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Aspectos biologicos, morfologicos y genéticos de Hypothenemus obscurus
e Hypothenemus hampei (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae)

Biologic, morphologic, and genetic aspects of Hypothenemus obscurus and Hypothenemus hampei
(Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae)

LUIS M. CONSTANTINO', LUCIO NAVARRO?, ALEJANDRO BERRIO?, FLOR E. ACEVEDO*, DAVID RUBIO?
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Resumen: Existen dos especies de Hypothenemus en Colombia de importancia economica: H. hampei 'y H. obscurus.
La primera es la plaga mas destructiva del café, mientras que la segunda ataca varias especies, incluyendo macadamia
y café. El objetivo de esta investigacion fue comparar estas dos especies, biologica, morfologica y genéticamente, con
el fin de establecer diferencias que expliquen la adaptacion de la broca al café. Los insectos fueron criados en dieta
artificial de café y macadamia para estudiar su biologia. Se estudi6 su morfologia mediante mediciones en microscopio
de luz y a través de Microscopia Electronica de Barrido (MEB). Las comparaciones genéticas se realizaron mediante
citogenética y bandeo C cromosdémico, desarrollo de perfiles genéticos AFLP y estudios de partenogénesis. La duracion
del ciclo de vida (huevo a adulto) de H. obscurus fue de 28,5+1,3 dias y en H. hampei de 26,8+1,0 en dietas de maca-
damia y café respectivamente. Ambas especies se desarrollaron en las dietas alternativas; sin embargo, su capacidad
reproductiva se afecto significativamente. Las comparaciones morfoldgicas mostraron caracteristicas especificas que
diferencian ambas especies y permitieron explicar su comportamiento de alimentacion. Los analisis citogenéticos reve-
laron heterocromatizacion facultativa que ocasiona patrones idénticos de haplodiploidia funcional en ambas especies,
igualmente se reportan similares cariotipos y nimero de cromosomas. No se evidencio partenogénesis y se amplificaron
fragmentos de ADN exclusivos en cada una de ellas. Esta informacion permitira avanzar en la comparacion de los trans-
criptomas de estas especies para dilucidar las bases genéticas que soportan los habitos mondfagos de la Broca del Café.

Palabras claves: Citogenética. Huella digital. Microscopia electronica.

Abstract: There are two species of the genus Hypothenemus of economical importance in Colombia: H. hampei and
H. obscurus. The first is the most destructive insect pest of coffee worldwide, while the latter attacks several crops
including macadamia nut and coffee. This research was carried out in order to compare, biologically, morphologically
and genetically, these two species to establish differences which explain the adaptation of coffee berry borer to coffee
plants. The insects were reared on macadamia and coffee artificial diets. The morphology was studied through obser-
vations under light microscope, and Scanning Electron Microscopy (SEM). The genetic comparisons were made using
cytogenetics, C-Banding of chromosomes, AFLP molecular fingerprints and parthenogenesis bioassays. H. obscurus
life cycle (egg to adult) was estimated in 28.5+1.3 days, while H. hampei was 26.8+ 1.0 on macadamia and coffee diets
respectively. Both species could develop on the alternative diet; however, their reproductive capacity was significantly
reduced. The morphological comparisons showed specific characteristics for each species, and allowed to explain their
feeding habits. The cytogenetic analysis showed facultative heterochromatization which offered identical functional
haplo-diploid patterns in both species. We also reported similar kariotypes and chromosome number for both species.
There was no evidence of parthenogenesis in these two species and each one showed distinguishable DNA fragments
in their fingerprints. This basic information will allow advancing in the comparison of the transcriptomes of these two
species in order to elucidate the genetic basis that supports the monophagous habits of coffee berry borer.

Key words: Cytogenetics. Fingerprints. Electronic Microscopy.

Introduccion
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La Broca del Café Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867) y la
Falsa Broca H. obscurus (Fabricius, 1801) son dos especies
que se han reportado en el cultivo del café. La primera es la
plaga mas devastadora del cultivo a nivel mundial, se alimen-
ta y reproduce del endospermo del fruto, causando su deterio-
ro comercial y reduciendo su calidad en taza; es una especie
de habitos mondfagos, exclusiva del género Coffea y es de
origen africano (Bustillo 2006). Por otro lado H. obscurus es
una especie polifaga, de origen neotropical, se alimenta del
mucilago del café, pero es incapaz de perforar las almendras
(Vélez 1997).

Los adultos de estas dos especies se pueden encontrar
atacando simultaneamente los frutos de café, siendo H.
hampei la especie mas abundante y de distribucion mas am-
plia en todo Colombia. Actualmente infesta unas 800.000
ha de café (Bustillo 2006) en un rango entre 600 y 2.200
m.s.n.m. con temperaturas entre 19 y 21°C (Arcila 2007),
mientras que H. obscurus se encuentra asociada principal-
mente a cultivos de macadamia en regiones de la zona cen-
tral cafetera colombiana ubicadas entre los 20 y 23°C, a al-
titudes comprendidas entre 1.000 y 1.500 m.s.n.m (Villegas
y Sanchez 2008). Los adultos de H. obscurus y H. hampei
a simple vista son dificiles de distinguir. H. hampei posee
setas erectas y filiformes, mientras que H. obscurus las po-
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see mas cortas y achatadas en forma de bate en su extremo
con seis estrias longitudinales (Alonzo-Padilla 1984; Rubio
2003).

Ambas especies presentan varias sinonimias dados los
problemas para identificar correctamente las 200 especies
del género Hypothenemus conocidas en el ambito mundial
(Wood 2007). H. obscurus se encuentra distribuido en Cos-
ta Rica, Sur Africa, en el sudeste asiatico, Sur de Estados
Unidos, Hawai, Guadalupe, Jamaica, Puerto Rico, México,
Guatemala, Nicaragua, Costa Rica, Trinidad, Guyana, Suri-
nam, Colombia y Brasil, donde se tiene reportada como plaga
del cultivo de macadamia (Macadamia integrifolia Maiden y
Betch) ocasionando una disminucion del rendimiento y ca-
lidad de la nuez. Igualmente esta especie se alimenta de las
vainas y semillas, y en algunas ocasiones en ramas secas, de
una amplia variedad de hospedantes entre los cuales los mas
importantes son: el algarrobo Hymenaea courbaril (Caesal-
pinaceae), tamarindo Tamarindus indica (Caesalpinaceae),
clavellino Caesalpina pulcherrima (Caesalpinaceae), nuez
moscada Myristica fragrans (Myristicaceae), nuez del bra-
sil Bertholletia excelsa (Lecythidaceae), yarumo Cecropia
sp. (Cecropiaceae), matapalo Phoradendron sp. (Lorantha-
ceae), Ficus sp. (Moraceae), mangle Rhizophora sp. (Rhizo-
phoraceace), cacao Theobroma cacao (Sterculiacae), congolo
Mucuna sp. (Fabaceae) y café Coffea arabica (Rubiaceae)
(Wood 2007). Estos antecedentes nos indican que H. obs-
curus es de habitos polifagos, contrario a H. hampei el cual
ha sido descrito de habitos mondfagos, alimentandose exclu-
sivamente del género Coffea spp. (Rubiaceae) (Vélez 1997;
Bustillo 2006).

En Colombia H. obscurus esta reportada como plaga del
cultivo de la nuez de macadamia en la zona cafetera de los
departamentos de Quindio, Risaralda, Caldas, Cauca, Valle y
Cundinamarca (Villegas 1998). Las hembras inician el ataque
al realizar perforaciones laterales en la nuez, hasta alcanzar la
almendra donde depositan sus huevos, de los que emergen las
larvas que consumen la almendra casi en su totalidad, encon-
trando que el dafio se produce tanto en los frutos verdes que
se empiezan a secar en el arbol como en los frutos que se caen
al suelo (Beardsley 1990; Jones et al. 1992; Villegas 1998).
Ademas del dafio mecanico directo ocasionado por la Falsa
Broca al alimentarse y destruir las almendras, los orificios
de entrada y de salida realizados por el insecto en los frutos
son la puerta de entrada a esporas de hongos saprofitos que
contaminan la nuez, causando mayores pérdidas de calidad
y disminucion del valor comercial de la almendra (Jones et
al.1992). En el caso del cultivo de café, H. hampei ataca y
dana los frutos que son comercializados, reduce la produc-
cion por la destruccion de los granos (pérdida de peso), pro-
voca la caida de frutos, deprecia el café en su clasificacion
por tipo al aumentar los granos perforados y quebrados en
el beneficio y ademas, altera el sabor de la bebida (Duque y
Chaves 2000).

Una de las caracteristicas biologicas de la Broca del Café
es su comportamiento reproductivo altamente endogamico,
la broca fundadora produce una progenie compuesta princi-
palmente por hembras, en una proporcion de 10:1 con respec-
to a los machos, estos ultimos apteros y de menor tamafio, los
cuales permanecen dentro del fruto apareandose con las hem-
bras de su misma progenie (consanguineos) (Bustillo 2008;
Benavides 2008). Una vez apareadas, las hembras emergen
para buscar nuevos frutos de café para ovipositar de manera
que la mayor parte del ciclo el insecto ocurre dentro del fruto.

La disponibilidad de dietas artificiales desarrolladas para
la cria de la Broca del Café (Villacorta y Barrera 1993; Porti-
1la 1999; Vega et al. 2009) ha permitido el mantenimiento de
poblaciones por varias generaciones sucesivas para adelantar
estudios de biologia y genética en condiciones de laborato-
rio. Los estudios de genética de la Broca del Café muestran
que esta especie es funcionalmente haplodiploide, ya que en
examenes citogenéticos de células somaticas de hembras y
machos se evidencié que ambos eran diploides; sin embargo,
los machos fallaron en expresar genes de resistencia a insec-
ticidas e incluso parece que no pueden transmitir sus cromo-
somas paternos a su descendencia; esta caracteristica podria
ser denominada pseudoarrenotoquia (Brun et al. 1995).

La haplodiploidia ha evolucionado al menos unas 17
veces en animales, incluyendo los taxones Rotifera, Nema-
toda, Arachnida ¢ Insecta (Mable y Otto 1998). En los artro-
podos existen dos formas de llegar a ser un macho haploide
en las especies haplodiploides: en organismos arrenotocos
los machos se desarrollan a partir de huevos no fertilizados
haploides; mientras que en pseudoarrenotocos, los machos
se desarrollan de huevos fertilizados diploides, pero luego
el genoma paterno es eliminado. En el ultimo caso, existen
dos formas de perder el genoma paternal: (i) el set de cro-
mosomas paterno es eliminado durante los estados tempra-
nos del desarrollo embrionario y el macho se convierte en
un individuo somaticamente haploide; o (ii) el set cromo-
somico paterno es inactivado y retenido al interior de las
células somaticas como una masa condensada de cromatina
y eliminados durante la espermatogénesis. En ambos casos,
el set cromosomico materno es génicamente expresado y
cromosOomicamente transmitido a su progenie. A la fecha, la
pseudoarrenotoquia ha sido estudiada en coccidos (Hemip-
tera) (Nur 1980), 4caros de la familia Phytoseiidae (Acari)
(Nelson-Rees ef al. 1980; Schulten 1985; Perrot-Minnot et
al. 2000) y en la Broca del Café (Coleoptera) (Brun ef al.
1995; Borsa y Kjellberg 1996).

En vista de que el ciclo de vida de H. obscurus no esta
descrito completamente y que esta especie parece cercana a
H. hampei, surgié la necesidad de hacer este estudio com-
parativo para determinar las diferencias bioldgicas, morfo-
logicas, citogenéticas y genéticas existentes entre estas dos
especies pertenecientes al mismo género, pero contrastantes
en habitos y comportamientos, que podria ayudar a enten-
der las razones biologicas y genéticas que posee la Broca del
Café para ser una especie tan especializada en alimentarse,
desarrollarse y reproducirse unicamente en plantas del géne-

ro Coffea spp.

Materiales y Métodos

Aspectos biologicos de H. obscurus y H. hampei. Para
avanzar en el conocimiento de la biologia de la Falsa Broca y
la Broca del Caf¢, se realizaron estudios comparativos sobre
la cria de estos dos insectos en frutos de macadamia, granos
de café y dietas artificiales. También se estudio el dafio y el
modo de penetracion de H. obscurus en frutos de macada-
mia. Para el desarrollo de una dieta artificial para la cria de
H. obscurus en confinamiento, se estudio la dieta Cenibroca
(Portilla 1999) usada para la cria de la Broca del Café, donde
se reemplazo el café molido por endospermo y pericarpio de
macadamia.

El modo de penetracion y el dafio de la Falsa Broca se
registraron mediante observacién directa en cultivos de ma-
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cadamia de la Estacion Experimental Paraguacito de Ceni-
café, localizada a 1.200 m de altitud, en el departamento del
Quindio, Colombia. Se recolectaron 100 frutos brocados del
suelo de una parcela de 180 arboles productivos, que conte-
nian una perforacion de entrada en la corona. Estos frutos
se mantuvieron en condiciones ambientales controladas de
26+1°C y 80+2% de HR durante 60 dias en cajas plasticas
de 30 x 25 x 10cm con tapa y dos orificios de ventilacion de
Scm de diametro cubiertos con muselina blanca. Una vez se
obtuvieron los adultos se establecieron colonias del insecto
mediante la cria en dieta artificial.

En laboratorio se realizé un ensayo de alimentacion de
H. obscurus y H. hampei con frutos y granos de café. Inicial-
mente se tomaron 100 cerezas de café (Coffea arabica var.
Colombia) con 22 a 30 semanas de desarrollo y se deposi-
taron sobre cajas plasticas. Estos frutos se infestaron en una
proporcion de 1:1 con 100 hembras adultas de Falsa Broca
provenientes de la colonia en dieta artificial de macadamia
(Cenibroca modificada). Del mismo modo, otros 100 frutos
de café con las mismas caracteristicas se infestaron con hem-
bras fértiles de Broca del Café criadas sobre café pergamino
del 47% de humedad. En otro experimento, granos de café
pergamino del 47% de humedad se individualizaron en 80
viales de vidrio borosilicato (12 x 35mm) con tapa plastica
y se infestaron con un adulto hembra de H. obscurus y de H.
hampei (40 repeticiones/especie). Estas muestras se mantu-
vieron en condiciones de laboratorio de 26+1°C de tempera-
tura y 80£2% de humedad relativa (HR).

Los frutos y granos de café se disecaron 12 dias después.
Se registro el nimero de frutos y granos perforados, la posi-
cion de los adultos de cada especie en frutos y granos de café
y la presencia de estados inmaduros.

Con el fin de describir el ciclo de vida (huevo a adulto)
de las dos especies de Hypothenemus, se realizd un ex-
perimento con dietas artificiales. La unidad experimental
estuvo conformada por un vial de vidrio (60 x 25mm) es-
terilizado con 1 g de dieta artificial Cenibroca (café) y Ce-
nibroca modificada (macadamia), conteniendo una hembra
fértil de cada especie en cuatro tratamientos (Tabla 1): T1
dieta de macadamia con H. obscurus, T2 dieta de macada-
mia con H. hampei, T3 dieta de café con H. obscurus 'y T4
dieta de café con H. hampei. La infestacion de las dietas se
realiz6 con adultos de Falsa Broca y Broca del Café des-
infectados con una solucioén al 3% de hipoclorito de sodio
con tres lavados durante tres minutos y un enjuague con
agua destilada para evitar contaminacion en las dietas. Los
viales se ubicaron dentro de cajas plasticas de color ne-
gro sobre estantes metalicos para evitar la entrada de luz y
semejar los habitos cripticos del insecto. Este experimen-
to se mantuvo en las mismas condiciones de laboratorio
descritas anteriormente. Por cada tratamiento se tuvieron
30 repeticiones, asignadas bajo un disefio completamente
aleatorio. Se evalud la oviposicion de las hembras y el nu-
mero de estados biologicos de cada especie en las dietas
artificiales a los 28 y 35 dias después de infestadas. Los
datos se analizaron por medio de la estimacion del prome-
dio y del coeficiente de variacion por tratamiento, con un
analisis de varianza al 5% bajo un modelo con un disefio
completamente aleatorio y prueba de Tukey (p<5%) entre
tratamientos. Se determind la duracion del ciclo de vida de
ambas especies a partir de las unidades experimentales de
los tratamientos (T1) y (T4).

Comparacion morfoldégica entre H. obscurus y H. hampei.
Se tomaron fotografias mediante Microscopia Electronica de
Barrido (MEB), para lo cual los adultos de ambas especies
se fijaron en solucion de glutaraldehido (2,5%) con buffer
fosfato (0,1M; pH7,4) por 48 horas y luego se sometieron a
deshidratacion en una serie gradual de diferentes concentra-
ciones de etanol (80, 90 y 100%) durante 20 minutos; luego
las muestras se sumergieron en etanol:xileno (1:1) durante
12 horas y después se transfirieron a etanol 100% por 20min.
El secado por punto critico con CO, se realizé en una cama-
ra de vacio Tousimis 780 (Rockville, MD). Los especimenes
adultos se colocaron sobre un portaobjeto adherido con cinta
transparente de doble faz en posicion lateral, dorsal y ventral,
con 10 individuos por cada especie. Las muestras se sometie-
ron a fase de metalizado con Oro y Paladio de 18nm cubiertas
con un pulverizador y visualizadas en el Microscopio Elec-
tronico de Barrido (JEOL JSM-820, Tokio), de la Unidad de
Virologia del CIAT, Palmira, Colombia.

Igualmente se realizaron comparaciones usando Mi-
croscopia de Luz (ML). Para esto, individuos adultos de H.
hampei 'y H. obscurus se fijaron y aclararon en una solucion
de KOH (10%) por ocho dias, después se lavaron en etanol
(95%) y se montaron sobre portaobjetos de vidrio con bélsa-
mo de Canada y se visualizaron con un microscopio de luz
Nikon modelo SM2 1500, equipado con un dispositivo de
iluminacion con luz blanca (Digital Sight DS-U1), usando
un software (NIS-Elements-BR- Nikon Corporation, Tokio).
Las mediciones se realizaron a 100 individuos de cada estado
para cada especie con la ayuda de una reglilla milimétrica
acoplada al ocular del microscopio de luz.

Evaluaciéon de partenogénesis. Para determinar si H. obs-
curus 'y H. hampei presentaron sistema de reproduccion
partenogenética, por especie se individualizaron 50 pupas
hembras en viales de vidrio con dieta de macadamia y café
respectivamente. La diferenciacion de sexos en las pupas de
ambas especies se logrd gracias a que ambas especies pre-
sentaron claro dimorfismo sexual, siendo los machos mas
pequeiios, con cuerpo mas recurvado y apteros. Los viales se
mantuvieron bajo condiciones controladas de temperatura de
26+1°C y humedad relativa de 80+£2% en cajas multiuso plas-
ticas de color negro. Se tomaron lecturas cada semana hasta
50 dias después para contabilizar y determinar la presencia o
ausencia de posturas y el desarrollo de las progenies.

Analisis citogenético de H. hampei y H. obscurus. Para
comparar células somaticas de H. hampei y H. obscurus,
larvas y pupas de ambas especies se prepararon tejidos pro-
cedentes de la unidad de cria de broca en el laboratorio de
Entomologia de CENICAFE, Colombia. Se usé el método
de microcentrifugacion de Camargo et al. (2006) con algu-
nas modificaciones. Cada individuo se sumergi6 en solucion
hipoténica (NaCl 44mM; CaCl, 0,90 mM; KCl 1,34mM; Na-
HCO; 1,19mM; Colchicina 1%) durante 2h, después de la
primera hora, los individuos se maceraron suavemente usan-
do un pistilo plastico para obtener una suspension celular.
Posteriormente, las suspensiones celulares fueron fijadas en
Carnoy (4 etanol: 1 4cido acético). La suspension celular fue
preparada por medio de dispersion mecénica de los tejidos,
haciendo entre ocho y 10 movimientos suaves con una micro-
pipeta. Las células fueron colectadas por centrifugacion du-
rante 4 min a 3000rpm en una microcentrifuga a temperatura
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ambiente, el sobrenadante se descarté y el boton celular fue
resuspendido en fijador fresco. Esta suspension se centrifugo
nuevamente y se resuspendio en 15uL de fijador fresco. Des-
pués, 10mL de la suspension fue goteada desde una altura de
20 a 30cm sobre laminas de porta objetos limpias y enfriadas
en agua-hielo. Las laminas goteadas se secaron por flameo
y después se tifieron por Smin con solucion Giemsa (5% en
H,0). Las bandas C se prepararon usando el procedimiento
descrito por Schwarzacher et al. (1980) con algunas modifi-
caciones. Las laminas goteadas se hidrolizaron después de
tres dias con una solucién de acido acético (45%) a 60°C por
10 minutos. Posteriormente, se incubaron en Ba(OH), a 25°C
por 10min y en buffer 2xSSC (pH 7,0) a 60°C por 80 min.
Las laminas secas se tifleron con Giemsa (4%) por 5 minutos.
Todas las observaciones y las fotomicrografias se realizaron
en un microscopio Nikon Eclipse 90i, las imagenes se captu-
raron con la camara integrada usando un software Lucia v5.3
y se procesaron en el programa Adobe Photoshop CS3.

Desarrollo de perfiles genéticos. Los perfiles genéticos de
ambas especies se obtuvieron mediante la técnica de AFLP
(Polimorfismos Amplificados de Longitud de Fragmentos),
utilizando el sistema de analisis Il de AFLP (GIBCO Invitro-
gen, Carlsbad, CA, USA) seglin la metodologia de Vos et al.
(1995). Para estos ensayos se usaron tres combinaciones de
cebadores especificos EcoRl/Msel (AC/CTG, AA/CTG, AA/
CTC) a partir de ADN de 10 adultos para cada especie. El
ADN fue extraido con el kit Dneasy Tissue-Qiagen (Valen-
cia, CA, USA.). Los amplificados se visualizaron en geles de
poliacrilamida (5%) preparados en camaras de electroforé-
sis vertical (OWL Thermo Fisher Scientific Inc, Portsmouth,
NH) y se revelaron por tincién con AgNO, seglin la metodo-
logia de Bassam ef al. (1991).

Resultados y Discusion

Aspectos biolégicos de H. obscurus y H. hampei. Las hem-
bras de H. obscurus perforan el pericarpio del fruto de maca-
damia a través de la corona o cicatriz del céliz floral cuando
el fruto aun estd verde y no en la parte lateral del endocarpo
como fue reportado anteriormente (Jones et al. 1992; Villegas
1998) (Fig. 1A); posteriormente, ellas perforan el endocarpo
inmaduro para poder entrar en el endospermo o nuez, donde
barrenan y forman galerias y camaras en su interior. Una vez
adentro, ovipositan entre 10 y 30 huevos y completan su ciclo
de vida (Fig. 1C). Posteriormente se aparearon y las hembras
rompieron la parte lateral del endocarpo, abriendo varios ori-
ficios circulares por donde emergieron los adultos en busca
de nuevos frutos para colonizar (Fig. 1E). La contextura ex-
terna lisa y dura del endocarpo, la cual no permite apoyo y
friccion al insecto, podria ser la explicacion para que no pue-
da penetrar lateralmente. Una situacion diferente se presenta
cuando los frutos estan secos, ya que el endocarpo se vuelve
extremadamente duro y se dificulta la salida de las hembras
de la nueva generacion. En este estudio se observo que mas
del 80% de las hembras muertas halladas dentro de frutos se-
cos presentaron los dientes de las mandibulas completamente
desgastados y un gran namero de perforaciones parciales no
finalizadas de adentro hacia afuera del endocarpo en frutos
colectados del campo (Fig. 1D).

Ademas del dafio mecanico directo ocasionado por el
insecto al alimentarse y destruir las almendras, los orificios
de entrada y de salida son la puerta de entrada a esporas de

Figura 1. Sitio de penetracion y dafno de Falsa Broca Hypothenemus
obscurus en frutos de macadamia. A. frutos verdes mostrando el céliz
floral (cf) o corona. B. frutos secos mostrando el canal de penetracion
(cp), pericarpio (p), endocarpo (e), endospermo (almendra) (a).C. gale-
rias en la almendra. D. perforaciones parciales no finalizadas de aden-
tro hacia afuera en el endocarpo. E. fruto seco mostrando el orificio de
entrada (oe) en la corona, y orificio de salida (os) en la parte lateral del
endocarpo.

hongos saprofitos que contaminan la nuez, causando mayores
pérdidas de calidad y disminucién del valor comercial de la
almendra, tal como lo reporta Jones ef al. (1992).

H. obscurus logréd perforar 59% de las cerezas de café,
pero solo el 3% logro roer los granos superficialmente. No
se observaron galerias dentro de los granos y sélo un huevo
fue depositado en el interior de un grano. H. hampei por el
contrario, perford el 96% de las cerezas de café, el 66% de
los granos y ovipositd en el 8% de ellos a los 12 dias de la
infestacion. Sobre café cereza se encontraron estados inma-
duros en el 32,5% de los frutos infestados con Falsa Broca,
con un promedio de 5,3 estados por fruto alimentandose de
pulpa y mucilago en el espacio que separa los dos granos;
estos estados larvales lograron desarrollarse hasta adulto.
La totalidad de los frutos de café perforados por H. hampei
contenian estados inmaduros en el interior de las almendras
con un promedio de 40 estados por grano. Estos resultados
confirman las observaciones previas (Vélez 1997; Bustillo
20006). Estos resultados indican que bajo las condiciones de
laboratorio, H. obscurus tuvo la capacidad de perforar y de-
sarrollarse en cerezas de café, alimentandose del mucilago
y pulpa de las cerezas sin realizar dafio a las almendras. Se
confirman los habitos polifagos de H. obscurus, incluido el
café, tal como lo reportan Vélez (1997) y Wood (2007). A
pesar de que estas pruebas se realizaron en laboratorio y los
insectos fueron expuestos a una sola posibilidad de alimento,
no se esperaria en condiciones naturales en Colombia que la
Falsa Broca ofrezca una amenaza al cultivo del café, ya que
los registros citados de Falsa Broca en frutos de café en otros
paises tampoco reportan dano a las almendras (Wood 2007).

Las evaluaciones de cria de H. obscurus en dieta artificial
Cenibroca modificada (macadamia) permitieron observar
que la adicidon de s6lo endospermo, producia una pelicula
lipidica que no permitia el normal desarrollo de los estados
del insecto. La proporcidon de los componentes provenien-
tes de macadamia que permitieron la cria de la Falsa Broca
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Tabla 1. Componentes de la dieta artificial Cenibroca (Portilla 1999)
(café) para la cria de Hypothenemus hampei y de la dieta artificial Ceni-
broca modificada (macadamia) para la cria de Hypothenemus obscurus.

Ingredientes H. obscurus H. hampei

Agua 200 ml 200 ml
Agar 56¢g 56¢g
Nuez de macadamia molida 6g --
Pericarpio de macadamia molida 20g --
Café molido - 26¢g
Sucrosa 37¢g 37¢g
Caseina 53¢ 53¢
Levadura torula 53¢g 53¢g
Acido benzoico 021 g 021¢g
Benomil 04¢g 04¢g
Vitaminas de Vanderzant 0,133 g 0,133 g
Nipagin 0,26 g 0,26 g
Colesterol 0,16 g 0,16 g
Acido sorbico 0,06 g 0,06 g
Sales de Wesson 0,53 ¢g 0,53 ¢g
Etanol 2,66 ml 2,66 ml
Formaldehido 37% 0,53 ml 0,53 ml

fue de 20% de endospermo con 80% de pericarpio molidos
(Tabla 1).

En la dieta de café, H. obscurus oviposito en solo 10% de
las unidades experimentales, en contraste con la dieta de ma-
cadamia donde ovipositd en la totalidad de ellas. El analisis
de varianza mostr6 diferencias significativas en la capacidad
reproductiva de esta especie entre la dieta de macadamia y la
dieta de café a los 28 y a los 35 dias (n=30; gl= 6; P=0,0001)
(Tabla 2). Lo mismo se observo para H. hampei, donde esta
especie no ovipositd en dieta de macadamia (n=30; gl=6;
P=0,0001) (Tabla 2). Estos resultados confirman los habitos
polifagos de H. obscurus y monofagos de H. hampei tanto
en dieta artificial Cenibroca (macadamia) y Cenibroca (café)
como en frutos de café, mientras que Vélez (1997) solo lo
report6 en frutos de café.

El ciclo de vida desde huevo hasta adulto de H. obscurus

Tabla 2. Ntmero de huevos (promedio + error estandar) depositados
por hembras de Hypothenemus obscurus y de Hypothenemus hampei en
dieta artificial de café (Cenibroca) y macadamia (Cenibroca modificada)
a los 28 y 35 dias de infestadas (DDI) (n=30).

Hypothenemus obscurus

DDI Café Macadamia

28 13,1+£43a 36,4+58b

35 14,7+47a 42,1+55b
Hypothenemus hampei

DDI Café Macadamia

28 294+6,1a 0,0£0,0b

35 322+64a 0,0+0,0b

Medjias + error estandar seguidas de la misma letra no difieren estadisticamente segun
la prueba de Tukey (p<0,05) entre los tratamientos.

en dieta artificial de macadamia fue un poco mas largo que el
de H. hampei (Tabla 3). Estos resultados registran por prime-
ra vez la cria de H. obscurus en dieta artificial bajo condicio-
nes de laboratorio. Se encontrd una proporcion sexual (ma-
cho: hembra) de 1:12 en H. obscurus y 1:10 en H. hampei.
Estas diferencias de radio sexual podrian estar relacionadas
con la probacteria Wolbachia y su efecto en la determinacion
sexual de estas especies, de la manera como ha sido repor-
tada como distorsionador de la determinacién sexual en va-
rios insectos (Benavides 2008) y su presencia en la Broca del
Caf¢ fue confirmada (Vega et al. 2002). Se presume que en
la Falsa Broca se podria presentar esta misma situacion. En-
tre los mecanismos reportados como un distorsionador en la
determinacion sexual de insectos esta la feminizacion o con-
version sexual en el cual individuos genéticamente machos
se convierten en hembras funcionales (Rousset et. al. 1992)
y la incompatibilidad citoplasmatica, en al cual la fertilidad
depende de la ausencia o la presencia de la probacteria en el
macho o la hembra (O"Neill ef al. 1997; Benavides 2008).

Comparacion morfologica entre H. obscurus y H. ham-
pei. Los huevos de las dos especies son de color blanco hia-
lino, lisos y de forma eliptica (Figs. 2A, F), siendo un poco
mas grandes en H. hampei en longitud y grosor (Tabla 4). Las
larvas son blanco crema, de tipo curculioniforme, eucéfalas,
apodas y encorvadas. La cabeza es marron claro con mandi-
bulas bien desarrolladas (Figs. 2B, G). Pasan por dos etapas
de crecimiento o instares larvales (L1 y L2). Las pupas de
ambas especies son del tipo exarata, de color blanco recién
formadas y se tornan de color crema al cabo de dos dias. La
cabeza esta cubierta completamente por el pronoto (Figs. 2
C, H) vistas dorsalmente bajo un Microscopio de Luz (ML).

Los adultos de H. obscurus son negro brillante, de for-
ma cilindrica (vistos dorsalmente), el cuerpo esta recubierto
de setas achatadas en forma de bate en su extremo. Las for-
mas adultas jovenes recién formadas, cuando la cuticula del
cuerpo aun no esta completamente melanizada, son de color
castafio claro acaramelado, pero al cabo de dos dias se tornan
de color negro. Las hembras son de mayor tamafio que el
macho (Tabla 4) (Figs. 2 I, J) y presentan alas membrano-
sas bien desarrolladas y funcionales. Los machos carecen de
alas membranosas y permanecen todo el tiempo dentro de los
frutos apareandose con las hembras de su misma progenie.
En H. hampei, los adultos son mas grandes que H. obscurus
y presentaron setas filiformes (Figs. 2 D, E) vistos con un
Microscopio de Luz (ML). La forma del pronoto es semicir-
cular en H. obscurus como en H. hampei pero con la super-
ficie reticulada y rugosa que es lisa en H. hampei. El pronoto
visto en forma dorsal, cubre completamente la cabeza en los
dos sexos de ambas especies. La hembra de H. obscurus, de
perfil, muestra una linea dorsal mas o menos recta, mientras
que en H. hampei es levemente curvada (Figs. 2 D, I). En
los machos, en cambio presentan un arco mas pronunciado
y comprende todo el perfil del borde anterior del protérax y
la extremidad apical de los élitros (Figs. 2 E, J) siendo mas
pronunciado en H. hampei que en H. obscurus. Segun Wood
(2007), un caracter diagndstico de la Falsa Broca es la frente
de la cabeza de forma convexa y amplia, con un surco pro-
fundo y estrecho en el area medial desde el nivel superior de
los ojos hasta el borde del epistoma; sin embargo, este es un
caracter débil frente a H. hampei.

Las mandibulas en las dos especies, son estructuras fuer-
temente esclerotizadas, articuladas dorsolateralmente, situa-
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Tabla 3. Duracion en dias (promedio + error estandar) de los diferentes
estados de desarrollo de Hypothenemus obscurus 'y Hypothenemus ham-
pei en dieta artificial de macadamia y café, respectivamente (n=100).

Tabla 4. Longitud (promedio + error estandar) en milimetros de cada
estado de desarrollo de Hypothenemus obscurus 'y Hypothenemus ham-

pei en dieta artificial de macadamia y café, respectivamente (n=100).

Estado de desarrollo H. obscurus H. hampei Estado H. obscurus H. hampei
Huevo 41412 51+1,0 Huevo 0.65+0,05x026+0,01 0,70+ 0,02 x 0,30 % 0,02
Larva 1 72+2,1 64+1,5 Larval — 0,63+0,01x03+0,01  0,70=0,02x 0,33 = 0,02
Larva 2 92415 6.6 1,1 Larva 2 2,0+ 0,03 x 0,5 = 0,02 2,2+0,04 x 0,6 0,03
Prepupa 20402 22+ 0.1 Pupa 1,65+0,02 x0,64+0,03 1,68+ 0,03 x 0,68+ 0,02
Pupa 6,0£13 6,5+12 AUl 1104 0,04x0,50£002  1,12£0,05x0,53 0,03
Total 285413 268+ 1,0

Adulto 1,75+0,06x 0,76+ 0,03  1,85+0,05 x 0,82 + 0,04

hembra

das en la region anterior de la cabeza y de forma triangular
(Figs. 3 A, B); poseen dos regiones, una region ventral, en
donde se observan tres incisivos diseflados para cortar y en
la region dorsal un molar amplio que facilita la trituraciéon
del material alimenticio. El tercer incisivo en H. obscurus es
mas desarrollado y visible al que presenta H. hampei (Figs.
4 A, B).

Las hembras de H. hampei presentan en promedio un ni-
mero aproximado de 115 omatidios (Fig. 3 C), mientras que
el ojo compuesto de H. obscurus exhibe alrededor de 150
omatidios (Fig. 3 D) vistos con un Microscopio Electronico
de Barrido (MEB). Este caracter diagndstico que no estaba
documentado para H. obscurus, puede servir para separar
ambas especies adultas.

El flagelo de la antena esta conformado en las dos espe-
cies por ocho flagelémeros que se encuentran fusionados, los
primeros cuatro y el pedicelo forman el funiculo y los cuatro
restantes de la region distal forman una porra o clava ovalada,
que presenta una serie de setas a lo largo de las suturas que
unen los flagelomeros, estas setas de la porra en H. hampei
son de menor longitud comparadas con las de H. obscurus
(Figs. 5 Cy 6 D). Wood (2007) describe que el funiculo an-
tenal del género Hypothenemus presenta de tres a cinco seg-
mentos, de acuerdo con lo registrado en este trabajo, las es-
pecies H. hampei y H. obscurus presentan cuatro segmentos
flagelares y solamente en la region distal del cuarto flagelo se
observan entre seis a ocho setas (Figs. 5SAy 5 B).

Visto dorsalmente, el pronoto de los dos insectos se in-
clina en la zona posterior y contiene una gran cantidad de
asperezas simétricas, en tipo espiral que presentan setas de
diferentes formas y tamafios. Estas setas son largas, cilindri-
cas y de forma filiforme en H. hampei, mientras que en H.
obscurus son redondeadas en su extremo, en forma de bate y
se caracterizan por tener seis a siete estrias longitudinales en
la puntas (Figs. 6 A a la D) vistas con un Microscopio Elec-
tronico de Barrido (MEB). Con un Microscopio de Luz las
estrias no se alcanzan a visualizar bien, solo se puede apreciar
la forma de las setas. La superficie de los élitros en la Broca
del Café y en la Falsa Broca es lisa y brillante, las diferencias
que presentan estan relacionadas en cuanto al nimero de es-
trias y la forma de las setas en las interestrias. Los élitros en
las hembras de H. obscurus cuentan con 10 interestrias y nue-
ve estrias dispuestas longitudinalmente, mientras que en H.
hampei éstos presentan 11 interestrias y 10 estrias dispuestas
longitudinalmente vistos con un Microscopio de Luz (ML)
(Figs. 7A'y 7B).

La tibia en las dos especies se encuentra recubierta de se-
tas y presenta en la region anterior una serie de dientes que

difieren en las dos especies, para ¢l caso de H. hampei la tibia
presenta una serie de seis o siete espinas en la margen distal,
mientras en H. obscurus se observan ocho espinas (Figuras 7
Cy 7D). Este caracter diagnostico no fue reportado por Wood
(2007). En las dos especies estas espinas son mas evidentes
en las patas pro y mesotoracicas, pero en las patas metato-
racicas son pequeiias y ovaladas. El abdomen en H. hampei
y H. obscurus es completamente curvado en la parte dorsal,
debido a que en esta region se pliegan las alas posteriores

B E

Figura 2. Estados de desarrollo de Hypothenemus hampei A. huevo. B.
larva 2. C. pupa. D. hembra. E. macho. Estados de desarrollo de Hypo-
thenemus obscurus. F. huevo. G. larva 2. H. pupa. L. hembra. J. macho.
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que se resguardan en los ¢élitros. En posicion ventral, las dos
especies muestran cinco esternitos o placas abdominales muy
diferenciadas, pero en H. hampei se presenta mayor cantidad
de setas en la region ventral del abdomen.

Estudio de partenogénesis. Hubo oviposicion en el 70% de
los viales para H. obscurus y en mas del 90% en los viales
para H. hampei. El total promedio acumulado de huevos fue
de 42,145,5 por hembra en H. obscurus'y 32,4+6,4 huevos en
H. hampei. Al dia 50 las hembras fueron retiradas y se hizo
seguimiento a las posturas durante dos meses. De un total
de 1.750 huevos ovipositados por H. obscurus en 50 dias y
de 1.458 huevos ovipositados por H. hampei en el mismo
periodo, ninguno de los huevos eclosionaron, confirmando
en este estudio que H. hampei ni H. obscurus presentaron
partenogénesis; esto concuerda con los trabajos de Alvarez y
Cortina (2004) en Colombia y Barrera et al. (1995) en M¢éjico
para la Broca del Café y se encuentra en contraste con los
resultados de Mufioz (1989) en Honduras, y Montoya (1992),
Montoya y Cardenas (1994) en Colombia, donde una peque-
fia proporcion de hembras no fertilizadas produjeron huevos
feértiles (< 0,3%).

Estudio citogenético. El estudio de las metafases de H.
hampei'y de H. obscurus evidencid un nimero diploide de
2n=14 en las hembras y un sistema de determinacion sexual
en el que un set cromosdémico se encuentra condensado en
los machos de ambas especies (Figs. 8C, 8D). De acuerdo
con las observaciones en las preparaciones cromosomicas,
las hembras de H. hampei y de H. obscurus presentaron una
formula cariotipica formada por cinco pares de cromosomas
submetacéntricos y dos pares acrocéntricos. El tamafio de
los cromosomas se dsitribuye para las dos especies, desde 5
a lum aproximadamente, tres de ellos poseen tamafios simi-
lares (Figs. 8A, 8B). Las células pro-metafasicas de machos
de H. hampei 'y H. obscurus evidenciaron una masa conden-
sada de uno de los componentes haploides, acompaiadas de
siete cromosomas (Figs. 8C, 8 D). Las células interfasicas
de hembras de las dos especies se caracterizaron por la pre-
sencia de cromémeros; manchas conspicuas e intensamente
tefiidas que se relacionaron con un alto grado de condensa-
cion de la cromatina (Figs. 8E, 8F). El analisis cariotipico
de los machos de estas dos especies revelaron que el set
heterocromatico haploide visto durante la metafase forma
un cromocentro que usualmente estd acompaiado de varias
manchas heteropicnoticas (Figs. 8G, 8H).

Dado que algunos cromosomas de una misma metafase
presentaron similitudes macro que dificultaron su analisis,
fue necesario realizar bandeo-C. Esta técnica permitio reve-
lar selectivamente las regiones de heterocromatina constitu-
tiva y ofrecié mejor informacion sobre la arquitectura de los
cromosomas para una mejor caracterizacion de los cariotipos
(Fig. 9). Adicionalmente, en este estudio se confirma que el
cariotipo de H. hampei y H. obscurus son muy parecidos,
de hecho, ambas especies se caracterizaron por poseer una
férmula cromosomica idéntica. Podria argumentarse que H.
obscurus también desarrolla el sistema genético de heterocro-
matizacion de un set cromosdmico. En todos los machos de
ambas especies se observo un tipo de masa heterocromatica
acompafiada de numerosos puntos heteropicnoéticos en célu-
las interfésicas y de siete cromosomas en células metafésicas.
Ademas, las manchas heteropicndticas observadas en interfa-
se no necesariamente corresponden a centromeros, debido a

Figura 3. A. Cabeza en vista lateral de Hypothenemus hampei, escala=
100um , 230X; B. Aparato bucal de H. hampei, escala 100=pum , 230X
C. Ojo compuesto de H. hampei mostrando el numero de omatidias,
escala =10pm, 500X; D. Ojo compuesto de H. obscurus, escala= 10pm,
500X.

que el nimero de manchas sobrepasa en muchas ocasiones al
numero de centromeros presentes en Hypothenemus. En ge-
neral, entre H. hampei y H. obscurus no se lograron observar
diferencias cromosomicas evidentes, esto indicaria que las
diferencias citogenéticas entre estas dos especies yacen a un
nivel estructural muy fino y que su divergencia evolutiva ra-
dica en rearreglos cromosomicos muy pequeios, tales como
microdeleciones, microduplicaciones, microinversiones, o
incluso efectos epigenéticos dados por modificaciones en la
estructura de la cromatina independientes de la secuencia del
ADN.

La haplodiploidia verdadera (arrenotoquia) ha sido do-
cumentada dentro de la subfamilia Scolytinae en las tribus
Xyleborini y Dryocoetini (Kirkendall 1993), representando
al menos el 70% de las especies de esta subfamilia. Sin em-
bargo, la haplodiploidia funcional en Scolytinae ahora podria
ser descrita en una especie mas: H. obscurus, (Cryphalini),
sumandose a la Broca del Café. Todas las especies haplo-
diploides en Scolytinae, incluyendo las especies del género
Hypothenemus, comparten varias caracteristicas ecologicas y
reproductivas como la endogamia extrema, relacion sexual
basada en las hembras, machos desprovistos de alas y de-

A B

Figura 4. Mandibula izquierda de una hembra adulta. A. Hypothenemus
hampei. B. Hypothenemus obscurus.
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Figura 5. Antena de hembras de Hypothenemus obscurus A.'y Hypo-
thenemus hampei B. Escala =10um a 400X. Porra de la antena de H.
obscurus Cy H. hampei D. Escala =10pm a 800X.

sarrollo de vida en galerias construidas en diversos 6rganos
vegetales (Kirkendall 1993). Analisis filogenéticos proponen
que la haplodiploidia bajo arrenotoquia evoluciono6 una sola
vez dentro de Scolytinae para conformar un clado claramente
reconocible; Xyleborini y Dryocoetini (Normark et al. 1999).
Basados en esta hipdtesis, la haplodiploidia funcional pudo
aparecer una vez en la tribu Cryphalini dentro de un clado
formado por los géneros Hypothenemus, Cryptocarenus,
Trischidias y Periocryphalus (en Cryphalini se describen cer-
cade 25 géneros), conocidos como endogamicos y con radios
sexuales basados en las hembras (Wood 2007). A pesar que
en Cryptocarenus, Trischidias y Periocryphalus no existen
datos citogenéticos que soporten la haplodiploidia funcional,
es probable que este sistema genético esté presente en estos
géneros dado que comparten las caracteristicas ecoldgicas y
reproductivas con otras especies haplodiploides en Scolyti-
nae (Vega et al. 2002).

Desarrollo de perfiles genéticos de H. obscurus y H.
hampei. Las especies compartieron el 14,9% de los 254
marcadores generados con las combinaciones evaluadas; sin

Figura 6. A. Setas de los ¢litros de Hypothenemus obscurus. Escala
=10pm a 500X. B. Setas en el pronoto de H. obscurus. Escala =10um a
950X. C. Setas de los élitros de H. hampei. Escala =10pum a 500X. D.
Setas en el pronoto de H. hampei. Escala =10pum a 950X.

embargo, el agrupamiento generado a partir del analisis de
distancia realizado bajo el algoritmo de UPGMA, identifico
las especies. El indice de similitud de Jaccard se calculd uti-
lizando la informacion generada mediante AFLP, encontran-
do valores de similitud de tan solo 0,184/1,0, los cuales son
bastante bajos y comunes en individuos de especies distintas
(Fig.10).

Conclusiones

A pesar de que H. hampei y H. obscurus provienen de dife-
rentes centros de origen, Africa y América, y que atacan di-
ferentes cultivos de importancia economica como son café y
macadamia, la similitud en sus caracteristicas morfoldgicas,
bioldgicas y genéticas son sorprendentes. Los estudios mor-
foldgicos entre los adultos de estas dos especies permitieron
identificar caracteres no documentados previamente (Vélez
1997; Wood 2007); el niimero de estrias longitudinales en
los élitros, la cantidad de omatidios en los ojos compuestos,
las espinas en las tibias de las patas protoracicas y la forma
de los dientes en las mandibulas, se convierten en caracteres
diagnosticos de estas especies. A nivel bioldgico, se docu-
mentod el modo de alimentacion y penetracion de las hembras
de H. obscurus en frutos de macadamia, el cual controvierte
los reportes previos (Jones et al. 1992; Villegas 1998). Se
determino en este estudio el ciclo de vida completo de H.
obscurus, por primera vez en una dieta artificial de macada-
mia, en condiciones de laboratorio. Se confirman los habitos
polifagos de H. obscurus y mondfagos de H. hampei. A ni-
vel genético, aunque los perfiles genéticos indicaron clara
diferenciacion de especies, ninguna especie evidencio par-
tenogénesis; los estudios citogenéticos y reproductivos do-
cumentados aqui por primera vez para H. obscurus, indican
que son similares a los reportados para H. hampei, como el
nimero y estructura cromosoémica, la condensacion de un
juego cromosdémico en los machos, pseudoarrenotoquia y un
alto grado de endogamia.

El estudio de una especie tan cercana a la Broca del Café
es importante para determinar las condiciones biologicas y
genéticas que la llevaron a adquirir una alta especializacion al
cultivo del café. Las diferencias entre estas especies yacen en
caracteres moleculares minimos que han ofrecido respuestas

Figura 7. A. Elitro derecho de una hembra de Hypothenemus obscurus
con 10 interestrias y 9 estrias dispuestas longitudinalmente. B. Elitro
derecho de una hembra de H. hampei con 11 interestrias y 10 estrias
dispuestas longitudinalmente. C. Pata protoracica de H. obscurus con 8
espinas tibiales. D. Pata protoracica de H. hampei con 7 espinas tibiales.
Escala= 0,1mm, 40X, 80X.
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Figura 8. Patrones de condensacion de cromatina en células de Hypo-
thenemus hampei'y H. obscurus. Metafase y cariotipo en hembras de H.
hampei A.y H. obscurus B. prometafase en machos de H. hampei C.y
H. obscurus D. Interfases en hembras de H. hampei E. y H. obscurus F.
Interfases en machos de H. hampei G.y H. obscurus H. Escala=100pum

adaptativas y evolutivas complejas. Le proseguira a esta in-
vestigacion el analisis de la expresion génica de ambas espe-
cies criadas en café para identificar los genes y rutas metabo-
licas necesarias en la broca durante su desarrollo y reproduc-
cion sobre granos de café, paso intermedio en la exploracion
de nuevas estrategias de control genético y etoldgico para el
manejo de ambas plagas.
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Figura 9. Bandeo-C para detectar la heterocromatina constitutiva en cé-
lulas de Hypothenemus hampei 'y Hypothenemus obscurus. A. Metafase
y cariotipo en hembras de H. hampei; y B. H. obscurus.
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Figura 10. A. Perfiles AFLP de Hypothenemus hampei e Hypothenemus
obscurus con tres combinaciones de cebadores especificos Eco RI/Mse
I, (AC/CTG, AA/CTG, AA/CTC). Las flechas indican bandas compar-
tidas. B. Dendrograma con el analisis de distancia realizado bajo el al-
goritmo de UPGMA mediante el indice de similitud de Jaccard para H.
obscurus 'y H. hampei.
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