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II. RESUMEN EJECUTIVO

El proyecto estuvo dirigido hacia incrementar la concentracién de 4cido carminico {(CAC)
acumulado por la cochinilla, Dactylopius coccus Costa, criada sobre plantas de tuna, Opuntia ficus
indica Mill. {Cactaceac). La cvaluacion de la CAC después de realizar cruces aleatorios y
reciprocos entre diversas lincas de cochinilla sugirié un cfecto genético débil acoplado a un efecto
materno no genético también débil. El estudio durante dos temporadas del efecto de diversos
factores bidticos sobre la CAC indicé que ésta puede ser incrementada mediante ricgo, fertilizacion
y practicas culturales que amortiglicn los cfcctos estacionales. El proyecto contribuyd a crear las
condiciones para que el nimero de personas dedicadas a la crianza de cochinilla en el valle del
Elgui pueda experimentar un notable incremento, particularmente entre aquellas poseedoras de
predios con pequefias superficics. Se postulara a una prolongacion dcl proyecto que permita hacer
los estudios sociales necesarios para definir el universo de potenciales usuarios de los resuitados del

proyecto, y producir los paquetes tecnoldgicos destinados a los distintos tipos de usuarios.

HI. TEXTO PRINCIPAL

I11.1 Resumen de la propuesta original y modificaciones

El objetivo general del proyecto fue incrementar y homogeneizar ¢l contenido de é4cido
carminico de la cochinilla, Dactylopius coccus Costa. Sus objetivos especificos fueron: 1) montar
un método de andlisis de dcido carminico en insectos individuales, 2) seleccionar una poblacion
inicial de cochinillas chilenas (y eventualmente peruanas, s1 la variahilidad de la cochinilla chilena
resultaba insuficiente), 3) estimar los componentes de la herencia de la concentracion de acido

carminico (CAC), y 4) infestar con cochinilla mejorada predios de Tunantes SA.



I11.2 Cumplimiento de los objetivos del proyecto

Se puso a punto un mélodo para el analisis de 4cido carminico en hembras oviplenas de
cochinilla. Se verificd que la CAC en los predios de Tunanles SA mostraban una gran variabilidad,
y que las mayores CAC determinadas no difirieron grandemente del promedio de la poblacién. Se
realizaron experimentos de cruces dirigidos, con resultados parcialmente exitosos: aunque no pudo
determinarse la heredabilidad de la CAC, s¢ infind la ocurrencia de herencia matema no genética.
Se infesté extensiones considerables en predios de Tunantes SA con cochinillas seleccionadas por
su alta CAC y cochinilla proveniente de cruces aleatorios entre cochinillas seleceionadas por su alta
CAC. Adicionalmente, se evalu¢ ¢l efecto de diversos factores bidticos sobre la CAC.

En virtud de lo anterior, los objetivos 1, 2 y 4 fueron cumplidos. No fue posible cumplir
cabalmente el objetivo 3, en parte debido a las caracteristicas hiologicas de la especie y tal como se
describe mas adclante, debido a las condiciones ambientales particularmente fluctuantes
experimentadas durante el desarrollo del proyecto.

El proyecto logrd establecer gue se debera comprender més profundamente 1a fisiologia y
herencia del insecto, para poder realizar el mejoramiento genético de la cochinilla a través del un
sistema de cruces. Algunos de los cfectos bidticos estudiados permitiran disefar practicas culturales

que podran incrementar levemente la CAC.

11L.3 Aspectos metodologicos del proyecto

Analisis de la concentracion de dcido carminico (CAC) en insectos individuales

El estudio de factores que inciden sobre la concentracion de acido carminico en la cochinilla
requicre poder medir csta variable con exactitud y reproducibilidad. Los métodos analiticos

previamente descritos en la literatura (e.g. Gonzalez et al. 2002) han sido enfocados hacia el



4

anilisis de muestras comerciales provenientes de grupos de insectos, y no de individuos especificos,
por lo que un nueve método para cuantificar acido carminico en extractos de cochinillas
individuales debi¢ ser desarrollado. Este método debia ser, ademas de exacto y reproducible, lo
suficientemente rapido como para permitir analizar cientos de muestras en un periodo breve de
tiempo.

Se estudid la influencia de distintos factores sobre la exactitud y reproducibilidad de los
resultados obtenidos en los analisis. Las variables estudiadas guardaron relacion con: i) la capacidad
para extraer €l acido carminico desde los tejidos del insecto, generando soluciones homogéneas que
condujeran a valores reproducibles de absorbancia, y ii) ¢l efecto sobre la estabilidad del 4cido
carminico una vez solubilizado o todavia contenido en ¢l insecto muerto

El método finalmente utilizado es el siguiente: se colectan los insectos individuales en la
fase de hembra oviplena a punto de iniciar la oviposicion, se secan en una estufa con circulacién de
aire a 50° C por 72 horas’, sc pesan y luego se sumergen en | ml de hexano contenido en un tubo
Eppendotl y se agita con ¢l fin de eliminar la cera que los recubre. Lucgo de descartar ¢! hexano, se
agrega a cada individuo 4 ml de solucion amortiguadora de pH 6 (obtemida agregando 56 mL de
NaCH 0,1 M a 500 mL de KH;PO4 0,1 M), se sonica la suspension durante 3 horas y luego se
muele el material sélido en morteros individuales, De esta suspension se extrae una alicuota de 0,6
mL. Esta se agrega sobre 0,6 mL de amortiguador pH 6 contenido ¢n un tubo Eppendorf que sc
centrifuga durante 8 min a 13.000 rpm. Se cxtrac una alicuota de 50 pl. del sobrenadante que se
deposita cn uno de las cubetas de una placa de 96 cubetas, y se lee la absorbancia a 490 nm en un

espectrofotometro (SpectraCountTM Packard A).

' Inicialmente se pensé en elaborar una grafica que relacionara peso de cochinilla fresca vs. peso de
cochinilla seca; de esc modo seria posible por simple extrapolacion determinar el peso seco de
cualquier cochinilla fresca que se¢ hubiese analizado. Sin embargo, ¢l contenido de agua de las
cochinillas resuftd muy variable. Por esa razon, todas y cada una de las cochimllas fueron secadas
previamente a los andlisis.




En cada placa sc incluyen seis estandares con distintas concentraciones de acido carminico
(Sigma Chemical Co., 90% de pureza), dos blancos con solucién amortiguadora y un nimero
variable de las muestras que se desea lecr. Los valores de concentracion de actdo carminico en las
muestras se interpolan de una recta de calibracién hecha con los estandares, luego de restar de las
absorbancias leidas el promedio de las absorbancias de los blancos. La concentracion de acido

carminico es expresada en funcién del peso seco de Ja muestra.

Influencia de factores genéticos sobre la CAC

Se utilizaron tres disefios difercntes para los experimentos de cruces.

Cruces entre cochinillas criadas sobre trozos de cladodios en el laboratorio

La primera aproximacion al experimento de cruces se realizé con cochinilla criada sobre
trozos de cladodio en ¢l laboratorio. Evidencia en la literatura sugeria que este sustrato permitiria el
desarrollo de al menos una generacion de cochinilla (Hosking 1984, Sullivan 1990); sin embargo,
aunque la supervivencia de poblaciones de insectos es posible, las condiciones resultaron poce
adecuadas al cvaluar ¢l desempefio de cochinillas individuales. El experimento de seleccion inicial
que conduciria a la estimacion de los componentes de la herencia del acido carminico, consito de las
siguientes etapas: i) recoleccion de hembras oviplenas en terreno y transporte al laboratorio, ii)
andlisis del contenido de colorante de las primeras hembras que ovipositaron, 1ii) seleccion de la
descendencia, iv) cruccs entre las lineas seleccionadas, y v) andlisis del contenido de colorante de
aquellas hembras que ovipositaron. Como se muestra en la seccién 1115, por diversos motivos los
resultados no fueron alentadores, y se opté por realizar los experimentos de cruces en los predios de

Tunanies SA.




Cruces entre cochinilla criadas sobre tunales en predios de Tunantes SA

Un primer experimento de cruces cn terreno fue montado en abnl del 2000, y consté de las
etapas siguientes: i) recoleccion de hembras oviplenas en terreno, ti) siembra de las hembras sobre
plantas de tuna, mediante infestadores, iii) anélisis del contenido de colorante de aquellas hembras
que ovipositaron al cabo de cuatro dias de ser sembradas, y iv) crianza de la descendencia.

Desafortunadamente, la anomalia en las condiciones climaticas que prevalecié durante el
invieno del 2000 en la IV regién y a las que se vio sometido el predio expenmental
(precipitaciones y vientos anormalmenie intensos el 14/15 de mayo, 14/15/24/28 de junio y 21 de
julio), provocaron la desaparicién de la mayor parte de las cochinillas. De las 241 lineas remanentes
con crias, s¢lo 59 tenian una CAC sobre 18% peso seco. De éstas, s6lo cuatro produjeron cocones y
de ninguno de éstos emergieron machos adultos. La monalidad observada coincide con los estadios
ninfales [ y I1, informados como los mas susceptibles a la accion prolongada de la Huvia (Moran ef
al 1987). Las condiciones invernales tipicas del arca de desarrollo del proyecto, han permitido la
produccién de cochinilla sin mayores dificultades, a lo largo de cerca de una década; sin embargo,
en la presente temporada las condiciones ambientales anémalas generaron elevados niveles de
mortalidad especialmente entre las colonias en establecimiento, sitnacion que no fue ajena a los
campos experimentales.

En vista de estos resultados, se decidid montar nuevamente un experimento seimejante hacia
fines de agosto del 2000, cuando se estimo que el tiempo se habia estabilizado. La recoleccién de
hembras aviplenas se realizé el 27 de agosto, la siembra de cllas en plantas de tuna cntre el 28 y el
29 de agosto, y la recoleccion de las hembras para la determinacion de la CAC, entre el 5 y 6 de
setiembre. De las 2500 hembras sembradas inicialmente, se constatdé que 683 habian dejado
descendencia al momento de recoleclar Ias madres. Desafortunadamente, se produjo nuevamente

una anomalia climdtica con fuerles vientos ¢ intensas lluvias durantc el 9 y 10 de sctiembre. El



censo efectuado entre el 12 y el 13 de setiembre mostré que sélo subsistian nnas 14 lineas con un
numero adecuado de crias; estas lincas resultaron insuficientes para confinuar el expenmento.
Posteriormente, se realizaron tres nucves cxperimentos en ¢l campo, en ninguno de los
cuales se obtuvo resultados satisfaclorios, por razones que s¢ analizan en la seccion II1.S. En vista
de la imposibilidad de responder a las preguntas genéticas con ¢l tipo de experimento disefiado, sc
realizd el experimento genético bajo condtciones controladas que permitiria, en principio, la
disminucion en la montalidad por causas ambientales, una mejor sincronizacion del desarrollo de las

lineas de cochinilla seleccionadas y la obtencion de valores de CAC comparables entre

gencraclioncs.

Cruces entre cochinillas criadas sobre cladoedios enrraizados, en una cdmara de ambiente
confrolade

Para este estudio, un total de 36 maceteros con cladodios de {funa individuales de un afio de
edad que habian sido plantades con un mes de anterioridad fueron instalados en camaras de
ambiente controlado (ConvironTM) (22,5°C; fotoperiodo con 16 horas de luz y 8 de oscunidad).
Dichos cladodios se infestaron con 150 hembras oviplenas prontas a oviponer, colectadas en los
campos de la empresa Los Tunantes SA, ubicados en Las Rojas (28 km al este de La Sercna) y ¢n
Pelicana (33 km al este de La Serena). y sc pennitid que la progenie sc cruzara libremente. De entre
las hembras oviplenas prontas a ovipositar que se originaron de esos cruces, se escogicron [22
individuos que estuvieran suficientemente scparados en cada cladodio de modo que pudieran ser
aislados entre si mediante cajitas de plastico transparente con un agujero cubierto con malla fina.
Estas cochinillas constituyeron la genecracion de padres a utilizar en los cruces dirigidos. Una vez
que estas hembras ovipusicron, fueron sacrificadas y sus CAC determinadas utilizando el método

descrilo anteriormente. La progenic de estas hembras se mantuvo aislada. Una vez que comenzaron



a producirse capullos (pnimera etapa distinguible en la [ormacion de machos), ellos fueron
separados del resto de la colonia en tubos Eppendorf, de modo de liberarlos, cuando se hubieran
converido en machos adultos, dentro de la cajita de hembras de lineas predeterminadas. Los
cruzamientos se desarrollaron sin mayor inconveniente debido a la sincronia que se produjo en la
maduracién sexual de machos y hembras. Las hembras cruzadas se desarrollaron hasta el estado
adulto y, una vez que hubieron ovipuesto, fueron sacrificadas para la determinacion de su CAC e
identificadas como generacidn F1. Se permitié que la progenie de cada cruce se cruzara entre si
libremente - pero aisladas de los otros cruces, y se determind finalmente la CAC de las hembras
oviplenas que nacicron de csos cruces, y que fucron designadas como generacion F2. Al final del
experimento, se contd con 74 lineas F2.

Se realizaron dos tipos de cruces entre las lineas parenlales, alcalorios y reciprocos, en los
que se cruzaron, respectivamente, hembras de cualquier linea con machos de cualquier linca distinta
de la anterior, o hembras de una linca con el macho de otra contrastantc en CAC y el macho de esta

tltima con la hembra de la primera.

Influencia de factores bioticos sobre la CAC

Cémo punto de partida, sc explord el poteneial reproductivo de la cochinilla. Para ello se
tomé una muestra aleatoria de 100 cochinillas oviplenas prontas a oviponer, de los campos de la
empresa Los Tunantes SA. Se llevaron dichas cochinillas al laboratorio, y luego de secadas, se
ecategorizaron de acuerdo a su peso seco. Se contahilizé el nimero tetal de huevos colocados por
cada individuo y, finalizado el periodo de oviposicion, se determiné la CAC de cada cochinilla
usando el proccdimiento ya descrito.

Dado que la cochinilla es mayormente comercializada por peso seco, se investigé Ja relacion

entre ei peso de la madre y fecundidad, la relacion entre el peso de la madre vy l2 concentracion de



acido carminico y finalmente la relacion entre la fecundidad y Acido carminico. Siendo el acido
carminico un compuesto con funcidn defensiva (Eisner er al. 1980), este andlisis se realizdé para
investigar la existencia de un compromiso fisioldgico entre la asignacion de recursos a reproduccion
o a defensa.

Por otra parie, s¢ evalud la incidencia de diversos factores bidticos asociados a los tunales
infestados con cochintllas, sobre la concentracion de dcido carminico. Durante marzo y agosto del
2002, se seleccionaron alealoriamente 150 cochimllas en terreno, para cada una de las cuales se
evaluaron factores que se consideraron guardan relacién con lo habitualmente observado en los
tunales de la 1V Region de Chile destinados a la produccion de cochinilla, ie. la presencia de
hongos sobre los cladodios y sobre las excretas de cochinilla, asi como vanables destinadas a
evaluar calidad de hospedero y efectos densodependientes en el insecto

Los indices de infeccion fingica sobre los cladodios y sabre las excretas de cochinlla, asi
como la coherlura cérea sohre los cladodios se basaron en cscalas de 1 a 4 en las gque ¢l primer valor
representaba escasa o nula cobertura y el valor 4 representaba cobertura total. Para ¢l caso del color,
se confceciond una escala cromatica tomando como base la variabilidad presente en ¢l predio, que
permitid la clasificacion de los cladodios en cuatro categorias del 1 al 4, en la que 1 representaba el
verde intenso ¥ 4 el amanllo palido. La superficie del cladodio se evalué en cm’, midiendo el
didmetro mayor y el didametro menor del cladodio y aproximando la figura a una elipse. La densidad
de insectos en tormo a una cochinilla focal se evalud contando ¢l nimero de cochimillas adultas
vivas en un circulo de 5 ¢cm de radio centrado en la cochinilla focal. Finalmente, la edad del
cladodio y de la planta fueron obtenidas de los registros mantenidos por la empresa Tunantes SA.

Una vez obtenidos los datos de campo, las cochinillas fueron separadas de 1a planta, secadas,
la concentracion de acido carminico en ellas cuantificada por ¢l método descrito anteriormente, y

los resultados analizados mediante regresiones miltiples.



Mantencion y comparacion de diferentes poblaciones de cochinilla

Se mantuvieron separadamente dos poblaciones de cochinilla. La primera, mantenida en un
sector relativamentre aislado del predio Pelicana de Tunantes, se origind en aquellos cruces del
experimento genético de marzo del 2001 entre lineas con CAC més altas. La segunda, mantenida en
un invernadero en el predio de Santa Maria de Cutin de Tunantes SA, provino de la seleccion de
2400 lineas con alta CAC que sc cruzaron libremente. Las CAC promedio de estas dos poblaciones
fue comparada periodicamente con aquella de los predios en general, tomando cada vez muestras

consistentes en 83 madres prontas a oviponer.

I11.4 Actividades y tareas ejecutadas

Se puso a punto un método para ¢l analisis de acido carminico en hembras oviplenas de
cochinilla. Se verificé que la CAC en los predios de Tunantes SA mostraban una gran variabilidad,
y que las mayores CAC determinadas no difiricron grandemente del promedio de la poblacién. Se
realizaron experimentos de cruces dirgidos, primero sobre trozos de cladodio en el laboratorio,
luego en el terreno, y posteriormente en camaras de ambiente controlado en el laboratorio.

Finalmente, se evalué el efecto de diversos factores bidticos sobre la CAC.

IIL1.5 Resultados del provecto

Optimizacion del métedo de andlisis de la CAC
La tabla 1 mucstra los factores que fueron estudiados con ¢l fin de optimizar el método, el
rango estudiado de cada factor, y también el valor finalmente utilizado, este altimo en caracteres

resaltados.
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Tabla I. Factores examinados duranie ¢l desarrollo del método de analisis de dcido carmminico. S¢

destacan los valores uttlizades en la vetrsion final del meétodo.

S —— e

== Variable g 'r__llnidad Valores estudiados de | Criterio de
Ia variable optimizacion
Tiempo entre colecta de la dias <05-2-4-6 mayor CAC !
cochinilla y su puesta a secar o R et e s e .
Tiempo de secado horas 0-24-48-72 peso constante y
_ e mayor CAC |
'I'cmﬁéf::fﬁ;;a de secado |°C 40 - 50- 60 peso constante y
= — mayor CAC
Tiempo de extraccion de scgundos 30-60-90 constancia de peso
. + : e e, R
Proceso de extraccion del e triturar con polvo de|mayor CAC
colorante vidrio
s - | ultrasonicar . [y |
Separacidn del acido s filtrar por lana de calidad de la|
canminico vidrio, papcl o | scparacion ¥
algodon rapidez  de la|
e e T || S et o centrifugar  |operacion
Estabilidad de los extractos | horas 0 4-8-24 mayor CAC
de 4cido carminico y |- & NSl M T

Influencia de factores genéticos sobre la CAC

A pesar de la imporiancia comercial de la cochinifla y su larga historia de asociacion con el
hombre, 1a produccion de acido carminico no ha hecho uso de las posibilidades de mejoramiento
genético del insecle (Rodriguez y Niemeyer 2001). La especie presenta haplodiploidia funcional
(Brown y Nur 1964, Aquino 1990), con patrones de herencia diferentes a los usuales, los cuales
influyen sobre la metodologia para estimar la heredabilidad y los otros componentes de la herencia
(Margolies 1993). Adicionalmente no es posible evaluar el contenido de acido carminico de las
hembras sino una vez muertas, vy los insectos miachos no acumulan cantidades apreciables de

colorante lo cual representa dificultades adicionales en ci discio.
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El diseiio que se adoptd a priori fue un sistema de cruces con hermanos y medios hermanos.
Las cochinillas de la poblacion base son hembras fertilizadas, con las que se infestan
individualmente cladodios de tunas; la descendencia se ocupa en los cruzamientos, que se llaman
lineas paternas (P;). Se escogen 50 lineas de machos al azar y 100 lineas de hembras. Cada macho
es puesto en un cladodio con tres hembras hermanas, y al dia siguiente es transferido a un segundo
eladodio con tres hembras hermanas de otra linea. Una vez que las hembras fecundadas comienzan
a ovipositar, son utilizadas para infestar nucvos cladodios individuales. Las hembras resultantes de
apareamientos sin restricciones en csta generacion (Fy), una vez que se han apareado y han
comenzado a ovipositar, son sacrificadas y su CAC determinada (4 hembras por cruzamiento.).
Adicionalmente, se determina la CAC en ias hembras P, .

El andlisis principal ¢s un ANDEVA jerarquizado con tres niveles, cuya estructura es la

siguiente:
Componente Grados de liberiad Mecdia cuadrada csperada
Entre machos 49 crz.., + 4 Uzh + 12 crzd + 24 02‘
Entre lineas matemnas (mismo padre) 50 Cl'zu,, +4 Uzh + 12 n.2d
Entre hermanas { misme padre) 200 ol. + 40’
Entre progeme de un cruzamiento 1100 ol

2 2 2 2
521=Uw'+ o't oyt 0%

Los componentes de la varianza estiman los siguienies componentes de la variabilidad del

caracter:
Componente _Covarianza Va Vp Vaa Vap Vop_ . Vasa VY Ve
Cl'zs ﬂ'zus Y 0 te 0 0 1/8 ] 0
a’n G5 - 0us e Y» 516 W8 Y 19%64 0 O
0'2” GEIII‘RMANAS - 0'2[5; 1/8 1/8 23/25¢ 47/128 3%64 - | 0

o’ alp - OluErmanas 5/16  5/8 135/256 05/128 55/64 - T
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donde T=total, FS=hermanos completos, HS=medios hermanos, M=c{ectos matermos, y E=cfectos
ambientales; A=efectos aditivos, D=efectos de dominancia, AA=interaccion aditivo-aditivo.

Suponicndo quc las intcracciones aditivas son de poca importancia, sc ocupar el componente
a’s para estimar la heredabilidad, h? = os/ o”1. El componente o’y estima una parie pequeda de la
varianza aditiva y de dominancia, aunque incluye una buena fraccion de los componentes de
interaccién, y todos los efectos maternos, por lo que su valor permite estimar la importancia de
estos ultimos factores. La regresién entre madres e hijos (utilizando una de las 3 hermanas de cada
linea) entrega una estimacion del mismo componente o’s, que se ocupa para una scgunda
estimacion de la heredabilidad. Estas estimaciones estan sesgadas si la interaccion aditiva tienc
importaticia.

LLa primera aproximacioén al experimento de cruces se realizé con cochinilla criada sobre
trozos de cladodio en el laboratorio. A continuacién se muestran, a modo de ejemplo, los resultados

obtenidos de tres cruces.

Cruce 41
Linca de macho CAC (% pesa Lineas de hembra CAC (%% peso Peso seco (mg) CAC (% pose Peso sequ (mg)
secn) de la madre seco) de ta madre | de la madre de seco) de las de Ing hembras
. ) del macho de las hernbras las hembiras hembras cruzadas truzadas
1419 19,2 1425 20,1 np np np
1419 19,2 1433 223 np np np
1419 19,2 1427 19,5 10,8 4,1 5.1
1427 19,5 ; 10,8 25,1 5,0
Cruce 61
Linca de macho UAC (% pesa Lineas de hembra CAC (% peso Peso zeco {mg) | CAC (% peso Peso seco {mg)
seco) de la madre secop de la madre | de la madre de seco) de las de las hembras
del macho de las hembras las hembras hembiras cruzadas cruzadas
1188 20,8 837 20,1 11,4 13,9 7.6
1188 20,8 1419 19,2 10,0 i) 30
1188 — 308 T (SR ”)54 = 2_7.’.?_ e h_.p_ ” s n}’_ -
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Cruce 89
1inea de machs | CAf (% Peso | tneas de hembra | CAL p:qn -F;_':n.;i;'a:[mg} CAC Ir"-'..-l_';;m *eso srco (mg)
secu) de la madre seca) de la madie | de la madre de seco) de las de las hembras
1 - del mac L, | ie las hemnbras las hermbras 4_£ct_1\bns (l‘ufld'__.';__‘ _ enuzadag
943 20,7 1371 22 10,0 14,0 18
043 20,7 1253 22,0 np np np
= -] - - S
943 20.7 1327 | 22,7 1.6 14,7 7.0

np= cruce no productivo.

El cruce 41 muestra que un mismo macho cruzado con dos hermanas generd progenie con

pesos bajos pero semejantes, y CAC muy diferentes. Los cruces 61 y 89 muestran la generacion de

progenic con pesos y CAC bajos y errticos.

L.a Tabla 2 muestra que tanto la CAC como ¢l peso promedio de {as cochinillas criadas en el

laboratorio fueron menores y sus varianzas mayores, que aquellos de las cochinillas provenientes

del campo.

Tahla 2. Comparacidn de CAC y peso seco de cochimllas provenientes del campo y criadas en el

Madres provementes del campo

laboratorio

CAC (% peso seco)

1652034

Peso seco (mg)

11.5+0,14

Crias cruzadas que
descendencia (n=57)

tuvieron |

S L

13,5 + 0,49

0,23

M|

54

Esta situacion fue atribuida a la mala calidad del sustrato donde se desarrollaron las

cochinillas (pequefios trozos de cladodio) y a las condiciones de crianza en el laboratorio

(condicioncs de luz, temperatura y foloperiodo subdptimos).
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En consecuencia, se decidid realizar los experimentos de cruces en el campo. Después de
varios intentos, ¢l andlisis cuidadoso de las condiciones en que fucron realizados los experimentos
sefiald las siguientes fuentes de problemas, y las soluciones adoptadas:

1. Calidad del infestador. El infestador onginal utilizado fue discfiado para infestaciones
oricntadas hacia la produccién masiva. Se disefié un nuevo infestador adecuado a la infestacién
por tan sélo una hembra por cladedio de tuna. Esta hembra fue ubicada en una gasa adherida al
cladodio dc modo tal que ella estuvo en contacto con la superficie de ia planta, aumentando la
probabilidad de fijacién de las crias.

2. Condiciones climdficas. Es frecuente ¢l desalojamiento de las crias por factores ambientales
tales como rocio, viento, y lluvia. Se diseid una caja de proteccion de pldstico con agujeros
scllados con tul fino, con la cual se cubrid la naciente colonia de inseccios. Ademas, se
protegicron las poblaciones experimentales durante periodos criticos mediante ¢l empleo
temporal de coberturas zonales.

3. Material inicial. La seleccidn de hembras, intcialmente efectuada sobre la base de su volumen,
Con ¢l objeto de sincronizar mejor la generacidn de hijas, sc sclecciond hembras que cn cl
momento de la infestacidn estaban oviponiendo.

4. Traslado de cocones. Debido a que algunos cocones [ucron trasladados cuando ain cstaban
inmaduros, posiblemente provocando daflo a la pupa en su interior, se opté por vigilar mas de
cerca el expenmente de modo de trasladar los cocones solo cuando los machos adultos
cstuvicron prontes a emerger.

5. Ciclo de vida. La duracion del ciclo de vida de la cochinilla resultdé notablemente distinto de
aquella publicada en la literatura. Posiblemente esto s¢ deba a la manipulacién de que son
objeto los insectos tanto duramte la infestacion como durante los cruces. En consecuencia, se

minimizo las manipulacion de los inseclos.
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Después de tomar todas las medidas correctivas deseritas, la sobrevivencia de las cochinillas
fue notablemente superior, la progenie estuvo mejor sincronizada, y el nimero de cruces al final de
los experimentos aumentd con respecto a los primeros experimentos. Sin embargo, este numerc
nunca logrd ser suficiente como para oblener resultados confiables (ver la tabla 3). Esto se debi6 a
que en los experimentos de cruces, las CAC de las madres no son estrictamente comparables con las
de las hijas ya que ambas gencraciones se desarrollaron en ambientes muy distintos y la CAC
resulta ser marcadamente dependiente de la estacidn del ailo. En efecto, las primeras madres que
fueron seleccionadas para cruzar se¢ desarrollaron en condiciones de otoflo y las ultimas, en
condiciones de inviemo; por otra parte, las primeras hijas producto de los cruces se desarrollaron en
condiciones de invierno y las tltimas en condiciones de primavera. Adicionalmente, tampoco son
estrictamente comparables entre si fos distintos cruces ya que, dadas las condiciones de los

experimentos de campo, es inevitable que se produzcan desfases entre los distintos cruces.

Tabla 3. Resultados globales de los experimentos recalizados en el campo.

[ Etapa [ 1V-2000 [ VIII-2000 | IX-2000 | I11-2001
Seleccion inicial 2500 2500 4000 500
Hembras que ovipusieron en 1000 683 900 371

| cantidad suficientc s I <

Lincas con machos viables 4 100 120 &5 .
'Cruces realizados o N 7 o -
Cruces al final del experimento | 0 N R 1 S G R

En wvista de la imposibilidad de responder a las preguntas genéticas con el tipo de
experimento diseilado, se decidid realizar los experimentos de cruces sobre cladodios enrraizados
que crecian en una cimara de ambiente controlado en ¢l laboratorio.

En estos experimentos sc¢ realizaron dos tipos de cruces, aleatonos y reciprocos, con €l
objeto de determinar la heredabilidad de! 4cido carminico y también la eventual existeneia de

herencia no genética materna, En los primeros, s¢ cruzoé hembras de cualquier linea con machos de
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cualquier linea distinta de la anterior. En los segundos, se cruzé la hembra de una linea con el
macho de otra, y €l macho de esta altima con la hembra de la primera, tratando en lo posible que las
lincas cruzadas tuvieran CAC contrastantes. Sc obtuvieron 54 cruces aleatorios y 10 cruces
reciprocos.

El resultado de los cruces aleatorios se muestra en la Figura 1. Esta muestra que los valores
de la CAC de la generacion parental no correlacionan con los de la F1. Sin embargo, los valores de

la generaciones sucesivas criadas cn la camara mostraron valores de CAC promedio crecientes

(Figura 2).
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Figura 1. Resultado de cruces aleatorios con cochiniila criada en una camara de ambiente

controlado.
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Cruces alealonos con dislintas lineas parentales

Figura 2. Valores de la CAC para lineas parentales, F1 y F2 productos de cruccs realizados en una

ciémara de ambiente controtado (P=linea continua; Fl=cruces; F2= linea discontinua).

La figura 3 muestra los rcsultados de los cruces reciprocos El promedio de los cruces de
hembras con valores de CAC altos con maches con CAC bajos, fue levemente mayor que sus
cruces reciprocos tanto en la generacion F1 como en la generacién F2 (13.04 vs. 1206 y 16.53 vs.
14.57, respectivamente). Aunque las comparaciones no resultaron significativas (prucba de signos
con rangos de Wilcoxon, P > (1.4), las tendencias permiten sugerir un efecto matemo no genélico
pues si la herencia fuera unicamenie del tipo haplodiploide funcional, con heterocromatizacién de
los cromosomas paternos, sc esperaria que a partir de lineas de madres con altas CAC se obtuviera
progenie con alta CAC, y a partir de lineas de madres con baja CAC se obluviera progenie con baja

CAC, lo cual no ocurre.
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Figura 3. Resultados de cruces reciprocos con cochinilla criada en una camara de ambiente

controlado.

Existencia de un compromiso entre reproduccion y defensa en la cochinilla

Los resultados del analisis de regresion muestran una relacion directa significativa (Rz*
0,97; p<0,002) entre el peso promedio de las cochinillas y el nimero de huevos que estas oviponen
(Figura 4-A). Por otra parte, los resultados del analisis de regresion entre el peso promedio y la
CAC muestran una relacion inversa significativa (R’ = -0,94; p<0,0057) entre las variables (Figura
4-B). Sobre la hase de estos resultados, se realizé un anilisis de regresion entre las variahles CAC y
nimero de huevos, el que muestra una relacién inversa significativa (R*= -090; p<0.01),
confimmando la existencia de un compromiso entre la asignacion de recursos a defensa vy

reproduccion (Figura 4-C).
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Influencia de factores bidtices sobre la CAC
La tabla 4 resume los resultados del andhisis de regresion lineal de los datos obtenidos. A

continvacion  se¢ comentan  aquellas  vanables cuyos efectos sobre la CAC  resultaron

estadisticamentc significativos.

Tabla 4. Resumen de los resultados del anilisis por regresion lineal multiple de los datos obtenidos
de los expennmentos rcalizados para cvaluar los efectos de factores bidticos sobre la concentracidon

de icido carminico, en dos temporadas. R%=10.16, P<Q.05 = * P<0(] =**

Variable estudiada Coeficiente Error estandar
Constante 2.359%* 0.176
Estacion 0.134** 0.031
Infeccion Mingica sobre los cladodios -0.014 0.013
Coberlura cérea sobre ¢l cladodio -0.032 0.018
Densidad en torno a cochinilla focal 0.055%* 0.017
Superficic del cladodio 0.033 0.023
Infeccién flingica sobre excretas de cochinilla 0.029 0.017
Color del cladodio ~0.051%* 0.015
Fdad del cladadio -0.069* 0.037
Edad de la planta 0.068* 0.036

La tabla sefiala la importancia del componente estacional sobre la CAC (16,9% en marzo
2003 y 19,1% en agosto 2003, p<{},01). Dicha vaniacidn estacional probablemente esta asociada a
las condiciones dc estrés hidrico de la pilanta durante ¢l verano debido al incremento de la
temperatura y la disminucion en las precipitaciones. Este cfecto es mas evidente debido a que los
bajos precios de la cochinilla en los dltimos afios han gencrado problemas ccondmicos reflejados en
la disminucion de la periodicidad del riego en ¢l predio.

La densidad de cochinillas en el cladodio aumenté la CAC, sugiriendo que al incrementarse

los niveles de infestacion ocurren respuestas densodependientes que se traducen en cochinillas con
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menor tamafio corporal y menor potencial reproductivo, resultados de la competencia
intraespecifica. Como se describid més arriba, la CAC estd inversamente relacionada con el tamaflo
corporal.

El color del cladodio resulié una variable significativa que puede estar relacionada con el
estado nutricional de la planta, pues plantas clordticas hospedan cochintllas con menor CAC.

La edad del cladodio afecté negativamente 1a CAC. Estudios de fisiologia vegetal en la tuna
evidencian cambios en la asignacién de recursos entre cladodios de diferentes edades, 1o que podrfa
afectar la calidad de los mismos para ¢l insecto {(Inglesc et al. 1999).

[La edad de la planta influydé positivamente sobre la CAC. Entre las pricticas agricolas
habituales, las plantas de tuna son regularmente podadas en su parte aérea, alterindose el tamafio de
la canopia y el nimere de cladodios; sin embargo, el sistema radicular no es modificado por la
poda. En consecuencia, una planta de mayor edad presentaria una mayor capacidad de absorcion de
agua y nutrientes que una de menor edad, lo cual hencficiaria positivamente al insecto al tener un
hospedero de mayor calidad.

La tabla 4 muesira que los efectos fungicos sobre cladodios y cochinilla no son
significativos al ser analizados a lo largo del afio. Sin embargo, en Chile las infecciones fangicas
sobre los frutales son mas importantes duranic los meses de primavera-verano debido al incremento
de la temperatura ambiental (Razeto 1999). Debido a ello, no es sorprendente que sélo durante esos
meses, ¢l efecto sobre la CAC de las infecciones fiingicas en la super{icie de los cladedios de tuna y
en las excretas de cochinilla, sean marginalmente significativos, P= 0065 y P= 0.06I,
respectivamente. Las infecciones sobre los cladodios tienen un efecto negativo sobre la CAC, al
disminuir la superficic fotosintética de la planta o alterar su metabolismo, mientras que las

infecciones fiingicas sobre excretas de cochinilla tienen efecto positivo sobre la CAC, sugiriendo
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gue niveles moderados de estrés derivados del ambiente o de interacciones biolégicas podrian
gatillar mecanismos defensivos que incluyen incremento de las defensas quimicas.

Los resultados sugicren gque podrian ser implementadas medidas de manejo con el proposito
de que la cochinilla acumule concentraciones mayores de dcido carminico. Adicionalmente, el bajo
valor de ajuste de la regresion entre lactores bidticos y CAC sugicre que factores ambientales como
temperatura y fotoperiodo, y pricticas culturales como riego y fertilizacion, podrian tener un mayor

efecto sobre la CAC que las interacciones biologicas evaluadas.

Comparacion de la CAC entre tres poblaciones de cochinilla

La figura 5 muestra la variacion de los valores promedio de CAC en tres poblaciones de
cochinilla: una, mantenida en el predio de Pelicana que sc originé en cruces entre lineas con CAC
altas; otra, mantenida en un invernadero en ¢l predio de Santa Maria de Cutin de Tunantes SA, que
provino de la seleccion de lineas con alta CAC que se cruzaron libremente; y la tiltima una muestra
representativa de los predios en general. Se constald que los promedios de los scctores con
cochinilla seleccionada (Pelicana: 17.89 + 3.56; Cutin: 16.69 + 2.72) no difieren de aquellos del
predio en general (16.96 + 3.78) (ANDEVA de Friedman: df = 2; coeficiente de concordancia de
Kendall = 0.0000; p= 1), y que los valores exhiben leves variaciones correspondientes a las
estaciones cuando se realizaron los muestreos, i.e. en los muestreos de invierno la CAC tendi6 a ser
alta, en tanto en los muestreos de verano tendi6 a ser baja. Esto sugiere que se podria conseguir una

mayor CAC mediante practicas culturales que amortigiien los efectos estacionales.
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Figura 5. Comparacion de Ja CAC de tres poblaciones de cochinilla.

H11.6 Perspectivas futuras

Se considera que, a pesar de las dificultades cxperimentadas durante su desarrollo y la
escasa informacion disponible en su comienzo accrca del funcionamiento del sistema, el proyecio
ha sido razonablemente exitoso. No solo se han conseguido evidencias que sugieren pricticas
culturales que pudicran avmentar la CAC, sino que se han creado las condiciones para que el
nimero de personas dedicadas a la enanza de cochinilla en el valle del Elqui pueda expenimentar un
notable incremento, particularmente entre aquellas poseedoras de predios con pequefias superficies.
Se esta presentando cn conjunto con este informe final, un proyecto de consolidacién con el objeto
de difundir la cnanza de cochinilla entre los pequefios agricultores del valle, hacer los estudios
socloeconomicos necesarios y producir los paquetes tecnologicos que permitan implementar las

nuevas explotaciones



25

111.7 Problemas enfrentados

Se llevé a cabo un primer cxperimento de cruces con cochinilla criada sobre trozos de
cladodio en el laboratorio. Este experimento de cruces gener6 resultados anomalos: 1) un mismo
macho cruzado con dos hermanas generd progenic con pesos bajos pero semejantes, y CAC muy
diferentes; 11) otros cruces mostraron que tanto los pesos como la CAC de la progenie eran bajos y
erraticos, v 1ii) el peso promedio de las cochinillas criadas en ¢l laboratorio fueron menores y sus
varianzas mayores, que aquellos de las cochinillas provenientes del campo.

Esta situacion fue atnibuida a la mala calidad del sustrato donde se desarrollaron las
cochinillas (pequefios trozos de cladodio} y a las condiciones de crianza en el laboratorio
{condiciones de luz, temperatura y fotoperiodo subdptimos). En vista de estos resultados, se decidié
realizar todos los experimentos en ¢l campao, utilizando para ello predios de Los Tunantes SA.

Desafortunadamente, la anomalia en las condiciones climaticas que prevalecicron durante el
inviemo y primavera del 2000, no permitié que los cxperimentos llegaran a buen témmino.
Adicionalmente, en el experimento que llegd a término con un numero razonable de cruces se
demostré que los valores de CAC eran erraticos debido a desfasaje entre lineas y a condiciones de
crianza distintas para las distintas generaciones estudiadas. En consecuencia, se decidio realizar los
exprimentos de cruces cn camaras de ambiente controlado ¢n el laboratorio.

El resultado de los experimentos realizados en la cAmara de ambiente controlado tampoco
fue satisfactorio. Por razones de espacio no pudo iniciarse ¢l experimento con un nimero
suficientemente grande de lineas de cochinilla. Ademas, se observé mortalidad mas alta de lo

esperado, y los resultados fueron nuevamente distintos a lo predicho.



111.8 Calendario de ejecucion

Tomando en cuenta los [faclores adversos cxperimentados, se
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logré readecuar Ila

programacién del proyecto para sausfacer la mayor parte de los objetivos planteados originalmente.

El cuadro siguiente muestra el resumen de los costos del proyecto:

Item de gasto

Recursos humanos

Financiamiento
soficitado

60.304.587

Financiamiento
real

60.164.484

12.720.644 |

I111.9 Difusion de los resultados

Insumos 13.238.566 |

Viajes © 5.971.687]  6.821.843 |

[Servicios de terceros RS 909.650 965.213 :
Actividades de transferencia 250.000 © 619.539]

(Gastos g._c_ncralcs y administracion 7.746.440]  6.929.207
Total ~ 88.420.930 88.420.930 |

. =

Periodistas de Bioplanet entrevistaron a miembros del equipo de trabajo. La entrevista fue

publicada en: Andnimo (2000) Mejoramiento genético: el rojo tesoro de la cochinilla. Bioplanet 6:

10-13.

Se organizo la visita durante ¢l mes de diciembre del 2000 del Dr. John Hoffman, del CSIR

en Sudifrica, quien tiene experiencia en cocbinilla y esta interesado en establecer contactos con

investigadores cn el area. El Dr. Hoffman participé en una mesa redonda en el FIA que gird en

tomo a conirol bioldgico de plagas, y dié una conferencia en la Facultad de Ciencias de la
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Universidad de Chile, donde presentd resultados de sus experiencias de cruces con Dactvlopius
opunfiae, utiizada en el control de dos especies de Opunria,

Por iltimo, se¢ realizé en diciembre del 2003 una reunion con representantes del FIA,

ejecutores del proyccto y empresarios dedicados a la produccién de cochinilla, cn la que se expuso

los resultados del proyccto y sc examinaron posibles proyecciones de éste.

Publicaciones
Las siguientes publicaciones fucron posibles en parie gracias al apoyo brindado por el FIA a

través del presente proyecto

I. Rodriguez, L.C. & Niemcyer, H M. (2000) Evidencias indirectas sobre el origen de la
cochinilla, Dactylopius coccus (Hemiptera:  Dactylopiidac). Revista Chilena de
Entomologia 27: 85-89.

B Rodriguez, L.C., Méndez, M.A. & Niemeyer, HM. (2001) Direction of dispersion of
cochineal (Dactylopius coccus Costa) within the Americas. Antiguity 75: 73-77.

J. Rodriguez, L.C. & Niemever, H M. (2001} Cochineal production: a pre-Columbian industry
that revives. Athena Review 2: 70-78.

4, Rodriguez, L.C., Pascual, U. & Niemeyer, H.M. (2003) Local identification and valuation of
ecosystemn goods and services from Opuntia scrublands of Ayacucho, Peru. Ecological
Economics, enviado

3. Rodriguez, L.C., Pascual, U. & Niemever, H.M. (2003) Social capital and Opuntia scrubland
habilitation in Ayacucho, Peru. Economic Development and Cultural Change, enviado.

6. Rodriguez, L.C.. Marin, V. & Niemeyer, H.M. (2003) Social capital, land use change and
peasants’ income: a model of Opuntia serublands in Ayacucho, Peru. Ecological Modelling,

enviado.

7. Rodrigucz, L.C., Faindez, E., Seymour, J., Escobar, C.A., Espinoza, L., Petroutsa, M. &
Niemeyer, H.M. (2003) Concentracion de acido carminico en 1a cochinilla (Dactyloprius
coceus Costa) (Homoptera: Dactylopiidac). Agricultura Técnica (Chile), enviado.

1I1.10 Impacto del proyecto
Aungue los resultades del proyecto sugicren que algunas practicas culturales cn la crianza de

cochinilla permitirian incrementar levemenie la concentracion de acido carmminico (CAC)
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acurnulado por ellas, por los motivos expuestos en el cuerpo principal de este informe no se logré el
objetivo general del proyecto, cual era de conseguir un aumento considerable dec la CAC. Los
experimentos realizades han permitido tomar conciencia del enorme esfuerzo en nvestigacién
bisica que serd necesario para entender cabalimente ¢l sistema hasta el punto de poder manejarlo
para obtener beneficios constderablemente mayores a los que se obtienen actualmente.

Un resultado con gran potencial (uturo es ¢l efecto catalizador que significo la ejecucion del
proyecto y la difusion de sus resultados hacia una eventual consolidacion como gnupo cohesionado
de los empresarios que crian cochinilla. Se prevé que en un futuro préximo este grupo promueva la
diseminacion de la crianza de cochinilla a otros predios en el valie del Elqui, particularmente hacia
campesinos con predios relativamente pequeios. El efecto social de esta medida podria scr enorme.

Sobre la base dec los resultados del proyecto, se presenté al FIA un proyecto de
consolidacion con el objeto de promover la crnianza de cochimlla entre los pequefios agncultores del
valle, evaluar los determinantes de su disposicton a incorporarse a fa nueva actividad, asi como sus
caracteristicas socio-ccondmicas, de forma de claborar paquetes tecnoldgicos adecuados a su

condicion.

I11.11 Conclusiones y recomendaciones

El funcionamiento del sistema tuna-cochinilla-dcido carminico ha sido escasamente
estudiado y la comprension que de €l se tienc ¢s incompleta. Los resultados de este proyecto
seftalan posibles vias para lograr mayor rendimiento del sistema en términos de concentracion de
aacitdo carminico acumulado por la cochinilla, y para lograr que un mayor nimero de personas, en
particular campesinos con pequefios predios en ¢l valle de Elqui, tengan acceso a paquetes
tecnoldgicos simples que les permitan criar cochinilla en condiciones ventajosas. Esta posihilidad

debera ser estudiada; se propone hacerlo a través de un proyecto de consolidacidn.



I11.12 Otros aspectos de interés

El Sr. Lwis Carlos Rodriguez participé como entomologo en el proyecto. Enrrolado en el
programa de doctorado en Ecologia y Biologia Evolutiva de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Chile, el Sr. Rodriguez desarrollo su linea de investigacion en cl area de economia
ecologica. Al término del proyecto, el Sr. Rodriguez habia entregado su tests doctoral: “Valoracién
de servicios ecosistémicos y cambio en el uso del suelo, la importancia del capital social en los

Andes peruanos”, tentendo como sistemas de estudio los tunales y la cochiniila

111.13 Anexos

A continuacion se exponen algunas fotografias que muestran aspectos del proceso de crianza

de cochinifla v de expenmentacion con ella

Paleta de tuna con alto grado de infestacion por Colecta de cochinilla
cochinmilla
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Daiio causado por caracoles Necrosis causada por infeccion fingica

; o SR > & [
Aspecto general de la zona protegida con Aspecto actual de una zona del predio
cochimlla mejorada



Invernadero con cochinilla seleccionada Judith Seymour, investigadora encargada de los
experimentos de campo, y Loreto Burgos,
supervisora del proyecto
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