (%)
1(0.5m) 16.9 b
2(1.0m) 19.3a
3(1.5m) 17.2 b
4 (2.0 m) 16.7b

ab: Valores con diferente letra son estadisticamente diferentes (p < 0.05).
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Figura 9. Concentracion de &cido carminico en dos fases de desarrollo de D. coccus

criada en cuatro niveles de “nopaloteca”, en la estacién otofio-invierno.

Durante la cria realizada en el ciclo otofio-invierno se registr6 una tendencia a
incrementar la CAC conforme se eleva el nivel de altura al piso; en contraste con el ciclo
de primavera-verano, en otofio-invierno la CAC mas alta (18.6 %) se obtuvo en aquella
cochinilla proveniente del Nivel 4 [2.0 m de altura, 19.2 °C, 38.2 % de humedad relativa,
9.9 % (262, 010 lux) de la iluminacion total)]. El Nivel 1 registré la CAC mas baja (17.6
%) [0.5 m de altura, 18.6 °C, 38.6 % de humedad relativa, 8.8 % (233, 890 lux) de la
iluminacion total], ambos niveles resultaron diferentes estadisticamente y éstos también

mostraron diferencia con respecto a los Niveles 2y 3 (p < 0.05) (Cuadro 6).

43



Cuadro 6. Concentracion de acido carminico (%) de D. coccus criada en cuatro niveles

de altura en “nopaloteca”, durante el ciclo de cultivo otofio-invierno.

Niveles y altura (m) Concentracién de Acido Carminico (%)
1 (0.5 m) 17.6c
2(1.0m) 179b
3(1.5m) 18.1 b
4 (2.0 m) 18.6 a

ab: Valores con diferente letra son estadisticamente diferentes (p < 0.05).

2.5.2 Peso fresco (PF) en dos estaciones de crianza de D. coccus

El peso fresco (PF) de D. coccus criada en el sistema de “nopaloteca” es influenciado
estadisticamente (p < 0.0001) por la estacion de crianza, niveles de altura, temperatura
maxima, temperatura promedio y humedad relativa minima. Asi como, por la interaccion
de la estacion*fase y estacién*nivel. Los valores promedio estadisticamente (p < 0.05)
mas altos de PF por cladodio (6.1 g) se obtuvieron, en general, durante el ciclo de otofio-
invierno en los cuatro niveles de crianza de la “nopaloteca”, mientras que la cochinilla
criada en primavera-verano produjo casi 2 g menos por cladodio (Figura 10). Con
respecto a las fases de desarrollo, las hembras colectadas en la etapa de preoviposicion
registraron valores promedio de PF mas altos con 5. 4 g por cladodio, aunque no hubo
diferencia estadistica a los valores promedio registrados en las hembras colectadas en

postoviposicion.
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Figura 10 . Peso fresco (g) de D. coccus criada en “nopaloteca” en cuatro niveles de

altura en dos estaciones de crianza.

En relacién a los valores promedio de PF por cladodio obtenidos en cada uno de los
niveles de altura de la “nopaloteca”, se registraron diferencias de sélo 0.58 g entre el Nivel
2 y el Nivel 3, 4.94 y 5.52 g, respetivamente (Cuadro 7). Los valores promedio de PF
producidos por cladodio en el nivel inferior y superior, resultaron estadisticamente iguales
(p =£0.05).

Cuadro 7. Valores promedio de peso fresco (g) de D. coccus criada en cuatro niveles de

altura en “nopaloteca”, en dos estaciones de crianza.

Niveles y altura (m) Peso Fresco (g)
1 (0.5) 5.3 ab
2(1.0) 49b
3(1.5) 55a
4 (2.0 5.3 ab

ab: Valores con diferente letra son estadisticamente diferentes (p < 0.05).
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Durante la crianza de cochinilla desarrollada en el ciclo primavera-verano los valores mas
altos de PF se registraron en la fase de preoviposicion con 4.9 g por cladodio, esta fase
resulté estadisticamente diferente (p < 0.05) a aquellas cosechadas en postoviposicion,
gue obtuvieron solamente 3.9 g por cladodio, lo que implica la pérdida de 1 g de peso
corporal como resultado de la reproduccion. Las cantidades de PF de preoviposicion y
postoviposicion se representan en la Figura 11. Con respecto a los valores de PF en
cada uno de los niveles de altura probados de forma general durante todo el ciclo de
primavera-verano, el Nivel 2 [(1.0 m de altura, 26.4 °C, 44.7 % de humedad relativa y
11.6 % (203, 460 lux) de la iluminacion total)] registro el valor mas bajo de PF con 3.4 g
por cladodio. Todos los niveles restantes presentaron valores superiores a 4 g por
cladodio, estos promedios resultaron estadisticamente diferentes al obtenido en el Nivel
2. El valor de PF méas alto se produjo en el Nivel 3 (1.5 m de altura, 26.8 °C, 43.7 % de
humedad relativa 'y 17.6 % (308, 970 lux) de la iluminacion total) con 4.9 g por cladodio
(Cuadro 8).

Cuadro 8. Valores promedio de peso fresco (g) de D. coccus criada en cuatro niveles de

altura en “nopaloteca”, durante la estacion de crianza primavera-verano.

Niveles y altura (m) Peso Fresco ()
1(0.5m) 4.8 a
2 (1.0m) 3.4b
3(1.5m) 49 a
4 (2.0 m) 4.4 a

ab: Valores con diferente letra son estadisticamente diferentes (p <0.05)

En el ciclo de cria realizado en otofio-invierno las hembras colectadas en la fase de
postoviposicion registraron los valores de PF mas altos con un promedio de 6.4 g,
resultando estadisticamente diferente (p <0.05) al valor promedio de aquellas

cosechadas en la fase de preoviposicion, ya que produjeron un promedio de 5.9 g de PF.
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Figura 11. Peso fresco (g) en dos fases de desarrollo de D. coccus criada durante el ciclo

de cultivo primavera-verano.

El PF mas alto durante el ciclo de cultivo otofio-invierno se registré en el Nivel 2 [(1.0 m
de altura, 19.0 °C, 37.9 % de humedad relativa y 10.2 % (270, 320 lux) de la iluminacion
total)] en contraste, los valores de PF mas bajos (Cuadro 9) se produjeron en el Nivel 1
[0.5 m de altura, 18.6 °C, 38.6 % de humedad relativa, 8.8 % (233, 890 lux) de la
iluminacién total]; sin embargo, no se registré diferencia estadistica (p < 0.05). En la
Figura 12 se muestran los valores de PF por nivel de preoviposicion y postoviposicion

durante todo el ciclo de crianza de otofo-invierno.

Cuadro 9 . Valores promedio de peso fresco (g) en D. coccus criada en cuatro niveles

altura en “nopaloteca”, durante el ciclo otofo-invierno.

Niveles y altura (m) Peso Fresco (g)
1 (0.5) 5.9a
2 (1.0) 6.4 a
3 (1.5) 6.1a
4 (2.0) 6.2a

ab: Valores con diferente letra son estadisticamente diferentes (p < 0.05).
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Figura 12. Peso fresco (g) en dos fases de desarrollo de D. coccus durante el ciclo de

otono-invierno.

2.6.3 Andlisis de correlaciéon (primavera-verano y otofio-invierno)

Para la estacion de primavera-verano el andlisis de correlacion realizado (coeficiente de
correlacion Pearson r) mostro significancia solo para PF y CAC, que indica que a menor
PF del insecto la CAC sera mayor; asimismo, vale destacar algunas tendencias
interesantes. Existe correlacion positiva entre iluminacion total (ILTOTAL), temperatura
minima promedio (TMIN), humedad relativa promedio (HRPROM) y la CAC (AC), que
indican que al incrementarse alguna de ellas la CAC también aumenta
proporcionalmente. Una tendencia semejante se registro respecto a temperatura maxima
(TMAX) e iluminacion (ILTOTAL) y el PF de D. coccus. Es importante destacar que D.
coccus presenta limites, dentro de los cuales se desarrolla de manera 6ptima (Figura
13).
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Figura 13. Correlacion entre peso fresco (PF) y concentracion de acido carminico (AC)

de D. coccus en la estacion de primavera-verano y humedad relativa minima
(HRM), humedad relativa promedio (HRPROM), humedad relativa méaxima
(HRMAX), temperatura minima (TMIN), temperatura promedio (TPROM),
temperatura maxima (TMAX) e iluminacion total (ILTOTAL).

En la estacion de otofio-invierno el andlisis de correlacién registrd significancia para PF
y CAC, que sugiere que a mayor PF del insecto la CAC es mayor, y ésta se mantiene
hasta cierto punto y después declina. También se destaca que existe correlacioén positiva
entre iluminacion total (ILTOTAL), temperatura maxima (TMAX), temperatura promedio
(TPROM) con CAC (AC), que indican que al incrementarse alguna de ellas la CAC
aumenta proporcionalmente. Asimismo, se puede resaltar que la temperatura minima
(TMIN) influye positivamente en la CAC hasta cierto punto para luego disminuir. Con
respecto al PF, éste se correlaciond positivamente con temperatura promedio (TPROM),
temperatura minima (TMIN) y con la iluminacion total (ILTOTAL); no obstante, esta
tendencia se mantiene de forma proporcional hasta cierto limite, para posteriormente

decrecer (Figura 14).
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Figura 14. Correlacion entre peso fresco (PF) y concentraciéon de acido carminico (AC)
de D. coccus en la estacion de otofio-invierno y humedad relativa minima (HRMIN),
humedad relativa promedio (HRPROM), humedad relativa maxima (HRMAX),
temperatura minima (TMIN), temperatura promedio (TPROM), temperatura
méxima (TMAX) e iluminacion total (ILTOTAL).

2.7 DISCUSION

Dactylopius coccus es un insecto de importancia social y econdmica, debido a la
presencia del acido carminico contenido en su hemolinfa, el cual es empleado en diversas
industrias (EFSA, 2015); sin embargo, existen factores que influyen en la concentracion
de acido carminico (CAC). En la presente investigacion realizada en condiciones
semicontroladas en una “nopaloteca”, los valores promedio de CAC resultaron superiores
en la cochinilla cultivada en el ciclo otofio-invierno (18.0%). En condiciones similares en
Chile, Rodriguez et al. (2005) registraron valores promedio de entre 19.1 % en otofio y
16.9 % en primavera; aunque la diferencia entre los resultados podria estar asociado a
gue en la presente investigacion cada ciclo de crianza comprendi6 parte de dos

estaciones a la vez, mientras que, en la investigacion de Rodriguez et al. (2005) las
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crianzas se realizaron durante una estacion. Por su parte, Aldama-Aguilera et al. (2005)
obtuvieron 22.9 % en microtunel con plastico transparente, durante el periodo de

diciembre-abril, aunque en el periodo de agosto-diciembre éste disminuyd a 19.4 %.

Durante el ciclo de primavera-verano el Nivel 2 (1.0 m de altura) se obtuvieron los valores
mas altos de AC en ambas fases de desarrollo, con 184 y 20 % para pre y
postoviposicion, respectivamente y en promedio se logré obtener 19.2 %. Considerando
gue en ambas etapas la temperatura media fue de entre 25 y 26 °C coincide con las
observaciones de De Lotto (1974) que afirma que la mejor temperatura para el ciclo de
vida de D. coccus es de 25 °C. En esta misma estacion no se registrd una tendencia
definida, respecto a la ubicacién de la altura de los niveles, dado que hubo alta oscilacion
entre los niveles. Dicha tendencia registrada no concuerda con los resultados obtenidos
por Alonso et al. (2013) al evaluar tres niveles de altura en el mismo sistema, ya que ellos
detectaron un incremento de la CAC conforme se incrementa la altura del nivel (16.6 %
a0.50ma 17.5% a 1.5 m). Los valores de CAC resultaron similares a los registrados en
otros sistemas de produccion probados. Por ejemplo, Méndez-Gallegos et al. (2010)
determinaron que la CAC oscil6 entre 15 y 19 %, en condiciones de invernadero.
Contrariamente, para la estacion de otofio-invierno la CAC mas alta en promedio (18. 6
%) se registré en el Nivel 4 (2.0 m). Aunque, en este caso particular durante la fase de
preoviposicion la CAC mas alta se obtuvo en el Nivel 2 (1 m), mientras que en la fase de

postoviposicion se presento en el Nivel 3 (1.5 m).

En ambos ciclos de crianza los valores méas altos en CAC se produjeron en la fase de
postoviposicion, con 18.8 % en primavera-verano y 20.4 % en otofio-invierno. Sobre este
aspecto, Rodriguez et al. (2005) encontraron que aquellas hembras recolectadas en
preoviposicion, presentaron una CAC promedio de 18.0 %; pero, Flores-Alatorre et al.
(2014) determinaron que las hembras recolectadas en fase postreproductiva contenian
mayor CAC; observando, ademas, que las hembras adultas estériles mas pequefas
obtuvieron mayores valores de CAC (26.27 %). Resultados similares obtuvieron, Aldama-

Aguilera et al. (2005) quienes determinaron que la cochinilla recolectada 15 d después
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de iniciada la reproduccion, presentaron CAC, y cuyos valores oscilaron entre 19.4y 22.9
%. Asimismo, en hembras recolectadas, cuando el 50 % inici6 la oviposicion, se

registraron valores de CAC de hasta 23.6 % (Tello y Vargas, 2015).

La cochinilla de fase postreproductiva cultivada en el ciclo otofio-invierno fueron las que
produjeron en promedio mayor CAC (20.4 %); éstas podrian ser consideradas como un
producto de primera calidad de acuerdo a ITINTEC (1986). Bajo este mismo criterio, en
la estacion primavera-verano la cochinilla producida en el Nivel 2 correspondiente a la
fase de postoviposicion (20 %) podria también ser considerada como de primera calidad;
aunque de acuerdo con Molero y Herrera (2013) la calidad de la cochinilla de este nivel
podria ser considerada de mediana calidad (20 a 20.75 %), al igual que la cochinilla de

postoviposicion, obtenida en el ciclo otofio-invierno.

No obstante, aunque las hembras recolectadas en fase de postoviposicion del ciclo
otofio-invierno podrian ser consideradas de mediana o alta calidad, su ciclo de vida se
prolongd, hasta los 169 d después de la infestacion, e incluso algunas de ellas
continuaban aun reproduciéndose, al momento de la recolecta. Lo anterior concuerda
con lo descrito por Herndndez et al. (2017) y Méndez (2001), quienes explican que a

temperaturas bajas el ciclo de vida de D. coccus se prolonga.

Cada uno de los niveles dentro de la “nopaloteca” brinda condiciones particulares de
temperatura, luz (iluminacién) y humedad relativa, las cuales influyen en el desarrollo,
rendimiento y calidad D. coccus. Con relacion a esto, Campos-Figueroa y Llanderal-
Cézares (2003) no observaron diferencias, respecto a peso fresco, entre los tres niveles
que probaron; aunque obtuvieron rendimientos mas altos de PF (7.8 g por cladodio). De
igual manera, Aldama-Aguilera y Llanderal-Cazares (2003) registraron promedios de 8.6
g por cladodio; sin embargo, los valores obtenidos en este estudio resultaron mayores a
los registrados por Tovar et al. (2005) de 2.5 g. De acuerdo con Rodriguez et al. (2005)
la densidad de cochinilla en el cladodio aumento la CAC, sugiriendo que al incrementarse
el grado de infestacion ocurren respuestas denso dependientes, que se traducen en
insectos con menor tamafo corporal y menor potencial reproductivo, resultado de la

competencia interior; aunque el menor tamafo corporal estuvo asociado a una mayor
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CAC. Una tendencia similar registraron, Méndez-Gallegos et al. (2010) al determinar que
la cohorte con los valores de crecimiento poblacional mas altos, produjo la CAC mas baja;
también Coronado-Flores et al. (2015) determinaron una correlacion positiva significativa
entre el contenido de nitrogeno en el cladodio y el nimero de hembras. De acuerdo con
lo anterior, las diferencias en el PF de D. coccus podrian ser atribuidas a la influencia de
los factores abidticos en los niveles evaluados en la “nopaloteca”, principalmente la

temperatura y la luz.

Los valores de PF (4.9 g por cladodio) obtenidos durante el ciclo de primavera-verano de
las hembras gravidas (fase preoviposicién) resultaron superiores a los de la fase
postreproductiva (3.9 g por cladodio); esta tendencia podria estar relacionada a que las
cochinillas gravidas registraron un mayor volumen corporal por no haber ovipositado. Lo
anterior, implica que se puede aprovechar el proceso de reproduccion para obtener
progenie para una generacién sucesiva de D. coccus y generar una CAC mayor.
Contrariamente a lo esperado, en el ciclo otofio-invierno el PF de cochinilla por cladodio
en la fase de postoviposicion, resultd superior al de aquellas hembras de la fase
preoviposicion, esto puede estar relacionado a qué las hembras en postoviposicion no
murieron, al contrario, prolongaron su ciclo e incrementaron su volumen. Los valores
promedio obtenidos en este estudio en el ciclo primavera-verano, resultaron similares a
los registrados en otras investigaciones; por ejemplo, Diodato et al. (2009) obtuvieron
entre 2.8 a 4.7 g de cochinilla fresca oviplena por cladodio en la época estival (verano),
aunqgue para otofo-invierno se presentaron valores entre 3.1 y 3.5 g de cochinilla fresca
por cladodio, lo cual no coincide con lo obtenido en el ciclo de otofio- invierno del presente

estudio.

2.8 CONCLUSIONES

La estacion de crianza, la ubicacion de altura del nivel en la “nopaloteca” y la etapa en
gue se recolecta, influyen en la calidad y el rendimiento de D. coccus. El ciclo de cultivo
realizado en otofio-invierno resultd mas favorable para obtener una CAC mayor, al igual

gue para peso fresco. El Nivel 2 (1 m) genera la CAC promedio mas alta durante la
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estacion de primavera-verano; sin embargo, en el ciclo otofio-invierno la CAC se registré
en el Nivel 4 (2 m); respecto a peso fresco hubo diferencias no significativas entre los
niveles. Las hembras recolectadas en postoviposicion presentaron la CAC mas alta. En
cuanto a peso fresco no se observo el mismo comportamiento, dado qué las hembras
recolectadas en esa fase, durante el ciclo primavera-verano, obtuvieron un peso fresco

mas bajo.

54



2.9 LITERATURA CITADA

Aldama-Aguilera, C., C. Llanderal-Cazares., M. Soto-Hernandez., y L. E. Castillo-
Marquez. 2005. Produccion de grana-cochinilla (Dactylopius coccus costa) en
plantas de nopal a la intemperie y en microtineles. Agrociencia, 39(2): 161-171.

Alonso, M., G. Palacios., S. P. Ortin., A. Talamo., R. Rojas., L. B. Lozano., M. E.
Toncovich., and E. E. A. Cerrillos. 2013. Evaluation of carminic acid obtained from
cochineal (Dactylopius coccus Costa) produced under protected conditions. Acta
Hortic. 995: 401-404.

Anculle, A. A., C. V. Castro., y O. A. Julca. 2017. Caracterizacién de fincas productoras
de tuna (Opuntia ficus-indica) para la produccién de cochinilla del carmin
(Dactylopius coccus) en La Joya (Arequipa, Peru). Aporte Santiaguino 10(2): 245-
258.

Brisefio-Garzén, A. y C. Llanderal. 2008. Contenido de acido carminico en hembras de
grana cochinilla de diferentes edades. In: Llanderal C., D. H. Zetina, A. L. Vigueras
y L. Portillo (eds). Grana Cochinilla y Colorantes Naturales. Colegio de
Postgraduados. Texcoco, Edo. de México. México. 121 p. pp:16-20

Campos-Figueroa, M. C., y C. Llanderal-Cazares. 2003. Produccion de grana cochinilla
Dactylopius coccus (Homoptera: Dactylopidae) en invernadero. Agrociencia 37(2):
149-155.

Chévez-Moreno, C. K., A. Tecante., and A. Casas. 2009. The Opuntia (Cactaceae) and
Dactylopius (Hemiptera: Dactylopiidae) in Mexico: a historical perspective of use,
interaction and distribution. Biodiversity and Conservation 18: 3337-3355.

Coronado-Flores, V., M. A. Tornero-Campante., R. Nufiez-Tovar., J. L. Jaramillo-
Villanueva., and S. de J. Méndez-Gallegos. 2015. Productividad de cochinilla
Dactylopius coccus (Hemiptera: Dactylopiidae) en cladodios de Opuntia ficus-
indica (Cactacea) con diferentes tratamientos de fertilizacién. Acta Zoologica
Mexicana. 31(2): 183-189.

De Lotto, D. 1974. On the status and identity of the cochineal insects (Homoptera:
Coccoidea: Dactylopiidae). Journal of the Entomological Society of Southern
Africa. 37 (1): 167-193.

Dettner, K. 2015. Toxins, Defensive Compounds and Drugs from Insects. In: Hoffmann,
K. (ed). Insect Molecular Biology and Ecology. Boca Raton: CRC Press. pp: 40-93

Diodato, L., A. Fuster. and M. J. de Galindez. 2009. Infestaciones inducidas de grana-
cochinilla Dactylopius coccus Costa (Homoptera, Dactylopiidae), en la provincia de
Santiago del Estero, Argentina. Quebracho - Revista de Ciencias Forestales,
17(1,2):52-57.

55



EFSA, Panel on Food Additives and Nutrient Sources added to Food. 2015. Scientific
opinion on the re-evaluation of cochineal, carminic acid, carmines (E 120) as a food
additive. EFSA Journal. 13(11): 1-65.

Eisner, T. S., S. Nowicki, M. Goetz, and J. J. Meinwald. 1980. Red cochineal dye (carminic
acid): its role in nature. Science 208: 1039-1042.

Flores-Alatorre, H. L., V. Abrego-Reyes., J. A. Reyes-Esparza., E. Angeles., and F. Alba-
Hurtado. 2014. Variation in the concentration of carminic acid produced by
Dactylopius coccus (Hemiptera: Dactylopidae) at various maturation stages.
Journal of Economic Entomology 107(4): 1700-1705.

Hernandez, A. A.D., L. L. A. Matos., C. J. A. Rojas., V. A. P. Santa Cruz., L. A. A. Cortez.,
y D. L. A. Huayna. 2017. Utilizacién de la técnica nopaloteca para la crianza de
Dactylopius coccus Costa bajo condiciones controladas. Revista Infinitum. 7(2):1-
8.

Instituto de Investigacién Tecnoldgica Industrial y de Normas Técnicas (ITINTEC). 1984.
Estudio técnico carmin de cochinilla. Lima, Pera. 77 p.

Méndez, S. 2001. Cultivo y manejo de la grana cochinilla. In: Llanderal C., C. y R. Nieto
H. (eds). Cria de la grana cochinilla del nopal para la produccién de su pigmento.
Colegio de Postgraduados. Texcoco, Edo. de México. pp: 69-77.

Méndez-Gallegos, S. de J., L. A. Tarango-Arambula., A. Carnero., R. Tiberi., y O. Diaz-
Gomez. 2010. Crecimiento poblacional de la cochinilla Dactylopius coccus Costa
criada en cinco cultivares de nopal Opuntia ficus-indica Mill. Agrociencia 44(2):
225-234.

Molero, S. y A. Herrera. 2013. Tres calidades de cochinilla: Dactylopius coccus Costa en
el Pert (2008-2011). In: Nazareno, M. M. A., Ochoa, M. J. y J. C. Dubeaux Jr.
(eds). CACTUSNET NEWSLETTER. Actas de la Segunda Reunién para el
Aprovechamiento Integral de la Tuna y otras Cactaceas y | Reunién Sudamericana
CACTUSNET FAO-ICARDA. 13(1):127-136.

Miller-Maatsch, J., and C. Gras. 2016. The “carmine problem” and potential alternatives.
In: Carle, R. and R. Schweiggert (eds). Handbook on Natural Pigments in Food
and Beverages, Industrial Applications for Improving Food Color. 15t edition.
Woodhead Publishing. pp: 385-428.

Oficina Espafola de Patentes de Patentes y Marcas (OEPM). 2019. Proceso industrial

de produccion de cochinilla del carmin. (s.f).
https://patentados.com/2011/proceso-industrial-de-produccion.(Consulta: abril
2019).

56



R Core Team. 2018. R: A language and environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. URL https://www.R-
project.org/.

Rodriguez, L. C., E. Faundez., J. Seymour., C. A. Escobar., L. Espinoza., M. Petroutsa.,
A. Ayres., y H. M. Niemeyer. 2005. Factores bidticos y concentracion de acido
carminico en la cochinilla (Dactylopius coccus Costa) (Homoptera: Dactylopiidae).
Agricultura Técnica 65(3):323-329.

Tello, V., y J. Vargas. 2015. Efecto de la luz artificial a diferentes fotoperiodos sobre dos
variables productivas de la grana cochinilla, Dactylopius coccus Costa (Hemiptera:
Dactylopiidae) para su cultivo bajo condiciones controladas. ldesia (Arica)
33(3):23-30.

Tovar A., M. Pando-Moreno., and C. Garza. 2005. Evaluation of three varieties of Opuntia
ficus-indica (L.) Miller as hosts of the cochineal insect Dactylopius coccus Costa
(Homoptera: Dactylopiidae) in a semiarid area of northeastern Mexico. Economic
Botany 59(1): 3-7.

57



CONCLUSIONES GENERALES

La seleccién y modificacion del método propuesto por Brisefio-Garzén y Llanderal (2008),
gue permitio la determinacion de una mayor cantidad de acido carminico, sienta las bases
para su validacion en funcion de la linealidad, repetibilidad y reproducibilidad, lo que
facilitaria su normalizacion; y representa, ademas, una técnica simple y confiable y
econOmica para ser empleada por los propios productores o bien por instituciones de
ensefianza o investigacion, y permitiria establecer la calidad de las muestras de cochinilla

con mayor certidumbre y la obtencion de resultados rapidos.

La estacion de crianza, altura del nivel dentro de la nopaloteca y el momento de recolecta
de la cochinilla influyen en su calidad y rendimiento. Tanto la estacion como el nivel dentro
de la “nopaloteca”, tienen un impacto diferencial por la temperatura, humedad relativa y
la intensidad luminosa que afectan ambos parametros, aunque es mas acentuado en la

concentracion del &cido carminico que en el peso fresco de la cochinilla.

Bajo las condiciones en que se realiz0 la investigacién, no fue posible encontrar un punto
intermedio en ambos ciclos de cria y en los cuatro niveles de altura probados, que
permitieran obtener valores promedio altos de ambas variables, sin embargo, en términos
generales el sistema de cria empleado permite obtener rendimientos constantes de 5.5 g
de cochinilla fresca por cladodio y una concentracion promedio de 18 % de acido

carminico.

Los resultados obtenidos comprobaron que el indice de cosecha mas adecuado
(momento de la recolecta) es al finalizar el periodo reproductivo. Esto se puede
aprovechar por parte de los productores al emplear las hembras adultas como pie de cria
y dejarla completar su ciclo de desarrollo en el mismo cladodio y desprenderse hasta que
el insecto muera por si mismo, implicando eliminar del proceso productivo su sacrificio
por medios artificiales, evitando o reduciendo la crueldad e impulsando nuevas opciones

de aprovechamiento.
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ANEXO 1. Iméagenes del ciclo bioldgico de Dactylopius coccus durante el

estudio realizado.

Figura 15. Hembras adultas de D. coccus y ninfas con minutos de haber nacido.
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Figura 16 . Proceso de muda de las ninfas de la primera fase de desarrollo de D. coccus

a la segunda fase de desarrollo (puntos rojos).

Figura 17. Hembras adultas de D. coccus establecidas en los cladodios.
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Figura 18. Macho adulto de D. coccus en fase reproductiva.
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Figura 19. Muestra de D. coccus antes de cuantificar su concentracion del acido

carminico.

Figura 20. Dosis de una misma muestra de D. coccus analizadas con diferentes métodos.
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