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RESUMEN. La cochinilla silvestre, Dactylopius opuntiae, es la plaga mas recurrente del nopal verdura en San
Luis Potosi. Desde hace varios afios se han observado depredadores con caracteristicas similares a los coccinélidos
atacando a la cochinilla silvestre en parcelas libres de plaguicidas en los municipios de Soledad de Graciano
Sanchez y en Santa Maria del Rio, S.L.P. La presente investigacion tuvo por objetivo identificar los enemigos
naturales de D. opuntiae existentes en la zona de estudio. Durante los meses de enero-abril 2019 se realizaron
colectas de coccinélidos en parcelas de nopal verdura, con observaciones directas de depredacion de cochinilla
silvestre, para su identificacién mediante observacion de morfologia y la secuencia parcial del gen ribosomal 28S
ARNTr. Los resultados, de identificacion a nivel morfolégico confirmaron la presencia de Exochomus childreni
guexi e Hyperaspis trifurcata los cuales fueron corroborados molecularmente hasta el nivel de género.

Palabras clave: Depredadores naturales, Opuntia, Nopal verdura, Identificacién taxondmica y molecular.

ABSTRACT. The wild mealybug, Dactylopius opuntiae, is the most recurrent pest of the nopal vegetable in San
Luis Potosi. For several years, predators with characteristics similar to coccinellids have been observed attacking
wild mealybugs in pesticide-free plots in the municipality of Soledad de Graciano Sanchez and in Santa Maria del
Rio, S.L.P. The objective of the present investigation was to identify the natural enemies of D. opuntiae identifies
in the study area. During the months of January-April 2019, coccinellid collections were carried out in plots of
prickly pear cactus, with direct observations of wild mealybug predation, for identification by observing
morphology and sequencing of the 28S ARNTr ribosomal gene. The results of identification at the morphological
level corroborated the presence of Exochomus childreni guexi and Hyperaspis trifurcata, which were confirmed
molecularly, at the gender level.

Keywords: Natural predators, Opuntia, Nopal vegetable, taxonomic and molecular identification.

INTRODUCCION

San Luis Potosi cuenta con una superficie
sembrada de nopal verdura, Opuntia ficus-indica
(L.) Mill. de 300 ha, con una produccion en el
estado de 2,493 toneladas con rendimientos de
8.61 ton/ha (SIAP, 2018). La lista de plagas
asociadas a O. ficus-indica incluye mas de 150
especies, de las cuales s6lo 11 se consideran
plagas primarias en alguna region o temporada de
cultivo en México (Pacheco et al., 2011). Entre
estas, Dactylopius opuntiae (Cockerell), conocida

como grana o cochinilla silvestre, destaca por su
voracidad (Carneiro et al., 2017), se encuentra en
mas de 20 estados infestando 15 especies de
cactaceas, siendo la plaga del nopal verdura mas
importante de México. En el estado de San Luis
Potosi los municipios mas afectados por D.
opuntiae son el propio San Luis Potosi, Santa
Maria del Rio y Soledad de Graciano Sanchez,
con pérdidas de hasta 150 ha cuando se presentan
las condiciones adecuadas para el desarrollo de la
plaga (INIFAP, 2016). Dactylopius opuntiae
también se ha registrado con categoria de plaga en
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al menos 19 paises, destacado Brasil, Espana,
Turquia, Israel y Marruecos (Chavez et al., 2011;
Spodek et al., 2014). Esta plaga ocasiona dafio
succionando la savia, lo que produce clorosis y
disminuciéon en el rendimiento de nopal; una
infestacion de este insecto mayor al 75 % en la
superficie de los cladodios causa la muerte de la
planta (Vanegas-Rico ef al., 2010).

Aunque existen recomendaciones quimicas para
el control de la cochinilla silvestre, en México
existen restricciones para su uso, ya que, en este
cultivo se realizan cortes aproximadamente cada
siete dias, lo que puede ocasionar que el
consumidor ingiera residuos quimicos, cuando no
se respetan los intervalos de seguridad
(COFEPRIS, 2016). De lo anterior surge la
propuesta de buscar alternativas para el control de
la plaga sin recurrir a los agroquimicos (Perfecto
etal.,2010). En ese sentido, en paises como Israel
y Brasil se han identificado especies de
coccinélidos como Chilocorus cacti L. e
Hyperaspis trifurcata Schaeffer, depredando D.
opuntiae y se han iniciado programas de control
biologico (Vanegas-Rico et al., 2016).

En San Luis Potosi, paralelamente a la presencia
del problema de cochinilla silvestre, se han
observado depredadores con caracteristicas
similares a los coccinélidos que atacan a la
cochinilla silvestre en el municipio de Soledad de
Graciano Sanchez (Jarquin et al., 2013) y se
cuenta con evidencias de la presencia de C. cacti,
en parcelas de nopal verdura en Santa Maria del
Rio (Ascencio ef al., 2018). En otras regiones de
México, también existen un conjunto de enemigos
naturales de la cochinilla silvestre, que se reportan
actuando de manera diferencial en funciéon a su
densidad (Cruz et al., 2016).

La familia Coccinellidae es de los grupos del
Orden Coleoptera con mayor importancia
bioreguladora, conocidos por la especializacion
depredadora de sus larvas y adultos, por lo cual,
son preferidos en el control biologico de plagas
(Giorgi et al., 2009). Aunque el género Hyperaspis
es sefialado por la literatura en varios cultivos y
malezas, solamente H. trifurcata se reporta
asociada al cultivo del nopal silvestre y es de los
depredadores mas abundantes para D. opuntiae
(Espinosa, 2001). En Villa de Milpa, Ciudad de
Meéxico, se registro a la grana como una de las

especies que ocasiona mayor dafio al nopal
verdura y a H. trifurcata como uno de los
principales depredadores y enemigos naturales de
esta escama (Sanchez et al., 2002).

Otro de los géneros de coccinélidos mas
estudiados, sobretodo en Estados Unidos de
América y Canadd es Exochomus, existiendo
registros de 29 especies en América, de las cuales
11 se encuentran en México (Rodriguez, 2018).
Para este género la mayoria de las investigaciones
son muy antiguas, Gordon 1974, 1985 vy
Blackwelder 1945. Rodriguez et al., (2019)
mencionan la presencia de E. childreni guexi
LeConte, depredando Melanaphis sacchari
(Zehntner) en sorgo y se ha registrado presencia
de Exochomus sin identificar las especies en
Texas (Villanueva, 2014). Ya que las
identificaciones morfologicas de las especies de
los enemigos naturales no siempre se realizan por
ser poco precisas (Letourneau y Bothwell, 2008).

La identificaciéon de especies con un enfoque
molecular, recientemente ha tenido gran impacto
dentro de las clasificaciones bioldgicas y de la
descripcion mas precisa de la biodiversidad y esta
sirviendo como base para interpretar procesos
evolutivos y de dispersion de organismos (Lanteri
et al.,2002).

Considerado lo anterior, si bien existen algunos
reportes relacionados con identificaciones de
depredadores de Dactylopius, éstos presentan
poca informacidn, por lo que representa un area
de oportunidad ampliar el conocimiento de los
enemigos naturales, existentes en el entorno
potosino y valorar su impacto como potenciales
agentes de control biologico.

Por lo cual el objetivo de este trabajo fue
determinar la  taxondmica mediante la
identificacion morfoldgica y molecular de los
coccinélidos aislados depredando cochinilla
silvestre, en dos de las zonas productoras mas
importantes de nopal verdura de San Luis Potosi.

MATERIALES Y METODO

Muestreo. Durante los meses de enero-abril de
2019, se realizaron colectas de coccinélidos en el
municipio de Santa Maria del Rio, S.L.P. (22° 11°
229" Ny 100° 52" 36.3"" O a 1777 msnm) y en
el municipio de Soledad de Graciano Sanchez, S.L.P.



(21°37°50.4"" Ny 100°43°48"" O a 1861 msnm).
Se muestrearon 4reas que contaban con
antecedentes de presencia y mayor infestacion de
D. opuntiae, para ello se utilizé la metodologia de
Vanegas-Rico et al. (2010), la cual plantea tomar
una muestra de 10 plantas al azar y de estas,
cuarenta ejemplares de cada especie entomofaga,
algunos de ellos se conservaron en etanol al 70 %,
y otros vivos en camaras de cria. Los coccinélidos
en alcohol se utilizaron para la determinacion
taxondmica y el material vivo se destin6 para la
identificacion molecular.

Identificacion morfolégica. La identificacion
taxonémica de los coccinélidos se realizo
mediante ilustraciones y claves taxondmicas
tomando como base de la publicacién de Gordon
(1985). En esta fase se utilizd un microscopio
estereoscopio marca Carl Zeiss®, Discovery V20.

Identificacion molecular. El proceso de
identificacion molecular de los organismos
colectados, se realizd6 mediante el analisis de un
fragmento de 323 pb del gen ribosomal 28S
rRNA. Para lo cual, la extraccion de ADN
genomico de cada uno de los organismos se
realizd con un protocolo basado en DNAzol® de
la compafiia Molecular Research Center Inc.
(Cincinnati, OH USA). En el cual, en un tubo
Eppendorf de 1.5 ml se agreg6 500 ul de DNAzol
y el organismo para ser triturado, se agité durante
cinco minutos con el vortex, después se agregaron
300 pl de cloroformo y se volvi6 agitar durante
cinco minutos, se centrifugd a 12,000 rpm durante
diez minutos. La fase acuosa se pasoé a un tubo
nuevo y se le afiadié 225 pl de etanol absoluto, se
mezcld por inversion durante cinco minutos y se
reposo en congelador a -10 °C durante un lapso de
diez minutos. Nuevamente se volvi6 a centrifugar
a 12,000 rpm durante cinco minutos y después se
decanto. Se afiadié 500 pl de etanol al 70 % y se
volvid a centrifugar a 10,000 rpm durante cinco
minutos y se decantd. Finalmente se dejo secar a
temperatura ambiente y se afiadié 50 ul de H20
estéril y se almaceno en congelador hasta su uso.

El ADN extraido se utiliz6 como molde para la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), para
amplificar un fragmento de 323 pb del gen 28S
rRNA, utilizando los oligonucleotidos 28S a y
28S b (Whiting et al., 1997).
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Las condiciones de ciclado fueron:
desnaturalizacion inicial 95 °C 5 min; 35 ciclos a
94 °C durante 45 seg; 50 °C 45 seg; 72 °C durante
1 min 30 seg; extension final de 72 °C durante 5
min. Los productos de amplificacion fueron
separados mediante electroforesis en un gel
agarosa al 1.5 % con buffer TBE 1X, tefiidos con
bromuro de etidio (1 pl/ml.) y fueron visualizados
en un fotodocumentador ENDURO™ GDS
(Labnet International, Inc) con luz UV. Los
productos de PCR de tamafio esperado fueron
purificados y secuenciados en el Laboratorio
Nacional de Biotecnologia Agricola, Médica y
Ambiental (LANBAMA) del IPICYT. Las
secuencias que se obtuvieron fueron analizadas
mediante busqueda de homologia utilizando
BLASTn (Basic Local Alingment Search Tool)
del NCBI (National Center for Biotechnology
Information).

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion morfoldégica de los depredadores
colectados. En el caso del primer coccinélido se
observaron rasgos morfoldgicos caracteristicos
del género y la especie. Para ello se considero la
extension de clipeo, segmentos de la antena,
caracteristicas de coloracion, puntos y poros en
los élitros, tamafio, color de pronotum Yy
dimorfismo sexual. De acuerdo con lo descrito en
las claves taxonomicas consultadas el coccinélido
referido fue E. childreni guexi (Figs. lay b).

En ese sentido recientemente Hesler (2020),
document6 un nuevo registro estatal en Missouri,
de E. childreni guexi, al encontrar diferentes
patrones de color y puntos en los élitros,
describiendo en unos una coloracion anaranjada y
solamente un punto ubicado entre el margen
elitral y el apice en cada élitro, el resto segn sus
descripciones presentaron caracteristicas como
los coccinélidos colectados en el presente estudio,
coloracion marrén rojiza, dos puntos en cada
¢litro, longitud de 2.5 a 3 mm y un pronotum color
negro, dichas caracteristicas también mencionadas
por Gordon (1985).

La distribucion previamente conocida de E.
childreni guexi se extendié desde Louisiana hasta
el sur de Texas (Gordon, 1985). El nuevo registro
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Figura 1. Exochomus childreni guexi. a) vista dorsal, b) vista frontal.

para Missouri es atribuido a su voracidad para
alimentarse de pulgones y de otras presas (Hesler,
2020). Tanto en San Luis Potosi como en el estado
de Colima y Morelos se ha reportado E. childreni
guexi siendo registrados como depredador de
Melanaphis sacchari y cuenta con registros de
presencia en Texas, pero aun no se cuenta con la
identificacion de la subespecie. (Villanueva y
Sekula, 2014).

En descripciones de Rodriguez et al. (2019),
mencionan que E. childreni guexi tiene parecido
con color y forma de E. childreni childreni
Mulsant, sin embargo, este coccinélido no
presenta dimorfismo sexual, en comparacion con
E. childreni guexi. En E. marginipennis LeConte,
presenta el mismo color y dimorfismo sexual que
E. childreni guexi, pero no hay diferencias
notables en la genitalia, no obstante, es posible
diferenciarlos por la forma ovalada que presenta
E. marginipennis. (Gordon, 1985).

Otras diferencias que se encuentran en E.
childreni guexi en realcion a otras especies muy
parecidas, son que, E. insatiabilis Rodriguez-Vélez,
presenta ¢litros completamente anaranjados,
mientras que E. marginipennis los presenta en una
coloracién naranja, con dos manchas en cada
¢litro y cada mancha se presenta de mayor tamatfio
(Gordon, 1985).

En E. childreni guexi se menciona que en el
macho presenta un angulo anterolateral en el
pronoto y patas de color amarillo y en hembras el
angulo es anterolateral y el pronoto negro, ademas
las patas son oscuras (Rodriguez et al., 2019,
Gordon, 1985, Casey 1899). Santos (2007),

menciona caracteristicas de color anaranjado
palido, un punto en sentido transversal ovalado
negro cerca del &pice por la sutura del margen
externo, clipeo debajo de los ojos creando un
estilo de mascara, cabeza y pronoto palido en el
macho, longitud de 2.6 a 2.9 mm y anchurade 2 a
2.4 mm. Gordon (1985), menciona que se
encuentran algunas especies del género Exochomus
las cuales no pueden ser diferenciados entre ellos
por medio de genitalia y hay mucho parecido
morfologico entre ellos. El presente trabajo
registro ademas de las caracteristicas morfologicas,
la evidencia de depredacion de D. opuntiae.

El segundo coccinélido fue identificado
morfologicamente por rasgos de su género y
especie, los cuales fueron la presencia de
pubescencia en la superficie dorsal y talla pequeinia
menor a 2 mm, forma del cuerpo, tamafio y
numero de segmentos en las antenas, forma y
tonalidad de fémures, linea poscoxal, coloracion
del cuerpo y puntos en los élitros, caracteristicas
de cabeza, pronoto y palpus maxiliar. Por lo cual
el coccinélido colectado referido correspondié a
H. trifurcata de acuerdo a las claves taxondmicas
(Fig. 2ay b).

Al respecto Gordon (1985), menciona que el
género Hyperaspis presenta una linea poscoxal en
el primer estern6n abdominal incompleto, margen
posterior del metastemo abruptamente entre coxa
y la marisma lateral, antena corta de 10 segmentos
de alrededor de dos tercios o menos a la longitud
de la cabeza, linea poscoxal en el primer esternon
abdominal, caracteristicas las cuales se observaron
en nuestros coccinélidos.
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Figura 2. Hyperaspis trifurcata. a) vista dorsal, b) vista frontal

Una de las caracteristicas visibles de H.
trifurcata es la coloracion amarillenta y que en la
union de sus élitros forman una “M” observandolo
del apice a la cabeza de color negro, presenta un
protorax color negro y un angulo anterolateral
amarillento, fémures casi cilindricos y robustos
(Gordon, 1895), lo cual fue similar a lo observado
en este entomodfago. Asi mismo en los élitros se
encontr6 un amarillamiento blanquecino con
lineas negras formando una “W” o “M” que
depende el punto de observacion, pronoto negro y
un tamafio inferior de 2.5 mm coincidiendo
plenamente con Casey (1899).

Ramirez y Santana (2015), mencionan que es
escasa la informacion sobre la biologia de H.
trifurcata en México.

Los enemigos naturales que estan mas asociados
al cultivo del nopal verdura tanto en México como
en EE. UU.,, son H. trifurcata'y C. cacti, los cuales
son los mas abundantes y se tienen reportes como
depredadores de D. opuntiae (Gilreath y Smith,
1988; Vanegas-Rico et al., 2016,).

Gordon (1985) registra para México ocho
especies del genero Hyperaspis, las cuales fueron
colectadas en diferentes malezas y cultivos de
diferentes estados. Se reporta que H. trifurcata
solo se encuentra asociada con nopal silvestre y
cultivado en los estados de Chihuahua, Durango,
Jalisco, México y Sonora (Espinosa, 2001).
También se cuenta con reportes de presencia en
Argentina, Bolivia, Chile, Colombia, Ecuador,
Peru y Venezuela (Gordon y Canapari, 2008).

Identificacion molecular. Para la identificacion
molecular se obtuvo ADN de calidad y cantidad
adecuadas de ambos especimenes, para efectuar la
técnica de PCR. Se logré amplificar y secuenciar
un fragmento de 323 pb del gen 28S rRNA de
cada espécimen. La identificacion molecular se
logré mediante la comparacion de las secuencias
obtenidas de ADN con las secuencias del
GenBank. En ambos casos, ¢l analisis BLASTn
arrojo valores E cercanos a 0. Asimismo, los
valores de identidad y cobertura fueron altos, lo
cual indica confiabilidad en el resultado de los
alineamientos. Por lo tanto, se pudo corroborar la
identificacion molecular a nivel de género,
concordando con la identificaciéon taxondmica.
Los resultados de las comparaciones utilizando
BLAST se muestran en el cuadro 1.

En nuestros resultados morfologicos, se
identifico a E. childreni guexi, aunque en la
identificacion ~ molecular obtuvimos como
resultado a E. quadripustulatus L. esto se debe a
que no hay secuencias del gen 28S rRNA para esta
especie en la base de datos del NCBI, por el
momento solo se encuentra una secuencia del gen
de la subunidad I del citocromo oxidasa (COI), en
donde Rodriguez et al., (2019), aportod
caracteristicas morfologicas para identificar al
coccinélido, mismas en las que coincidimos. En
dicho trabajo se utiliz6 la amplificacion del gen
COI, que generaron la secuencia que fue
depositada con el numero de acceso MH308197
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1653965071.
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Cuadro 1. Identificacion molecular de los coccinélidos encontrados en el presente estudio.

Tamano Valor

Identidad

Resultado

Especie (pb) E* o Cobertura BLAST Accesion
Exochomus childreni guexi 323 3e-131  94.57%  98% Exochomus 5609936 1
quadripustulatus
o Hyperaspis sp.
- o 0,
Hyperaspis trifurcata 323 6e-154  98.57 % 97% JAR-2007 EU145671.1

*Valor E es la probabilidad de que por azar dos secuencias sean idénticas.

la cual seria la Unica que corroboraria a E.
childreni guexi. En NCBI, se tiene registro de
cuatro genes 28S rRNA, pertenecientes a
Exochomus sp. CO722 (accesion KP829303)
(Robertson et al., 2015), a Exochomus sp.
CCOC211 (accesion JF763559) (Seago et al.,
2011), a E. quadripustulatus voucher BYU
CO726 (accesion FJ687736) (Giorgi et al., 2009)
y E. quadripustulatus (accesion GUO073771)
(Magro et al., 2010). La descripcion morfologica
de E. quadripustulatus es casi circular, longitud
de 3.6-4.8 mm, su color puede variar al paso de su
edad, superficie ventral negra, élitros son negros
aperlados con dos puntos rojos en cada uno en
forma de coma y puntos pequeiios u ovalados,
cabeza y pronoto negro, excepto el margen
anterior y el angulo del pronoto que es amarillo
(Gordon, 1985). Lo cual a simple vista puede
diferenciar estas dos especies de coccinélidos, ya
que cada una presenta diferente coloracion y
puntos elitrales, lo que sefiala que en el resultado
molecular nuestra secuencia de estudio presenta
similitud a la secuencia de E. quadripustulatus.

En cuanto a la identidad del segundo coccinélido
encontrado, solamente se pudo obtener el género
Hyperaspis sp. esto debido a que en la base de
datos del NCBI se cuenta con tres registros del
gen 28s rRNA pertenecientes a Hyperaspis sp.
JAR-2007 (accesion EU145671) (Robertson et
al., 2008), a Hyperaspis sp. ccoc224 (accesion
JF763567) (Seago et al., 2011) y a H. lateralis
Mulsant, voucher BYU CO572 (accesion
FJ687726) (Giorgi et al., 2009).
Lo cual, enfatiza la necesidad de estudios
exploratorios para la generacion de mas
secuencias del gen 28S rRNA de otras especies de
coccinélidos.

En los cladodios colectados para este estudio se
observé mayor presencia de H. trifurcata, lo cual
se concuerda con diferentes autores, (Aguilera et

al.,2005; Vanegas-Rico et al., 2010; Rodriguez et
al, 2010).

La informaciéon sobre la abundancia de
depredadores de la grana en los mismos cultivos
de nopal es limitada, ya que la mayoria de las
investigaciones se concretan en enlistar las
especies encontradas. (Aguilera et al., 2005). En
general la presencia de enemigos naturales esta
relacionada a la densidad de grana presente en las
parcelas (Vanegas-Rico et al., 2010) y probablemente
también tenga relacion con el tipo de vegetacion
que se encuentre alrededor del cultivo como
disponibilidad de alimento. Van Amburg et al.
(1981), mencionan que se ha demostrado que la
destruccion de habitat, reduce la presencia de
enemigos naturales en los cultivos.

CONCLUSION

Los enemigos naturales correspondieron a las
especies E. childreni guexi e H. trifurcata
morfologicamente, lo cual se corroboro a nivel
molecular hasta género. No obstante, se considera
este resultado como un aporte para la
identificacion de las especies encontradas. Los
resultados del presente trabajo enfatizan la
necesidad de realizar estudios exploratorios en
areas de sistemas agroecoldgicos para caracterizar
la biodiversidad.
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