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Articulo de revision

Una revision sobre la broca del café, Hypothenemus hampei
(Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae), en Colombia

A review of the coffee berry borer, Hypothenemus hampei (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae),
in Colombia

ALEX ENRIQUE BUSTILLO PARDEY!

Resumen. La broca del café Hypothenemus hampei (Ferrari), es el insecto plaga mas importante que
afecta el cultivo del café no solo en Colombia, sino en casi todos los paises productores causando
pérdidas cuantiosas a los cultivadores. Debido a que es una plaga introducida en Colombia sin enemi-
gos naturales, la primera estrategia fue la introduccion desde Africa al pais de agentes de control
bioldgico como los parasitoides, Cephalonomia stephanoderis, Prorops nasuta'y Phymastichus coffea.
Luego se llevaron a cabo investigaciones con el hongo Beauveria bassiana, para obtener cepas con
actividad patogénica hacia la broca del café. Para estos agentes de control bioldgico, se desarrollaron
procesos de produccion masiva que permitieron su diseminacion en toda la zona cafetera infestada por
la broca. Posteriormente se estructur6 un programa de manejo de la finca cafetera, que incluyo el
conocimiento sobre la fenologia del cultivo y el desarrollo de la broca, la evaluacion de niveles de
infestacion, el control cultural, practicas agronomicas que reducen la incidencia de la broca, evitando
el escape de la broca en la etapa de beneficio del café, junto con los componentes bioldgicos enuncia-
dos arriba. El uso de insecticidas quimicos se restringe a productos de baja toxicidad y poco impacto
ambiental y se deben aplicar en aquellas situaciones en que los niveles de infestacion lo ameriten,
especialmente en sitios donde la broca se encuentra agregada. La integracion de todas estas activida-
des con el fin de mantener las poblaciones de broca en niveles bajos, ha mostrado ser viable en las
condiciones cafeteras de Colombia, como lo demuestran los resultados de las investigaciones.

Palabras clave: Coffea arabica. Beauveria bassiana. Cephalonomia stephanoderis. Prorops nasuta.
Phymastichus coffea.

Abstract. The coffee berry borer (cbb) Hypothenemus hampei (Ferrari), is the most important pest of
coffee not only in Colombia but in almost all coffee producing countries, causing severe crop losses
for growers. Given that it a pest introduced to Colombia without its natural enemies, the first strategy
was to introduce its agents of biological control from Africa to Colombia such as the parasitoids,
Cephalonomia stephanoderis, Prorops nasuta and Phymastichus coffea. Research was then undertaken
with the fungus Beauveria bassiana to obtain strains with pathogenic activity to cbb. Mass rearing
processes were developed for these biological control agents to permit their dissemination in the
entire coffee-growing region infested by the borer. Afterwards, a management program was structured
for the coffee farm, which included knowledge of crop phenology and cbb development, evaluation of
infestation levels, cultural control and agronomic practices that reduce cbb incidence, avoiding esca-
pe of the insect during the coffee processing phase, together with the biological components mentioned
above. Use of chemical insecticides is restricted to products of low toxicity and low environmental
impact and these should be applied in those situations where infestation levels merit it, especially in
areas where cbb is found aggregated. The integration of all these activities to maintain cbb populations
at low levels has been shown to be viable under the coffee-growing conditions of Colombia, as has
been demonstrated in research results.

Key words: Coffea arabica. Beauveria bassiana. Cephalonomia stephanoderis. Prorops nasuta.
Phymastichus coffea.
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Introduccion

El cultivo del café en Colombia repre-
senta el segundo renglon generador de
divisas para el pais. En 1991 participa-
ba en el PIB total con el 5,3% y en el
PIB agropecuario con el 23,4% (Carde-

nas 1993). Por tanto, cualquier problema
que lo afecte es de especial importancia
para la economia colombiana. En 1988 se
detecto la presencia de la broca del café,
Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleop-
tera: Curculionidae: Scolytinae), en Co-
lombia en el sur de Narifio. Este insecto, es

la plaga mas importante que afecta el café
en los paises cafeteros donde ha llegado.
Hace el dafio al atacar el fruto del café y
reproducirse internamente en el endos-
permo, causando la pérdida total del gra-
no y en muchos casos su caida prematura,
ademas reduce la calidad del producto
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final (Cardenas 1991; Bustillo 1991).
Actualmente se encuentra infestando cer-
ca de 800.000 hectareas de café y afec-
tando el patrimonio de mas de medio
millon de familias cafeteras colombianas.

La caficultura colombiana se ha mante-
nido libre de problemas de insectos a
través de todo su desarrollo como explo-
tacion comercial. Solamente se han re-
gistrado ataques esporadicos de insectos
como son: Orthezia praelonga Douglas,
Coccus viridis (Green), Planococcus citri
(Risso), Dismicoccus brevipes (Co-
ckerell), Leucoptera coffeella (Guerin -
Méneville), Oxydia spp. y el acaro
Oligonychus yothersi McGregor (ICA
1989; Cardenas 1983, 1985). Estos in-
sectos y acaros no se han convertido en
plagas serias debido a que el ecosistema
cafetero es bastante estable, con buena
biodiversidad y duradero, lo que favore-
ce el desarrollo de la fauna benéfica, la
cual mantiene en equilibrio las plagas
presentes. Por otra parte en las zonas ca-
feteras no se han usado indiscriminada-
mente los insecticidas, hasta tal punto
que Colombia es el unico pais en el mun-
do en el que la caficultura se manej6 has-
ta la llegada de la broca, con muy poco
uso de insecticidas (Bustillo 1991).

Esta situacion de equilibrio se ha visto
afectada con la aparicion de la broca del
café. La broca es una plaga exoética origi-
naria de la zona ecuatorial del Africa e
introducida accidentalmente al continen-
te americano (Brasil) a principios del si-
glo pasado (Bergamin 1943). Por eso
cuando llega a un lugar con condiciones
favorables, desarrolla todo su potencial
bidtico sin ninguna restriccion, alcanzan-
do altos niveles de poblacion debido a la
carencia de agentes de control que han
coevolucionado con ella en su sitio de
origen (Bustillo 1991).

El uso de insecticidas como tUnica medi-
da de control de H. hampei no es reco-
mendable. Esta practica ampliamente
usada en otros paises cafeteros de Améri-
ca con presencia de broca (Decazy 1990a)
tiene muchos inconvenientes. Uno es que
las aspersiones con insecticidas solo son
eficientes cuando se aplican oportuna-
mente, esto es cuando el insecto esta pe-
netrando el fruto y el producto entra en
contacto con la broca, ya que una vez en
el interior de la almendra, ningln insec-
ticida ofrece un control satisfactorio.
(Villalba et al. 1995). Por otra parte debi-
do a las condiciones climaticas en Co-
lombia el café presenta varias floraciones
(Camayo y Arcila 1997), lo que origina
que en zonas como el eje cafetero, exis-

tan durante todo el afio muchos frutos
susceptibles de ser atacados por la broca,
(Vélez et al. 2000; Arcila ef al. 1993). Esta
situacion genera una necesidad de con-
trolar sus poblaciones a través de muchas
aspersiones de insecticidas quimicos, las
cuales traerian como consecuencia pro-
blemas de contaminacidén ambiental, re-
siduos no admisibles de insecticidas
tanto en la planta como en el suelo, ries-
gos para la salud de sus habitantes y de
la vida animal en los cafetales, dese-
quilibrios biolégicos al eliminar la fau-
na benéfica ocasionando el surgimiento
de insectos que antes no eran plagas
(Bustillo et al. 1993).

El uso continuado de insecticidas tam-
bién conduce al desarrollo de resistencia
como ha sido comprobado para el endo-
sulfan en Nueva Caledonia (Brun et al.
1989, Ffrench- Constant et al. 1994) y
recientemente en Colombia (Gongora et
al. 2001). Como consecuencia de lo an-
terior, es necesario utilizar todas las he-
rramientas que se encuentren disponibles
para combatir la broca como son: practi-
cas de control cultural, de manejo agro-
némico del cultivo del café que reduzcan
sus poblaciones, el fomento de la fauna
benéfica, la introduccion desde su sitio
de origen de enemigos bioldgicos como
parasitoides y entomopatdgenos que jue-
guen un papel importante sobre las
poblaciones de broca. Entre estos orga-
nismos, los parasitoides Cephalonomia
stephanoderis Betrem, Prorops nasuta
Waterston, Phymastichus coffea La Salle
y el hongo Beauveria bassiana (Bals.)
Vuillemin, se consideran componentes
importantes en un programa de control
bioldgico de la broca del café (Orozco y
Aristizabal 1996; Orozco 1995; Bustillo
1995, 1991).

El anterior enfoque estd enmarcado den-
tro del concepto de Manejo Integrado de
Plagas (MIP) (Andrews y Quezada 1989;
Rabb y Guthrie 1970; NCA 1969). El MIP
proporciona una serie de principios y
conceptos sobre control de plagas que se
integran y en una forma teorica se esbo-
zan para establecer un derrotero ecolo-
gico en la solucién del problema. Por lo
tanto, el MIP es flexible, dinamico, sus-
ceptible siempre de mejorarse, aunque su
comprension y adopcion por parte de los
agricultores puede ser dificil. En el caso
de H. hampei, el desarrollo del programa
de manejo integrado de la broca (MIB)
(Benavides y Arévalo 2002; Bustillo
2002; Bustillo et al. 1995), se ha enfoca-
do dentro del siguiente marco tedrico:
“El uso de una serie de medidas de con-

trol (culturales, bioldgicas y quimicas) y
de practicas agrondémicas tendientes a
reducir las poblaciones de la broca en los
cafetales a niveles que no causen dafio
econdmico y que permitan la produccion
de café para exportacion en forma com-
petitiva. Las medidas de control que se
utilicen deben ser compatibles y no cau-
sar efectos deletéreos a los moradores de
la zona cafetera, a la fauna, ni contami-
nar el ecosistema cafetero”

Distribucion de la broca del café

La broca es originaria del Africa ecuato-
rial y fue introducida al continente ame-
ricano a principios del siglo pasado.
Actualmente se encuentra practicamente
en todos los paises productores de café
(Le Pelley 1968). En Colombia se regis-
tr6 por primera vez en el sur hacia 1988 y
su dispersion ha sido rapida ya que en-
contrd condiciones muy favorables para
su desarrollo debido especialmente al
clima, a la continuidad de la zona cafete-
ray su grado de tecnificacion, que le ase-
guran suministro permanente de alimento
(Bustillo 1991).

Un analisis de la distribucion de la broca
a nivel mundial usando herramientas
moleculares es presentado por Benavides
(2005b) y Benavides et al. (2005). Esta
informacion sugiere una invasion en Asia
de la broca procedente del oeste africano
y se presume que algo similar ocurrié en
América. Después de amplificar cientos
de loci a partir de muestras de broca pro-
venientes de 17 paises en tres continen-
tes (Africa, Asia y América) mediante
AFLP, confirmaron el origen de esta pla-
ga en Etiopia, y documentaron su disper-
sion mundial y la invasion de Asia y
América a partir de insectos del Oeste
Africano. La distribucion de las huellas
dactilares y su relacion genética, deter-
minada por un andlisis de Neighbor-
Joining, indicé que dos introducciones
de broca en Brasil se dispersaron poste-
riormente a través de las Américas y una
tercera introduccion en América fue evi-
dente en Pert y Colombia (Benavides
2005a).

Muchos insectos tratan de migrar como
un mecanismo de supervivencia. En el
caso de la broca existe una proporcion
de adultos que vuela y se dispersa, por
consiguiente es casi imposible erradicar
un insecto con aspersiones de insectici-
das o control cultural si en un momento
dado parte de su poblacion esta volando
y otra parte esta refugiada en otros cafe-
tales donde no se estan haciendo practi-
cas para reducir su poblacion. Por lo tanto,
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una vez la broca aparece en una zona hay
que tratar de convivir con ella (Baker
1984).

En la selva tropical donde se origind la
broca hace mucho tiempo se supone que
habia una gran diversidad de especies y
por tanto los cafetos se encontraban dis-
persos y con baja produccion de frutos,
lo cual obligaria a la broca a adaptarse a
desplazamientos largos. La broca vuela
levantandose lentamente y casi en forma
vertical hasta encontrar corrientes de aire
que la arrastran a otros sitios y puede
mantenerse libremente hasta una hora y
media y mas de tres horas en vuelos suce-
sivos (Baker 1984).

En un estudio en Colombia para evaluar
las poblaciones de la broca y su disper-
sion a cafetales vecinos después del
zoqueo, sin retirar los frutos de los arbo-
les zoqueados, se encontr6 que el poten-
cial de estados biologicos vivos de broca
en estos lotes de una hectarea era de
5.800.000 y se observé que su reproduc-
cion continuaba atn después de tres me-
ses de estar en el suelo. En los primeros
30 dias emerge del suelo la mayor canti-
dad de adultos de broca y se triplica el
porcentaje de infestacion en los lotes
vecinos. A los 70 dias después del zoqueo
cerca del 80% de la poblacion de adultos
de broca emergid y se continuaron regis-
trando emergencias aun después de 150
dias. Esto implica que se tiene un flujo
constante de brocas hacia los cafetales
vecinos, lo que dificulta y encarece el
control de la broca (Castafio et al. 2005).
Esta informacion ratifica la necesidad de
seguir las recomendaciones de Cenicafé
sobre zoqueo, que en esencia se reducen
al remover los frutos brocados de los ar-
boles antes de desrramarlos, usar arboles
trampas y cosecharlos oportunamente
(Cenicafé 1995a).

Generalidades sobre la biologia de la
broca

En Africa el cafeto es una planta que en
su estado natural debid encontrarse bajo
sombra proporcionada por arboles gran-
des en la selva. Por esto se presume que
la broca sea un insecto adaptado a las
condiciones de sombrio, lo cual se ha
comprobado en cafetales en América
(Baker 1984). Sin embargo, esto no quie-
re decir que sea mas abundante en estos
ecosistemas ya que la produccion de fru-
tos de los cafetos bajo esta condicion es
menor que a libre exposicion. En los ca-
fetales, a libre exposicion plantados en
altas densidades de las variedades Catu-
rra y Castilloa, se produce un auto som-

brio que favorece el ataque de la broca
pero debido a las altas producciones de
frutos de café se pueden reproducir mas
brocas por unidad de superficie (Bustillo
et al. 1998).

Los compuestos volatiles son aquellos
que se evaporan facilmente en el aire. Las
sustancias volatiles proporcionan sefia-
les a los insectos sobre su existencia, para
poder dirigirse a ellos. La broca es pri-
mero atraida por metabolitos secundarios
que produce el cafeto en su proceso de
formacion del fruto y luego por el color
y la forma del fruto. Las que llegan des-
pués son atraidas por los mismos facto-
res, pero también por los volatiles
liberados por la primera broca. Hay evi-
dencias (Giordanengo et al. 1993) que
en los desechos fecales se producen sus-
tancias que atraen otras hembras. Las
hembras de la broca debido a esto tien-
den a agregarse al llegar a un cafetal con-
centrandose en ciertas ramas y arboles.

Comportamiento reproductivo de la
broca

La reproduccion de H. hampei presenta
una alta endogamia, en la que la broca
colonizadora da lugar a una progenie
de muchas hembras, y pocos machos.
Los machos no vuelan y permanecen en
el fruto y las hembras copulan con sus
hermanos lo cual ocurre antes de salir
de los frutos para ir a colonizar nuevos
frutos de café. Este aspecto es acentuado
por el mecanismo de la haplodiploidia
funcional en el cual tanto las hembras
como los machos son diploides, pero
estos ultimos fallan en expresar y trans-
mitir los cromosomas paternos (Brun et
al. 1995).

Recientemente, se ha propuesto un me-
canismo para explicar el comportamien-
to reproductivo de la broca que tiene que
ver con la determinacion sexual, en el
que predominan las hembras sobre los
machos. Ninguno de los siete cromo-
somas presentes en su forma haploide en
la broca (Brun et al. 1995) han sido liga-
dos a la determinacion sexual, se sugiere
que probacterias del género Wolbachia,
encontrada recientemente como un
endosimbionte en la broca, es la causan-
te de la determinacion sexual (Vega et al.
2002), de la misma forma como ha sido
descrita en otras especies de insectos
(Benavides 2005b).

Ciclo de vida y habitos de la broca

El ciclo de vida de la broca ha sido estu-
diado por varios autores (Baker et al.

1992a; Decazy 1990a; Muifioz 1989;
Baker 1984; Ticheler 1963; Bergamin
1943; Corbett 1933). En Colombia se han
llevado a cabo varios estudios al respec-
to (Ruiz 1996; Ruiz et al. 1996; Gaviria
et al. 1995; Montoya y Cardenas 1994).
Existen considerables diferencias en
cuanto a la informacién sobre la dura-
cion de sus estados, pero esto obedece
fundamentalmente a diferencias en las
condiciones ambientales de los diversos
estudios, especialmente de temperatura.
El adulto hembra de la broca del café una
vez emerge de la pupa esta listo para
aparearse y unos tres dias después puede
iniciar posturas. Su periodo de ovipo-
sicion es de unos 20 dias y coloca entre
dos y tres huevos/dia. El nimero de dias
que puede permanecer ovipositando se
estima en Colombia en 15 dias, La
incubacioén del huevo dura 7,6 dias
(23°C) y el estado de larva 15 dias para
los machos y 19 dias para las hembras, la
prepupa dos dias y la pupa 6,4 dias
(25,8°C). El ciclo total de huevo a emer-
gencia de adulto se estima en 27,5 dias
(24,5°C). Sin embargo el tiempo gene-
racional, o sea el tiempo que tarda en ini-
ciarse otra generacion del insecto, bajo
condiciones de campo se estima para la
zona cafetera colombiana en 45 dias a
una temperatura promedia de 22°C y de
unos 60 dias para una temperatura de
19°C. La relacion de sexos es aproxima-
damente de 1: 10 en favor de las hembras
(Ruiz 1996).

El adulto macho de la broca no tiene sino
funcién reproductora. Es de menor tama-
flo, y se encuentra siempre en el interior
de los frutos, ademas es incapaz de perfo-
rar un fruto. Debido a que los musculos
de sus alas se encuentran atrofiadas no
puede volar. Este comportamiento expli-
ca el porqué no es viable el uso de atra-
yentes sexuales para el manejo de este
insecto (Bustillo ef al. 1998).

Una vez que la hembra colonizadora ini-
cia su oviposicion, permanece en el inte-
rior del fruto del café hasta su muerte
cuidando de su progenie. Bajo condicio-
nes de la zona central cafetera se ha de-
terminado que en un fruto de café, desde
el momento que es susceptible al ataque
de la broca hasta la época de cosecha, se
pueden producir dos generaciones de la
broca. Si estos frutos no se cosechan y se
dejan secar en el arbol, se puede llegar a
cuatro generaciones (Ruiz 1996).

Al hacer observaciones sobre el tiempo
que una hembra demora en penetrar un
fruto, se encontr6 que éste varia de acuer-
do con el estado de desarrollo del fruto
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asi: frutos verdes requieren en promedio
5 horas 36 minutos, mientras que frutos
pintones 5 horas 54 minutos, frutos ma-
duros 4 horas 50 minutos y frutos secos
11 horas 21 minutos (Miguel y Paulini
1975). Lo anterior indica que hay una
tendencia de la broca a penetrar con ma-
yor rapidez en los frutos maduros.

En estudios realizados en Colombia en
cafetales a altitudes entre 1.200 y 1.350
m, se encontrd la influencia directa que
tiene la acumulacion de la materia seca
en el fruto de café sobre el tiempo que
tarda el insecto desde el inicio de la per-
foracion hasta iniciar la oviposicidn.
Este tiempo fluctia entre 91 dias para
frutos de 60 dias de edad (11% de peso
seco) hasta s6lo cuatro dias en frutos de
210 dias de edad (33% de peso seco)
(Ruiz 1996). Aqui también se debe tener
en cuenta la diferencia que existe en el
desarrollo de los frutos del café en Co-
lombia, que harian variar estos datos.
Cuando se encuentra el cafetal a unos
1200 m de altura (22°C) el desarrollo
desde floracion a cosecha puede tomar
siecte meses, pero a 1800 m de altura
(19°C) este desarrollo puede ser de nue-
ve meses (Vélez et al. 2000; Jaramillo y
Guzman 1984).

Cuando la broca inicia ataques a frutos
no muy desarrollados (<150 dias) el tiem-
po de exposicion en el canal de penetra-
cion es muy prolongado ya que espera a
que la consistencia de las almendras sea
la adecuada para iniciar su oviposicion;
este comportamiento hace vulnerable al
insecto al tratamiento con insecticidas
quimicos y bioldgicos durante este tiem-
po (Villalba et al. 2006).

La informacion anterior muestra la im-
portancia de realizar labores de control
dirigidas a los adultos a tiempo, ya que
una vez la broca alcanza el endospermo
solo es controlable con la recoleccion
oportuna del café o con la liberacion de
parasitoides que puedan entrar y atacar
los estados de la broca dentro del fruto.

La fenologia del cafeto en relacion
con la broca

Aunque el arbol de cafeto suele florecer
después de las lluvias que siguen a un
periodo de sequia (déficit hidrico), en el
aflo se presentan en la region cafetera
central dos periodos definidos de flora-
ciones correspondientes a la cosecha prin-
cipal del segundo semestre y a la mitaca
o cosecha del primer semestre. El primer
periodo va de mediados de marzo a fina-
les de mayo y el segundo desde princi-
pios de septiembre hasta finales de

noviembre (Vélez et al. 2000; Camayo y
Arcila 1997; Arcila et al. 1993).

Estudios sobre el desarrollo del fruto del
café (Salazar et al. 1993; Jaramillo y
Guzman 1984) han demostrado que en-
tre la antesis y el fruto maduro transcu-
rren 32 semanas y que el fruto alcanza un
20% de peso seco entre 110 y 140 dias
después de la floracion. Se comprobd que
la broca puede atacar los frutos desde 70
dias después de la floracion, pero tan s6lo
en frutos mayores a 120 dias cuando és-
tos tienen mas del 20% de peso seco, los
encuentra aptos para iniciar su reproduc-
ciéon mediante la oviposicion (Salazar et
al. 1993). Ruiz (1996) demostrd que la
oviposicion ocurre en menos de 4 a 5 dias
en frutos mayores a 150 dias con un peso
seco del 27%, mientras que esta toma
hasta 90 dias cuando se expone a frutos
de 60 dias de edad.

El registro de las floraciones en las fincas
es muy importante porque permite hacer
predicciones sobre el tiempo de ocurren-
cia de la cosecha, sus picos y los momen-
tos criticos de posibles ataques de la
broca (Bustillo 2002). Esta informacion
es muy util para un programa de manejo
de la broca y lograr una mayor eficiencia
para controlar las poblaciones de la bro-
ca que estén penetrando los frutos.

Efecto de la humedad y temperatura
sobre la broca

La humedad afecta la mortalidad y el
potencial reproductivo de la broca. A
bajas humedades ocurre alta mortalidad
y la méaxima fecundidad se encontrd en-
tre 90% y 93,5% de H.R. La emergencia
de la broca de frutos infestados se
incrementa a humedades altas entre 90 -
100% H.R. y es muy baja a temperaturas
inferiores a 20°C (90-100% H.R.) y se
incrementa considerablemente entre 20-
25°C (Baker et al. 1992b, 1994)

Los periodos prolongados de sequia en
los cafetales causan la caida de frutos, se
acelera la maduracion y las almendras
resultan mal formadas y de calidad infe-
rior. Si estos estan infestados con la bro-
ca su desarrollo también es mas rapido o
sea que el tiempo generacional es mas
corto, hay una mayor reproduccion den-
tro de los frutos caidos al no recibir hu-
medad por las lluvias. La broca, como se
dijo antes, no emerge de los frutos duran-
te los periodos secos generando una gran
descendencia la cual inicia su salida cuan-
do comienzan las lluvias. Durante los
periodos lluviosos se presenta una emer-
gencia muy continua pero en cantidades
muy bajas debido a que por efecto de las

precipitaciones la broca no se reproduce
en grandes cantidades dentro de los fru-
tos (Cenicafé 1997, 1998).

Efecto de la broca sobre la
produccion de café

El dafio que ocasiona la broca al fruto
de café, consiste en perforaciones a los
frutos y caida de estos cuando atacan
frutos jovenes. Se encontrd que cuando
la broca ataca frutos de café de dos me-
ses de edad, mas del 50% de los frutos
afectados se caen de las ramas y muchos
de ellos toman un color caracteristico
de madurez; pero si el ataque ocurre des-
pués de los tres meses de edad, la caida
de frutos es menor al 23,5%. La pérdida
de peso del café pergamino seco por cau-
sa de la broca fue en promedio de 18,1%,
y los frutos que fueron atacados tempra-
namente se maduran prematuramente, lo
cual repercute en un manchado del
pergamino de los granos sanos (Alzate
1993).

Los componentes del manejo
integrado de la broca del café

Muestreo y umbrales de dafio econémico

El dafio causado por la broca del café,
hace que se deban tomar medidas de con-
trol eficientes, en el momento oportuno
y cuando el insecto amenace causar pér-
didas econdmicas. Por lo tanto un requi-
sito importante en un programa de manejo
integrado es el de poder medir una po-
blacién en el campo en un momento dado
y correlacionar esta poblacion con el dafio
que se obtiene cuando el cafetero vende
su cosecha.

En el caso de la broca y otros insectos es
imposible hacer un censo por lo que se
debe acudir al muestreo apoyado en fun-
damentos estadisticos (Taylor 1984;
Southwood 1978; Cochran 1977; Elliott
1977). Para el caso de H. hampei el dise-
flo del muestreo se ha basado en investi-
gaciones realizadas en Centroamérica
(Decazy 1990b, 1990c; Baker 1989;
Baker et al. 1989; Muiioz 1988) y discu-
siones con especialistas en la materia. En
general se ha establecido que para una
hectarea de café (universo de muestreo)
es suficiente muestrear 30 sitios por hec-
tarea (tamafio de la muestra) y en cada
sitio se escoge un arbol y en este se selec-
ciona una rama en la zona productiva que
tenga entre 30-100 frutos (unidad de
muestreo) y se contabiliza el total de fru-
tos en la rama y el total de frutos broca-
dos. Esta evaluacion se demora en
promedio 42 min (Bustillo et al. 1998).
Una variante de este plan de muestreo se
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ha validado recientemente con caficul-
tores, y esta basado en la calibracion de
la poblacion de frutos en una rama a tra-
vés de una medida. Este muestreo es mas
rapido y la informacidén generada es
estadisticamente igual al de las ramas
(Trujillo et al. 2006; Bustillo y Mejia
2003).

Estos planes de muestreo son apropiados
y aconsejables para evaluar niveles de
infestacion de la broca, siempre y cuan-
do se los realice recorriendo los lotes de
café en una forma representativa. Se re-
comienda hacer estas evaluaciones men-
sualmente, y por lotes para poder hacer
seguimiento a las poblaciones de broca
y tomar las medidas de control oportu-
namente en la finca (Bustillo ef al. 1998).

El recorrido de los lotes, también permi-
te al evaluador localizar sitios de con-
centracion o “focos” de broca, en donde
se deben intensificar los esfuerzos de
control. Por otra parte a medida que se
evalua el nivel de infestacion se pueden
tomar muestras aleatorias de 2 a 3 frutos
brocados/sitio, que al abrirlos dan infor-
macion sobre el grado de penetracion de
la broca. Esta muestra también permite
evaluar cualquier medida de control al
relacionar la poblacion de broca muerta
con el total de brocas encontradas en toda
la muestra. El nivel de infestacion de bro-
ca en un lote, su localizacion dentro del
lote y la posicién de la broca en el fruto
es informacion basica para poder tomar
decisiones de control (Bustillo 2002;
Bustillo ef al. 1998).

La pérdida econémica al momento de la
venta del grano por el caficultor, esta es-
tablecida por normas de la Federacion
Nacional de Cafeteros, que estipula un
nivel maximo de defectos en el café per-
gamino del 5,0%, incluyendo dafio por
broca. Esto indica que al establecerse un
tope del 2% de dafio por broca en café
pergamino, significa que en los cafetales
a la cosecha no deben tener mas del 5%
de infestacion. El 5% de infestacion de
café cereza produce 2,5% de infestacion
en café pergamino, ya que en la mayoria
de los casos s6lo uno de los dos endos-
permos esta atacado por la broca. Ade-
mas se estima que en el proceso humedo
de beneficio del café un 20% del café
brocado se puede separar, resultando una
reduccion adicional del 0,5% en la infes-
tacion del pergamino para teéricamente
llegar a un 2% de infestacion en el perga-
mino seco (Fajardo y Sanz 1999). El um-
bral durante los periodos entre cosechas
no debe sobrepasar el 2% con el fin de no
correr riesgos.

Con frecuencia se indica por parte de los
cafeteros que los niveles de infestacion
en campo no correlacionan con las medi-
ciones al momento de la venta de café.
Sin embargo, esto se puede explicar por
diferentes circunstancias: 1) las evalua-
ciones no se realizan apropiadamente en
una forma representativa y con la frecuen-
cia establecida; 2) los datos de los nive-
les de infestacion se confunden y no se
llevan por lotes; 3) al momento del bene-
ficio se mezcla el café de diferentes lotes;
4) no se realizan oportunamente los pa-
ses de cosecha, por lo tanto caen muchos
frutos brocados que posteriormente dan
lugar a la emergencia de brocas y al in-
cremento de los niveles de infestacion
en las poblaciones de frutos que vienen
madurando durante la cosecha (Bustillo
et al. 1998).

Uso de trampas para el monitoreo de
poblaciones de broca

Complementario a los muestreos para la
determinacion de niveles de infestacion
de broca en los cafetales, se estan eva-
luando las trampas cebadas con mezclas
de alcoholes y terpenoides para detectar
los vuelos de broca. Se ha demostrado
que la broca del caf¢ es atraida a trampas
cebadas con una mezcla de alcoholes y
los datos de las capturas muestran que
estas trampas localizadas en los cafeta-
les sirven como una herramienta de aler-
ta para los caficultores para conocer
cuando la broca esta volando en busca
de nuevos frutos (Bustillo y Jiménez
2003; Posada et al. 2003; Dufour 2002).
En estudios previos se ha documentado
la atraccion que ejercen mezclas de alco-
holes sobre adultos de broca, los cuales
en los cafetales provienen de los proce-
sos metabdlicos de la maduracion de los
frutos de café (Cardenas 2000; Mendoza
1991).

En experimentos de libre eleccion, las
hembras adultas de la broca del café pre-
firieron las cerezas rojas sobre las verdes
y fueron mas atraidas a volatiles emiti-
dos por las cerezas rojas (Mendoza ef al.
1999; Giordanengo et al. 1993). En el
estudio de Ortiz et al. (2004) encontra-
ron que la emision de volatiles de frutos
de café era mayor en los frutos maduros
que en los verdes. La composicion de
volatiles emitida por las cerezas del café
estuvo dominada por altos niveles de al-
coholes, especialmente etanol, en todos
los estados de maduracion en compara-
cién con otros compuestos. Las cerezas
sobre maduras tienen emisiones de vola-
tiles mas altas y muestran una composi-
cion en la que predominan los esteres,

seguida de alcoholes, quetonas y alde-
hidos. Los compuestos de niveles mas
bajos fueron los monoterpenos. El 2 metil
- furan se detectd en varios estados de
maduracion, este compuesto no se habia
registrado con anterioridad como un vo-
1atil de la cereza del café (Ortiz et al. 2004).
Otros investigadores han encontrado en fru-
tos de café monoterpenos diferentes tales
como: B-myrceno, 1-phellandreno, a-
terpineno, B-ocimeno y (+)-2-careno
(Mathieu et al. 1998).

Recientemente se ha desarrollado un
difusor para el atrayente de la broca que
permite liberacion de los alcoholes a una
tasa de 186 mg / dia (Borbon et al. 2002).
Este dispositivo utilizado con un nuevo
disefio de la trampa es muy eficiente
como lo demuestran las evaluaciones
hechas en Nicaragua y Costa Rica
(Borbdn et al. 2002). El difusor es fabri-
cado con una membrana plastica a través
del cual se disemina el cebo que perma-
nece activo durante ocho semanas, es
decir que su liberacion toma cerca de dos
meses, tiempo al cual se debe cambiar
por uno nuevo. La mezcla de alcoholes
utilizada en esto cebos esta conformada
por alcoholes metilico y etilico en la pro-
porcion de 3: 1.

Evaluaciones en Colombia muestran que
estas nuevas trampas capturan mas brocas
que las convencionales que se venian
evaluando, multiplicandose las capturas
por factores de 200 (Bustillo 2004a). Las
trampas cebadas con atrayentes para la
captura de la broca del café son una he-
rramienta importante para estudiar la di-
namica de los vuelos de broca en los
cafetales. A través del registro ordenado
de su captura se pueden determinar los
patrones de vuelo de la broca en una fin-
ca o también en una regidn si estos se
consolidan. Esta informacion es impor-
tante para que el cafetero pueda tomar
medidas de manejo mas eficientes al po-
der decidir sobre el momento mas opor-
tuno de controlar la broca cuando el
insecto este perforando los frutos de café
(Bustillo 2004a).

En las localidades en donde la cosecha
principal es en el segundo semestre del
afo, la frecuencia de los vuelos de la bro-
cay su proporcion, es mayor entre enero
y mayo que en el resto del afio (Bustillo
2005). Los mayores picos se logran entre
marzo y abril. Si se logra establecer una
red de trampas en una region y se centra-
liza el analisis de la informacion, esta se
puede convertir en un mecanismo de aler-
ta para el caficultor en las diferentes
regiones cafeteras (Bustillo 2005).
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Actualmente se adelantan investigacio-
nes para determinar densidades optimas
de trampas por area con el fin de estable-
cer su viabilidad en la reduccion de nive-
les de infestacion (Cardona y Bustillo
2006).

Control cultural

Al analizar el dafio que la broca hace al
café y su biologia y comportamiento de
ataque, es facil deducir que las labores
agronomicas del cultivo, especialmente
la cosecha juega un papel importante en
la reduccion de las poblaciones de esta
plaga. Se ha demostrado que en los cafe-
tales después de la cosecha queda en los
arboles y en el suelo un 10% de la pro-
duccion (Chamorro ef al. 1995). Con la
presencia de la broca esta situacion es
muy complicada porque se esta dejando
un reservorio de alimentacion a la broca
para su reproduccion. Por otra parte aun-
que la broca se considera como una pla-
ga de la parte aérea de los frutos de café,
nuestros estudios han demostrado su ca-
pacidad de reproducirse en frutos sanos
que han caido al suelo. Esto se compro-
b6 experimentalmente, la broca que
emerge de los frutos infestados caidos al
suelo es capaz de atacar frutos sanos que
también se encuentren en el suelo
(Bustillo et al. 1998).

Existen muchas practicas agronémicas
que se pueden llevar a cabo durante el
desarrollo del cultivo y que son muy im-
portantes para mantener niveles de po-
blaciéon de broca bajos, las cuales se
discuten a continuacion:

Los frutos sobre maduros y especialmen-
te los secos, constituyen el reservorio de
donde surgen las poblaciones que van a
dafiar la siguiente cosecha. En los frutos
secos “guayaba” es frecuente encontrar
muchos adultos de broca, que salen tan
pronto las condiciones climaticas son
favorables. Si estos frutos no se tratan o
benefician inmediatamente, se da opor-
tunidad a la broca para que los abandone
y vuelva al cafetal. Estos resultados son
el soporte de la recomendacion sobre una
recoleccion exhaustiva de los frutos so-
bre maduros y secos (repase) después de
la cosecha, como practica fundamental
para mantener niveles bajos de dafio por
broca del café en la finca (Cenicafé
1994b).

Esta poblacion de frutos se debe tratar
inmediatamente con calor. Si los vola-
menes de café son pequefios se pueden
colocar en una olla con agua hirviendo
durante 30 minutos. Si se posee un silo
para el secado del café, este se puede so-

meter a temperaturas de secado de 55°C
durante unos 15 minutos. En caso que no
se pueda realizar lo anterior, otra alterna-
tiva es hacer una fosa en la finca y depo-
sitar los frutos cubriéndolos con una capa
de tierra de unos 10 cm (Cenicafé 1994a,
1995b).

En Colombia se demostro que las practi-
cas de cosechas oportunas y recoleccion
de los frutos maduros dejados por los
cosecheros, redujeron los niveles de in-
festacion de un 70% a menos del 6% du-
rante un ciclo de cosecha (Peralta 1995;
Saldarriaga 1994). Estudios posteriores
han indicado que es factible que los co-
secheros disminuyan los frutos que
dejan de cosechar en los arboles después
de un pase de cosecha. Como norma para
el control de un buen recolector se ha
establecido que so6lo es permitido un
maximo de cinco frutos maduros por ar-
bol después de un pase de cosecha (Diaz
y Marin 1999). Esto se ha comprobado
satisfactoriamente en estudios de inves-
tigacion participativa con caficultores
(Aristizabal et al. 2002, 2004a).

Los puntos de agregacion de la broca del
café en cafetales mayores de tres afios, se
localizan hacia los bordes de los lotes y
hacia las depresiones o partes bajas del
cafetal, lo mismo que en los cafetos si-
tuados cerca al beneficiadero, a los pun-
tos de pesaje de café cereza y alrededor
de las tolvas recolectoras (Cenicafé
1994a). Por lo tanto las labores de con-
trol se deben intensificar en la deteccion
y control en esos sitios.

Empiricamente se manifiesta que las la-
bores denominadas “practicas de control
cultural”, constituyen un 80% del éxito
en el control global de la broca. Esto ha
sido parcialmente comprobado en estu-
dios sobre escape de la broca en la zona
del beneficio, en los cuales se demuestra
que entre un 64% y 75% de la poblacion
de la broca llega al beneficio durante la
cosecha (Moreno et al. 2001). Esta situa-
cion hace que el cafetero tome medidas
en la zona del beneficio para evitar que
la broca vuelva al cafetal.

Otras practicas agronémicas que
contribuyen al control de la broca

Existen muchas labores que se hacen o se
pueden realizar en las fincas cafeteras que
contribuyen a la reduccion de las pobla-
ciones de broca, a continuacion se discu-
ten las mas importantes (Bustillo 2002).

La siembra de variedad Castillod ademas
de evitar que se tenga que controlar la
roya (Alvarado y Moreno 1999), presen-
ta ventajas en relacion con la broca, es-

pecialmente porque permite un mejor es-
tablecimiento del hongo B. bassiana al
no tener que utilizarse fungicidas en el
cafetal. Otra condicion es que sus frutos
permanecen mas tiempo adheridos al ar-
bol que la variedad caturra, dando tiem-
po para que los pases de cosecha se
puedan hacer mas espaciados y con me-
nor riesgo de que se caigan al suelo.

La disposicion de los arboles en el campo
es muy importante (Mestre y Salazar 1995),
ya que permite a los jornaleros desplazar-
se dentro de los cafetales eficientemente
para hacer labores de Re — Re, evaluacion
de infestaciones y aspersiones para el con-
trol de la broca. Por otra parte, las labores
de podas y deschuponamiento en los ca-
fetales, hechas oportunamente, permiten
que las labores de cosecha y Re — Re se
ejecuten en mejor forma.

La renovacion de los cafetales como lo
aconseja Cenicafé (Mestre y Ospina
1994a, 1994b), permite el ordenamiento
de la finca, de tal manera que no existan
cafetales muy viejos que dificulten las
labores de control de la broca, ya que en
estos lotes es dificil el Re — Re, se que-
dan muchos frutos maduros en los cafe-
tales y se caen muchos frutos infestados
al suelo.

El uso del selector de arvenses para apli-
car herbicidas en una forma selectiva y
asi controlar plantas indeseables (male-
zas), es una herramienta de mucha utili-
dad para el cafetero ya que con este
dispositivo se puede mantener una co-
bertura de arvenses nobles que no com-
piten con el café, lo cual proporciona
proteccion al suelo y evita la erosion (Ri-
vera 1997, 2000). Ademas esta herramien-
ta facilita la supervivencia de la fauna
benéfica que ataca la broca del caf¢, ya
que parasitoides como C. stephanoderis,
han mostrado que se alimentan del néc-
tar de las arvenses nobles (Salazar y Baker
2002).

En el proceso de beneficio del café son
muchas las actividades que se pueden
hacer para evitar que la broca vuelva a
los cafetales. Uno es el mantener las tolvas
de recibo cubiertas con una tapa impreg-
nada con grasa para que las brocas que
salgan queden atrapadas. El despulpado
del café sin agua (Alvarez 1991), permite
reducir mucho los caudales de agua y
evitar que la broca salga flotando en es-
tos desagiies hacia el cafetal. En los ca-
nales de correteo se deben colocar
dispositivos que tamicen el agua que sale
del beneficio para capturar las brocas
contenidas en estos efluvios. El tener un
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silo para secar el café con calor, es funda-
mental para matar los estados de broca
que quedan en el grano pergamino du-
rante la labor de beneficio.

El beneficio ecoldgico del café utilizan-
do el sistema Becolsub, es muy impor-
tante para evitar que la broca escape
durante el proceso (Oliveros y Roa 1995;
Oliveros et al. 1995). Una ventaja adi-
cional es que al usar tan poca agua no
hay riesgo de que la broca se vaya en
ella, ademas permite secar el café inme-
diatamente en silos causando la muerte a
los estados de la broca que se encuentren
en el interior del grano pergamino.

Enemigos nativos de la broca

Conocer la fauna benéfica que afecta una
plaga es fundamental para hacer planes
sobre su manejo. Un primer paso en el
estudio de la broca fue determinar la fauna
benéfica nativa existente en Colombia
que podia estar afectando sus poblacio-
nes. Estos estudios arrojaron la presencia
de nueve entomopatégenos, un parasi-
toide de adultos y ocho depredadores, lo
que demuestra la biodiversidad del
ecosistema cafetero colombiano y espe-
cialmente tratdndose de una plaga como
la broca de reciente introduccion a este
habitat (Bustillo 1995). Esto afirma la
importancia de preservar el ecosistema
con medidas de control que no afecten
esta fauna y asi favorecer al cafetero,
quien tendra que hacer menos esfuerzos
fisicos y econdémicos para el control de
la plaga (Bustillo et al. 2002; Bustillo et
al. 1998).

Es importante anotar el papel importante
que juegan las hormigas predadoras de la
broca del café. Recientemente Vélez
(2002) estudio el comportamiento y efec-
to que tienen varias especies de hormigas
sobre poblaciones de la broca, siendo las
mas importantes: Solenopsis geminata,
Dorymyrmex sp., Pheidole sp. y Myco-
cepurus smithii. Algunas de ellas son ca-
paces de trepar a los arboles y predar
adultos que estan intentando dafiar los fru-
tos, otras se introducen en los frutos infes-
tados y predan sobre todos los estados de
broca que encuentran en su interior y exis-
ten otros grupos que solo actiian a nivel
del suelo afectando las poblaciones de
ellas que se encuentran en frutos caidos.
De ahi la importancia de reconocer estas
especies y proteger sus nidos.

Introduccion de parasitoides contra la
broca del café

La otra estrategia para combatir la broca
fue la introduccion de fauna benéfica que
no existia en el medio pero que se cono-

cia que actuaba en su lugar de origen,
Africa. Por esto se introdujeron tres espe-
cies de parasitoides a través de cuaren-
tenas en Inglaterra: Cephalonomia
stephanoderis Betrem, Prorops nasuta
Waterston y Phymastichus coffea La
Salle. La produccion masiva de estas es-
pecies ha sido bien documentada (Orozco
2002; Orozco y Aristizabal 1996; Bus-
tillo et al. 1996; Orozco 1995; Portilla y
Bustillo 1995). Los procesos de produc-
cion se pusieron a disposicion de 11 la-
boratorios particulares con los cuales se
contratd durante cinco afos, (1995 —
1999) la produccion masiva para poder
iniciar liberaciones de avispitas en fin-
cas cafeteras infestadas con la broca. De
estos parasitoides se liberaron mas de
1600 millones en cafetales de todo el pais
en un periodo de cinco afios, a través de
actividades conjuntas con el servicio de
Extension de la FNC, con el propdsito
inicial de establecerlos en el ecosistema
cafetero y que se distribuyeran a todos
los cafetales infestados con la broca
(Bustillo et al. 1998).

En relacion con el comportamiento de C.
stephanoderis y P. nasuta es bastante si-
milar para las dos especies. Atacan todos
los estados de la broca cuando colonizan
los frutos infestados. Primero matan el
adulto de la broca y se alimentan de su
hemolinfa, luego consumen los huevos y
las larvas de primer instar y posteriormen-
te paralizan las larvas de segundo instar,
las prepupas y pupas sobre las cuales
ovipositan y se desarrollan (Bustillo et
al. 1996). Debido a este comportamiento
estas especies estan dirigidas a los frutos
maduros, sobremaduros y secos que no
fueron recolectados y se quedaron en el
arbol. Por tanto, las épocas mas oportu-
nas para liberar las avispitas son al termi-
nar la cosecha principal y después de la
mitaca. Los parasitoides se liberan en los
«focosy» de la finca donde los niveles de
infestacion son mas altos (Aristizabal et
al. 1998b).

Tanto para C. stephanoderis como para
P nasuta se ha encontrado que realizan
una accion depredadora sobre los adul-
tos que se encuentran colonizando los
frutos. El nivel de ataque se ha encontra-
do que puede variar entre un 48% hasta
un 65% para C. stephanoderis (Aris-
tizabal et al. 1998a), en el caso de P.
nasuta estos niveles se han registrado
entre el 60 y 70% de predacion (Bacca
1999).

Estudios de campo han mostrado el po-
tencial de C. stephanoderis y P. nasuta
como controladores reduciendo los ni-

veles de infestacion de la broca, pero uti-
lizando relaciones altas de parasitoides
que oscilan entre 3 y 10 parasitoides por
fruto infestado (Salazar y Baker 2002;
Bacca 1999), las cuales no son viables
econdmicamente debido a los altos cos-
tos de su produccion.

La presencia de los parasitoides es evi-
dente en todas las zonas donde se han
liberado. El parasitismo ocasionado por
C. stephanoderis, es dependiente de las
densidades de H. hampei y aumenta cuan-
do las poblaciones de la broca son mayo-
res (Benavides et al. 1994). En estudios
de campo se ha determinado que C.
stephanoderis disminuyo significati-
vamente el numero de estados biologicos
de la broca, tanto en frutos recolectados
en arboles como en frutos del suelo
(Aristizabal et al. 1997).

Observaciones en Narifio después de cua-
tro afios de realizar liberaciones de las
especies P. nasuta 'y C. stephanoderis en
cafetales de este departamento, compro-
baron la presencia de ambas especies. Sin
embargo, P. nasuta demostré mas adap-
tacion al medio ya que se encontrd en
mayor proporcion y en mas lugares que
C. stephanoderis a pesar de haber sido
liberada en menor proporcion (Quintero
et al. 1998).

Un programa similar se adelanta con
Phymastichus coffea, parasitoide de adul-
tos de la broca. Para esta especie también
se ha desarrollado un proceso de produc-
cion masiva (Orozco y Aristizabal 1996,
Orozco 2002) y después de comprobar su
selectividad a especies de Scolytinae
(Lopez — Vaamonde et al. 1997) se auto-
riz6 su liberacion en cafetales Colombia-
nos. P, coffea parasita el adulto de la broca
que esta penetrando los frutos, siendo un
complemento ideal para las otras dos es-
pecies. En condiciones de campo se ha
comprobado una alta capacidad de bus-
queda y adaptacion de P. coffea sobre
poblaciones de la broca (Vergara et al.
2001a; Echeverry 1999). Los estudios so-
bre su actividad en cafetales han mostra-
do una buena capacidad de busqueda en
el campo, atn en presencia de poblacio-
nes de broca inferiores al 5% de infesta-
cion (Vergara et al. 2001b).

Jaramillo et al. (2002, 2005) determina-
ron la capacidad de parasitismo de P.
coffea sobre poblaciones de H. hampei
en frutos de café de diferentes edades, la
cual es mayor cuando la broca se encuen-
tra en posiciones de penetracion en el fru-
to y la edad de estos esta entre los 70 y
170 dias después de la floracion del fru-
to. Por otra parte Aristizabal ef al. (2004b)
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a través de investigacion participativa
con caficultores, indican que estos
parasitoides pueden convertirse en regu-
ladores importantes de las poblaciones
de broca en cafetales y establecerse en el
ecosistema cafetero colombiano. Sin em-
bargo muestreos hechos unos tres afios
después de estas liberaciones no han
dado indicaciones de recuperacion del
parasitoide en estas areas.

Estudios recientes aun no publicados,
estan mostrando solo la presencia de la
especie P. nasuta, en cafetales de varios
departamentos, en algunos casos con al-
tos niveles de parasitismo. Aparentemen-
te, esta especie es la mas adaptada a las
condiciones del neotrdpico, ya que fue
introducida hace unos 80 afios al Brasil
en donde sobrevivid a las aplicaciones
de insecticidas, y gran parte de la proge-
nie del parasitoide liberada en el centro
de la zona cafetera colombiana, provie-
ne de una colonia introducida desde el
estado de Espirito Santo.

Uno de los cuellos de botella para
masificar en una forma econdémica el uso
de los parasitoides de la broca, ha sido el
costo de su produccion que hace dificil
que puedan utilizarse en grandes canti-
dades para que tengan un efecto inme-
diato en las poblaciones de broca. Los
procesos de cria, utilizando café cereza y
pergamino han tratado de reemplazarse
por dietas artificiales (Portilla y Bustillo
2005; Ruiz et al. 1996). Estudios en los
ultimos afios han mostrado avances en la
optimizacion de la dieta artificial permi-
tiendo la produccion de muchas genera-
ciones continuas (> 80) bajo condiciones
de laboratorios en estos sustratos (Porti-
Ila 2000, 1999a, 1999b; Portilla et al.
2000). Sin embargo, los intentos por lo-
grar una mecanizacion de estos procesos
para reducir la mano de obra han sido
infructuosos, resultando aun en sistemas
de produccion que requieren una gran y
sofisticada infraestructura que elevan los
costos de produccion por encima del sis-
tema de produccion actual.

Hongos en el control de la broca del
café

El hongo Beauveria bassiana se encuen-
tra naturalmente infectando la broca en
casi todas las regiones en donde este in-
secto aparece. Cenicafé posee 102 aisla-
mientos procedentes de diferentes paises
y colectados localmente, de los cuales
aproximadamente la mitad han mostrado
actividad contra broca (Posada y Bustillo
1994). Con el fin de masificar el uso de
este hongo, la investigacion inicial se
centré en procesos de produccion arte-

sanal (Marin y Bustillo 2002; Antia ef al.
1992) e industrial (Morales et al. 1991).
Esto permiti6 adelantar evaluaciones so-
bre su eficacia en los cafetales y tener
inoculo del hongo disponible para que
el agricultor pudiera producirlo en su fin-
ca. Ademas financiado por la Federacion
Nacional de Cafeteros de Colombia, se
pudo llevar a cabo un programa nacional
de introduccion del hongo en toda la
zona cafetera infestada por la broca. La
tecnologia generada a nivel industrial se
ha transferido a productores particulares
para que se encarguen de la produccion
del hongo. En la actualidad existen va-
rios laboratorios comerciales con licen-
cia del ICA, que suministran hongo
formulado para el control de la broca.
Durante 1992 se utilizaron cinco tonela-
das de hongo a una concentracion de 1 x
10° esporas/gramo con fines experimen-
tales. La produccion de B. bassiana para
el control de la broca del café fue de 60
toneladas en 1993 (Posada 1993) y para
1998 se estim6 en 300 toneladas de un
producto conteniendo al menos 1x10
esporas / gramo.

El desarrollo de bioensayos (Posada et
al. 2002; Gonzalez et al. 1993) para se-
leccionar los aislamientos mas virulen-
tos, las instrucciones para realizar su
reactivacion en insectos (Bustillo y
Marin 2002) y los protocolos para el con-
trol de calidad de los hongos producidos
artesanal e industrialmente (Vélez et al.
1997), han permitido controlar y mejorar
el producto que comercialmente se ofre-
ce a los cafeteros.

Un cadaver de broca bien esporulado
puede producir unos 10 millones de es-
poras lo que facilita su dispersion y esta-
blecimiento en los cafetales (Narvaez et
al. 1997). Esta condicidon es la que se
observa en el campo como una mota o
moho blanco sobre el cuerpo de la broca.
B. bassiana ataca la broca cuando esta se
encuentra penetrando los frutos de café
al entrar en contacto con sus esporas. Si
el insecto ya entro al fruto es dificil que
el hongo lo pueda infectar (Bustillo y
Posada 1996).

El ciclo de vida de B. bassiana sobre la
broca bajo condiciones de laboratorio,
se completa en promedio en 8,2 dias des-
de la inoculacion del insecto con el hon-
go hasta el desprendimiento de las
esporas. En el campo dependiendo de las
condiciones ambientales esto puede to-
mar entre 15 a 30 dias. Se ha demostrado
también la importancia de pasar el hon-
go B. bassiana a través de insectos para
reactivar su virulencia. Cuando se culti-

va el hongo en medios artificiales por tres
0 mas generaciones su virulencia se re-
duce considerablemente, y el tiempo pro-
medio para causar mortalidad en la mitad
de la poblacion se incrementa, en com-
paracion con el hongo activado sobre
broca (Gonzalez et al. 1993).

En otros estudios se ha explorado el efec-
to de la radiacion solar sobre B. bassiana
(Vélez y Montoya 1993) encontrandose
que las esporas son muy sensibles a la
luz solar, por lo que las formulaciones
deben contener protectores solares para
una mayor permanencia en el ecosistema.
En relacién con la compatibilidad con
fungicidas e insecticidas (Rivera et al.
1994), en general los resultados mues-
tran que no se deben hacer mezclas. Con
la mayoria de los insecticidas evaluados
se reduce la viabilidad del hongo y los
fungicidas cominmente utilizados para
el control de la roya matan el hongo B.
bassiana, por lo tanto no se recomienda
este tipo de mezclas.

La eficiencia de B. bassiana en el campo
se ha experimentado ampliamente (Florez
et al. 1997; Bustillo y Posada 1996;
Bustillo et al. 1995, 1991). Los resultados
son muy variables y estan influenciados
por condiciones climaticas y condicio-
nes del cultivo, los niveles de control
pueden fluctuar entre valores muy bajos,
p. . 20% hasta niveles del 75%. Las in-
vestigaciones sobre equipos para asper-
jar el hongo B. bassiana demostraron que
este se puede aplicar eficientemente con
todos los equipos disponibles para el
cultivo del café. Sin embargo el equipo
motorizado de espalda Motax con una
descarga de 60 litros / ha mostro ser muy
eficiente y mas economico (Florez et al.
1997).

El efecto patogénico de B. bassiana cepa
Bb9295, se estudio bajo diferentes aspec-
tos en condiciones de cafetales (Arcila et
al.2006). Al evaluar el efecto de diferen-
tes niveles de infestacion de la broca se
encontrd que esta es independiente del
porcentaje de infestacion de broca. En
relacion con la sombra, se encontrd una
tendencia a incrementarse la eficacia del
hongo cuando se incrementa la sombra,
esta posiblemente no fue mas evidente
debido al auto sombrio que normalmen-
te tiene el café en altas densidades.

La eficacia de B. bassiana en el control
de la broca relacionada con la posicion
de la rama en el arbol en donde el insecto
ataca los frutos fue variable. Se encontrd
que hubo una mortalidad mayor en las
ramas bajeras, debido probablemente a
una mayor condicion de humedad y de
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menor radiacion solar. Mediciones pre-
vias de la radiacion fotosintética activa
(RFA), mostraron que los dos tercios su-
periores reciben significativamente mas
RFA que el inferior (Arcila et al. 2006).

La permanencia 6 residualidad de B.
bassiana Bb9205 en una preparacion sin
formular en el cafetal, se evalud infestando
con broca las ramas del arbol el mismo dia,
2,4, 8y 15 dias después de la aspersion de
B. bassiana. El control obtenido con el
hongo fue de 74, 24, 21, 20 y 19% para
cada caso respectivamente, mostrando una
disminucion en su eficacia a medida que
transcurre el tiempo de su aspersion La eva-
luacion de cuatro dosis comprendidas en-
tre 1x10° y 5x10° esporas/arbol de Bb9205
permitié encontrar que a medida que se
incrementa la dosis la mortalidad sobre la
broca es mayor (Arcila et al. 2006). Se es-
pera que el efecto de ese hongo sea mayor a
medida que se desarrollen formulaciones
que confieran una mayor longevidad en el
ambiente a este entomopatogeno. Reco-
mendaciones practicas sobre su uso se pre-
sentan en Bustillo (2004b).

Efecto de hongos sobre broca en
frutos en el suelo

Se evalud el efecto de aspersiones de B.
bassiana y Metarhizium anisopliae al
suelo sobre la broca que emerge de frutos
caidos, a medida que transcurre el tiem-
po después de depositar el hongo. Los
resultados mostraron que los niveles mas
altos de infeccion por los hongos sobre
la broca en las ramas de los arboles, ocu-
rrieron en los cinco primeros dias des-
pués de la infestacion en el suelo. Estos
fueron cercanos al 30% para B. bassiana
y del 11% para M. anisopliae, sin embar-
go la infeccion disminuyo posteriormen-
te para ambos hongos, pero de nuevo
alcanzo6 un pico hacia los 25 dias de
24,3% para B. bassiana 'y de 7,7% para
M. anisopliae. Lo anterior se puede ex-
plicar por la reproduccién de los hongos
en el suelo y la acumulacion de esporas
infectivas sobre insectos atacados que
reinfectan nuevos insectos para asegurar
la perpetuacion del microorganismo
(Bustillo et al. 1999). Los anteriores re-
sultados muestran las bondades de B.
bassiana en la regulacion de la pobla-
cion de la broca que emerge del suelo y
permite concluir que su efecto es supe-
rior al de M. anisopliae, sin embargo, esta
eficiencia se podria mejorar con otro tipo
de formulaciones del hongo, p. e. una
formulacién granulada, que permitiera
una mayor permanencia en el suelo para
evitar la lixiviaciéon o arrastre causada
por las lluvias.

A través de un laboratorio en Cenicafé,
laboratorios particulares, y Cooperativas
cafeteras se pudo producir suficiente ino-
culo de B. bassiana para poder expandir
su uso en toda la zona cafetera infestada
por la broca. Este programa fue patroci-
nado por la Federacion Nacional de Ca-
feteros, libre de costo para el caficultor y
los resultados muestran que el esta esta-
blecido en todas las areas en donde se ha
asperjado y se ha convertido en el factor
de mortalidad natural mas importante de
la broca en Colombia. Se estima que en
promedio el 49% de la poblacion total
de broca en un cafetal muere a causa de
este hongo (Ruiz 1996).

Actualmente se considera, que dadas las
exigencias de los mercados internacio-
nales sobre restricciones en residuos de
quimicos en los productos de exporta-
cion y con el auge de los cafés especia-
les, amigables con las aves, con el
ambiente, organicos, etc., se considera
que organismos como B. bassiana son
una alternativa muy valiosa en la reduc-
cion de los problemas de plagas. Reco-
mendaciones sobre el uso de B. bassiana
en cafetales son presentados por Bustillo
(2004b).

Las investigaciones actuales estan diri-
gidas a mejorar la eficacia de estos hon-
gos en el control de la broca. Para esto se
han realizado estudios de seleccion y
caracterizacion de aislamientos de B.
bassiana y M. anisopliae teniendo en
cuenta su morfologia (Padilla et al.
2000), su patogenicidad (Bernal et al.
1994; Jiménez 1992), sus caracteristicas
fisiologicas y de reproduccion (Vélez et
al. 2001, 1999; Valdés et al. 1999) y uti-
lizando técnicas moleculares (Gaitan et
al. 2002; Valderrama et al. 2000). Recien-
temente se esta intentando la transforma-
cion genética de estos hongos con genes
que incrementen su virulencia y puedan
ser mas eficaces en el control de la broca
del café en el campo (Gongora 2005;
Rodriguez y Gongora 2005; Gongora et
al. 2000), pero aun no existen regulacio-
nes en Colombia para la manipulacion
de microorganismos transgénicos lo que
detiene este tipo de avances. Por otra par-
te hay evidencias de que con el uso de
mezclas de hongos se puede llegar a lo-
grar controles mas eficientes de la broca
en los cafetales.

Compatibilidad de los parasitoides
con otros métodos de control

Los hongos B. bassiana 'y M. anisopliae
bajo condiciones de campo cuando se
expusieron a adultos de C. stephanoderis
y P. nasuta causaron mortalidades muy

bajas. Los entomopatdgenos y los
parasitoides se pueden emplear en un pro-
grama de manejo integrado de la broca
del café, donde el intervalo de tiempo
entre aplicacion de los hongos y libera-
cion de los parasitoides sea de ocho dias
para disminuir los riesgos de infeccion
en el parasitoide los cuales de acuerdo
con este estudio fueron inferiores al 7%.
El riesgo de la infeccion en los parasi-
toides se reduce si éstos se liberan antes
de asperjar los hongos (Mejia et al. 2000;
Reyes et al. 1995).

En relacion con los insecticidas usados
para el control de la broca se demostro
que todos los productos, causan mortali-
dades a los parasitoides introducidos en
los cafetales. S6lo se recomienda la as-
persion cuando han transcurrido como
minimo 30 dias después de la liberacion
de los parasitoides. Si los insecticidas se
asperjan primero, se deben esperar 21 dias
para liberar los parasitoides (Bustillo et
al. 1998; Guzman 1996).

Los entomonematodos y la broca del
café

Debido a la condicion de la broca de es-
tar presente en frutos que se encuentran
en el suelo, siendo esta la mayor dificul-
tad para el cafetero en el manejo de este
insecto, se ha considerado que los
entomonematodos, debido a sus habitos,
podrian jugar un papel importante en la
reduccion de poblaciones de H. hampei.
En Colombia, no se ha registrado ningun
nematodo atacando la broca en forma
natural (Bustillo et al. 2002). Sin embar-
go, la literatura indica sobre dos regis-
tros de nematodos atacando poblaciones
de broca en condiciones de campo, uno
de la India y el otro de México. En India
Varaprasad et al. (1994) encontraron
especimenes de Panagrolaimus sp.
(Panagrolaimidae) infectando adultos de
H. hampei, mientras que en México, Cas-
tillo y Barrera (1998) encontraron un
nematodo Tylenchidae parasitando adul-
tos que estaban en frutos provenientes
del suelo en plantaciones de café.

Las investigaciones con nematodos nati-
vos en Colombia se han realizado con
especies de los géneros Steinernema y
Heterorhabditis y los estudios han abar-
cado temas sobre busqueda y seleccion
de nematodos nativos que ataquen la bro-
ca, estudio del comportamiento y estra-
tegias de busqueda del hospedante
(Molina y Loépez 2002, 2003), ciclo de
vida (Lopez 2002), evaluacion de siste-
mas de aplicacion (Lara 'y Lopez 2005) y
evaluaciones bajo condiciones de inver-
nadero y de campo en pequeifia escala
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(Lara et al. 2004; Giraldo 2003). Se han
encontrado en el suelo de la zona cafete-
ra varias especies de entomonematodos
que bajo condiciones controladas y de
campo han mostrado ser capaces de lle-
gar a los frutos brocados y reducir pobla-
ciones de broca.

No obstante los avances en produccion
masiva de entomonematodos en los ulti-
mos 15 afios en el entorno mundial, en
Colombia no hay desarrollos. Esto se con-
vierte en ““un cuello de botella”, ante una
eventual demanda de productos con base
en estos controladores biologicos.

Uso de insecticidas

El uso de insecticidas para el control de
la broca solo se debe llevar a cabo cuan-
do técnicamente se requiera, o sea se jus-
tifique por los niveles de infestacion, en
forma localizada, en el tiempo apropia-
do de ataque de la broca y con la tecnolo-
gia de aspersion recomendada (Posada et
al. 2004; Bustillo et al. 1998; Villalba et
al. 1995).

Los resultados de estudios llevados a
cabo en Colombia (Villalba et al. 1995),
mostraron que la eficacia de los insecti-
cidas se redujo a medida que el tiempo
aumentd después de la infestacion de la
broca. También se encontré que existen
otras formulaciones diferentes al endo-
sulfan de igual o mayor eficacia en el
control de H. hampei como, pirimifos
metil, fenitrothion, clorpirifos, fenthion,
de categoria toxicoldgica IIl y con una
actividad bioldgica que no supera los 15
dias, lo cual hace recomendable su uso
en programas de manejo integrado en
donde los insecticidas son uno de los
componentes del control de la broca. De
este estudio se puede concluir que los
insecticidas, independiente de la formu-
lacidn, sélo son eficaces en el control de
la broca, cuando esta se encuentra pene-
trando los frutos y su uso obedece a un
esquema de MIP donde priman los crite-
rios técnicos para evitar efectos adversos
al ecosistema cafetero.

El control de la broca del café en los
cafetales con el uso de insecticidas es
muy erratico. Para explicar estas fallas
se han estudiado diferentes factores que
lo afectan como son: el ingrediente ac-
tivo utilizado, la correcta dosificacion,
la calibracion tanto de los operarios
como de los equipos, la topografia del
terreno, las condiciones ambientales rei-
nantes al hacer las aspersiones y el mo-
mento oportuno de las aspersiones
relacionado con el ataque de la broca.
Sin embargo, es muy poco lo que se co-

noce sobre el efecto de la edad de los
frutos del café que son atacados por la
broca y la eficacia de los insecticidas.
Al estudiar esta situacion se encontro,
que la eficacia de todos los productos
evaluados disminuyd a medida que se
increment6 la edad del fruto. Lo ante-
rior se explica por el comportamiento
de la broca que prefiere, ataca y se desa-
rrolla mas rapidamente en frutos de ma-
yor edad. (Villalba et al. 2006).

La eficacia de insecticidas quimicos y la
reduccion de sus dosis para el control de
la broca se pueden lograr mediante la
mezcla con coadyuvantes. En evaluacio-
nes hechas en la zona central cafetera se
demostrd que la eficacia de algunos in-
secticidas se puede incrementar usando
coadyuvantes en proporcion de 0,75 1/
ha reduciendo sus dosis de 1,51/haa 1,0
1 /ha (Villalba 1997).

El uso irracional de insecticidas puede
causar muchos problemas, entre los que
se destacan la resistencia del insecto a
estos. La caracteristica de la broca de
poseer una haplodiploidia funcional le
confiere una mayor velocidad en la eli-
minacion de mutaciones deletéreas, lo
que permite la fijacion de aquellas que
favorecen su reproduccion y superviven-
cia en pocas generaciones. Esto ultimo
es el caso de la resistencia de la broca a
los insecticidas organoclorados, registra-
da inicialmente en Nueva Caledonia
(Brun et al. 1989), esta resistencia fue
posteriormente evaluada mediante estu-
dios moleculares (Ffrench-Constant et al.
1994) y se encontrd que se trata del gen
Rdl que codifica para una subunidad del
receptor del acido d-aminobutirico
(neurotransmisor GABA), el cual es res-
ponsable de activar los canales de cloro
durante la sinapsis.

Este gen de resistencia fue favorecido en
Nueva Caledonia mediante procesos de
seleccion. Insecticidas pertenecientes al
grupo de los ciclodienos como el DDT,
lindano y endosulfan, se aplicaron de
manera constante y generalizada a partir
de 1966, y en menos de 20 afios los nive-
les de infestacion por broca alcanzaron
sus maximos histdricos y la resistencia
genética fue documentada (Brun et al.
1989). Esta resistencia ha sido parcial-
mente descrita en Colombia (Géngora et
al. 2001), en donde la mutacion existe
en la poblacion de broca confiriendo re-
sistencia al endosulfan, lo cual con prac-
ticas de control no apropiadas en los
cafetales se encargan de incrementar la
frecuencia de este gen en la poblacion
de broca.

Implementacion e impacto del MIB en
los cafetales

Los estudios de adopcion del manejo in-
tegrado de la broca (MIB) en fincas cafe-
teras (Duque y Chaves 2000), han
constatado que las recomendaciones de-
rivadas de las investigaciones, han sido
acogidas por gran parte de los caficultores
lograndose la reduccion de las poblacio-
nes de la broca en los cafetales y asi poder
seguir produciendo café para exportacion
(Benavides et al. 2002; Benavides y Car-
denas 1995). Las labores de control cultu-
ral incluyendo el Re — Re, evitando la caida
de frutos infestados en el suelo y el escape
de la broca de la zona del beneficio, son un
pilar fundamental para evitar altas infes-
taciones en las cosechas subsiguientes.

El control bioldgico de la broca con B.
bassiana se constituye en un factor de
mortalidad muy importante cuando esta
se encuentra en posicion de penetracion
en el fruto (Florez et al. 1997). Este con-
trol es complementado con los parasi-
toides, C. stephanoderis y P. nasuta, que
atacan la broca cuando su progenie se
desarrolla dentro del fruto. Sin embargo,
con el tercer parasitoide P. coffea, se ha
demostrado cierta incompatibilidad cuan-
do se aplica el hongo y seguidamente se
libera la avispita (Cantor et al. 2006).

El uso de insecticidas es eficaz para el tra-
tamiento de areas en cafetales o “focos”
donde la broca esta muy concentrada, siem-
pre y cuando este control se use siguiendo
criterios técnicos, y aplicando los produc-
tos en el momento oportuno de ataque de
la plaga, con equipos de aspersion calibra-
dos, operarios capacitados y utilizando la
formulacion apropiada de categoria toxi-
cologica III. El uso de formulaciones de
insecticidas basadas en endosulfan se en-
cuentra prohibido en Colombia y muchos
otros paises como los pertenecientes a la
Uni6n Europea y Brasil (Consejo de Esta-
do 2001). Este enfoque de control de la
broca del café, es el mas ecoldgico para
mantener la biodiversidad de la zona cafe-
tera, (Gil 2005; Valencia et al. 2005), evitar
el surgimiento de otras plagas y lo mas im-
portante, al hacer un uso racional de los
insecticidas prevenir la contaminacion
ambiental y los riesgos sobre las 560.000
familias que habitan estas regiones.

Estudios sobre adopcion del manejo in-
tegrado de la broca indican que el 60%
de los cafeteros han adoptado parcial o
totalmente el MIB, cifra considerada alta
tratandose de que es un concepto o filo-
sofia de manejo de plagas bastante com-
plejo para ser asimilado facilmente por
los agricultores (Duque y Chaves 2000).
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Recomendaciones para implementar un
programa de esta indole se presentan en
Bustillo (2002). Los resultados de las in-
vestigaciones para el control de la broca
se han extendido a 750.000 ha de café
infestadas con broca, a través del Servi-
cio de Extension de la Federacion Nacio-
nal de Cafeteros.

Una nueva estrategia para transferir esta
informacion ha sido la Investigacion
Participativa con Agricultores (IPA), la
cual ha mostrado ser una herramienta util
para llegar a comunidades de pequefios
caficultores que tienen problemas comu-
nes y presentan niveles de adopcion ba-
jos (Aristizabal 2005; Aristizabal et al.
2004a, 2004b). Esta estrategia actualmen-
te esta siendo institucionalizada por el
Servicio de Extension de la FNC.

El impacto de estos resultados de investi-
gacion lo soportan las estadisticas de
Almacafé, la organizacion del sector cafe-
tero encargada del almacenamiento y ex-
portacion del café en Colombia. Los
niveles de café pergamino infestado por
la broca del café que llegan a estos silos,
se han reducido grandemente. En 1994
los niveles promedios en el pais alcanza-
ban el 16% del café almacenado que esta-
ba afectado por la broca. En los tltimos
afos, los niveles de infestacion de broca
se han mantenido en niveles bajos (<
3.2%), permitiendo que la produccion de
café colombiano se siga comercializando
hacia el exterior sin problemas (Abisambra
2004). Esta situacion ha favorecido enor-
memente la economia del sector cafetero
colombiano, que teniendo en cuenta los
precios actuales (marzo de 2006) del café
en el mercado internacional, se estima que
representan ahorros cercanos a US$120
millones de ddlares anuales.

El impacto social ha sido visible, ya que
con los programas de manejo integrado,
se logra una racionalizacion o exclusion
del uso de insecticidas de sintesis, evi-
tando la contaminacién y efectos dele-
téreos sobre los agroecosistemas y el
hombre mismo, favoreciendo en esta for-
ma el bienestar y la salud de los cafete-
ros. Ademas del control de la broca bajo
el enfoque del MIP, se ha logrado mante-
ner la alta calidad del café colombiano
para beneficio de los consumidores mun-
diales, que no solo desean una buena taza
de café, sino que esté libre de residuos
toxicos provenientes de malas practicas
durante su produccion y procesamiento.

Conclusiones

La broca del café es un problema muy
serio para los caficultores y las investiga-

ciones se han enfocado abarcando multi-
ples aspectos con el fin de enmarcarlos
dentro de un esquema de manejo inte-
grado de la plaga, pero extendiéndolo
hacia el enfoque de la finca cafetera, en
la cual muchas practicas del cultivo pue-
den incidir positiva o negativamente so-
bre este problema. Los avances de la
investigacion han permitido ofrecer al
caficultor una serie de recomendaciones
con las cuales pueda seguir produciendo
café en presencia de la broca, pero aun
hacen falta mas progresos para incremen-
tar la eficiencia de las recomendaciones.

En el campo del control bioldgico, es
necesario explorar la introduccion de
nuevos insectos benéficos como Hete-
rospilus coffeicola, y mejorar los siste-
mas de produccion para hacerlos mas
econdmicos Es importante dilucidar a tra-
vés de tablas de vida bajo diferentes con-
diciones ecoldgicas lo que sucede con
los parasitoides africanos de la broca,
una vez que son liberados en los cafeta-
les. En relaciéon con los predadores, las
hormigas juegan un papel muy impor-
tante y es necesario conocer mas sobre
sus habitos alimenticios y de anidacion
para que se puedan manipular y lograr
que prosperen en sitios donde no estén
presentes. La eficiencia del hongo B.
bassiana se puede mejorar mediante la
produccion de cepas transgénicas mas
virulentas y también con el uso de com-
binaciones de cepas que puedan tener
una mayor eficacia en el campo.

Los entomonematodos pueden llegar a
ser una herramienta para el control de
poblaciones de broca que se encuentra
en los frutos caidos en el suelo, sin em-
bargo para implementarlos es necesario
avanzar en investigaciones que conduz-
can al desarrollo de procesos de cria ma-
siva. Esta se puede enfocar a través de
estudios con reactores o producirlos in
vivo sobre tejidos de insectos.

En cuanto a las dietas artificiales, a pesar
de que se puede producir en ellas la bro-
ca en una forma continua, para que sean
utiles hay que desarrollar procesos me-
canizados y demostrar que se puede pro-
ducir la broca a costos mas reducidos que
los actuales.
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Seccion Agricola

Diagnostico del manejo integrado de la broca, Hypothenemus
hampei (Coleoptera: Curculionidae), con caficultores caldenses

Diagnostic of integrated management of the coffee berry borer, Hypothenemus hampei
(Coleoptera: Curculionidae), with coffee growers from Caldas

LUIS FERNANDO ARISTIZABAL A.', JUAN CARLOS VELEZ S.2, CARLOS ALBERTO LEON B

Resumen. El Comité de Cafeteros de Caldas y Cenicafé disefiaron y aplicaron una encuesta a 513
caficultores del departamento con el proposito de conocer la situacion actual del MIB aplicado por
ellos en sus fincas. La encuesta fue de tipo personal semi estructurada, para diagnosticar el manejo de
los diferentes componentes del MIB. Constd de 65 preguntas (20% aspectos generales, 65% compo-
nentes del MIB, 5% indicadores y 10% preguntas de opinion). Se aplicd en 218 veredas pertenecien-
tes a 23 municipios. El 16,2% de los caficultores afirman tener problemas con la broca. El 94,3%
realizan recolecciones frecuentes de frutos maduros. El 61,9% realiza muestreos de infestacion de
broca. Pero s6lo 17,9% aplican el método recomendado por Federacion. El 75,6% consideran que el
control quimico no es suficiente. El 62,3% aplican insecticidas y solamente el 32% utilizan productos
categoria III. El 37,2% conoce los controles bioldgicos; sin embargo, solamente el 16,6% aplican
Beauveria bassiana. En postcosecha el 60% implementan alguna medida de control pero no todas en
su conjunto. En general el 49% de los caficultores basan el MIB en recolecciones oportunas y aplica-
ciones de insecticidas. La informacidn obtenida servira para hacer ajustes en los procesos de investi-
gacion y de transferencia relacionados con el MIB, para facilitarle a los caficultores su implementacion.

Palabras clave: Broca del café. Manejo integrado de la broca. Adopcion de tecnologias. Caficultores.

Abstract. The Caldas Committee of Coffee Growers and Cenicafé designed and applied a survey to
515 coffee growers in the department in order to know the current situation of coffee berry borer
management (CBBM) applied on their farms. The survey was personal and semi- structured to diagnose
the management of different CBBM components. It consisted of 65 questions (20% general aspects,
65% components of CBBM, 5% indicators and 10% opinion questions). It was applied in 218 divisions
belonging to 23 municipalities. 16,2% of the coffee growers affirm having problems with CBB. 94,3%
make frequent collections of mature fruits. 61,9% conduct CBB infestation surveys. But only 17,9%
apply the method recommended by Cenicafé. 75.6% consider that chemical control is not enough.
62,3% apply insecticides and only 32% use category III products. 37, 2% know about biological
control; however, only 16,6% apply Beauveria bassiana. In post harvest, 60% implement some
control method but not all together. In general, 49% of the coffee growers base CBBM on opportune
harvest and application of insecticides. The information obtained will serve to make adjustments in
the investigation and transfer processes related with CBBM in order to facilitate implementation by
coffee growers.

Key words: Coffee Berry Borer (CCB). Integrated Coffee Berry Borer Management. Technology
adoption. Coffee growers.

https://doi.org/10.25100/socolen.v32i2.9377

Introduccion

La caficultura colombiana ha jugado un
papel muy importante en el desarrollo
socioeconémico del pais a lo largo de
su historia. Se estima que aporta 800
mil empleos directos anualmente equi-
valentes al 40% del empleo del sector
agropecuario (Cardenas 1993). El café
particip6 en el PIB total de 1991 con el
5,3% y en el PIB agropecuario con el

23,4% (Cardenas 1993). Segun el Censo
Nacional Cafetero de 1997, mas de 500
mil familias campesinas derivan su susten-
to econdémico a partir de la produccién del
café (FNC 1997). Caldas es considerado
uno de los departamentos mas producti-
vos de café en Colombia, ubicandose en
los primeros puestos por cantidad y cali-
dad. Estas cifras muestran la importancia
que presenta el cultivo del café en Colom-
bia, por tanto, cualquier problema fito-

sanitario que se presente podria afectar
significativamente este importante
reglon de la economia nacional.

La broca del café Hypothenemus hampei
(Ferrari) (Coleoptera: Curculionidae:
Scolytinae), es considerada la plaga de
mayor importancia econémica en el
ambito mundial (Le Pelley 1968). Igual-
mente es el principal problema de la cafi-
cultura colombiana (Bustillo 2002;

1 Autor para correspondencia: Ingeniero Agronomo, Especialista en Agroecologia Tropical. Docente Entomologia Econdémica. Fitotecnia. Facultad de Ciencias
Agropecuarias. Universidad de Caldas. A. A. 275. Manizales. E-mail: aristizabalbioproteccion@yahoo.com

2 Ingeniero Agricola. Disciplina de Ingenieria Agricola, Cenicafé. juancarlos.velez@cafedecolombia.com
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Baker 1999; Bustillo ef al. 1998; Bustillo
1990). Para su control, Cenicafé ha desa-
rrollado un programa de manejo integra-
do de la broca denominado MIB, el cual
esta constituido por componentes de con-
trol cultural como el Re-Re, componen-
tes de control bioldgico como el hongo
Beauveria bassiana (Bals.) control qui-
mico con insecticidas de categoria
toxicologica I1I, muestreos para determi-
nar los niveles de infestacion de la plaga
y practicas de control durante la post-
cosecha (Bustillo 2002; Bustillo et al.
1998; Benavides y Cardenas 1995;
Bustillo 1990).

Los diferentes componentes del manejo
integrado de la broca MIB, se han trans-
ferido a los caficultores a través del Ser-
vicio de Extension de la Federacion
Nacional de Cafeteros con el propdsito
de lograr que el caficultor contintie pro-
duciendo café pergamino seco tipo Fe-
deracion, exportable, en presencia de la
broca (Herrén 1998; Saldias 1996). Estu-
dios realizados por Duque y Chéaves
(2000), indican que el indice promedio
de adopcion para la propuesta del MIB,
vista integralmente es equivalente al
60%, cifra considerada alta, entendien-
do que el manejo integrado de plagas es
un concepto o una filosofia de manejo
de plagas. Sin embargo, es posible mejo-
rar la eficacia en la implementacion de
los componentes del MIB a través de
metodologias participativas que le ayu-
den al caficultor a comprender e integrar
eficientemente los diferentes componen-
tes de control (Aristizabal et al. 2002a;
Aristizabal et al. 2002b).

El objetivo de este diagnostico fue obte-
ner informacién que permitiera retro-
alimentar los procesos de investigacion
y de transferencia de tecnologias ten-
dientes a mejorar la adopcion del mane-
jo integrado de la broca dado por los
caficultores del departamento de Caldas.

Materiales y Métodos

La encuesta de adopcion sobre del mane-
jo integrado de la broca del café dado
por los caficultores de Caldas durante el
afio 2003, fue aplicada a 513 caficultores
pertenecientes a 218 veredas localizadas
en 23 municipios del departamento. Para
realizar y analizar el diagndstico el estu-
dio se desarrollo en tres fases:

En la fase 1 se diseid una encuesta pilo-
to tipo personal semi estructurada, sobre
los diferentes componentes del manejo
integrado de la broca del café. La encues-
ta fue elaborada en conjunto con el Ser-
vicio de Extension de Caldas y Cenicafé.

Esta fase se desarrolld entre marzo y
mayo de 2003. La encuesta piloto se
aplico a 50 caficultores de Caldas selec-
cionados aleatoriamente, seglin los regis-
tros de caficultores de cada Comité
Municipal de Cafeteros. Esta encuesta
piloto se realizé con el propdsito de ha-
cer los ajustes correspondientes a las di-
ferentes preguntas, para posteriormente
elaborar la encuesta definitiva y aplicar-
la a un nimero mayor de caficultores del
departamento segun el tamafio de mues-
tra recomendado para los estudios de
adopcion.

En la fase dos se hicieron los ajustes ne-
cesarios a la encuesta piloto. Posterior-
mente se elabord la encuesta definitiva,
con el apoyo de las Disciplinas de
Entomologia y Economia de Cenicafé
Finalmente se elabor6 una encuesta
formal de adopcion la cual fue confor-
mada por 65 preguntas que abarcaron
diferentes matices: Aspectos generales y
socioeconomicos (13 preguntas equiva-
lentes al 20%), tales como localizacién
de la finca, género, nivel de escolaridad,
area de la finca, area en café, etc. Estas
variables ayudan a explicar las demas
variables relacionadas directamente con
el manejo integrado de la broca dado por
el caficultor. Sobre los diferentes compo-
nentes del MIB (42 preguntas equi-
valentes al 65%), estas preguntas del
cuestionario son denominadas preguntas
de hechos y hacen referencia a la pose-
sion o realizacidon de cierta actividad
(Morineau 1994, citado por Duque y
Chaves 2000); en este caso, se refieren
directamente a las practicas agrondmicas
relacionadas con el manejo integrado de
la broca, métodos de control utilizados,
las frecuencias y los criterios empleados
para la toma de decisiones. Preguntas de
opinion (siete equivalentes al 10%), fue-
ron abiertas e hicieron referencia a la
opinidn que tenian los caficultores sobre
los diferentes componentes del manejo
integrado de la broca; tales como qué
opinan del control bioldgico, de los mé-
todos de muestreo, del uso de insec-
ticidas, del Re-Re, etc. Finalmente se
establecieron tres preguntas considera-
das indicadores verificables (equivalen-
tes al 5%). Estas preguntas permitieron
determinar los niveles de infestacion por
broca en el campo y en café pergamino
seco, al momento de aplicar la encuesta.

La fase dos se realizo durante los meses
de junio a septiembre de 2003, con la
colaboracion de los técnicos del Servi-
cio de Extension del Comité Departa-
mental de Cafeteros de Caldas. En esta
fase se aplicod la encuesta a 513 cafi-

cultores del departamento. El tamafio de
la muestra se tom6 basandose en la en-
cuesta de adopcion del manejo integra-
do de la broca realizada por Duque y
Chaves (2000) a 400 caficultores locali-
zados en 38 municipios de nueve depar-
tamentos de Colombia. Los caficultores
se seleccionaron a través de un muestreo
aleatorio simple, a partir del listado de
caficultores cedulados de cada munici-
pio, seglin los respectivos listados de los
Comités Municipales de Cafeteros.

En la fase tres se realizaron los analisis
estadisticos de la encuesta. Inicialmente
la informacion fue tabulada en una hoja
de calculo Excel. Se aplico estadistica
descriptiva a través del programa SAS
(Statistical Analysis System 1998), para
las variables continuas tales como, alti-
tud de la finca, area de la finca, area en
café, nivel de infestacion por broca, etc.
Se realizaron tablas de frecuencia y ana-
lisis porcentuales para las variables no-
minales y categoricas, tales como edad
del caficultor, nivel de escolaridad, gé-
nero, etc.

Para las variables denominadas usos de
los componentes del MIB, se elaboraron
tablas de frecuencias, las cuales sirvie-
ron para explicar el uso relativo de cada
uno de los componentes. En este caso
las variables como: aplica muestreos de
broca?, hace el Re-Re?, aplica el hongo
B. bassiana?, aplica insecticidas?, hace
control en postcosecha?, lleva registros
de floraciones?, etc. Finalmente las res-
puestas de las preguntas de opinidn se
clasificaron por grupos afines (respues-
tas similares), que permitieron conocer
las tendencias de opinién de los cafi-
cultores frente al uso de los diferentes
componentes del MIB.

Resultados y Discusion

Aspectos socioeconémicos. La mayoria
de los caficultores encuestados pertene-
cen al género masculino (85,5%). En re-
lacion con el nivel de escolaridad se
encontré que el 4,09 % no realizé nin-
gun tipo de estudios, el 67,06% de los
caficultores asistieron a la primaria, pero
solamente el 17,06% realizaron la prima-
ria completa (Fig. 1). E1 14,81% asisti6 a
alguno de los grados de la secundaria y
sélo el 5,81% finaliz6 el bachillerato. El
2,34% realizo estudios superiores a nivel
universitario o tecnologico. Finalmente
el 8,58% asistio a diferentes cursos y ca-
pacitaciones distintos de la educacion
formal.

En general se puede afirmar que los
caficultores presentaron bajo nivel de
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escolaridad, situacion desfavorable para
tratar de entender todas las tecnologias
relacionadas con los componentes del
manejo integrado de la broca. Metcalf
(1969) citado por Duque y Chaves (2000)
afirma que la aceptacion de una innova-
cion es mas rapida a medida que es ma-
yor el nivel educativo del agricultor.
Segun Duque y Chaves (2000) a mayor
educacion formal del caficultor mayor es
la probabilidad de adopcion del MIB. Sin
embargo, Aristizabal et al. (2002a) afir-
man que el nivel de escolaridad no fue
un impedimento para observar cambios
positivos por parte de pequefios cafi-
cultores frente al uso de los componen-
tes del manejo integrado de la broca,
debido especialmente al proceso de in-
vestigacion participativa desarrollado
por Cenicafé con caficultores. Situacion
que fue diferente frente a los procesos
normales de transferencia de tecnologias,
pero puede servir como una herramienta
metodologica para facilitar los cambios
de adopcion.

Las fincas estan localizadas en la zona
cafetera del departamento de Caldas, a lo
largo de las tres cordilleras, en altitudes

14.81

[EINo dato [Primaria [ Secundaria

M Tecnologico

comprendidas entre los 950 y 2.100
msnm. El 10,33% de las fincas estan lo-
calizadas en altitudes inferiores al 1.250
m; el 29,62% estan localizadas entre
1.251y 1.550 m y el 49,91% estan loca-
lizadas en altitudes mayores al 1.551 m
En relacion con el tamafio de las fincas
el 43,46% son menores a tres hectareas;
fincas entre 3,1 y 5 ha el 19,49%; fincas
entre 5,1 y 10 ha el 12,28%; fincas entre
10,1 y 20 ha el 10,91% y fincas mayores
a 20,1 ha el 8,57%. En general se obser-
va que la mayoria de los predios corres-
ponden a fincas pequeiias (inferiores a 5
ha) y medianas (entre 5 y 20 ha). Situa-
cion que es similar a los datos de la En-
cuesta Nacional Cafetera en la cual se
encontr6 que el 86% de los predios cafe-
teros son pequefios (Herrén 1998; FNC
1997), igualmente Duque y Chaves
(2000) en la encuesta de adopcion del
MIB encontraron que el 70,5% de los
predios corresponden a fincas pequeiias.

Frente a la pregunta ;Qué dificultades
tiene usted para producir café?, se encon-
traron las siguientes respuestas: El
16,17% de los caficultores manifestaron
tener dificultades con la broca, el 13,64%

311
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Figura 1. Porcentaje del nivel de escolaridad de los caficultores de Caldas que participaron en
la encuesta sobre el manejo integrado de la broca del café.
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Figura 2. Persona que toma las decisiones sobre los métodos de control a implementar en el

MIB, dado en porcentaje.

econdmico, el 11,11% fitosanitarios di-
ferentes a broca, el 7,41% climatico, el
1,56% otros y finalmente el 50,10% ma-
nifestaron no tener ninguna dificultad.
La broca del café continta siendo unos
de los principales problemas de la pro-
duccidn de café en Caldas.

Aspectos tecnologicos del MIB. En rela-
cion con la toma de decision para el con-
trol de la broca, los resultados se presentan
en la figura 2. El mayor valor corresponde
a los propietarios seguido de los admi-
nistradores. E1 91,81% de los caficultores
tienen la finca dividida en lotes pro-
ductivos de café de diferente edad. Esta
situacion favorece el manejo admi-
nistrativo de la finca, facilita las practi-
cas agrondmicas y particularmente el
manejo de la broca. El 77% de las fincas
tienen lotes de café en etapa de levante
(menores a dos afios de edad), a través de
renovaciones por zoca o por siembra nue-
va. Esta situacion refleja la acogida por
parte de los caficultores del programa
nacional de renovacion establecido por
la Federacion durante los Gltimos cuatro
anos. La renovacion de los cafetales
incrementa la produccion y facilita el
manejo de la broca debido a la ausencia
de la plaga en el lote durante los prime-
ros 18 meses de establecimiento del ca-
fetal, época en la cual no se presentan
frutos de café.

Para conocer el manejo integrado de la
broca (MIB) que esta aplicando el
caficultor, a continuacion se analiza la
aplicabilidad de cada uno de los diferen-
tes componentes del MIB (muestreos,
controles culturales, biologico, quimico
y en postcosecha). Frente a los muestreos
para determinar los niveles de infestacion
por broca en el campo, se encontrd que el
61,99% de los caficultores aplica algiin
método de muestreo y solamente el
17,93% realiza el método de muestreo
de las 30 ramas recomendado por Fede-
racion. El 37,23% no aplica ningiin mé-
todo de muestreo. El 48,54% de los
caficultores aplican su propio método de
muestreo, el cual consiste en hacer ob-
servaciones dentro de los cafetales mien-
tras realizan algunas labores como la
recoleccion. Ellos en forma cualitativa y
empirica definen si tiene altas poblacio-
nes de broca que ameriten aplicar o no
algun insecticida. El1 36,06% de los
caficultores realizan muestreos quince-
nalmente, el 15,2% mensualmente y el
18,13 % cada dos o mas meses. El 82,45%
de los caficultores consideran que es util
hacer muestreos para determinar las
infestaciones de broca. Sin embargo,
muy pocos lo hacen en forma eficiente.
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Dentro de un programa de manejo inte-
grado de plagas, es importante realizar
frecuentemente muestreos para determi-
nar los niveles de infestacion de las pla-
gas y sobre la base de ellos, tomar
decisiones sobre las medidas de control
mas apropiadas para dicho momento. Al
respecto Bentley et al. (2002) afirman que
en el ambito mundial los pequefios agri-
cultores tienden muy poco a adoptar los
métodos de muestreos. Segin Uribe
(1996) citado por Duque y Chaves
(2000), en una encuesta aplicada a 60
técnicos del Servicio de Extension de la
Federacion, el 68% de ellos manifesta-
ron tener dificultades para hacer la trans-
ferencia referente a la evaluacion de los
niveles de infestacion de la broca. Segin
Duque y Chaves (2000), solamente el
11,41% de los caficultores evaluan
eficientemente los niveles de infestacion
de broca, situacion similar a los resulta-
dos encontrados en esta encuesta. Se
puede afirmar que a pesar de la importan-
cia que tienen las evaluaciones de
infestacion de broca para la toma de de-
cisiones, se presentan dificultades con la
aplicabilidad del método de muestreo
recomendado por la Federacion, muy po-
siblemente debido al bajo nivel de esco-
laridad de los caficultores. Al respecto
Duque y Chaves (1995 y 2000) afirman
que a medida que los caficultores tienen
un nivel educativo formal igual o supe-
rior a la primaria completa, la tendencia
a adoptar el MIB es mayor.

En relacion con el control cultural de la
broca, se tienen varias practicas agro-
nomicas. El Re-Re es considerado la co-
lumna vertebral del manejo integrado de
la broca (MIB), (Baker 1999; Bustillo et
al. 1998). Se entiende por Re-Re conven-
cional mantener los cafetales sin frutos
maduros, sobremaduros y secos median-
te recolecciones oportunas y repases per-
manentes (FNC 1995). En la encuesta se
encontrd que el 94,35% de los cafi-
cultores estan aplicando el Re-Re, cada
15 a 20 dias seglin se presente la madura-
cion de los frutos. El 2,34% lo aplican
mensualmente. La evaluacion de la efi-
cacia de esta labor de recoleccion es rea-
lizada por el 49,71% de los caficultores,
consiste en cuantificar en diez arboles, el
numero de frutos maduros sobremaduros
y secos dejados después de cada pase de
cosecha, adicionalmente el 45,22% ma-
nifiesta realizarla en el plato del arbol,
mediante la recoleccion los frutos de café
caidos al suelo después de cada pase de
cosecha. Estas dos evaluaciones son rea-
lizadas quincenalmente por el 38,79% de

los caficultores y mensualmente por el
5,46%.

El componente de control cultural Re-
Re, presenta la mayor adopcioén y se en-
tiende como la labor de control que mas
ayuda a reducir y a regular las poblacio-
nes de broca en el campo (Baker 1999;
Bustillo ef al. 1998; Benavides y Carde-
nas 1995). Varios autores afirman que el
Re-Re es el componente del MIB que
mayor adopcion ha presentado por parte
de los caficultores (Aristizabal et al.
2002a; Duque y Chaves 2000). Su alta
adopcion es debida al beneficio que ob-
tiene el caficultor al aplicarlo. Sin em-
bargo, la mayoria manifiestan que es una
labor costosa pero necesaria para lograr
vender las cosechas con bajas poblacio-
nes de broca y evitar pérdidas economi-
cas. Igualmente la recoleccion es una
practica que el caficultor ha realizado
normalmente a lo largo de toda la histo-
ria, por tanto, es una labor a la cual el
caficultor ya ha estado acostumbrado.
Esta situacion facilito el proceso de adop-
cion del Re-Re, después de llegada la
broca del café a Colombia en 1988, ha-
ciéndose ajustes en la frecuencia de la
recoleccion y en la eficacia de esta labor
(Bustillo 2002; Duque y Chaves 2000).

En general se puede afirmar que este
componente de control estd ampliamen-
te adoptado por los caficultores de Cal-
das. Sin embargo, es necesario buscar
herramientas de transferencia que ayu-
den a mejorar la eficacia de la labor por
parte de los caficultores y especialmen-
te por parte de los recolectores de café,
que generalmente corresponde a mano
de obra familiar para el caso de los pe-
quefios caficultores y a mano de obra
transitoria contratada en las fincas me-
dianas y grandes.

En relacion con el componente de con-
trol bioldgico se tiene el hongo B. ba-
ssiana, considerado uno de los enemigos
naturales que causa mayor mortalidad de
la broca, persiste en el ambiente y se ha
reportado en todos los paises productores
de café con presencia de broca (Bustillo
etal. 1998; Posada y Bustillo 1994). Tam-
bién se tienen los parasitoides de origen
africano Cephalonomia stephanoderis
(Betrem), Prorops nasuta (Waterston) y
Phymastichus coffea (La Salle). Estos tres
himendpteros de las familias Bethylidae
y Eulophidae han sido introducidos al
pais y se han multiplicado a través de
métodos de cria masiva en laboratorios,
con el proposito de liberarlos y estable-
cerlos en las zonas cafeteras con broca
(Orozco y Aristizabal 1996). A pesar de

tenerse resultados satisfactorios sobre
su establecimiento y eficacia (Aris-
tizabal et al. 2004; Jaramillo 2002;
Vergara et al. 2001; Bacca 1999;
Bustillo ef al. 1996), los costos de pro-
duccion son altos y por tanto no son
econdmicamente viables para los
caficultores (Aristizabal 2002; Baker
1999; Bustillo et al. 1996). Por tanto,
no estan incluidos dentro del MIB
como un componente del control bio-
légico disponible para los caficultores.

Al preguntarle a los caficultores si cono-
cen los controladores bioldgicos para la
broca, el 37,62% manifestaron conocer-
los, el 23% no conocerlos y el 39,37%
no respondieron. Es posible que esta pre-
gunta quedara mal plateada o fue mal
interpretada por los caficultores, ya que
el porcentaje que no respondieron fue
alto. El 16,6% manifestaron haber apli-
cado el hongo B. bassiana durante el afio
2003, el 3,2% aplicaron otros biologicos
y el 59,1% no aplicd ninguno. El 8,38%
realizan evaluaciones para cuantificar la
eficacia del hongo, mediante la observa-
cion de frutos infestados que presenten
broca con signos de esporulacion del
hongo (motas blancas). E1 30,02% de los
caficultores que han aplicado hongo con-
sideran que este control bioldgico es efi-
caz para el control de la broca, el 33%
consideran que no lo es, debido especial-
mente a que es un agente de control de
accion lenta y el 34% restante afirman
que es indiferente, debido a que de todos
modos deben de tomar otras medidas de
control como el Re-Re y los insecticidas
para reducir las poblaciones de la broca.

Estos resultados coinciden con varios
autores que afirman que el hongo ha pre-
sentado baja adopcion. Duque y Chaves
(2000) encontraron que el 63,51% de los
caficultores no aplica el hongo B.
bassiana y solamente el 12,61% lo apli-
can en forma eficiente. Segun Bentley et
al. (2002) en el ambito mundial la mayo-
ria de los campesinos desconocen la im-
portancia de los enemigos naturales de
los insectos plagas. Igualmente Aris-
tizabal et al. (2002b) afirman que los
caficultores tienen dificultades para en-
tender la forma de accion del hongo so-
bre la broca, sin embargo, a través de
analogias se facilita el proceso de apren-
dizaje de los caficultores; como ejemplo:
tipos de enfermedades que causan morta-
lidad en el ser humano. Igualmente a tra-
vés de talleres tedrico practicos con
caficultores, se ha comprobado los efec-
tos del hongo sobre las poblaciones de
broca, estimando la mortalidad real que
se presenta en campo; estas herramientas
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metodologicas facilitan los procesos de
transferencia de tecnologias (Posada et
al. 2003). A pesar de que la adopcioén es
baja, debido a la dificultad para entender
su forma de accion, también es cierto que
la utilizacion del hongo ha ganado un
espacio dentro del manejo de plagas en
la zona cafetera (Duque y Chaves 2000).

En relacion con el uso de insecticidas se
tienen los siguientes resultados: el
62,38% de los caficultores aplican insec-
ticidas para el control de la broca y el
36,84% manifiestan no aplicarlo, debido
a que no lo consideran necesario 0 no
tienen los recursos econémicos para com-
prarlos. De los caficultores que aplican
insecticidas, el 34,7% lo hacen en forma
generalizada en todos los lotes producti-
vos de café de la fincay el 24,17% hacen
aplicaciones localizadas, es decir, en los
focos o puntos calientes, los cuales co-
rresponden a los sitios del cafetal con
mayor poblacion de broca. El 5,07%
combinan ambas formas de aplicacion
(generalizado o localizada) segun las
necesidades del momento.

En relacion con los criterios que tienen
los caficultores para tomar la decision de
hacer una aplicacion de insecticida se tie-
ne los siguientes: 1- Segun el nivel de
infestacion el 14,23%; 2- Segun el grado
de penetracion de la broca en el fruto
4,29%; 3- Segun los registros de flora-
cion 15,2%; 3- Ningln criterio 14,42%.
Igualmente el 8,39% manifiestan que
hacen aplicaciones cuando tiene niveles
de infestacion de broca inferiores al 2%;
el 8,59% cuando tienen infestaciones
entre 2,1 y 5%. Segun el grado de pene-
tracion de la broca en el fruto (posicio-
nes AB y CD), el 4,8% de los caficultores
aplican cuando la broca viva en AB pre-
senta valores iguales o mayores al 50% y
el 5,26% manifiestan que aplican aun
cuando la broca viva en AB es inferior al
50%. Para garantizar una mayor eficacia
bioldgica al aplicar un insecticida, es
necesario que minimo el 50% de la broca
viva esté expuesta, es decir en la posi-
cion AB (iniciando el ataque al fruto).
Cuando la broca viva esta en la posicion
CD (dentro de la almendra), ninglin pro-
ducto quimico tiene la capacidad de pe-
netrar hasta alli y por tanto no puede
causarle la muerte. Frente a estos resulta-
dos se puede afirmar que un porcentaje
bajo de caficultores (18,52%) esta utili-
zando un criterio adecuado para la apli-
cacion de insecticidas. Esta situacion
esta relacionada con la baja adopcion del
muestreo para evaluar el nivel de infesta-
cion por broca recomendado por la Fede-

racion, el cual es realizado por el 17,93%
de los caficultores de Caldas.

Entre los insecticidas utilizados por los
caficultores se tienen los siguientes: El
Endosulfan con 16,57% siendo uno de los
productos mas utilizados a pesar que
actualmente estd prohibido para ser
importado, distribuido y aplicado en Co-
lombia. El Clorpirifos con el 19,88%, el
Fenitotrion con el 11,11%, otros produc-
tos con el 1,75% y la combinacion de va-
rios de los anteriores por el 11,89%. De
los caficultores que realizan aplicaciones
de insecticidas el 43,83% hacen eva-
luaciones para determinar la eficacia de la
aplicacion y el 21,05% no lo hacen argu-
mentando que no saben hacerlo o por des-
cuido. El 36,35% de los caficultores
utiliza implementos de seguridad (careta,
gafas, guantes, gorra etc.) durante la apli-
cacion de los insecticidas y el 27,7% no
los utilizan, argumentado que son muy
incémodos de usar. Finalmente el 43,55%
de los caficultores realizan entre una y dos
aplicaciones de insecticidas al afio, el
14,25% entre tres y cinco aplicaciones y
el 1,75% mas de seis aplicaciones.

Segun Duque y Chaves (2000), el 75,37%
de los caficultores realizan aplicaciones
de insecticidas, el 15,57% lo hacen por
focos en forma eficiente, el 23,91% lo
hacen en forma generalizada y el 35,86%
hacen aplicaciones en forma deficiente.
Segun un diagnostico de investigacion
participativa realizado en 1998, con pe-
queios caficultores de Caldas, Quindio
y Risaralda se encontrd que el 80% de
los caficultores realizaban aplicaciones
de insecticidas especialmente en forma
generalizada (Bentley ef al. 2002). Se-
gun Aristizabal ef al. (2002a), el 80% de
los caficultores que aplican insecticidas
realizan entre una y cuatro aplicaciones
al afio, el 85% aplica en forma generali-
zada, sin criterio técnico, es decir, sin
evaluar los niveles de infestacion y de
posicion de la broca en los frutos y los
productos mas utilizados son el Endo-
sulfan seguido por el Clorpirifos y el
Fenitotrion. Duque y Chaves (1995)
encontraron que el 76% de los cafi-
cultores realiza aplicaciones de insecti-
cidas y el 70% de ellos lo hacen en forma
generalizada.

En general la adopcion del uso de insec-
ticidas en Caldas es alta, pero su aplica-
cion en forma eficiente es baja ya que los
caficultores no tienen claridad sobre los
criterios técnicos que se requiere para
hacer una aplicacion eficiente y oportu-
na. Por tanto, Cenicafé y el Servicio de
Extension de la Federacion, deben de uti-

lizar nuevas estrategias para la transfe-
rencia de tecnologias que le permitan al
caficultor entender y mejorar todos los
aspectos relacionados con el uso adecua-
do, eficiente y racional de los insectici-
das recomendados para el control de la
broca del café.

Frente a la pregunta: {El control quimico
es suficiente para el control de la broca
del café?, el 75,63% de los caficultores
manifestaron que no lo es y el 16,73 que
si. Estos resultados demuestran que un
porcentaje considerable de los caficultores
han entendido que el manejo integrado
de la broca es una combinacion de méto-
dos de control en forma adecuada y opor-
tuna. Por tanto, el éxito del MIB depende
de la utilizacion combinada de dos o mas
componentes de control.

Dentro del manejo integrado de la broca
se tiene el control en postcosecha. Este
componente se basa en practicas cultura-
les y controles fisicos tendientes a evitar
el escape de las brocas adultas que
emergen una vez se han cosechado los
frutos maduros, durante la labor de reco-
lecciéon y en el proceso de beneficio
(Bustillo et al. 1998; Cenicafé 1994).
Castro et al. (1998) observaron escapes
de brocas adultas durante todas las eta-
pas del proceso del beneficio. Bustillo et
al. (1998) han planteado varias recomen-
daciones evaluadas en Cenicafé para el
control de la broca durante la cosecha y
el beneficio, las cuales han sido transfe-
ridas a los caficultores a través del Servi-
cio de Extension.

En relacion con la implementacion de
medidas de control durante la cosecha y
el beneficio se tienen los siguientes re-
sultados: El 17,93% de los caficultores
acostumbra amarrar los costales durante
la labor de recoleccion; el 1,16% ha
implementado las tapas plasticas impreg-
nadas con grasa en la tolva de recibo de
café cereza y en la fosa de almacenamien-
to de la pulpa de café; 13,06% hacen tra-
tamiento de las pasillas con agua caliente
o sumergiéndolas en una caneca con so-
lucién de algun insecticida; el 0,78% tie-
nen marquesina para el secado de las
pasillas. Al verificar la implementacion
de este componente de control de broca
en postcosecha y beneficio, se encontrd
que el 60,04% de los caficultores que
manifestaron aplicar una o mas practicas
de este componente, efectivamente las
estaban implementando.

Segun Duque y Chaves (2000), el 46,09%
de los caficultores no hace ninguna la-
bor de control de broca en postcosecha,
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solo el 13% estaban implementando
alguna medida de control en forma efi-
ciente y permanente, el 41% estaban
implantado alguna medida pero en for-
ma inconsistente. Varios autores coinci-
den en afirmar que la implementacion de
estas medidas de control tiene baja
adopcion por parte de los caficultores
(Aristizabal et al. 2002a; Duque y Chaves
2000). Sin embargo, a través del proyec-
to de investigacion participativa realiza-
do con pequefios caficultores de Caldas,
Quindio y Risaralda se logré observar
cambios en la implementacion de tapas
plasticas en la tolva y en la fosa, siendo
usadas por el 7% de los caficultores en
1998 y posteriormente por el 79% en el
aflo 2000 (Salazar et al. 2003).

En relacion con llevar registros de flora-
cion para establecer la edad de los frutos y
conocer la época critica a partir de la cual
los frutos son susceptibles de ser atacados
por la broca, se encontré que solo el 8,97%
de los caficultores estan utilizando esta
herramienta de informacion. El 38,80%
lleva diferentes registros de actividades
como costos, produccion, ventas y flora-
cion y el 40,16% manifiestan no llevar
ningun tipo de registros argumentando que
no son importantes para ellos. En la veri-
ficacion de esta respuesta se encontrd que
el 63,35% de los caficultores que mani-
festaron llevar algun registro de informa-
cion efectivamente lo estaban realizando.
Segtin Duque y Chaves (2000) la mayoria
de los caficultores (70,68%) no utilizan
los registros de floracion, solo el 21% los
llevan con el propdsito de facilitar el ma-
nejo de la broca o para la planificacion de
la cosecha.

Una préctica de control que es muy im-
portante durante la eliminacion de los
arboles de café viejos que han finalizado
su ciclo productivo, es dejar los arboles
trampa en los bordes y en el centro de los
lotes eliminados, para evitar el escape de
brocas adultas presente en los frutos que
caen al suelo antes y durante la labor de
zoqueo. Estos arboles deben tener frutos
en las ramas para que la broca que emerja
los colonice y se evite la reinfestacion de
lotes productivos de café vecinos al sitio
de zoqueo.

Estudios de Cenicafé han demostrado que
de lotes renovados por zoca pueden emer-
ger entre 1,5 a 2 millones de brocas adul-
tas por hectarea, durante mas de 100 dias
posteriores al zoqueo y por tanto, se de-
ben tomar algunas medidas de control
que ayuden a evitar las reinfestaciones
de broca (Baker 1999; Bustillo et al.
1998; Cenicafé 1994).

En relacion con dejar los arboles trampa
durante la labor de eliminacién o reno-
vacion de los cafetales por zoca, el
51,66% de los caficultores manifestaron
hacer esta practica y el 47,95% manifes-
taron no hacerla. Sin embargo, de los
caficultores que dejan los arboles tram-
pa, el 35,28% realiza la recoleccion de
los frutos en estos arboles cada ocho o
quince dias y no necesariamente reali-
zan alglin tratamiento para eliminar los
frutos infestados. A pesar de conocer la
importancia que tiene la renovacion de
los cafetales, no solo en el control de la
broca sino también en el incremento de
la produccion de café, los caficultores no
estan implementando debida y oportu-
namente las recomendaciones que la Fe-
deracion ha hecho al respecto (Aristizabal
et al. 2002¢).

Indicadores medidos. La evaluacion de
la eficacia de la labor de recoleccion fue
uno de los indicadores de la encuesta que
se aplico a los caficultores en Caldas. Al
respecto se encontrd que el 45,22% de
los lotes de café evaluados presentaron
menos de cinco frutos entre maduros a
secos dejados en promedio por arbol des-
pués de un pase de recoleccion, el 21,24%
de los lotes presentaron entre cinco y diez
frutos dejados y en el 10,91% de los lo-
tes se dejaron mas de diez frutos. En el
plato de los arboles se encontrd 45,61%
de los lotes con menos de cinco frutos
caidos al suelo en promedio, 20,66% en-
tre cinco y diez frutos y 7,4% con mas de
diez frutos. Estos resultados indican que
cerca de la mitad de los caficultores rea-
lizan una buena labor de recoleccion al
dejar menos de cinco frutos en promedio
por arbol. Adicionalmente un porcentaje
considerable de caficultores (21,24%)
realiza una recoleccion regular al dejar
entre cinco y diez frutos y solamente el
10,91% realizan la labor de recoleccidon
en forma deficiente al dejar mas de diez
frutos maduros a secos en promedio por
arbol.

Uno de los indicadores de importancia
evaluados al aplicar la encuesta, fue de-
terminar los niveles de infestacion del café
pergamino seco, basados en los recibos
de venta de café en las Cooperativas o de
los recibos de venta en los puntos de com-
pra particulares de café El 24,26% de los
caficultores vendieron café pergamino
seco con niveles de infestacion por broca
inferior al 2,5%, es decir, de buena cali-
dad, tipo Federacion. El 13,89% vendie-
ron café con niveles entre 2,6 y 5%, es
decir café corriente. El 11,15% vendieron
café con niveles de infestacion superiores

a 5,1%, es decir, tuvieron reduccion en el
precio de venta ocasionandole pérdidas
economicas al caficultor por efecto de la
broca. El 50,49% de los caficultores no
tenia recibos de venta de café al momento
de aplicar la encuesta. Esta situacion es
coherente con la poca costumbre que tie-
nen los caficultores de no llevar registros
de informacion. Sin embargo, este indica-
dor demuestra que un porcentaje conside-
rable de caficultores (38,15%) esta
obteniendo buenos resultados con la im-
plementacion del MIB que esta aplican-
do en su finca.

Los técnicos del Servicio de Extension
de Caldas que aplicaron la encuesta, con-
sideran que el 43,75% de los caficultores
estan implementado en forma eficiente y
adecuada el MIB, el 42,12% lo hacen en
forma regular y el 8,59% lo aplican en
forma deficiente. Estos resultados son
satisfactorios ya que la mayoria estan
aplicando eficientemente el MIB. Sin
embargo, se requieren mas esfuerzos por
parte de Cenicafé y el Servicio de Exten-
sion en relacion con la transferencia del
MIB, para que la mayoria de los caficul-
tores puedan continuar produciendo café
exportable tipo Federacion, aun con la
presencia de la broca en sus fincas.

Opiniones de los caficultores sobre los
componentes del MIB. El 52,63% de los
caficultores consideran que el “Re — Re”
es el componente de control mas eficien-
te para el manejo de la broca. El 13,45%
manifiestan que el uso de insecticidas es
el componente mas eficiente en el con-
trol y el 32,16% de los caficultores con-
sideran que ningun componente por si
solo es eficiente para controlar la broca.
Frente a la pregunta: ;Qué componentes
del MIB combina?, el 49,02% de los
caficultores manifestaron combinar la
recoleccion y el uso de insecticidas; el
5,88% combina la recoleccion, el hongo
y los insecticidas; el 4,31% combina re-
coleccion y aplicaciones del hongo; el
2,35% combina recoleccion y control en
postcosecha y finalmente el 30,98% de
los caficultores manifestaron no combi-
nar ningun componente del MIB, posi-
blemente no entendieron la pregunta.
Estos resultados indican que la mayoria
de los caficultores (61,56%) han com-
prendido que el MIB es una combina-
cioén adecuada de diferentes practicas para
el control de la broca y no una sola medi-
da de control en particular.

Frente al control cultural “Re — Re”, los
caficultores manifiestan como opiniones:
“Reduce las poblaciones de broca, no se
deja multiplicar la broca, tiene un efec-
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to rapido y ocasiona alta mortalidad, le
quita la comida a la broca, es el mejor
control y no contamina, es una labor
oportuna y permanente.” En relacion con
el uso de insecticidas se tienen los si-
guientes comentarios: “Mata solo lo que
esta afuera, no es suficiente, debe de ser
combinado con el Re - Re, si no se fumiga
no sale buen café, baja la infestacion
rapidamente, no mata toda la broca, no
es efectivo, acaba con otros insectos, no
siempre es necesario, etc.”

En relacion con el uso de agentes biold-
gicos (hongo B. bassiana) los cafi-
cultores manifiestan las siguientes
opiniones: “No lo conoce, no se ve como
trabaja, controla poco y no se ven los
mismos resultados que con el quimico,
dura mas en el cafetal, persiste en la
finca pero es muy lento, no contamina
el ambiente ni afecta a los operarios,
ayuda a controlar la broca, es una me-
dida complementaria, etc.”.

En relacion con los muestreos para deter-
minar los niveles de infestacion se tienen
los siguientes comentarios: “Sirven para
saber que broca hay en el cafetal, saber
qué lotes estan mas afectados, saber qué
medida tomar, determina focos, no es
importante, quita tiempo y requiere pa-
ciencia, ahorra costos, ahi estd la utili-
dad del caficultor, etc.”

Finalmente frente a la pregunta: ;Qué se
puede hacer para mejorar el MIB?; los
caficultores hicieron los siguientes co-
mentarios: “Mantener café nuevo, reno-
var, recoleccion a tiempo y permanente,
mejorar en el manejo del beneficio, con-
tar con insecticidas mds eficaces, cam-
parias educativas para los recolectores,
ser mas oportunos en el control, conocer
mejor el control biologico e imple-
mentarlo, trabajar en equipo con todos
los vecinos, mayor solidaridad de los
vecinos, administracion permanente de
la finca y concientizar al trabajador, etc.”

Conclusiones

Los caficultores del departamento de
Caldas estan implementando un MIB
basandose especialmente en las recolec-
ciones oportunas de frutos maduros y en
aplicacion de insecticidas. El control
cultural “Re-Re” es el componente del
MIB de mayor adopcidn por parte de los
caficultores. La mayoria de los cafi-
cultores (62,38%) esta utilizando insec-
ticidas para el control de la broca; sin
embargo, solamente el 18,52% lo esta
realizando con criterios técnicos y en for-
ma eficiente. Los muestreos para deter-
minar los niveles de infestacion por broca

en el campo, el uso de agentes de con-
trol biolégico como el hongo B.
bassiana y la implementacion de medi-
das de control en el proceso del benefi-
cio del café, son los tres componentes
del MIB que presentaron menor adop-
cioén por parte de los caficultores de
Caldas. Segun los técnicos del Servicio
de Extension, el 43,75% de los cafi-
cultores esta implementando en forma
eficiente el MIB. Sin embargo, es nece-
sario desarrollar nuevas herramientas
metodoloégicas en los procesos de trans-
ferencia, que permitan mejorar la
aplicabilidad e implementacion eficien-
te del MIB, que sea viable técnica, eco-
némica y ecoldgicamente.
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Inhibidores de ax-amilasas de la broca del café Hypothenemus
hampei en diferentes especies vegetales

o-Amylase inhibitors of the coffee berry borer Hypothenemus hampei in different plant species

BEATRIZ ELENA PADILLA H.!, JOSE RICARDO ACUNA Z.2, CLAUDIA S. VELASQUEZ>,
JOSE DAVID RUBIO G.*

Resumen. La antibiosis es uno de los mecanismos de resistencia de las plantas al ataque de insectos,
en el cual estan involucradas proteinas de defensa como los inhibidores de a-amilasas. Estas se en-
cuentran principalmente en especies vegetales como gramineas y leguminosas. En Phaseolus vulgaris
L. var. Radical se ha registrado un inhibidor de a-amilasas de la broca del café Hypothenemus hampei,
con mas de 80% de inhibicion, el cual también inhibe las a-amilasas de mamiferos. Es necesaria la
busqueda de nuevos inhibidores de 0-amilasas en otras especies vegetales que tengan un efecto
similar al de frijol y con especificidad a las a-amilasas de insectos. Se obtuvieron extractos proteicos
de las semillas de ocho especies vegetales de las familias Gramineae y Leguminosae. Con estos
extractos y un inhibidor de a-amilasas comercial de trigo (7riticum aestivum L.), se realizaron pruebas
de actividad inhibitoria contra las 0-amilasas de la broca, evaluadas con espectrofotometria utilizan-
do el método de Bernfeld y mediante zimogramas de inhibicion enzimatica. Las especies que mostra-
ron mas de 50% de inhibicion de las 0-amilasas de broca, fueron: maiz (Zea mays L.), Brachiaria
decumbens Stapfy el inhibidor comercial de trigo, corroborando su actividad mediante los zimogramas
de inhibicion. Con los extractos de brachiaria y de maiz no se encontré inhibicion de las a-amilasas
de mamiferos, mientras que con el inhibidor comercial de trigo si se presenté mas de 50% de inhibi-
cion. Adicionalmente se evalud el efecto de los extractos de maiz y brachiaria sobre diferentes estados
de la broca en dietas artificiales, encontrandose mortalidades de 40% y 95% de larvas respectivamen-
te. Estas dos especies son promisorias para la identificacion de los genes que codifican estas proteinas
y para desarrollar una base genética de resistencia contra la broca del café.

Palabras clave: Antibiosis. Proteinas de defensa de las plantas.

Abstract. Antibiosis is one of the mechanisms of plant resistance to insect attack in which plant
defense proteins, like 0-amylase inhibitors, are involved. These inhibitors are found mainly in the
seeds of leguminous and graminaceous plant species. In Phaseolus vulgaris L. var. Radical, an a-
amylase inhibitor of the coffee berry borer Hypothenemus hampei Ferrari has been reported, with up to
80% inhibition, which also inhibits a-amylase of mammals. It is necessary to search for new a-amylase
inhibitors in other plant species that have an effect similar to beans and with specificity to insect a-
amylases. Protein extracts were obtained from the seeds of eight plant species from the families
Gramineae and Leguminosae. With these extracts and a commercial 0-amylase inhibitor from wheat
(Triticum aestivum L.), tests were conducted on the inhibitory activity in the coffee berry borer evaluated
with spectrophotometry using the Bernfeld method and zymograms of enzymatic inhibition. The
species that showed more than 50% inhibition of a-amylases in the coffee berry borer were maize (Zea
mays L.), Brachiaria decumbens Stapf and the commercial inhibitor from wheat, their activity
corroborated with the inhibition zymograms. While No inhibition of mammal a-amylases were found
for Brachiaria or maize, while the commercial inhibitor from wheat a-amylases showed more than
50% inhibition. In addition, the effect of Brachiaria and maize extracts were evaluated on different
stages of the coffee berry borer in artificial diets, resulting in larval mortalities of 40 and 95%,
respectively. Therefore, these two species are promising for the identification of a promissory source
of genes coding that code for such these inhibitory proteins and to develop a genetic base that could
conferfor resistance to the coffee berry borer.

Key words: Antibiosis. Plant defense proteins.
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Introduccion nidae: Scolytinae) es actualmente la pla-

ga mas importante para el cultivo del café

La broca del café¢, Hypothenemus (Coffea arabica L.) en Colombia. Dentro
hampei Ferrari (Coleoptera: Curculio-  de las estrategias disefiadas para el manejo

integrado de la broca (MIB) se ha inclui-
do el control cultural, biologico y qui-
mico. El analisis de la estructura de costos
de produccion en café muestra que este
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control puede representar 7,1% del total,
es decir, aproximadamente $ 300.000
(US$145) por ha/afio (Duque 2001). In-
corporar una variedad resistente al insec-
to dentro del MIP haria este manejo mas
eficiente y reduciria sus costos, pero no
se han encontrado atun fuentes de resis-
tencia genética en el género Coffea. Por
medio de transgénesis es posible obtener
tal variedad, con una amplia base genéti-
ca, la cual tenga incluidos genes que
codifiquen proteinas con efecto de anti-
biosis contra la broca.

Los mecanismos de defensa al ataque de
insectos basados en proteinas son mane-
jados por la ingenieria genética para la
transformacion de plantas con resisten-
cia a insectos (Gatehouse ef al. 1992).
Las principales proteinas empleadas
como fuente de resistencia a insectos son
los inhibidores de enzimas digestivas,
como los inhibidores de a-amilasas y
proteasas, ademas de las lectinas, que blo-
quean glicoproteinas en el intestino del
insecto. Los tres grupos ocasionan dis-
minucion en la absorcién de nutrientes,
retardo en el desarrollo del insecto y su
muerte (Gatehuose 1999).

Enzimas digestivas como las 0-amilasas
constituyen una familia de endo-amila-
sas, que catalizan la hidrélisis de almi-
don, componente importante de diversas
semillas que son alimento de varios in-
sectos. El grano de café, fuente de ali-
mento para larvas y adultos de la broca
del café, H. hampei, contiene 10% de al-
midoén en su composicion bioquimica
total (Siveltz 1977).

Los inhibidores de a-amilasas se encuen-
tran en semillas de leguminosas y gra-
mineas (Richardson 1991) y se han
purificado de semillas de trigo (Triticum
aestivum L.), frijol (Phaseolus vulgaris
L.), maiz (Zea mays L.) y Amaranthus sp.,
en busca de sus propiedades insecticidas
contra coledpteros (Schimoler-O’Rourke
et al. 2001; Franco et al. 2000; Valencia
et al. 2000; Minney et al. 1990 citado
por Gatehouse 1999; Ishimoto y Kitamura
1989, citado por Chrispeels 1997; Cha-
golla-Lopez et al. 1994).

Los inhibidores de a-amilasas son glico-
proteinas de bajo peso molecular que se
acumulan en vacuolas especializadas en
la fase media de desarrollo de la semilla.
Al ser proteinas de semillas, son excelen-
tes candidatos para ser expresadas hete-
rologamente en tejidos homologos como
la semilla del café, donde ocurre el desa-
rrollo biolégico de la broca. Esto es
particularmente importante porque
inhibidores de a-amilasas, como el Al

de frijol, para poder ser activo, es necesa-
rio que en la semilla ocurran cambios
postraduccionales como la glicosilacion
y proteolisis, y crear asi un sitio de union
a la enzima blanco. Chrispeels (1997)
registra que cuando los genes de protei-
nas de semilla son expresados en plantas
heterdlogas, los productos de la trangé-
nesis son correctamente procesados y
transportados hasta las vacuolas especia-
lizadas para lo formacion de un inhibidor
de amilasas activo.

Algunos inhibidores de O-amilasas
inhiben la actividad tanto en insectos
como en mamiferos, otros inhiben sola-
mente las o-amilasas de insectos como
los aislados de trigo, maiz y Amaranthus
spp., entre otros (Franco et al. 2002;
Gatehouse 1999). También hay especifi-
cidad en el género del insecto, ya que la
formacion del complejo inhibidor mas
amilasa tiene un pH 6ptimo de 5.5 y por
esta razon inhibe amilasas en el medio
acido del intestino de insectos del orden
Coleoptera pero no en el alcalino del or-
den Lepidoptera (Chrispeels 1997).

Los genes de inhibidores de a-amilasas
de frijol (0AIl) han sido identificados y
clonados con el propdsito de obtener
plantas transgénicas. Se han obtenido
plantas de arveja (Pisum sativum L.) via
Agrobacterium tumefaciens (Smith &
Town) que expresan 0lAl, acumuldndose
de forma estable en sus semillas, a nive-
les de 0,8 -1% de expresion. Estudios en
campo y bioensayos con semilla de arve-
jatransgénica ocasionaron 100% de mor-
talidad de larvas de Bruchus pisorum L.
(Coleoptera: Bruchidae) (Chrispeels
1997; Schroeder et al. 1995).

Igualmente, se han obtenido plantas
transgénicas de tabaco que expresan 0 Al,
afectando insectos del orden Coleoptera
(Tenebrio molitor L. y Callosobruchus
maculatus F.) (Altabella y Chrispeels
1990). También, plantas de tabaco trans-
formadas con un inhibidor bifuncional
de o amilasas y proteasas de maiz, adqui-
rieron proteccion contra los insectos del
orden Coleoptera (Tribolium castaneum
Herbst y Rhyzopertha dominica Fa-
bricius) (Franco et al. 2000; Sarneer-
Masoud et al. 1994 citado por Dilawari 'y
Dhaliwal 1996).

Valencia et al. (2000) encontraron me-
diante ensayos espectrofotométricos y
zimogramas de inhibicion, que inhibi-
dores de a-amilasas de frijol (P. vulgarisy
Phaseolus coccineus L.) bloquean la ac-
tividad de las 0-amilasas de la broca del
café. Estos genes actualmente estan sien-
do clonados y se esta evaluando su expre-

sion en semillas de tabaco transgénico,
por ser una especie de rapido desarrollo
vegetativo (Acufia 2004, com. per.).

Teniendo en cuenta que estos inhibidores
de frijol también son activos para las O-
amilasas humanas, se hace necesaria la
busqueda de otros inhibidores de amila-
sas que sean especificos para las amilasas
de insectos. Las especies de leguminosas
y gramineas son las principales fuentes
de estas proteinas de defensa. Se han eva-
luado extractos semipuros de semillas de
Brachiaria decumbens Stapf, Canavalia
ensiformis L., Vicia faba L., Erythrina
rubrinervia Kunth, Adenanthera pavo-
nica L., Acacia melanoxylum L.y
Trifolium hybridum L., adicionados a die-
tas artificiales, encontrandose efectos ad-
versos en el ciclo de vida de la broca
(Gonzalez 1999). Por tanto, se seleccio-
naron estas especies y algunas por regis-
tros en la literatura, como T. aestivum y Z.
mays, para la busqueda de especies vege-
tales que contengan inhibidores de las
o-amilasas de la broca y asi ser seleccio-
nadas para la posterior identificacion de
los genes que codifican estas proteinas y
desarrollar una base genética de resisten-
cia contra la broca.

Materiales y Métodos

Material Vegetal. Se utilizaron semillas
de V. faba, B. decumbens, C. ensiformes,
T. hybridum, A. melanoxylum, A. pavo-
nica, E. rubrinervia y Z. mays, ademas
un inhibidor comercial purificado de T.
aestivum (Sigma 1-1520).

Extraccion de los inhibidores de a-ami-
lasas. Las semillas molidas se homo-
genizaron a 4°C con 5 volimenes de
NaCl 100 mM por 3horas en agitacion
constante. Posteriormente el extracto se
centrifugd a 10.000 rpm durante 30 mi-
nutos y los sobrenadantes se dializaron
contra agua durante tres noches (tres cam-
bios de agua al dia). Los extractos
dializados se centrifugaron a 10.000 rpm
a 4°C y finalmente se liofilizaron. Los
extractos liofilizados se utilizaron pos-
teriormente como fuente de inhibidores
de a-amilasas.

Extraccién de las a-amilasas de H.
hampei. Se pesaron 2 gramos de insectos
y se homogenizaron a 4°C con 5 volume-
nes de NaCl 10 mM y CaCl, 20 mM. Pos-
teriormente el extracto se centrifugo a
10.000 rpm durante 30 minutos a 4°C. El
sobrenadante se congelé a —20°C para
ser usado posteriormente como fuente de
enzima.
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Identificacion de los extractos con
inhibidores de a amilasas. Para deter-
minar cuales de los extractos semipuros
de las semillas en estudio mostraron acti-
vidad inhibitoria, se cuantificé la produc-
cion de maltosa en la digestion del
almidén con la metodologia propuesta
por Bernfeld (acido 3,5 dinitrisalicilico)
(Bernfeld 1955).

Previo a la identificacion de los extrac-
tos semipuros con inhibidores de a-
amilasas, se cuantificé la proteina total
por ml de cada extracto, disuelto en bu-
ffer citrato pH 5.0, por el método de
Bradford (Bradford 1976).

Para la identificacion se realizaron tres
repeticiones por especie vegetal. Se eva-
luaron cuatro cantidades de los extrac-
tos 10, 20, 40 y 80 pl. Del inhibidor
comercial de trigo se evaluo 1 pl. A todos
los tubos de prueba se les adicionaron
100 pl del extracto semipuro de las O-
amilasas de la broca, se incubaron duran-
te una hora a 37°C y se adicionaron 250
pl del sustrato almidon a 0,125%.

Para determinar la produccion de maltosa
se hicieron dos lecturas, al tiempo cero y
ala hora de iniciadas, tomando 100 pl de
la reaccion mas 100 pl del reactivo de
Bernfeld. Se detuvieron las reacciones
calentandolas en agua hirviendo durante
10 minutos, se adicion6 1 ml de aguay se
realiz6 la lectura en el espectrofotometro
a A de 490 nm. Ademas se tuvo un control
de la actividad de la enzima proveniente
del insecto, sin el extracto proteico.
Adicionalmente se hicieron ensayos con
amilasa comercial, Pankreoflat® (amilasa
pancreatica de porcino) como fuente de
O-amilasas de mamiferos.

La variable de respuesta fue el porcenta-
je de inhibicion. Para cada especie se
busco la expresion lineal o cuadratica que
describiera el comportamiento del por-
centaje de inhibicién en funcién de la
concentracion, y se determiné la concen-
tracion minima que inhibiéo 50% de la
amilasa de la broca. Para la obtencion de
los genes de inhibidores de amilasa, se
seleccionaron las especies que mostraron
50% o mas de inhibicion de la actividad
de la amilasa en estudio.

Con los extractos que mostraron activi-
dad inhibitoria en el ensayo espectro-
fotométrico, se hicieron zimogramas de
inhibiciéon enzimatica, con el fin de
implementar la decision de las especies
seleccionadas para la busqueda de los
genes de inhibidores de 0-amilasas, como
posibles fuentes de resistencia a la broca.
Las proteinas del respectivo extracto se

separaron en geles de poliacrilamida na-
tivos (Gradiente 10-15%. Phast-Gel,
Amersham-Pharmacia). Cada gel se incu-
bo en una solucion de almidon a 1,5%
por 30 minutos a 4°C, y luego con 10 ml
del extracto semipuro de las O-amilasas
de la broca, disuelto en buffer citrato de
sodio 50 mM pH 5.0, por 30 minutos a
30°C. El gel con almidén se reveld con
KI/I, hasta obtener bandas azules oscu-
ras, que indicaron la presencia del
inhibidor. Como control se utiliz6 frijol
(P. vulgaris, var. Radical) como fuente
de inhibidores de las a-amilasas de la
broca del café (Valencia et al. 2000).

Evaluacion de antibiosis contra la bro-
ca en dietas artificiales. Para observar el
efecto de antibiosis se evaluaron los ex-
tractos de las especies vegetales que
mostraron efecto de inhibicion de las -
amilasas de la broca, adicionandolos a
dietas meridicas (Portilla ez al. 2000). Se
evaluaron 400 mg de los extractos
semipuros liofilizados de B. decumbens
y Z. mays disueltos en 10 ml de agua des-
tilada estéril, a los cuales previamente se
les habia determinado su concentracion
de proteina total. Posteriormente estos 10
ml se homogenizaron con 20 ml de dieta
y se sirvieron en 10 pozos de una caja
multipozos con 2 ml de la mezcla en cada
pozo. La dieta se seco hasta obtener una
humedad de 50% y se inocul6 con 20
huevos de broca por pozo. Para los con-
troles de cada uno de los extractos se
adiciond el mismo volumen de la dieta
mezclada con 10 ml de agua destilada
estéril y se tuvieron las mismas repeti-
ciones y la misma cantidad de huevos
inoculados.

Se hicieron tres lecturas, una a los cuatro
dias, para determinar el porcentaje de
eclosion, a los 12 y a los 24 dias para
determinar el porcentaje de mortalidad
de estados de brocas ocasionados por
efecto de los extractos evaluados.

Resultados

Los extractos de las especies vegetales
que mostraron inhibicion de las -
amilasas de la broca del café con las con-
diciones evaluadas fueron B. decumbens,
Z. mays y el inhibidor comercial de trigo
(T. aestivum). Con las otras especies eva-
luadas en las mismas condiciones no se
encontrd inhibicion de las a-amilasas de
la broca.

En la figura 1 se observa el porcentaje de
inhibicion de las a-amilasas de la broca
con diferentes cantidades de extracto
semipuro de Z. mays, 12, 24, 48 y 96 ug

de proteina total. Se observa que entre
24y 48 g se alcanza 50% de inhibicion
de las a-amilasas de la broca. El porcen-
taje de inhibicion se ajusta mejor a un
comportamiento cuadratico (Fig. 1) com-
parado con un comportamiento lineal (y
=0.4708x +25.243. R* = 0.8872).

En la figura 2 se observa el porcentaje de
inhibicién de las a-amilasas de la broca
con diferentes cantidades de extracto
semipuro de B. decumbens, 2.86, 5.60,
11.32 y 42.45 pg de proteina total. Con
la menor cantidad de extracto evaluado
se alcanza mas de 50% de inhibicion. El
porcentaje de inhibicion se ajusta mejor
a un comportamiento cuadratico (Fig. 22
que lineal (y = 0.3624x + 60.123. R
0,7494).

Para el ensayo de inhibicion con el
inhibidor comercial purificado trigo se
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Figura 1. Porcentaje de inhibicion de las 0-
amilasas de la broca con diferentes cantida-
des de extracto semipuro de Zea mays (12,
24,48 y 96 pg de proteina). Medido como la
produccion de maltosa utilizando el método
de Bernfeld (1955). Cada punto es el prome-
dio de tres medidas y las barras representan el
error standard.
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Figura 2. Porcentaje de inhibicion de las -
amilasas de la broca con diferentes cantidades
de extracto semipuro de Brachiaria decumbens
(2.83, 5.66, 11.32 y 42.45 pg de proteina)
medido como la produccion de maltosa utili-
zando el método de Bernfeld (1955). Cada
punto es el promedio de tres medidas y las
barras representan el error standard.
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evaluo 1 pl del producto (740 unidades
mg'l) disuelto en 1 ml de buffer citrato
pH 5.0y se hicieron tres lecturas. Dando
un porcentaje de inhibicion de las a-
amilasas de la broca de 80,33 + 1,19%.

En la evaluacion del efecto inhibitorio
de los extractos semipuros de Z. mays, B.
decumbens y el inhibidor comercial de
trigo contra las 0-amilasas de mamiferos
(amilasas pancreaticas de porcino,
Pankreoflat®), se encontr6 inhibicion
con trigo de un 58,13 £ 3,12%. Con las
otras dos especies evaluadas no se en-
contro efecto de inhibicion. Por tanto las
especies de Z. mays y B. decumbens son
fuentes promisorias para la biisqueda de
genes de inhibidores de 0-amilasas espe-
cialmente contra 0-amilasas de insectos.

Zimogramas de inhibicion enzimatica

En la figura 3 se presentan los zimo-
gramas de inhibicion enzimatica de las
amilasas de la broca y de las 0-amilasas
pancreaticas de porcino (Pankreoflat®).
En el gel incubado con la solucion de
las o-amilasas pancreéticas de porcino
(Fig. 3A), se observa dos bandas bien
definidas, correspondientes al inhibidor
purificado de frijol (carril 2) y al
inhibidor comercial de trigo (carril 1).
En este gel no se observan bandas de
inhibicion con los extractos de Z. mays
y B. decumbens (carriles 3 y 4), corrobo-
rando los resultados espectrofoto-
métricos, en los cuales tampoco se
encontrd inhibicion con estas dos espe-
cies. En el gel incubado con las a-
amilasas de la broca (Fig. 3B), se
presenta una coloracion mas oscura, po-
siblemente porque tienen menor activi-
dad que las amilasas comerciales. Sin
embargo, se aprecia un barrido muy
fuerte correspondiente al inhibidor co-
mercial de trigo (carril 1). Espectrofo-
tométricamente éste inhibio 80% de las
amilasas de la broca y 58% de las
amilasas de mamifero, resultados encon-
trados también en los geles. En la figura
3B también se observan bandas de inhi-
bicién con el extracto puro de P. vulgaris
(carril 2), el extracto semipuro de Z. mays
(carril 4) y con el extracto semipuro de
B. decumbens se observa un barrido muy
tenue y no se observan bandas definidas
de inhibicion (carril 3).

El extracto semipuro de Z. mays sélo
inhibio las a-amilasas de la broca, tanto
en los zimogramas como en los ensayos
espectrofotométricos. Esta actividad es-
pecifica de inhibicion de las a-amilasas
de insectos, fue registrada por Franco et
al. (2002) y por Schimoler et al. (2001)
para insectos del orden Coleoptera, T.

—

A

B

Figuras 3. Zimogramas de inhibicién de [-amilasas de broca. A) gel incubado con la amilasa
pancreatica comercial (Pankreoflat®). B) gel incubado con la amilasa de la broca. Carril 1.
inhibidor comercial de trigo, carril 2. Extracto purificado de frijol, carril 3. Extracto semipuro
de brachiaria, carril 4, extracto semipuro de maiz.

castaneum y R. dominica. B. decumbens
también fue especifica a las a-amilasas de
la broca. Por lo anterior, estas dos espe-
cies son candidatas para la busqueda de
los genes que codifican los inhibidores
de a-amilasas y hacer parte de la base
genética para resistencia a la broca del
café.

Evaluacion de antibiosis contra la
broca en dietas artificiales

En la figura 4, se observa el efecto del
extracto semipuro de B. decumbens, con-
tra la broca del café. Previamente se habia
determinado que los 400 mg del extracto
semipuro adicionado a la dieta contenian
2,83 mg de proteina total. El efecto ad-
verso contra la broca se determin6 median-
te tres evaluaciones. A los cuatro dias, se

registro el porcentaje de eclosion de lar-
vas, el cual fue de 84,3 £ 4,9%, compara-
do con el control (tratamiento sin la
adicion de extracto semipuro de la espe-
cie vegetal en estudio), de 89,5 £ 6,2%.
Con las larvas que eclosionaron se hicie-
ron las siguientes dos lecturas, alos 12y
24 dias después de la inoculacion de la
dieta. La variable respuesta fue el por-
centaje de mortalidad de estados de bro-
ca por el efecto del tratamiento. Se
obtuvo 40,4 + 10,6% de mortalidad a los
12 dias con el tratamiento, comparado
con 4,5 = 4,9% en el control. A los 24
dias, 95,1 £ 5,6% de mortalidad, compa-
rado con 9,3 £4,2% en el control. Consi-
derando estos resultados y la evidencia
bioquimica de inhibicién de las a-
amilasas de la broca del café¢ con este

1200 -
%eclosion %mortalidad
100.0 | T
1
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mControl
O Tratamiento
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200 -
4dias 12dias 24 dias

Figura 4. Efecto de antibiosis contra la broca del café de 400 mg de extracto semipuro de
Brachiaria decumbens evaluado en la dieta artificial Cenibroca. Las barras representan el error

standard de diez repeticiones.
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extracto (resultados mostrados previa-
mente), se reafirmo la decision de selec-
cionar la especie B. decumbens, como
fuente de bisqueda de genes con efectos
deletéreos contra la broca, para ser
incluidos en futuras variedades con
resistencia a esta plaga mediante el me-
joramiento genético no convencional.

En la figura 5 se observa el efecto de
antibiosis contra la broca del café utili-
zando el extracto semipuro de Z. mays,
con una concentracion total de proteina
de 12 mg en los 400 mg de extracto adi-
cionado a la dieta. A los cuatro dias el
porcentaje de eclosion encontrando fue
94,7+ 4,2%, comparado con el observa-
do en el control que fue 94 + 3,1%. Res-
pecto al porcentaje de eclosion de larvas,
se obtuvo 8,3 &+ 3,4% de mortalidad a los
12 dias con el tratamiento, comparado
con 2,4 +2,7% en el control y 40 £ 6,6%
de mortalidad a los 24 dias, comparado
con 5,5 + 3,6 en el control.

En los ensayos con dietas se observo que
con el extracto de B. decumbens se logra
una evidente mortalidad de larvas, 95%,
confirmando los ensayos bioquimicos de
inhibicion de a-amilasas, en los cuales
con la menor cantidad de extracto
evaluado se alcanzé mas de 50% de
inhibicion. Con el extracto de maiz se
encontrd una menor mortalidad en las eva-
luaciones en dietas hasta 40%, igualmen-
te confirmando los ensayos bioquimicos,
en los cuales se necesitd mayor cantidad
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del extracto para alcanzar 50% de inhibi-
cion de las 0-amilasas de la broca.
Discusion

Las plantas han adquirido evolutivamente
cierto grado de resistencia a insectos pla-
ga mediante la produccion de compues-
tos de defensa, que pueden ser de
naturaleza peptidica o no peptidica. Los
inhibidores de a-amilasas son proteinas
de defensa contra insectos ampliamente
estudiadas para el control de diversas pla-
gas en diferentes cultivos importantes en
el mundo (Franco et al. 2002). De las ocho
especies vegetales evaluadas en la presen-
te investigacion, se encontraron dos can-
didatos potenciales como fuente de genes
que confieran resistencia a la broca, como
son el inhibidor de B. decumbens y el de
Z. mays.

Para introducir genes de inhibidores
enzimaticos en una variedad resistente a
una plaga por medio de transgénesis, es-
tos deben tener algunas propiedades
como son: Inhibir sustancialmente las
enzimas de los insectos utilizando bajas
concentraciones del inhibidor, como fue
el caso de los dos extractos de inhibidores
seleccionados en la presente investiga-
cion. Comparando los dos extractos se-
leccionados, utilizando el extracto de B.
decumbes se necesita menor concentra-
cion de proteina en el extracto para al-
canzar el 50% de inhibicidon de las
a-amilasas de la broca.

. Control
D Tratamiento

% mortalidad

% mortalidad

0.0
4 dias

12 dias
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Figura 5. Efecto de antibiosis contra la broca del café de 400 mg de extracto semipuro de Zea
mays evaluado en la dieta artificial Cenibroca. Las barras representan el error standard de diez

repeticiones.

Otra propiedad importante es la especifi-
cidad de inhibicién a las amilasas de los
insectos, la cual se identifico con los dos
extractos vegetales seleccionados de B.
decumbens y el de Z. mays. Con estos
dos extractos se encontrd inhibicion de
las 0-amilasas de la broca de café y no
hubo inhibicién de las a-amilasas pan-
creaticas de mamifero, confirmando asi
los registros en la literatura del inhibidor
de Z. mays (Franco et al. 2002). El
inhibidor de B. decumbens es un nuevo
registro en la literatura como posible fuen-
te de inhibidores de a-amilasas, ademas
de mostrar especificidad para la broca del
café fue el extracto que se necesitd en
menor concentracion para obtener mas
de 50% de inhibicion.

En los zimogramas de inhibicion de las a-
amilasas de la broca con el extracto de B.
decumbens, a diferencia de maiz, no se
observo una banda de inhibicidon bien
definida, por tanto es importante hacer un
analisis de protedmica para esta especie y
corroborar que el efecto adverso contra la
broca demostrada tanto en los ensayos
bioldgicos y bioquimicos son de tipo
peptidico, caracteristica importante para
que sean candidatos en el desarrollo de
una futura variedad de café con resisten-
cia a la broca por medio de transgénesis.

En los ensayos biologicos utilizando ex-
tractos de proteina semipura de maiz y
brachiaria en dietas meridicas para la bro-
ca, se presentaron mortalidades entre el
40y el 95%. Debe determinarse si la mor-
talidad del insecto es ocasionada por los
inhibidores enzimaticos presentes en los
extractos, los cuales se identificaron por
medio de ensayos bioquimicos. Se reco-
mienda entonces realizar pruebas con los
inhibidores de 0-amilasas puros. Debido
a los altos costos del proceso de purifica-
cion de la proteina y de la obtencion de la
cantidad necesaria para realizar los ensa-
yos biologicos, la metodologia utilizada
en esta investigacion, evaluando extrac-
tos semipuros, es valida para la seleccion
de especies como fuentes genéticas de re-
sistencia vegetal a insectos.

Por tanto, en éste trabajo se dan las herra-
mientas bioquimicas y biologicas para
la seleccion de especies vegetales que
contengan compuestos proteicos respon-
sables de antibiosis contra la broca del
café. Las especies vegetales que produz-
can estos efectos son candidatas poten-
ciales para la busqueda de los genes que
codifican estas proteinas, con el propdsi-
to de incluirlos dentro de un plan de
mejoramiento para obtener una variedad
de café resistente a la broca.
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Conclusiones

En los ensayos bioquimicos se encontrd
un efecto superior al 50% de inhibicion
de la actividad de las 0-amilasas de la
broca, con los extractos semipuros de las
semillas de Z. mays y B. decumbens y el
inhibidor comercial de 7. aestivum.
Adicionalmente se encontr6 especifici-
dad con B. decumbensy Z. mays para las
amilasas de los insectos, por lo que se
proponen estas dos especies como fuen-
tes promisorias para la identificacion de
los genes que codifican estas proteinas.

En los ensayos biologicos, utilizando
dietas meridicas, se observo el efecto de
antibiosis con porcentajes de mortalidad
de larvas de broca de 40 y 95% con los
extractos semipuros de las semillas de Z.
mays 'y B. decumbens respectivamente.
Confirmando que estas especies presen-
tan compuestos que tienen un efecto
deletéreo contra la broca. Pero es necesa-
rio determinar si el efecto de mortalidad
es ocasionado a la presencia de inhibi-
dores enzimaticos en estos extractos,
mediante evaluaciones en dieta de
inhibidores puros.
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Cuantificacion del dafio ocasionado por Oebalus insularis
(Heteroptera: Pentatomidae) en el cultivo de arroz (Oryzica-1)
en Panama

Quantification of Oebalus insularis (Heteroptera: Pentatomidae) damage in rice crop (Oryzica -1) in
Panama

PABLO RODRIGUEZ G.!, DIEGO NAVAS?, ENRIQUE MEDIANER(Q?, RODRIGO CHANG?

Resumen. En este trabajo se determind el efecto de Oebalus insularis Stél en el rendimiento de arroz
en el campo y a nivel industrial. Se hicieron dos ensayos de campo utilizando el disefio de bloques
completamente al azar con ocho tratamientos y cuatro repeticiones. En el primero, se confinaron diez
paniculas recién emergidas y se infestaron con cero, una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, y siete chinches
hasta la cosecha. El otro ensayo determind la susceptibilidad de la planta a niveles de infestacion de
diez chinches en diez paniculas de diferentes edades desde la floracion. Un chinche por panicula no
tiene influencia significativa en el rendimiento de campo. El cultivo es susceptible hasta diez dias
después de la emergencia de paniculas, periodo en que niveles de infestacion superiores a 0,7 chin-
ches/panicula tienen influencia directa y negativa en el rendimiento industrial del arroz. Infestaciones
tardias son irrelevantes en el rendimiento industrial.

Palabras clave: Chinches. Floracion. Panicula. Susceptibilidad. Grano.

Abstract. In this work, the effect of Oebalus insularis Stal on the yield of rough and milled rice
was studied. Two field experiments were carried out using a Complete Randomized Block
design with eight treatments and four replicates. In the first, groups of ten newly emerged
panicles were confined in separate cages with zero, one, two, three, four, five, six, and seven
stink bugs until harvest. The second study determined the susceptibility of the plant at
infestation levels of ten stink bugs on ten panicles at different ages since flowering. One stink
bug per panicle does not have a significant influence on the yield of rough rice. The crop is
susceptible up to ten days after panicle emergence, a period in which infestations greater than
0.7 stink bugs/panicle have a direct and negative effect on milled rice. Later infestations are
irrelevant to the yield of milled rice.

Key words: Bugs. Flowerin. Panicle. Susceptibility. Grain.
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Introduccion

Las chinches de la panicula son consi-
deradas entre las plagas de mayor im-
portancia en el cultivo de arroz ya que
pueden afectar directamente la cantidad
y calidad de los granos cosechados al
succionar la savia de éstos cuando es-
tan en desarrollo (Pantoja et al. 2000,
1995, 1993; Foster et al. 1989; Weber
1989; Gutiérrez et al. 1987; De Datta
1986; Jones y Cherry 1986). A este gru-
po pertenecen las especies Alkindus
atratus Distant (Heteroptera: Coryme-
laenidae); Neopamera bilobata Say,
Paromius longulus Dallas, Pseudo-
pachybrachius vinctus Say (Heterop-
tera: Lygaeidae); Oebalus spp. (=

Solubea spp.) incluyendo: O. insularis
Sailer (= O. ornatus Sailer), O. pugnax F.,
O. poecilus Dallas, Mormidea pictiventris
Stal, Mormidea ypsilon L., Euschistus
bifibulus Pal de Beau, Tribaca limbati-
ventris Stal, Proxys punctulatus Pal de
Beau y Nezara viridula (L.) (Heteroptera:
Pentatomidae) (Shannon 1989). Ademas,
Blissus leucopterus Barber y Protonellus
constrictus Stal (Heteroptera: Lygacidae)
(Bruner et al. 1975).

En América, el género Oebalus es conside-
rado el mas importante debido al dafio que
causan sus especies al cultivo de arroz
(Pantoja et al. 2000; Guharay 1999;
Pantoja et al. 1995). En Centroamérica y
Panama, O. insularis es reportada como

una de las especies mas comunes, repre-
sentando el 95% de las chinches encon-
trados en algunos campos cultivados de
arroz (Rodriguez 1998). Seglin Portal et
al. (1978), King y Saunders (1984), Arias
y Gutiérrez (1986) y Guharay (1999), esta
especie es considerada de importancia se-
cundaria; sin embargo, bajo determina-
dos factores climaticos y un manejo
inadecuado, puede causar dafios de 30
hasta 50% en la produccion de arroz.

El presente estudio tuvo como objetivo
cuantificar el dafio ocasionado por O.
insularis, en las paniculas de la variedad
de arroz Oryzica-1, a diferentes niveles de
infestacion. Ademas, determinar el perio-
do de susceptibilidad de las paniculas al
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ataque de esta especie de chinche. Con
este trabajo, se pretendi6 estimar a par-
tir de cuantos chinches por panicula se
ve afectado el rendimiento final de las
espigas de arroz. Se espera encontrar un
mayor dafio en los granos de las espigas
que son sometidos a un mayor nimero
de individuos y en aquellas que son ata-
cadas durante el inicio del llenado de
los granos. Estos aspectos pueden ser de
importancia en el disefio y ejecucion de
Programas de Manejo Integrado de Pla-
gas que conlleven a mejorar los niveles
de eficiencia y competitividad de la ac-
tividad arrocera en Panama.

Materiales y Métodos

El estudio se desarrolld en el Centro de
Ensefianza e Investigacion Agropecuaria
de La Facultad de Ciencias Agropecua-
rias de la Universidad de Panama, ubi-
cado en Tocumen (CEIAT 9°03’N y
79°22°W) donde la temperatura prome-
dio para el periodo de estudio fue de
26,8°C y la precipitacion promedio
mensual fue de 226 mm. Aqui se esta-
blecieron dos ensayos dentro de un cam-
po de arroz con una superficie de cuatro
hectareas sembradas con la variedad
Oryzica-1.

Los ensayos consistieron en el aisla-
miento de paniculas de arroz en jaulas.
El primer ensayo evaluo el dafio causa-
do por las chinches a los granos de arroz,
exponiendo las paniculas a siete nive-
les de infestacion del insecto, desde la
floracion hasta la cosecha. El otro
ensayo tuvo por finalidad evaluar la sus-
ceptibilidad de los granos de arroz, rea-
lizando infestaciones con insectos en
paniculas de diferentes edades desde la
floracion. Para los dos ensayos (y con el
objeto de poder realizar comparaciones
con otros experimentos de la literatura
pero, aumentando el numero de trata-
mientos y replicas) se utilizo un disefio
experimental completamente al azar que
consistio en ocho tratamientos incluyen-
do un testigo, cada tratamiento con cua-
tro repeticiones.

Las jaulas empleadas en el aislamiento
eran cilindricas con un didmetro de 18
cm y una altura de 34 cm, compuestas
por un armazon de alambre galvanizado
de 0,5 cm de espesor unido con soldadu-
ra. Las jaulas a su vez estaban cubiertas
con una bolsa de tela de tul de igual for-
ma, pero con una longitud de 56 cm. Es-
tas se encontraban abiertas en su parte
inferior para permitir la introduccion y
amarre de las paniculas a utilizar en el
experimento y la introduccion de los in-

sectos para las infestaciones. Estas es-
tructuras estaban sujetas mediante alam-
bre a estacas de madera de 1,5 m de
longitud.

Una vez se inici6 la emergencia de las
paniculas se seleccionaron dos areas con-
tiguas en los contornos de la parcela para
montar los ensayos, estas areas presenta-
ban caracteristicas homogéneas en la apa-
riencia fisica de las plantas. La instalacion
de ambos ensayos se efectud el 31 de
octubre de 1997.

Ensayo 1. Para la instalacion de este en-
sayo se utilizd un area de 40 m” cuadra-
dos, en la cual se ubicaron los siete
tratamientos y el testigo, cada uno con
cuatro réplicas. Diez paniculas prove-
nientes de dos, tres o cuatro plantas ale-
dafias entre si fueron seleccionadas e
introducidas en cada jaula. Las pani-
culas fueron unidas, cubiertas en su ex-
tremo inferior con la bolsa de tul y
aseguradas por fuera con un alambre
plastificado para evitar el escape de los
insectos.

Cada jaula con diez paniculas se in-
festd con uno, dos, tres, cuatro, cinco,
seis y siete individuos; hubo un testi-
go sin infestacion. Los tratamientos
fueron revisados cada dos dias para
verificar la presencia de los insectos y
reponer aquellos que habian muerto o
escapado.

Ensayo 2. Para evaluar la susceptibili-
dad del grano a la infestacion de pani-
culas de diferentes edades, se utilizo el
esquema de trabajo empleado en el ensa-
yo No.1, con la diferencia que en las jaulas
se introdujeron diez chinches, excepto
en el testigo no infestado. Las infes-
taciones se hicieron a intervalos sucesi-
vos de cuatro dias a partir de la floracién
hasta la cosecha. El aislamiento de las
espigas en cada jaula se realizé el mismo
dia en que se establecio el ensayo. En el
testigo, las diez paniculas fueron intro-
ducidas a las jaulas (sin chinches) desde
el momento de su emergencia. Con el
propdsito de tener mayor potencia esta-
distica y siguiendo modelos encontrados
en la literatura, los tratamientos fueron
10 chinches/ 10 paniculas en distintos
momentos asi: cuando ocurri6 la emer-
gencia de espigas,alos 4, 8,12, 16,20y
24 dias después.

Para todas las infestaciones y reposi-
ciones realizadas en la ejecucion de
estos ensayos, los insectos fueron co-
lectados en las parcelas de investiga-
cion del CEIAT mediante una red
entomoldgica.

Cosecha de los ensayos. El levantamien-
to de ambos ensayos se efectuo seis se-
manas después de su instalacion (3 de
diciembre de 1997). Cada tratamiento se
cosech6 individualmente utilizando ti-
jeras podadoras. Las paniculas se intro-
dujeron en bolsas de papel manila de
4.535 gr selladas e identificadas apropia-
damente. Este material se traslado al la-
boratorio, donde las paniculas de cada
tratamiento fueron desgranadas manual-
mente separando todo material extrafio a
fin de dejar los granos lo mas limpio po-
sible. Los granos de cada tratamiento fue-
ron pesados en una balanza analitica y
regresados a sus respectivas bolsas, se-
llados nuevamente y expuestos al sol du-
rante varios dias para reducir su humedad
al 13%.

Procesamiento de los granos cose-
chados. Para efectos de evaluar el dafio
ocasionado por O. insularis a los granos
de arroz, se consideré el rendimiento de
campo (arroz en cascara) y el rendimien-
to industrial (arroz descascarado o
pilado). En el caso del rendimiento de
campo, el procesamiento de los granos
se circunscribi6 al desgrane manual, pe-
sado, secado y limpieza de los mismos.
Con respecto al efecto que tuvieron las
chinches en el rendimiento industrial, ba-
sandose en el peso final del arroz pilado
por tratamiento, los granos se des-
cascararon manualmente ya que no po-
seian el peso minimo requerido por la
maquina piladora o molinillo.

Para el descascarado manual se pesaron
los granos de cada tratamiento en la ba-
lanza analitica y se reviso grano por gra-
no. Segun su apariencia y condicion, los
granos se ubicaron en una de cuatro cate-
gorias asi: granos sanos, granos picados,
granos manchados y granos vanos.

Una vez separados por categoria, cada
grupo de granos se colocé en platos de
Petri y revisados en su conjunto para lue-
go contarlos y pesarlos en la balanza ana-
litica. Esta segunda revision y el recuento
de granos por categoria, permitié reubicar
todos aquellos mal clasificados. Para ex-
traer las cariopsides (granos descas-
carados) manualmente cada grano fue
separado de la lema y la palea. Siendo a
su vez clasificados en caridpsides sanas
y cariopsides dafiadas.

Las cariopsides sanas y dafiadas se con-
taron y pesaron para cada categoria por
tratamiento. Esto permitié obtener datos
mas completos y exactos en cuanto a los
totales de granos y peso de los mismos
por tratamiento y categoria establecida.
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Ademas, de permitir una mejor apre-
ciacion de los diferentes tipos de dafio
ocasionados por los insectos y otros
agentes.

Analisis estadistico. Para determinar el
efecto de los diferentes niveles de in-
festacion de chinches sobre el rendi-
miento final de granos, los valores por
tratamiento correspondientes al nimero
total de granos, numero de caridpsides
sanas (granos descascarados) y nimero
de cariopsides dafiadas por tratamiento
fueron sometidos al analisis de varianza
correspondiente al disefio completa-
mente al azar. En los casos donde se
encontraron diferencias se utilizé la
prueba de post comparacion de medias
de Duncan. Para analizar si existia di-
ferencia entre las cariopsides sanas y
dafadas luego de descascarar se utilizd
la prueba ¢ de Student para dos mues-
tras. Para realizar los analisis se utilizd
el Software Statistic ® (Statistica for
Windows 1994).

Resultados y Discusiéon

Ensayo 1. Rendimiento de campo (arroz
en cascara): Los resultados indican que
no existen diferencias en los pesos obte-
nidos de los granos de arroz en campo ni
en el niimero total de granos obtenidos
entre tratamientos y testigo (F = 1.2; p
>0.05,g/=7,24y F=1.1;p>0.05, gl =7,
24) (Tabla 1).

Rendimiento industrial (arroz descas-
carado o pilado): Posterior al descasca-
rado de los granos por tratamiento y
categoria, se sumaron todos los granos
cuyas cariopsides estaban sanas e igual-
mente se sumaron sus respectivos pe-
sos. Ambas variables no mostraron
diferencias significativas (F = 1.4, p
>0.05,g/=7,24y F=1.2,p>0.05, gl =
7,24) (Tabla 2).

El descascarado manual permitio deter-
minar que no existen diferencias entre el
numero de cariopsides sanas y dafiadas (¢
=0.6,p > 0.05, g/ =4). La apariencia ex-
terna de los granos no es un indicativo
exacto de su condicion interna ya que el
11,2 % de los granos que aparentemente
estaban sanos se encontraron afectados
por los insectos y, por el contrario, el
38,27 % de los granos con evidentes pun-
tos o marcas que se asociaron con la ac-
cién alimentaria de las chinches estaban
sanos internamente. Por otro lado, gra-
nos categorizados como manchados apor-
taron 27% de cariopsides sanas y el
porcentaje restante en cariopsides dafia-
das (Tabla 3).

Tabla 1. Numero (N) y peso (P) de los granos en 10 paniculas de arroz sometidas a diferentes
niveles de infestacion de Oebalus insularis. No existen diferencias en ninguna de las dos
variables entre tratamientos y testigo (F = 1.22; p = 0.3270, p>0.05, g/ =835y F=1.08; p =

0.4019, p>0.05, gl = 7.3).

Niveles de Réplicas
infestacién I I 11 v Medias=D.S.
(chinches/jaula)
N P N P N P N P N P
1 737 10.6 867 147 977 175 1,194 164 944+194 14.843.0
2 1,066 17.8 1,151 202 1,070 16.5 1,026 17.9 1,078+53 18.1+1.5
3 878 147 789 125 882 202 1,170 14.6 930£166 15.5+3.3
4 958 16.0 1,313 164 1,060 129 891 163 1,056+£185 15.4+1.7
5 1,022 154 1,061 19.0 1,048 249 1,491 152 1,156+224 18.6+4.5
6 1,339 19.7 926 14.6 1,177 147 1,016 18.7 1,114+182 16.9+2.6
7 995 16.8 1,190 12.0 1,057 13.7 966 16.4 1,052+99 14.7+2.3
Control 884 16.8 1,127 16.8 817 16.7 957 183 946+133 17.1+0.8

Tabla 2. Numero (N) y peso (P) en gramos de caridpsides sanas en 10 paniculas de arroz
sometidas a diferentes niveles de infestacion de Oebalus insularis. Ambas variables no mostra-
ron diferencias significativas entre el tratamiento y el testigo (F = 1.41, p = 0.2465, p>0.05,
gl =731y F=1.175, p=0.3530, p>0.05, g/ = 7,31).

Niveles de infestacion Réplicas
(chinches/jaula)
I I 11 10% Medias
N P N P N P N P N P
1 288 58 402 79 490 99 605 112 446x1343 8.7+24
2 464 9.6 619 129 459 95 449 93 498+81 10.3+1.7
3 343 81 351 69 391 8.1 665 133 438+153.1 9.1£2.9
4 426 95 275 56 458 9.4 319 6.7 370+£86.6 7.8+1.9
5 433 88 575 11.6 425 85 686 14.3 530+124.9 10.842.7
6 540 114 287 59 502 102 309 6.3 410130 8.5+2.8
7 435 92 270 55 396 85 305 6.6 35277  7.5+1.7
Control 518 109 425 8.1 513 10.1 606 11.8 516£74 10.2+1.6
Tabla 3. Total de granos por categoria antes del descascarado y la relacion de caridpsides

sanas y dafiadas luego de descascarar. No existen diferencias entre el numero de caridpsides
sanas y dafiadas (z = 0.571, P = 0.598, P> 0.05, g/ = 4).

Categorias Total de granos Granos después del descascarado
antes de descascarar Cariopsides Sanas Cariopsides Daiadas
Sanos 11,975 10,632 (88,78%) 1,343 (11,22%)
Manchados 8,516 2,300 (27,00%) 6,216 (73,00%)
Picados 2,101 1,297 (61,73%) 804 (38,27%)
Vanos 10,510 - -
Total 33,102 14,229 (62,98%) 8,363 (37,02%)

Con relacion al nimero de granos dafia-
dos (Tabla 4), se totalizaron todos aque-
llos granos que resultaron realmente
afectados por tratamiento, los resultados
mostraron diferencias significativas en-
tre testigo y tratamientos (F = 2.9, p
<0.05, g/="17,24). La prueba de compara-
cion multiple de Duncan indica que la
exposicion de siete individuos en 10
paniculas provoca una diferencia signi-
ficativa de granos dafiados con respecto
al tratamiento (a = 0.05).

Los resultados, indican que niveles de
infestacion de hasta 0,7 chinches/ panicula
no influyen significativamente en el ren-

dimiento de arroz en céascara ni en el
pilado. Sin embargo, a este nivel de in-
festacion el numero de cariopsides dafia-
das por espiga resulta significativamente
mayor. Esto sugiere que para el area de
estudio niveles de infestaciones mayo-
res de 0,7 chinches/panicula pueden ser
un indicativo de poblaciones capaces de
provocar una reduccion en la calidad y
cantidad de los granos. Estos resultados
son similares a los encontrados por
Pantoja et al. (1993), quienes no encon-
traron diferencias significativas en el
efecto de uno, dos, y tres parejas de O.
ornatus y O. insularis sobre 100 granos
de arroz. De igual manera, Odglen y
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Warren (1962), no encontraron diferen-
cias en el peso de los granos al exponer
paniculas de arroz a 20, 40 y 80 chin-
ches de O. pugnax. Sin embargo, estos
datos difieren con los registrados por
Gutiérrez et al. (1983, 1985) al evaluar
el efecto producido por O. insularis en
arroz de riego utilizando niveles de in-
festacion de 0.3, 0.7 y 1.1 chinches por
panicula, ellos encontraron que a par-
tir de indices poblacionales de 0,3 in-
sectos/panicula se producen efectos en
los rendimientos de hasta 27% y que
cuando estos indices eran de 1,1 in-
sectos/panicula, las pérdidas se incre-
mentaron hasta el 65%.

Es importante sefialar que el estableci-
miento de los niveles poblacionales so-
bre los cuales se debe tomar la decision
de aplicar un tratamiento quimico de con-
trol son producto de observaciones ¢ in-
vestigaciones que se han efectuado en
diversas areas arroceras, y es de esperarse
que existan diferencias de zona a zona y
de pais a pais, por toda una serie de facto-
res que deben considerarse como: las con-
diciones climaticas, la hora en que se
realizan los muestreos, la proporcion re-
lativa de insectos por panicula, la estabi-
lidad de la poblacion, el efecto de
parasitoides sobre los huevos, la presen-
cia o ausencia de varios tipos de hongos
y el tamafio del grano (Bowling 1967).
Ademas de los factores antes descritos,
es obvio que la especie en estudio es un
factor fundamental, debido a las varia-
ciones que las mismas pueden tener en
su comportamiento.

Ensayo 2. Rendimiento en campo. Los
resultados indican que no existen dife-
rencias en el peso ni en el nimero de
granos obtenidos de las paniculas de
arroz infestadas a diferentes edades (Ta-
bla5) (F=0.7,p>0.05,g1=7,24y F=
0.4, p >0.05, gl =7, 24). Lo que indica
que a niveles de infestacion, tan altos,
como un chinche por panicula, desde la
aparicion de la inflorescencia y con
infestaciones progresivas cada cuatro
dias hasta los 24 dias posteriores a la
floracidn, no se afecta en el numero ni el
peso de los granos producidos en cada
panicula.

Al igual que en el experimento anterior,
se observo que la apariencia externa de
los granos no es un indicativo de la con-
dicion interna de las caridpside ya que el
9,4% de los granos que aparentemente se
clasificaron como sanos, al descascararlos
presentaron cariopsides afectadas por los
insectos. El 63,90% de los granos clasi-
ficados como picados resultaron con

Tabla 4. Numero de granos dafiados en 10 paniculas de arroz sometidas a diferentes niveles de
infestacion de Oebalus insularis. Los resultados mostraron diferencias significativas entre
testigo y tratamientos (F= 2.97, p= 0.02158, p<0.05, g/ =7,31), medias seguidas de la misma
letra no difieren entre si (p=0.05) significativamente (prueba de Duncan).

Niveles de infestacion Réplicas Medias
(chinches/jaula) 1 I I v

1 148 223 205 154 183+37.2 a
2 218 253 294 244 252+31.5 ab
3 210 209 264 265 237431.8 ab
4 175 497 312 297 320+132.9b
5 215 185 255 381 259+86.2 ab
6 292 295 350 422 340+ 61b
7 256 478 310 347 348+ 94.5b

Control 113 329 83 84 152+ 18.7 a

Tabla 5. Numero (N) y peso (P) de las paniculas de arroz de diferentes edades después de
infestaciones con Oebalus insularis. Ambas variables no mostraron diferencias significativas
entre el tratamiento y el testigo (F = 0.746155, p = 0.636, p>0.05, g/ = 7,31 y F= 0.4382, p=
0.868, p>0.05, g/ = 7,31).

Edad de Réplicas
infeccién de I I I v Medias+Ds
panicula en
dias P N P N P N P N P

1 1,020 13 1,251 17.0 1,048 14.8 1,062 13.7 1,095£105 14.6+1.8
4 713 9.5 1,070 15.7 1,210 21 1,228 22 1,055+239 17+5.7
8 1,061 109 1,726 22.6 1,328 21.6 958 13.5 1,268+343 17.1+£5.8
12 1,014 164 1,510 26.1 1,093 20.1 873  13.7 1,123£274  19.1£5.3
16 1,013 147 1,355 184 1,135 199 807 13.5 1,078+229 16.6+3
20 1,060 162 1,099 17.2 1,226 224 1,362 20.6 1,187+137 19.1£2.9
24 1,228 20.1 1,247 235 1,201 21.3 1,023 163 1,175+103 20.3+3

33 (Control) 983 13.5 1,255 21 1,176 23.8 987 17.8 1,100+137 19+4.4

Tabla 6. Peso promedio y nimero promedio de caridopsides sanas, después de infestaciones
con Oebalus insularis en paniculas de arroz de diferentes edades. Ambas variables mostraron
diferencias significativas (F= 4.04, p = 0.00059, p<0.05, gl = 7,3) y (F = 3.92, p = 0.0069,
p<0.05, g/ = 7,3). Medias seguidas de la misma letra no difieren entre si (p=0.05)
significativamente (prueba de Duncan).

Edad de infeccion de
paniculas en dias

Numero de granos sanos
descascarados (media)

Peso (gr.) de granos sanos
descascarados (media)

1 315¢ 6.4c
4 398 be 8.3 be
8 396 be 7.9 be
12 523 ab 10.9 ab
16 470 abc 9.5 abc
20 569 ab 11.6 ab
24 638 a 133a
33 (control) 652 a 12.6 a

cariopsides sanas y el 27,40 % de los man-
chados resultaron con caridpsides sanas.

Con respecto al rendimiento industrial
ambas variables mostraron diferencias
significativas en relacion al total de gra-
nos y peso de granos sanos después del
descascarado (Tabla 6) (F'=4, p <0.05, g/
=7.24)y (F=3.9,p<0.05, gl=724).

La prueba de comparacion multiple de
Duncan (a = 0.05) determiné que los tra-

tamientos en los que los insectos fueron
introducidos a los 12, 16, 20 y 24 dias
después de la emergencia de paniculas
no mostraron diferencias con el testigo y
estos a su vez son significativamente di-
ferentes a los tratamientos en que las chin-
ches fueron introducidos en la etapa
inicial de la formacion de los granos, co-
rrespondiendo al momento de la emer-
gencia de paniculas, 4 y 8 dias posteriores
a la misma.
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Los resultados sustentan la hipdtesis de
que la etapa de susceptibilidad del culti-
vo de arroz Orizica-1 a O. insularis ocu-
rre durante los primeros diez dias desde
la floracion, lo cual corresponde al esta-
do en formacion de los granos. Pasado
este periodo, infestaciones de hasta 1
chinche por panicula no tendran efecto
significativo en el rendimiento del arroz
en cascara ni en el pilado. Estos resulta-
dos son similares a los obtenidos por
Viator et al. (1983) y Gutiérrez et al.
(1983), quienes trabajaron con N. viri-
dulay O. pugnax determinaron el efecto
de la alimentacion de estos insectos so-
bre el peso de semillas, germinacion y
calidad culinaria, al realizar infestaciones
de cero, uno, dos, tres y seis parejas (ma-
cho y hembra) de insectos adultos sobre
diez paniculas aisladas en dos estados
de maduracién del grano (lechoso y
pastoso).

Conclusiones

Los resultados indican que niveles de
infestacion de hasta 0,7 chinches/ panicula
de O. insularis no influyen signi-
ficativamente en el rendimiento de arroz
en cascara ni en el pilado. Sin embargo,
a este nivel de infestacion el numero de
cariopsides dafiadas por espiga resulta
significativamente mayor. Lo que sugie-
re que niveles de infestaciones mayores
a 0,7 chinches/panicula pueden ser con-
siderados como un umbral para la apli-
cacion de tratamientos quimicos.

Se puede sefialar que la etapa de suscep-
tibilidad del cultivo de arroz Orizica-1 a
O. insularis ocurre durante los primeros
diez dias desde la floracion, que corres-
ponde al estado en formacion de los gra-
nos. Pasado este periodo, infestaciones
de hasta un chinche por panicula no ten-
dran efecto significativo en el rendimien-
to del arroz en cascara ni en el pilado.

" . . a-
Las aplicaciones de insecticidas efectua
das en los campos comerciales de arroz
para el control de “chinches de las espi-
gas” son, por lo general, injustificadas,
puesto que el nivel econdmico de dafios
encontrado para O. insularis es muy ele-

vado e improbable que se de en condi-
ciones naturales.
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Hymenoptera parasitoides asociados a Anastrepha (Diptera:
Tephritidae) en Cerro Jefe y Altos de Pacora, Panama

Hymenoptera parasitoids associated with Anastrepha (Diptera:Tephritidae)
at Cerro Jefe and Altos de Pacora, Panama.

ENRIQUE MEDIANERO', CHESLAVO A. KORYTKOWSKI2, CARLOS CAMPO?, CESAR DE LEON*

Resumen. Con el propdsito de identificar los parasitoides que atacan moscas del género Anastrepha
Schiner y establecer las asociaciones de estos y sus hospederos en condiciones naturales, se realizaron
muestreos cada 14 dias de noviembre de 2003 a julio de 2005 en Cerro Jefe y Altos de Pacora, Panama.
Se identificaron seis especies de parasitoides: Doryctobracon zeteki (Muesebeck), D. crawfordi
(Viereck), D. areolatus (Szépligeti), D. capsicola (Muesebeck), D. auripennis (Muesebeck) y Opius
bellus Gahan. Cinco especies de Anastrepha criadas de cinco familias de plantas fueron parasitadas.
El parasitoide mas abundante fue D. zeteki que represent6 el 49% de los individuos, D. crawfordi el
19,48% y D. areolatus fue el menos abundante con 2,59%. 4. serpentina (Wiedemann) y A. anomala
Stone fueron los hospederos con mayor numero de parasitoides en frutos de Pouteria buenaventurensis
(Aubrév.) Pilzy Lacmellea panamensis (Woodson) Markgr. D. capsicola fue criado de A. serpentina'y
A. anomala ademas, D. auripennis de A. serpentina; todos son nuevos reglstros de hospedero. Hay
dependencia entre las especies de parasitoides y las especies de Anastrepha ()( =80, p<0.05, g/=20).
P. buenaventurensis es reportado como nueva planta hospedera para A. serpentina.

Palabras clave: Braconidae. Doryctobracon. Hospederos. Opiinae. Opius.

Abstract. In order to identify the parasitoids that attack fruit flies of the genus Anastrepha Schiner and
to establish the associations between them and their hosts in natural conditions, biweekly sampling
was conducted from November 2003 to July 2005 in Cerro Jefe and Altos de Pacora, Panama. Six
species of parasitoids was identified: Doryctobracon zeteki (Muesebeck), D. crawfordi (Viereck), D.
areolatus (Szépligeti), D. capsicola (Muesebeck), D. auripennis (Muesebeck) and Opius bellus Gahan.
Five Anastrepha species reared from five plant families were parasitized. The most abundant parasitoid
was D. zeteki which represented 49% of total individuals; D. crawfordi with 19.48% and D. areolatus
was the least abundant with 2.59%. A. serpentina (Wiedemann) and 4. anomala Stone were the hosts
with the highest number of parasitoids in fruits of Pouteria buenaventurensis (Aubrév.) Pilz and
Lacmellea panamensis (Woodson) Markgr. D. capsicola was reared from A. serpentina and A. anomala,

as well as D. auripennis from A. serpentina; all are new host records. There is a dependent relationship
between parasitoid species and Anastrepha species (X =80, p <0.05, g/ = 20). P. buenaventurensis is
a new host plant record for 4. serpentina.

Key words: Braconidae. Doryctobracon. Host. Opiinae. Opius.

Introduccion

https://doi.org/10.25100/socolen.v32i2.9380

Durante las ultimas décadas el uso de ene-
migos naturales para el control de moscas
del género Anastrepha Schiner ha tenido
un notable resurgimiento en varios pai-
ses de América (Ovruski et al. 2000). De-
bido a que las especies de este género
tienen un alto potencial bidtico, utilizan
frutos hospedantes de gran tamafio y
epicarpio grueso ademas, de mantener
umbrales econdmicos altos por razones
cuarentenarias (Sivinski 1996), el control
clasico ha sido considerado inadecuado

para mantener las poblaciones de cualquier
especie de Anastrepha por debajo del um-
bral econémico para la exportacion de fru-
tas (Wharton 1989 en: Ovruski et al. 1999).
Por lo que la busqueda de nuevos parasi-
toides que puedan ser potencialmente usa-
dos en la reduccion de las poblaciones de
moscas del genero Anastrepha que infestan
cultivos es altamente deseable y la region
Neotropical representa un importante recur-
so para encontrar especies (Ovruski et al.
2000). En México, Argentina, Brasil, Vene-
zuela, Colombia y los Estados Unidos
(Ovruski 2003; Aluja et al. 2003, 1990;

Aguiar-Menezes et al. 2001; Zucchi 2000;
Carrejo y Gonzalez 1999; Lopez et al.
1999; Canal et al. 1995; Katiyar et al.
1995) se ha estudiado la fauna de parasi-
toides para solucionar este vacio de infor-
macion de laregion. Sin embargo, en areas
de Centro y Sur América, los Tephritidae
nativos no han sido estudiados y sus
parasitoides son desconocidos, existien-
do una ausencia de datos de la asociacion
con hospederos. Particularmente con aque-
llas especies de Anastrepha que no son con-
sideradas plagas (Ovruski et al. 2000) pero
cuyas interacciones representan un cono-
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cimiento fundamental para entender el com-
portamiento de la mosca y el parasitoide y
poder aplicarlo en programas de control
bioldgico.

El objetivo del presente trabajo fue iden-
tificar las especies de parasitoides que
afectan moscas del género Anastrepha en
areas de bosques y establecer las posibles
asociaciones entre parasitoide-planta-
mosca. Debido a que el género Anastrepha
es de origen Neotropical debe existir un
conjunto de especies de parasitoides que
sirven como controladores de las pobla-
ciones en condiciones naturales. Con este
trabajo se pretende aportar al conocimiento
de las relaciones que se dan entre parasi-
toides y moscas en bosques neotropicales.

Materiales y Métodos

Area de estudio. El estudio forma parte
del Programa de “Dinamica Poblacional de
Mosca de la Fruta” que durante 15 afios se
desarrolla en Cerro Jefe y Altos de Pacora,
Panama. El area se encuentra en la parte
Este de la ciudad de Panama (79°02°W y
9°15°N) en los limites del Parque Natural
Chagres, a una altitud de 200 a 1.000 msnm
(Fig.1). En una zona de vida de Bosque
Humedo tropical donde la temperatura
anual estd entre 20 y 30°C y la precipita-
cion anual esta entre 3.000 y 4.000 mm. La
vegetacion corresponde a un bosque
perennifolio ombréfilo tropical latifoliado
submontano poco intervenido. En la zona
se reconocen una €poca seca de diciembre
a abril y una lluviosa de mayo a noviem-
bre. Esta es el area mas heterogénea de la
cuenca del canal de Panama y con el mayor
indice de asociacion arborea (Mayo y Co-
rrea 1994), la zona es de alto endemismo de
plantas y en la misma se han capturado 81
especies del género Anastrepha, siendo 14
nuevos reportes para Panama y 16 son espe-
cies nuevas para la ciencia, que estan siendo
descritas (Korytkoswki 2002). Por lo que el
area representa de enorme potencial para la
busqueda de parasitoides y estudiar las aso-
ciaciones de estos en condiciones naturales.

Las colectas se efectuaron cada 14 dias en
un trayecto de 18 km en el cual se encuen-
tran instaladas 82 trampas tipo MacPhail
distribuidas en 16 sitios. Alrededor de cada
sitio se colectaron los frutos de las espe-
cies de plantas observadas entre noviem-
bre de 2003 y julio de 2005. Los frutos
fueron colocados en bolsas plasticas rotu-
ladas con la altitud del lugar, fecha, nom-
bre del sitio, ubicacion geografica (UTM)
y trasladados al laboratorio de cria del Pro-
grama Centroamericano de Maestria en
Entomologia de la Universidad de Pana-
ma. De cada planta con frutos se colectd
una muestra botanica para su identifica-

l__,

Figura 1. Area de muestreo.

cion en el herbario de la Universidad de
Panama. En el laboratorio los frutos fue-
ron acondicionados en vasijas plasticas
con aserrin de madera y cubiertos con
malla de tul. Semanalmente estos fueron
revisados y los puparios encontrados se
colocaron en frascos individuales de 200
g hasta la emergencia de los adultos de
moscas o parasitoides. Los parasitoides
que emergieron fueron identificados con
las claves de Wharton y Marsh (1978) y
Wharton (2005). Las especies de Anas-
trepha fueron identificadas por uno de los
autores del presente trabajo.

Los especimenes emergidos se encuen-
tran depositados en la “Coleccion de
insectos del Programa Centroamericano
de Maestria en Entomologia de la Uni-
versidad de Panama” (MEUP).

Analisis estadistico. Con la informacion
de campo se organiz6 una base de datos
donde se incluyd la especie de para-
sitoide, la especie de Anastrepha, el or-
den, familia y especie de la planta
ademas, la altitud a la que se encontr6 el
parasitoide. Para establecer si en condi-
ciones naturales exiten preferencias de
las especies de parasitoide por las espe-
cies de Anastrepha se utilizd la prueba
de Ji Cuadrada basada en tablas de con-
tingencia.

Resultados y Discusion

Se colectaron frutos de 52 especies de
plantas correspondientes a 21 familias, de
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las cuales ocho (15,38%) estuvieron in-
festadas por Anastrepha, en cinco de ellas
se recuperaron parasitoides. Se obtuvie-
ron seis especies y 179 individuos parasi-
toides larva-pupa de la subfamilia Opiinae
(Braconidae). La especie de parasitoide
mas abundante en Cerro Jefe-Altos de
Pacora fue Doryctobracon zeteki (Muese-
beck) con 38 individuos (49%) seguido
de D. crawfordi con 15 individuos
(19,48%), D. auripennis 10 individuos
(12,98%) y O. bellus ocho individuos
(10,39%). Las especies con menos indivi-
duos fueron D. capsicola con cuatro
(5,19%) y D. areolatus con dos (2,59%).
D. zeteki y D. crawfordi fueron las espe-
cies con mayor rango de moscas hospede-
ras con cuatro y tres respectivamente. D.
auripennis se recuperd de A. serpentina
en frutos de Pouteria buenaventurensis
(Sapotaceae) y O. bellus de A. anomala en
frutos de Lacmellea panamensis (Apocy-
naceace) (Fig. 2). Las especies de Anastre-
pha con mayor grado de parasitoidismo
fueron A. serpentina y A. anomala con
cuatro parasitoides cada una, la primera
en frutos de P. buenaventurensis y la se-
gunda en L. panamensis (Tabla 1).

Los resultados sugieren que en el area
muestreada existe una fuerte dominancia
de parasitoides nativos afectando las po-
blaciones de Anastrepha. La mayor pre-
sencia de D. zeteki y la escasa de D.
areolatus resultan interesantes ya que
esta ultima es considerada junto con D.
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Tabla 1. Especie de Anastrepha con su planta hospedera y nimero de parasitoides emergidos de cada una de ellas. El analisis indica que existe

una relacion entre las especies de parasitoides y las de Anastrepha (X° = 80, p< 0.05, gl = 20).

Especie de Familia de Planta Especie de planta hospedera Especie de Parasitoide Indmd.uos e 4
Anastrepha emergidos
A. anomala Apocynaceae Lacmellea panamensis D. zeteki 7 6 1
A. anomala Apocynaceae Lacmellea panamensis D. crawfordi 3 6
A. anomala Apocynaceae Lacmellea panamensis D. capsicola 1 1 0
A. anomala Apocynaceae Lacmellea panamensis O. bellus 8 5 3
A. distincta Fabaceae Inga sp- D. crawfordi 4 2 2
A. distincta Fabaceae Inga sp. D. areolatus 1 1 0
A. n. sp. Annonaceae Duguetia panamensis D. zeteki 11 9 2
A. serpentina Sapotaceae Pouteria buenaventurensis D. zeteki 18 11 7
A. serpentina Sapotaceae Pouteria buenaventurensis D. auripennis 10 1 9
A. serpentina Sapotaceae Pouteria buenaventurensis D. crawfordi 2 2 0
A. serpentina Sapotaceae Pouteria buenaventurensis D. capsicola 3 3 0
A. striata Myrtaceae Psidium guajava D. areolatus 1 1 0
A. striata Myrtaceae Psidium guajava D. zeteki 2 2 0
por parasitoides. Es interesante si consi-
deramos que otra especie de Sapotaceae
X D. auripennis (Manilkara zapota L.) fue infestada por
D. zeteki : A. serpentina pero no presentd para-
D. crawfordi o :
sitoides durante el muestreo. De igual
i manera, en frutos de dos especies de
) Pouteria sp. (Sapotaceae) infestados por
A.n.sp. A. serpentina p- (Sap ) P
. . A. leptozona Hendel no hubo recupera-
D. panamensis P. buenaventurensis S, o .
A. anomala cion de parasitoides. Los mecanismos
Annonaceae Sapotaceae et . L O
A. distincta L. panamensis de reconocimiento que utilizan los
Inga sp. Apocinaceae parasitoides para ovipositar una vez han
A. striata Fabaceae localizado los frutos infestados han sido
P. guajava caracterizados para algunas especies,
Myrtaceae seglin estos, parece haber una relacion

D. areolatus

D. capsicola

D. bellus

Figura 2. Especies de parasitoides y su asociacion con especies de Anastrepha en Cerro Azul

y Altos de Pacora, Panama.

crawfordi, las especies de distribucion
mas amplia del género (Sivinski et al.
2000; Lopez et al. 1999). En Panama D.
areolatus es reportado por Tapia (1989)
sobre 4. obliqua (Macquart) en frutos de
Mangifera indica L. y por Navarro (1996)
sobre A4. serpentina en frutos de Chryso-
phyllum cainito L. en areas con fuerte
presencia antropogénica. Con pocas ex-
cepciones (Carrejo y Gonzalez 1999), D.
zeteki ha sido reportado como el parasi-
toide mas abundante de un area, lo que
nos indica la particularidad de la zona de
muestro. Los resultados también indican
que en condiciones naturales, al menos,
las poblaciones de D. crawfordi sobre A.
serpentina en P. buenaventurensis siguen
un patréon denso dependiente.

El analisis con tablas de contingencias
indica que existe una relacion entre las
especies de parasitoides y las de Anas-

trepha (X° = 80, p< 0.05, gl = 20). Estas
son las asociaciones que se dan en Cerro
Jefe y Altos de Pacora, Panama; D.
areolatus parece estar mas asociado con
A. striata Schiner y A. distincta Greene
en frutos de Myrtaceae y Fabaceae, res-
pectivamente. D. auripennis y D. capsi-
cola con A. serpentina en frutos de
Sapotaceae. D. zeteki se encontrd asocia-
do a Anastrephan. sp. y A. serpentina en
frutos de Annonaceae y Sapotaceae. O.
bellus y D. crawfordi se asocian a A.
anomala en frutos de Apocynaceae.

Al parecer bajo condiciones naturales
se producen asociaciones especie de
planta-especie de Anastrepha que son
mas faciles de reconocer para un mayor
numero de parasitoides ya que en este
estudio la relacion P. buenaventurensis-
A. serpentina 'y L. panamensis-A.
anomala resultaron ser mas afectadas

entre tamafio del fruto, longitud del
ovipositor y numero de parasitoides que
emergen (Sivinski y Aluja 2003; Sivinski
et al. 2001; Sivinski 1991). Sin embar-
go, los mecanismos primarios de bus-
queda que conducen al parasitoide a
encontrar el habitat donde estan los fru-
tos infestados, han sido objeto de estu-
dio durante décadas (Eben ef al. 2000).
Factores quimicos, visuales, las plantas
de las que se alimentan y el habitat don-
de se encuentran los herbivoros juegan
un papel importante en las condiciones
de busqueda de las avispas parasitoides
(Vinson 1984). En algunos casos se ob-
servd que sustancias volatiles son usa-
das por las plantas afectadas para atraer
a los parasitoides (Vinson 1984). Se debe
sefialar que en ambientes naturales, a
diferencia de areas de cultivo, las plan-
tas hospederas de moscas de la fruta se
encuentran esparcidas por varios metros
o aun kilometros. En consecuencia, los
mecanismos que utilizan los parasitoides
para encontrar plantas en produccion
que albergan a sus hospederos son pro-
bablemente variables.

En cuanto a la altitud Sivinski ez al.
(2000), indican que este es un factor que
afecta significativamente la distribucion
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de los parasitoides de Anastrepha, sin
embargo, el poco cubrimiento altitudinal
en este estudio impide un buen analisis
de la variable.

La distribucion de parasitoides de larvas
de Anastrepha es afectada por factores
abidticos y bidticos que incluyen tem-
peratura, humedad, abundancia de hos-
pederos y presencia de competidores.
Otro factor que juega un papel fundamen-
tal en la presencia de determinada espe-
cie de parasitoides son los disturbios
procedentes de las actividades agricolas
(Sivinski et al. 2000).

Conclusiones

La recuperacion de seis especies de
parasitoides en una franja de 18 km a los
margenes del camino y las asociaciones
establecidas en este trabajo sugieren que
debe existir una considerable fauna de
parasitoides por descubrir y estudiar en
los bosques tropicales de Panama. Debi-
do a que gran parte de la fauna de Norte y
Sur América convergen es este pais don-
de existen areas en la que conviven una
elevada diversidad de organismos entre
ellos especies de Anastrepha y sus ene-
migos naturales.

Agradecimientos

Al Dr. Robert Wharton por su ayuda en la
identificacion de dos de las especies de
parasitoides.

Literatura citada

AGUIAR-MENEZES, E.; MENEZES, E.;
SILVA, P.; BITTAR, C.; CASINO, P.
2001. Native hymenopteran parasitoids
associated with Anastrepha spp. (Diptera:
Tephritidae) in Seropedica city, Rio de
Janeiro, Brazil. Florida Entomologist 84
(4): 706-711.

ALUJA, M.; GUILLEN, J.; LIEDO, P.; CA-
BRERA, M.; RIOS, E.; DE LA ROSA,
G.; CELEDONIO, H.; MOTA, D. 1990.
Fruit infesting tephritids (Diptera: Tephri-
tidae) and associated parasitoids in Chiapas,
Mexico. Entomophaga 35: 39-48.

ALUJA, M.; RULL, J.; SIVINSKI, J.;
NORBOM, A. 2003. Fruit flies on the
genus Anastrepha (Diptera: Tephritidae)
and associated native parasitoids (Hyme-
noptera) in the tropical Rainforest Biosphe-

re Reserve of Montes Azules, Chiapas
Mexico. Environmental Entomology 32
(6): 1377-1385.

CANAL, N.; ZUCCHI, R. A.; SILVA, N.;
NETO, S. 1995. Analise faunistica dos
parasitoides (Hymenoptera: Braconidae) de
Anastrepha spp. (Diptera: Tephritidae) em
Manaus e Iranduba, estado do Amazonas.
Acta Amazonica Manaus 25: 235-246.

CARREJO, N.; GONZALEZ, R. 1999.
Parasitoids reared from species of
Anastrepha (Diptera: Tephritidae) in Valle
del Cauca Colombia. Florida Entomologist
82 (1): 113-118.

EBEN, A.; BENREY, J.; SIVINSKI, J.;
ALUJA, M. 2000. Host species and host
plant effects on preference and perfomance
of Diachasmimorpha longicaudata (Hy-
menoptera: Braconidae). Environmental
Entomology 29 (1): 87-94.

KATIYAR, K.; CAMACHO, J.; GERAUD,
F.; METHEUS, R. 1995. Parasitoides
hymenopteros [sic] de mosca de las frutas
(Diptera Tephritidae) en la region occiden-
tal de Venezuela. Revista de la Facultad de
Agronomia (Luz) 12: 303-312.

KORYTKOWSKI, C. A.2002. Diversidad de
especies del género Anastrepha Schiner
(Diptera: Tephritidae) en Cerro Azul-Al-
tos de Pacora. p. 66. En: Resumenes. 21°
Congreso cientifico Nacional. Universidad
de Panama. 105 p.

LOPEZ, M.; ALUJA, M.; SIVINSKI, J. 1999.
Hymenopterous larval-pupal and pupal
parasitoids of Anastrepha flies (Diptera:
Tephritidae) in Mexico. Biological Con-
trol 15: 119-129.

MAYO, E.; CORREA, M. 1994. El inventa-
rio bioldgico del Canal de Panama. 111 Flo-
ra. Scientia. Numero especial I11. 451p.

NAVARRO, A.J. 1996. Eficiencia hospedera
del caimito Chrysophyllum cainito L. para
Anastrepha (Diptera: Tephritidae) en
Burunga, Arraijan, Panama. Tesis de Maes-
tria. Programa de Maestria en Entomologia.
Universidad de Panama. 55 p.

OVRUSKI, S.; CANCINO, J.; FIDALGO,
P.; LIEDO, P. 1999. Perspectivas para la
aplicacion del control bioldgico de la mos-
cas de la fruta en Argentina. Manejo Inte-
grado de Plagas 54: 1-12.

OVRUSKI, S.; ALUJA, M.; SIVINSKI, J.;
WHARTON, R. 2000. Hymenopteran
parasitoids on fruit-infesting Tephritidae
(Diptera) in Latin America and the southern
United States: Diversity, distribution,
taxonomic status and their use in fruit fly
biological control. Integrated Pest Manage-
ment Reviews 5: 81-107.

OVRUSKI, S. 2003. Nuevos aportes a la taxo-
nomia de las especies de Opiinae (Hyme-

noptera: Braconidae), parasitoides de
Anastrepha fraterculus (Wiedemann)
(Diptera: Tephritidae) en la provincia de
Tucuman, Argentina. Acta Zooldgica
Lilloana 47: 15-44.

SIVINSKI, J. 1991. The influence of host fruit
morphology on parasitization rates in the
Caribbean fruit fly Anastrepha suspensa.
Entomophaga 36 (3): 447-454.

SIVINSKI, J. M. 1996. The past and potential
of biological control of fruit flies. p. 369-
375. In: MacPheron, A. B.; Steck, G. J.
(eds.). Fruit Fly Pest, world assessment of
their biology and management. St. Lucie
Press. USA. 608 p.

SIVINSKI, J; PINEIRO, J.; ALUJA, M. 2000.
The distribution of parasitoids (Hyme-
noptera) along an altitudinal gradient in
Veracruz, Mexico. Biological Control 18:
258-269.

SIVINSKI, J.; VULINEC, K.; ALUJA, M.
2001. Ovipositor length in a guild of
parasitoids (Hymenoptera: Braconidae) in
southern Mexico. Annals of the Entomo-
logical Society of America 94: 887-895.

SIVINSKI, J.; ALUJA, M. 2003. The
evolution of ovipositor length in the
parasitic Hymenoptera and the search for
predictability in biological control. Florida
Entomologist 86 (2): 143-150.

TAPIA, G. 1989. Relacion del estado fenolo-
gico del mango papayo e infestaciones por
moscas de la fruta en Capira. Tesis de Maes-
tria. Programa de Maestria en Entomologia.
Universidad de Panama. 264 p.

VINSON, S. B. 1984. Parasit-host. p. 205-
233. En: Bell, W. J.; Carde, R. T. (eds.).
Chemical Ecology of Inscet. Sinauer
Associates, Inc. USA. 524 p.

WHARTON, R. A.; MARSH, P. M. 1978.
New world Opiinae (Hymenoptera: Braco-
nidae) parasitic on Tephritidae (Diptera).
Journal of the Washington Academy of
Sciences 68: 147-167.

WHARTON, R. 2005. Parasitoids of Fruit-
Infesting Tephritidae. Web site: http://
hymenoptera.tamu.edu/paroffit/. Fecha ulti-
marevision: 4 febrero de 2005. Fecha ultimo
acceso: 9 de febrero de 2006.

ZUCCHI, R. A. 2000. Especies de Anastrepha,
sinonimias, plantas hospedeiras e parasi-
toides. p. 41-48. En: Malavasi, A.; Zucchi,
R. A. (eds.). Moscas-das frutas de impor-
tancia economica no Brasil. Conhecimiento
basico e aplicado. Holas Editora. Riberao
Prieto. Brasil. 320 p.

Recibido: 30-abr-06 * Aceptado: 30-oct-06



Revista Colombiana de Entomologia 32(2): 140-144 (2006)

Tasa intrinseca de crecimiento de Aleurotrachelus socialis
(Hemiptera: Aleyrodidae) en yuca Manihot esculenta

Intrinsic rate of population increase of Aleurotrachelus socialis (Hemiptera: Aleyrodidae) in
cassava Manihot esculenta

CLAUDIA MARIA HOLGUIN A.', ARTURO CARABALI', ANTHONY C. BELLOTTI2

Resumen. La mosca blanca Aleurotrachelus socialis Bondar (Hemiptera: Aleyrodidae) es una de las
plagas mas importantes en el cultivo de yuca (Manihot esculenta Crantz) en el Neotropico. En
Colombia, es el principal limitante del cultivo en los departamentos del Cauca, Valle del Cauca y
Tolima ocasionando pérdidas en rendimiento en campos experimentales hasta del 79%. En 1995 esta
especie ha colonizado e incrementado sus poblaciones en nuevas variedades y areas donde anterior-
mente era una plaga secundaria. Con el objetivo de conocer el potencial de 4. socialis para desarrollar
poblaciones en nuevos materiales de yuca, se estimaron los parametros bioldgicos y los principales
estadisticos vitales de este insecto plaga, realizando bioensayos bajo condiciones controladas (25+ 2°
C, 70£5% HR, 12L:12D) sobre las variedades Chirosa (MCOL 2066), Ica Armenia (HMC1) y CMC 40.
Los resultados mostraron que las hembras de 4. socialis vivieron mas tiempo (6,4 dias) sobre el
genotipo CMC-40 y presentaron un alto potencial reproductivo (33,8 huevos por hembra). Por el
contrario el menor tiempo de desarrollo (32,72 dias) se obtuvo en el genotipo HMCI1. Los tres genotipos
presentaron altas tasas de supervivencia, siendo mayor en HMC1 (89%). El mayor incremento de las
poblaciones (r,,) se presentd en los genotipos HMC1 (0,167 dia'l) y CMC40 (0,079 dia'l). Los parame-
tros bioldgicos y poblacionales obtenidos constituyen una herramienta basica para elaborar estrate-
gias de control de A. socialis.

Palabras clave: Parametros demograficos. Longevidad. Fecundidad. Mosca blanca.

Abstract. The whitefly Aleurotrachelus socialis Bondar (Hemiptera: Aleyrodidae) is one of the most
important pests in cassava (Manihot esculenta Crantz) crops in the Neotropics. In Colombia, this is
the major pest to the crop in the departments of Cauca, Valle del Cauca and Tolima, causing yield
losses in experimental fields of up to 79%. Since 1995, this species has colonized and increased its
populations in new varieties and areas where it was a secondary pest before. To estimate the potential
of A. socialis to develop populations in new cassava varieties, the biological parameters and the main
vital statistics of this pest were evaluated under controlled conditions (25+ 2° C, 70+£5% HR, 12L:12D)
on the varieties Chirosa (Mcol 2066), Ica Armenia (HMC1) and CMC 40. The results indicated that 4.
socialis females lived for a longer time (6,4 days) on the genotype CMC-40 and showed a higher
reproductive potential (33.8 eggs per female). On the contrary, the lowest developmental time (32,72
days) was obtained on the genotype HMC1. The three genotypes showed high survival rates, being
highest on HMC1 (89%). The greatest population increase (rm) was found on HMC1 (0,167 day-1)
and CMC40 (0,079 day -1). The biological and population parameters obtained constitute a basic
tool to elaborate control strategies for 4. socialis.

Key words: Demographic parameters. Longevity. Fecundity. Whitefly.

https://doi.org/10.25100/socolen.v32i2.9381

Introduccion

La yuca (Manihot esculenta Crantz) es
una de las principales fuentes de ener-
gia en las regiones tropicales del mun-
do (Ceballos 2002). En continentes
como América, Africay Asia el cultivo
de yuca es de gran importancia por su
gran contribucion a la seguridad alimen-
taria de pequefios agricultores de zonas
marginadas. Si bien el principal produc-

to econdmico son sus raices, las hojas de
la yuca también tienen un excelente po-
tencial y son extensivamente utilizadas en
Africa y Asia, ya sea para alimentaciéon
humana o animal (FAO/FIDA 2000).

Este cultivo es originario del neotrépico,
por esta razén segun Bellotti ef al. (1994),
una gran diversidad de artrépodos atacan
la yuca en las Américas, ocasionando dafio
en las hojas, tallos, material de siembra y

raices, lo que disminuye su rendimiento.
Observaciones indican que las plagas
que atacan la planta durante un periodo
prolongado reducen el rendimiento en
mayor grado que aquellas que hacen el
dafio en un periodo corto (Bellotti et al.
2002). Las “moscas blancas” Trialeurodes
variabilis Quaintance, Bemisia tubercu-
lata Bondar y Aleurotrachelus socialis
Bondar, consiguen afectar la produccion
del material de siembra, el rendimiento

1 Asistentes de Investigacion. Manejo de la Sanidad de Cultivos y Agroecosistemas. Entomologia de Yuca, CIAT. E-mail: claudia_holguin@hotmail.com,

a_carabali@yahoo.com

2 Autor para correspondencia: Lider del proyecto Entomologia de Yuca, CIAT. A. A. 6713, Cali, Colombia. E-mail: a.bellotti@cgiar.org.


Paula
Texto tecleado
https://doi.org/10.25100/socolen.v32i2.9381


Parametros demograficos de Aleurotrachelus socialis 141

del cultivo y la calidad de las raices co-
sechadas, cuando inician los ataques en
edad temprana del cultivo y duran hasta
etapas muy avanzadas del periodo
vegetativo (Bellotti y Arias 2001).

De once especies de moscas blancas pre-
sentes en el cultivo de yuca, la especie
mas importante en Colombia es 4.
socialis, por las altas poblaciones y los
dafios que ocasiona al cultivo llegando a
reducir el rendimiento hasta el 79% (CIAT
1986). El dafio de esta plaga lo realizan
tanto los adultos como los estados
inmaduros al alimentarse del floema de
la planta. Los adultos se ubican en las
hojas apicales, produciendo una clorosis
y “encartuchamiento” del cogollo (Bello-
tti et al. 2002). Las ninfas se ubican en
las hojas intermedias e inferiores, produ-
cen abundante miel que cubre la superfi-
cie de la hoja, permitiendo el desarrollo
de hongos como la fumagina. En infesta-
ciones altas causan debilitamiento de la
planta, caida de las hojas y reduccion en
el crecimiento (Castillo 1996), lo cual da
como resultado una disminucién en la
produccién de raices si se prolonga la
alimentacion (Bellotti 2000).

En los ultimos afios, la poblacion de 4.
socialis ha incrementado y se ha vuelto
endémica en los departamentos de Cauca
y Valle del Cauca (Bellotti e al. 2002),
lo que conllevé a que muchos agriculto-
res dejaran de cultivar yuca en estas zo-
nas. Actualmente, la plaga ha colonizado
areas en las que anteriormente era secun-
daria y desconocida para los cultivado-
res de yuca.

La reaccidn inicial de los agricultores
para manejar el problema ha sido la apli-
cacion indiscriminada de insecticidas.
Este hecho unido a la capacidad de dis-
persion de las moscas blancas (Byrne et
al. 1990), han favorecido su emigracion
a nuevas areas de siembra. Es el caso de
la zona cafetera de Colombia (Norte del
Valle del Cauca y el Quindio) donde en
el ultimo afio, la mosca blanca esta oca-
sionando grandes pérdidas en los culti-
vos de yuca de estos departamentos.

El potencial de una plaga para desarro-
llar poblaciones se deriva en primera ins-
tancia de la relacion con la planta
hospedera. La supervivencia, duracion
del desarrollo y fecundidad son indica-
doras de esa relacion y sirven para calcu-
lar 1a velocidad con la cual puede
aumentar la poblacion bajo ciertas con-
diciones. Asi mismo, con base en estos
indicadores, es posible determinar los
efectos de los manejos y racionalizarlos
(Geraud-Pouey et al. 1996).

En la literatura cientifica, existe amplia
informacion sobre la biologia y demogra-
fia de las especies de mosca blanca de
importancia econdmica en diversos culti-
vos (Manzano et al. 2000; van Lenteren
et al. 1989); sin embargo, con A. socialis
no se han realizado estudios sobre su de-
mografia. Por esta razon, en la presente
investigacion, se estimaron la biologia y
parametros poblacionales de A. socialis
con un clon susceptible y dos materiales
comerciales de yuca, con el propdsito de
conocer el potencial de 4. socialis para
desarrollar poblaciones en nuevos mate-
riales de yuca y zonas productoras, ade-
mas para buscar medidas futuras de
control para esta plaga como el control
bioldgico y la resistencia de variedades.

Materiales y Métodos

Esta investigacion se realizé durante el
primer semestre de 2005 en el invernade-
ro de Entomologia de yuca del Centro
Internacional de Agricultura Tropical
(CIAT), localizado en el municipio de
Palmira, Departamento del Valle del
Cauca a 1.000 msnm.

El material vegetal utilizado correspon-
di¢ a plantas de yuca de 30-40 dias de
siembra de la variedad CMC 40, chirosa
(Mcol2066) e Ica Armenia (HMC1), sem-
bradas en recipientes plasticos con suelo
estéril de 1.0 kg, los cuales se mantuvie-
ron en casa de malla a una temperatura
de 30 + 2°C y una humedad relativa de
50-60%. Los adultos de A. socialis fue-
ron tomados de la colonia establecida en
CIAT desde 1992 sobre plantas de yuca
de la variedad CMC 40 mantenidas en
invernadero a una temperatura de 27 +
2°C y una humedad relativa de 60-70%.

Longevidad y fecundidad. Se indi-
vidualizaron cuarenta hembras de 4.
socialis, recién emergidas y previamen-
te sexadas de acuerdo con la técnica des-
crita por Eichelkraut y Cardona (1989),
en jaulas pinza (diametro = 2,5cm; pro-
fundidad = 2cm) y se ubicaron en el en-
vés de las hojas de Chirosa (MCOL
2066), Ica Armenia (HMC1) y CMC-40.
Cada 48 horas se removieron los adul-
tos a una nueva area de la hoja hasta la
muerte natural de las hembras. Para esti-
mar la fecundidad se contd el namero
de huevos colocados por hembra cada
48 horas y la longevidad se estim6 como
el maximo tiempo (dias) que una hem-
bra vive.

Tiempo de desarrollo, tasa de super-
vivencia y proporciéon de sexos. De la
colonia de A4. socialis previamente esta-
blecida en CIAT, se tomaron con la ayu-

da de un aspirador bucal cincuenta adul-
tos (machos y hembras) de dos dias de
emergidos. Posteriormente se ubicaron
en jaulas pinza (didmetro = 2,5 cm; pro-
fundidad = 2 cm) sobre el envés de las
hojas de CMC-40, Ica Armenia (HMC1)
y Chirosa (MCOL 2066). Se retiraron los
adultos después de seis horas y se selec-
cionaron 200 huevos al azar. Se registrd
el tiempo de desarrollo de huevo-adul-
to, la tasa de supervivencia de los esta-
dos inmaduros y la proporcién de sexos.

Parametros demograficos. Se combina-
ron los datos del tiempo de desarrollo y
la reproduccion ‘1 -m ’ para generar ta-
blas de vida, las cuales se utilizaron en el
calculo de los parametros demograficos
definidos por Price (1975) tales como: 1)
Tasa de reproduccion neta (R ) o niimero
promedio de descendientes que una hem-
bra deja en una generacion; 2) Tiempo
generacional (T), equivalente al periodo
comprendido entre el nacimiento de los
padres y el de la progenie y 3) Tasa in-
trinseca de crecimiento de la poblacion
(r,), estimada mediante la ecuacion de
Carey (1993):

Zexp(-r,x)l,m =1

Donde:

X, Edad de la hembra;

1., Edad de supervivencia especifica

m,, La proporcion de hembras de la pro-
genie de una hembra con edad x.

Para estimar los dias necesarios para du-
plicar en nimero la poblacidon (Carey
1993), se utiliz6 la edad corregida X+0.5
y la ecuacion In 2/, en los célculos de
los valoresder,,

Analisis estadistico. Para los analisis es-
tadisticos se utilizo el paquete estadisti-
co SAS (SAS Institute 1999). Los valores
promedios de longevidad, fecundidad,
tasa de oviposicion y tiempo de desarro-
llo, se analizaron utilizando ANOVA. Se
realizaron comparaciones multiples uti-
lizando el método de Tukey. Los valores
de las tasas de supervivencia se compa-
raron mediante Ji cuadrado.

Resultados

Longevidad y fecundidad. El rango de
longevidad mas amplio de 4. socialis se
presento en el genotipo CMC-40. La lon-
gevidad media de las hembras de 4.
socialis fue significativamente mas alta
cuando se desarrollaron sobre CMC-40
(P< 0.0001, seguido por Tukey P< 0.05)
(Tabla 1), excediendo en 2,6 dias en pro-
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medio a MCol-2066 y HMC1. Estas dife-
rencias se pueden observar en las curvas
de supervivencia (Fig. 1), donde, al sex-
to dia la proporcion de hembras vivas se
redujo 50,25 y 22,5% sobre CMC-40,
MCol-2066 y HMCI, respectivamente.

El rango de huevos por hembra fue am-
plio en CMC-40 y MCol 2066, siendo
mayor para el segundo (1-154 huevos).
Los promedios de fecundidad fueron di-
ferentes (P< 0.0001, seguido por Tukey
P< 0.05), siendo 1,6 y 1,7 veces mayor
sobre CMC-40 comparado con MCol-
2066 y HMCI, respectivamente (Tabla
1). La tasa de oviposicion mas alta se
obtuvo sobre CMC-40 (P<0.0001, segui-
do por Tukey P< 0.05).

Todas las hembras de 4. socialis inicia-
ron la oviposicion en las primeras 48
horas (Fig. 2). Durante este periodo se
obtuvo el 36,26 y 18% de la descenden-
cia total sobre HMCI1, MCol 2066 y
CMC-40, respectivamente. Asi mismo,
no se presentd variabilidad en el dia
maximo de oviposicion entre los geno-
tipos HMC1 y Mcol 2066 (cuarto dia),
comparado con CMC-40 (octavo dia)
(Fig. 2).

Las tasas de oviposicion presentan pa-
trones diferentes en los tres genotipos
variando con la edad de las hembras. Las
curvas de la tasa de oviposiciéon en
HMC1 y MCol 2066 muestran una cul-
minacion temprana de la oviposicion
comparada con la de 4. socialis en CMC
40, la cual exhibe un patréon normal con
un mayor numero de posturas en el dia
ocho.

Los valores de fecundidad obtenidos en
CMC-40 (33,8 huevos/hembra) fueron
similares a los obtenidos por Bellotti y
Arias (2001) sobre el mismo genotipo
(35,5 huevos/ hembra). Estos resultados
unidos a un mayor valor de longevidad,
sugieren, que cuando las poblaciones de
A. socialis se desarrollan sobre el
genotipo CMC-40 exhiben una mayor
capacidad reproductiva que cuando se
establecen sobre HMC1 y MCol 2066.

Tiempo de desarrollo, supervivencia de
los estados inmaduros y proporcion de
hembras. El tiempo de desarrollo de 4.
socialis fue dos dias menor sobre HMC1
comparado con el genotipo Mcol 2066.
Estos valores fueron diferentes al obteni-
do sobre CMC-40 (P< 0.0001, seguido
por Tukey P< 0.05) (Tabla 2). Al compa-
rar los resultados del tiempo de desarro-
llo sobre los tres genotipos es posible
plantear que A. socialis presenta una
mayor adaptacion bioldgica cuando sus

Tabla 1. Longevidad, fecundidad y tasa de oviposicion de Aleurotrachelus socialis sobre
genotipos de M. esculenta (CMC-40, MCol 2066 y HMC1) (n= 40).

Parametro CMC-40 Mcol 2066 HMC1
Longevidad media (d) 64a 39b 3.7b
Rango 2-16 2-8 2-10
Fecundidad media (h) 33.8a Tc 14.5b
Rango 1-125 1-154 1-63
Tasa de oviposicion media @ 53a 1.8¢c 3.9b
(h/h/2d”) 0-11.6 0-6.75 0-11.5

Cifras seguidas por letras diferentes a través de las columnas indican diferencias significativas.
@ ANOVA - Una via. P< 0.0001, GL:1, Tukey P< 0.05.
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Figura 1. Curvas de supervivencia de 4. socialis sobre genotipos de M. esculenta (CMC-40;

MCol 2066 y HMC1).
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Figura 2. Curva de oviposicion de 4. socialis sobre genotipos de M. esculenta (CMC-40;

MCol 2066 y HMC1).

poblaciones se desarrollan en HMC1. Los
resultados del tiempo de desarrollo de A.
socialis en CMC-40 encontrados en este
estudio difieren en siete dias aproximada-
mente con los registrados por Bellotti y
Arias (2001).

Por otro lado, las mas altas tasas de su-
pervivencia de los estados inmaduros
fueron encontradas sobre los genotipos
HMC1 y MCol 2066, siendo diferentes

(x2=3.56, 2 df, P=10.0593) al compararse
con CMC-40 (Tabla 2). No obstante las
diferencias encontradas en los tres hos-
pederos, A. socialis presento bajas tasas
de mortalidad de los estados inmaduros
sobre los tres genotipos. Los resultados
de este parametro son un buen indicador
de la capacidad de 4. socialis para el de-
sarrollo e incremento de sus poblaciones
sobre los genotipos comerciales HMC1
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Tabla 2. Tiempo de desarrollo, tasa de supervivencia, proporcion de hembras y parametros
demograficos de 4. socialis sobre genotipos de M. esculenta (CMC-40; MCol 2066 y HMC1).

Parametro CMC-40 Mcol 2066 HMC1
Tiempo de desarrollo (d) 39.7b 347a 32.72
No. de Insectos 160 174 178
Tasa de supervivencia (%) 80 87 89
No. de Insectos 200 200 200
Proporcion hembras (%) 50 50 50
No. de insectos 160 174 178
Tasa reproduccion neta (Ro) 33.74 6.2 14.51
Tiempo generacional (T,) 44.23 36.71 23.72
Tasa intrinseca crecimiento (r ) 0.0796 0.0495 0.1678
8.7 14 4.1

DDP In2/r

Tiempo desarrollo, diferentes letras entre columnas indican diferencias significativas.

ANOVA Tukey método p < 0.05. Tasa supervivencia de estados inmaduros (X2=3.56, g/=1,

p=0.0593).

y Mcol 2066 y, evidencian el riesgo que
representan al ser hospederos convenien-
tes. Los resultados de mortalidad sobre
CMC-40 fueron 14% menos comparados
con los resultados obtenidos por Bellotti
y Arias (2001). La proporcién de sexos
(relacion 1:1) de A. socialis no fue afec-
tada durante su desarrollo en los tres hos-
pederos.

Parametros demograficos. Los resulta-
dos de la tasa de reproduccion neta (Ro)
permitieron estimar que en promedio, al
cabo de una generacion, las poblaciones
de A. socialis podrian multiplicarse 33,7
veces en 44 dias sobre CMC-40; siendo
14 y dos veces mayor comparado con
HMC1 y MCol 2066, respectivamente
(Tabla 2). Es decir, el incremento de A.
socialis en CMC-40 con respecto a
HMCI fue dos veces mayor en un tiempo
mas amplio (dos veces aproximadamen-
te). Las diferencias pueden explicarse por
la mayor tasa de fecundidad obtenida
sobre CMC-40. Asi mismo, los resulta-
dos del tiempo generacional (T) indican
que las poblaciones de 4. socialis nece-
sitan aproximadamente 23,7 dias para
completar una generacion sobre HMC1,
mientras que en MCol 2066 y CMC-40
necesitan 36,7 y 44,2 dias, respectiva-
mente (Tabla 2). Lo cual permite prede-
cir que las poblaciones de A. socialis
pueden desarrollar hasta 15 generacio-
nes por ciclo de cultivo sobre HMCI, cin-
co y siete generaciones mas que en MCol
2066 y CMC-40. Estos resultados son
consistentes con las observaciones reali-
zadas en el campo, a la vez que sugieren
una explicacion de la irrupcion y conti-
nuo traslape de las poblaciones de 4.
socialis sobre los genotipos comerciales
HMC1 y Mcol 2066.

Asi mismo, los resultados muestran una
tendencia similar al comparar las tasas
intrinsecas de crecimiento (r,). El anali-

sis revela un mayor crecimiento de la
poblacion de 4. socialis sobre el geno-
tipo HMC1, el cual fue mayor enun 52y
70% sobre CMC-40 y Mcol 2066, res-
pectivamente. El menor crecimiento de
la poblacion sobre Mcol 2066, estuvo
influenciado por el menor valor de fe-
cundidad de 4. socialis. Los valores mas
altos de la fecundidad de las hembras de
la mosca blanca en CMC-40 y HMC1
estuvieron inversamente relacionados
con los valores mas altos de (r,,) (0,076
dia™ y 0,167 dia'l) respectivamente,
mientras decrecieron directamente en
MCol 2066. En términos poblacionales
esto sugiere que el crecimiento de las po-
blaciones (r,) de 4. socialis sobre el
genotipo HMC1 no fue sensible a los
cambios en la fecundidad y al parecer el
parametro que mas afecta su crecimiento
es el tiempo de desarrollo. Como resulta-
do de estos parametros. A. socialis nece-
sita solamente 4.1 dias para duplicar en
numero su poblacion sobre HMC1, mien-
tras en CMC-40 y Mcol 2066 requiere 4
y 10 dias més, respectivamente (Tabla 2).

La tasa intrinseca de crecimiento (r)
de 4. socialis, permiti6 definir que esta
especie presenta un alto potencial para
desarrollar poblaciones sobre diferen-
tes genotipos de yuca. Los materiales
chirosa (Mcol 2066) e Ica Armenia
(HMC1) ampliamente sembrados en el
departamento del Quindio son hospe-
deros convenientes para que la mosca
blanca contintie incrementando sus
poblaciones.

Los parametros demograficos de un in-
secto plaga, ademas de servir como he-
rramientas basicas para determinar la
capacidad reproductiva de una especie,
permiten entender los efectos de los ma-
nejos y racionalizarlos (Geraud-Pouey et
al.1996), asi como visualizar el efecto

que tienen los factores reguladores (es-
pecialmente enemigos naturales) para
aprovecharlos al maximo en programas
de manejo integrado de plagas (Geraud-
Pouey et al. 1997). Dicha visualizacién
se logra comparando el potencial para
desarrollar poblaciones (simulaciones de
desarrollo poblacional sin limitaciones)
con las observadas en el campo, sobre las
cuales influyen otros factores como ene-
migos naturales (Chirinos et al. 2003)

Los resultados de esta investigacion, plan-
tean la necesidad de implementar estra-
tegias para reducir las poblaciones de A.
socialis en un corto y mediano plazo.
Estas medidas deben hacer parte de un
programa de manejo integrado, basado
en el control bioldgico y resistencia de
variedades. Otro tipo de control como el
quimico resulta antieconémico en este
cultivo (Holguin y Bellotti 2004).
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Parametros poblacionales de Zulia carbonaria (Hemiptera:
Cercopidae) sobre Brachiaria ruziziensis

Population parameters of Zulia carbonaria (Hemiptera: Cercopidae) on Brachiaria ruziziensis
JAIRO RODRIGUEZ CH.!, DANIEL C. PECK?

Resumen. Como un complemento a los estudios biologicos desarrollados en el CIAT sobre el salivazo
de los pastos (Hemiptera: Cercopidae), se establecio una tabla de vida especifica para el caso de Zulia
carbonaria (Lallemand). La tabla de esperanza de vida se desarroll6 en laboratorio (27°C, 100% HR,
oscuridad total) para los huevos, y en casa de malla (19,5/29,5°C min./max., HR minima del 56,3%)
para ninfas y adultos. La supervivencia exhibida por Z. carbonaria fue de 53,4% (huevo-adulto). La
mortalidad total exhibida por los estados inmaduros de Z. carbonaria fue del 46,4% dividida en 10.1
y 36,3% para huevos y ninfas, respectivamente, con un poder de mortalidad (kx) de 0,27. Para la tabla
de fertilidad, la longevidad promedio para las hembras fue de 29,3 dias, con una fecundidad promedio
de 125,8 + 82,9 huevos/hembra y una fertilidad del 97,9%. El tiempo generacional (7) fue de 67,4 dias,
con una tasa neta reproductiva (Ro) para (7) de 33,6 veces. La tasa intrinseca de crecimiento natural
(7,,) mostr6d que Z. carbonaria puede aportar 0,05 hembras/dia a lo largo del tiempo generacional.
Adicionalmente se determind que las hembras presentaron una tasa finita de multiplicacion lambda
(M) de 1,05 hembras/dia. Esta informacion es la primera de este tipo para especies de salivazo en
Colombia, y se constituye en una herramienta apropiada para determinar la calidad de poblaciones
obtenidas mediante crias artificiales o bajo diferentes condiciones de habitat u hospedero.

Palabras clave: Ecologia. Tabla de vida. Salivazo de los pastos.

Abstract. To complement biological studies developed at CIAT on grass-feeding spittlebugs
(Hemiptera: Cercopidae), a life table was established for the specific case of Zulia carbonaria
(Lallemand). The cohort life table was conducted in the laboratory (27°C, 100% RH, continual darkness)
for the eggs and in the screenhouse (19.5/29.5°C min./max., RH min. 56.3%) for the nymphs and
adults. The survival exhibited by Z. carbonaria was 53.4% (egg-adult). The total mortality exhibited
by the immature stages of Z. carbonaria was 46.4% divided in 10.1 and 36.3% for the eggs and
nymphs, respectively, with a “killing-power” (kx) of 0.27. For the fertility table, the mean longevity
of females was 29.3 days, with a mean fecundity of 125.8 + 82.9 eggs/female and a fertility of 97.9%.
The generational time (7) was 67.4 days, with a net reproductive rate (Ro) for (T) of 33.6 times. The
intrinsic rate of natural increase (r,,) showed that Z. carbonaria produces 0.05 females/day during the
generational time. In addition, it was determined that the females presented a finite rate of multiplication
(M) of 1.05 females/day. This information is the first of its kind for spittlebug species in Colombia, and
constitutes an appropriate tool to determine the quality of populations obtained from artificial colonies
or under different habitat and host plant conditions.

Key words: Ecology. Life table. Grass-feeding spittlebugs.

Introduccion

https://doi.org/10.25100/socolen.v32i2.9382

Segun Lapointe y Miles (1992) el sali-
vazo de los pastos es considerada la
plaga mas limitante en la actividad ga-
nadera en América Tropical. A pesar de
esta connotacion es notoria la falta de
estudios basicos sobre la biologia y
comportamiento del insecto que permi-
tan entender su comportamiento en el
campo, comprometiendo la efectividad
de cualquier tactica de control. En el
CIAT en los ultimos afios se han desa-
rrollado investigaciones sobre la biolo-
gia comparada del salivazo de los

pastos. Estos estudios han cuantificado la
variacion a través del complejo en ciertos
componentes biologicos. Por ejemplo, en-
tre las especies predominantes en Colom-
bia, el ciclo de vida varia entre 45 y 75
dias (Peck et al. 2002a; Rodriguez et al.
en preparacion), y dependiendo de la re-
gion geografica, el salivazo logra de dos
hasta seis generaciones al afio (Castro et
al. 2005; Peck et al. 2002a; 2002b). Ade-
mas, aunque la literatura reporta al suelo
como el sustrato de oviposicion mas co-
mun para este grupo de insectos, algunas
especies logran colocar hasta el 83% de

huevos en otros sustratos como debajo la
vaina o en la hojarasca (Rodriguez ef al.
2003). Esta variacion es obviamente re-
levante, al momento de implementar tac-
ticas de manejo tendientes a disminuir el
impacto del insecto en los diversos
habitats.

Los parametros bioldgicos, asi como los
principales estadisticos vitales de una
poblaciéon de un insecto plaga, estima-
dos con base en tablas de vida desarro-
lladas en condiciones de laboratorio, se
constituyen en una herramienta basica
para la implementacion de estrategias de
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control (Carey 1993; Southwood 1978).
Estas estimaciones han sido empleadas
en estudios tendientes a evaluar resisten-
cia de plantas (Trichilo y Leigh 1985) y
ademas como un patrén para la seleccion
de enemigos naturales (Janssen & Sabelis
1992). Las tablas de vida suministran in-
formacion valida para la comprension de
la dindmica poblacional de una especie
en particular (Sharov 1996; Carey 1993);
éstas resumen la informacion esencial de
una poblacion con respecto a la tasa de
mortalidad, supervivencia y esperanza de
vida de la especie (Silveira et al. 1976).
Segun Carey (1993), las tablas de vida
pueden ser completas o abreviadas; en
una tabla de vida completa las funciones
se computan para cada dia de la vida.

Con base en lo anterior se plante6 el pre-
sente trabajo con el propdsito de estable-
cer una tabla de vida especifica para el
caso de Zulia carbonaria (Lallemand)
como un complemento a los estudios bio-
logicos desarrollados en el CIAT para la
misma especie (Rodriguez et al. 2002;
Arango y Calderon 1981).

Zulia carbonaria es una de las 16 espe-
cies de salivazo de los pastos reportados
hasta la fecha en Colombia asociadas con
gramineas forrajeras (Peck et al. 2004;
Peck 2001). Actualmente esta especie se
encuentra registrada en seis departamen-
tos de Colombia asociada con Andro-
pogon gayanus Kunth, Brachiaria
brizanta (A. Rich.) Stapf, Brachiaria
decumbens (Stapf), Brachiaria dictyo-
neura (Fig. & De Not.) Stapf, Brachiaria
humidicola Stapf, Brachiaria planta-
ginea (Link) Hitchc., Brachiaria sp.,
Cynodon sp., Oryza sativa L., Pennisetum
clandestinum Hochst. ex Chiov., y
Saccharum officinarum L. Z. carbonaria
es un insecto chupador que extrae su ali-
mento del xilema (Fewkes 1969). Al igual
que los otros miembros de la familia
Cercopidae las ninfas se caracterizan prin-
cipalmente por la construccion de una
masa de espuma. Esta masa sirve de de-
fensa contra enemigos naturales y pro-
teccion contra microclima adverso
(Whittaker 1970). Los adultos no poseen
la capacidad de producir la masa de es-
puma; emplean como mecanismo de de-
fensa colores aposematicos, y apoyados
por una defensa secundaria denominada
autohemorragia (Peck 2000).

Debido a la carencia de estudios relacio-
nados con pardmetros poblacionales en
especies de salivazo, y para evaluar pro-
tocolos y empezar a establecer estos fun-
damentos para este grupo en Colombia,
se escogid trabajar con una especie mo-

delo Z. carbonaria. La biologia basica 'y
fluctuacion poblacional de esta especie
han sido descritas en una serie de estu-
dios conducidos en el CIAT en el valle
geografico del Rio Cauca (Castro et al.
2005; Rodriguez et al. 2002; Peck 2001;
CIAT 1999; Castro et al. 1999). Esta in-
formacion ofrece nuevas bases para el
establecimiento de tacticas de manejo
tendientes a disminuir el impacto del in-
secto en campo y adicionalmente, como
una medida de control de calidad para
las colonias implementadas para llevar
acabo estudios de resistencia por el CIAT.

Materiales y Métodos

El trabajo se realizé durante el primer
semestre del 2002 en condiciones de la-
boratorio y casa de malla (temperatura
minima promedio de 19,5°C, maxima
promedio de 29,5°C, y humedad relativa
minima del 56,3%), en las instalaciones
del Centro Internacional de Agricultura
Tropical (CIAT), localizado a 3°31’N y
76°22°W, altura de 965 msnm y precipi-
tacion anual de 1.000 mm. La colonia
para estos estudios se establecio a partir
de hembras recolectadas en el Mpio.
Santander de Quilichao, Departamento
del Cauca a 1.060 msnm. Brachiaria
ruziziensis CIAT 654 fue el material ve-
getal usado en cada fase de los estudios.

Tabla de esperanza de vida. Hembras
adultas fueron confinadas en cajas de
petri de 150 x 25 mm de diametro con
papel filtro doble humedecido con agua
destilada. En cada una de las 10 cajas
petri se confinaron seis hembras y tres
machos (Figura 1a) para asegurar un buen
numero de huevos, provenientes de
diferentes hembras para una mayor repre-
sentatividad. Como alimento se sumi-
nistraron tallos de B. ruziziensis con sus
bases dentro de un microvial con agua.
Luego de 24 horas las hembras se retira-

ron de las cajas y se procedio6 a recuperar
los huevos para ser almacenados para su
observacion en cajas plasticas reticuladas
(Figura 1b). Las cajas fueron almacena-
das bajo condiciones de incubacion
(27°C, 100% HR y oscuridad total). Me-
diante evaluacion diaria se determino la
supervivencia y mortalidad de los hue-
vos en cada una de sus cuatro fases de
desarrollo (S1, S2, S3 y S4 segun Rodri-
guez et al. 2002).

Mediante la observacion diaria de los
huevos se pudo determinar la emergen-
cia de las ninfas (<12 horas de edad). Se
retiraron de las cajas reticuladas para lle-
varlas al invernadero, donde fueron de-
positadas en potes plantados con el
hospedero. Los potes fueron cubiertos con
una tapa provista de un orificio para dar-
le paso al material vegetal y contener a la
ninfa. Esta metodologia permitio deter-
minar la supervivencia y mortalidad para
cada uno de los instares ninfales (Rodri-
guez et al. 2002; Lapointe et al. 1992).

Basados en una cohorte inicial de 118
huevos se calcularon los parametros de
la tabla de esperanza de vida: (ax) nume-
ro de individuos al inicio de cada grupo
de edad, (Ix) proporcion de la cohorte que
sobrevive a cada grupo de edad, (dx) na-
mero de individuos muertos durante cada
grupo de edad, (gx) tasa de mortalidad
especifica por etapa de desarrollo y (kx)
poder de mortalidad (Begon et al. 1990).
Los datos demograficos se resumieron en
una tabla de esperanza de vida, con los
valores promedios de los datos observa-
dos. Para la configuracion de la tabla de
esperanza de vida de Z. carbonaria se
empled una estructura utilizada en otros
estudios, pero adicionalmente se inclu-
y6 el poder de mortalidad (kx) como una
medida mas de la mortalidad para los es-
tados inmaduros que a diferencia del (gx)
pueden ser sumados y permitir compara-

Figura 1. (A) Hembras de Z. carbonaria confinadas para la obtencion de huevos. (B) Montaje
para la observacion del desarrollo de los huevos (cohorte inicial).
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ciones entre los distintos valores en las
etapas de desarrollo del mismo ciclo
(Manrique et al. 1998; Dent y Walton
1997; Sharov 1996).

Tabla de fertilidad. Una vez los indivi-
duos provenientes de la cohorte inicial
llegaron al estado adulto, se procedio con
la tabla de fertilidad para las hembras
(Manzano et al. 2002; Silveira et al.
1976) bajo condiciones de casa de ma-
lla. Los potes con el hospedero fueron
acondicionados con una tapa invertida
sobre la cual se coloc6 una capa de suelo
de 2,0 cm de espesor (Fig. 2a). Para evitar
el escape de los adultos cada pote fue
cubierto con un cilindro de acetato, en
cuya parte superior se colocd un trozo de
muselina sujeta mediante un caucho (Fig.
2b). Cada pote se infestd con una sola
hembra y dos machos que eran sustitui-
dos al morir, asegurando de esta forma la
presencia de machos mientras la hembra
permanecia viva. La unidad de tiempo
determinada para la evaluacidén de
oviposicion fue de tres dias, al cabo de
los cuales los adultos eran retirados y lle-
vados a una nueva unidad. Este procedi-
miento se repitido a lo largo de todo el
ensayo hasta que las hembras murieran.
Basados en el héabito de oviposicion de
Z. carbonaria, la capa de suelo de cada
unidad fue retirada y llevada al laborato-
rio para la recuperacion y conteo de los
huevos, empleando para esto una solu-
cion salina al 35% que facilita la flota-
cion y separacion de los huevos de las
impurezas (Rodriguez et al. 2002;
Lapointe ef al. 1989; Sotelo et al. 1988).
Luego de ser contados, los huevos fue-
ron almacenados bajo condiciones de
incubacion (27°C, 100% HR y oscuridad
total) hasta la eclosion de la ninfa.

Los calculos se basaron en los valores
promedios para una cohorte inicial de 30
hembras. Se determind la fecundidad y
la fertilidad de las hembras basados en el
numero total de huevos colocados por la
cohorte. De igual forma se determino la
relacion de sexos apoyados en evalua-
ciones y observaciones en estudios ante-
riores realizados por el CIAT. Con los
valores promedios de la longevidad de
las hembras, la tasa de oviposicion y la
proporcién de sexos, se construyo la ta-
bla de fertilidad basado en lo descrito por
Birch (1948). Construida la tabla de fer-
tilidad, se determinaron los siguientes
parametros demograficos. El tiempo
generacional (7), fue entendido como el
periodo medio entre el nacimiento de los
padres y el nacimiento de los descendien-
tes. La tasa neta de reproduccion (Ro),

Figura 2. (A) Montaje empleado para establecer la mortalidad y supervivencia de ninfas de Z.
carbonaria. (B) Montaje para establecer la fecundidad de las hembras Z. carbonaria.
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Figura 3. Curva de supervivencia de Z. carbonaria alimentadas sobre el hospedero B. ruziziensis

CIAT 654 bajo condiciones de estudio.

representd el nimero promedio de los
descendientes que una hembra dejé en
una generacion, resumiendo la supervi-
vencia y la fecundidad. La tasa intrinse-
ca de crecimiento natural de la poblacion,
o capacidad innata de crecimiento (7,,),
fue entendida como el desarrollo poten-
cial de una poblacion de acuerdo con la
cohorte inicial. Adicionalmente se cal-
culé la tasa finita de multiplicacion
lambda (A).

Analisis. La tabla de esperanza de vida
se calculd con la metodologia empleada
por Manrique et al. (1998). Para realizar
el analisis estadistico de los pardmetros
poblacionales (Ro, rm, T y A) que retunen
la informacion para el desarrollo de esta-
dos inmaduros, reproduccion y supervi-
vencia en un solo valor, no se puede llevar
acabo un analisis de varianzas. Para este
caso, la varianza puede ser determinada
empleando el método Monte Carlo, como
la prueba Jackknife (Maia et al. 2000).
Latécnica Jackknife, es un procedimiento
paramétrico para reducir el sesgo en la
estimacion de un parametro estadistico
dentro de una poblaciéon y de su error
estandar. La técnica Jackknife se empled
usando el paquete estadistico SAS (SAS

Institute 1990). Para determinar la lon-
gevidad media para las hembras bajo las
condiciones del ensayo, se empled la dis-
tribucion de Weibull (Pinder ef al. 1978).

Resultados

Tabla de esperanza de vida. La supervi-
vencia exhibida por Z. carbonaria para
las condiciones del ensayo huevo-adul-
to fue de 53,4%, es decir de una cohorte
inicial de 118 huevos, se recuperaron 63
insectos adultos (Tabla 1). Para el estado
de huevo, Z. carbonaria exhibi6 una tasa
de supervivencia (/x) del 89,9%, con un
nimero de individuos muertos (dx) ma-
yor en la fase S1, representando el 9,3%
de la mortalidad durante esta fase de de-
sarrollo. La fase ninfal, por su parte pre-
sentd una tasa de supervivencia (/x) del
64,2%, siendo el instar I, el grupo de edad
con mayor mortalidad (dx) 25,4%. La
mortalidad total exhibida por los estados
inmaduros de Z. carbonaria fue del
46,4% dividida en 10,1 y 36,3% para
huevos y ninfas, respectivamente (Fig. 3;
Tabla 1). El poder de mortalidad (kx) para
los estados inmaduros de Z. carbonaria
bajo las condiciones del ensayo fue de
0,27 representada por un 0,05 y 0,22 para



148 Revista Colombiana de Entomologia

Jairo Rodriguez Ch. & Daniel C. Peck

Tabla 1. Tabla de vida para valores promedios de los estados inmaduros de Z. carbonaria

sobre B. ruziziensis.

Huevo S1 118 1.000 0.093 0.093 0.042
Huevo S2 107 0.907 0.000 0.000 0.000
Huevo S3 107 0.907 0.008 0.009 0.004
Huevo S4 106 0.898 0.000 0.000 0.000
Ninfa I 106 0.898 0.254 0.283 0.144
Ninfa II 76 0.644 0.025 0.039 0.017
Ninfa III 73 0.619 0.042 0.068 0.031
Ninfa IV 68 0.576 0.000 0.000 0.000
Ninfa V 68 0.576 0.042 0.074 0.033
Adulto 63 0.534

Suma 0.466 0.271

ax = numero de individuos al inicio de cada grupo de edad, /x = proporcion de la cohorte que
sobrevive a cada grupo de edad, dx = niimero de individuos muertos durante cada grupo de
edad, gx = tasa de mortalidad, kx = poder de mortalidad.
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Figura 4. Tasa de mortalidad (¢gx=dx/x) y poder de mortalidad (kx=Inx-Inx+1) para los esta-
dos inmaduros de Z. carbonaria bajo condiciones de estudio.

el estado de huevo y ninfa, respectiva-
mente (Tabla 1; Fig. 4).

Tabla de fertilidad. La longevidad pro-
medio para las hembras de Z. carbonaria
bajo las condiciones del ensayo fue de
29,3 dias. Las hembras de Z. carbonaria
exhibieron una fecundidad promedio de
125,8 + 82,9 huevos/hembra, con una
fertilidad del 97,9% y un pico de
oviposicion del 16,6% del total de los
huevos recuperados 15 dias después de
iniciada la oviposicion. La tasa maxima
de aumento para el caso de Z. carbonaria
se establecid al dia 74 del ciclo del in-
secto (Fig. 5). El tiempo generacional (7)
se completd en 67,4 dias, con una tasa
neta reproductiva (Ro) para este tiempo
generacional de 33,6 veces. La tasa in-
trinseca de crecimiento natural (r,) fue

de 0,05 individuos/hembra/dias y una
tasa finita de multiplicacion lambda (A)
de 1,05 individuos/hembras/dias.
Discusion

La tabla de vida de Z. carbonaria, exhi-
bio la fase ninfal como la mas suscepti-
ble en términos de supervivencia. Esta
fase de desarrollo presento 3,6 veces mas
mortalidad por grupo de edad (dx) que la
fase de huevo. Para Z. carbonaria,la tasa
de supervivencia (/x) fue 1,4 veces ma-
yor en la fase de huevo, siendo la fase S1
la mas susceptible con 11,6 veces mas
mortalidad por grupo de edad (dx) que la
fase S3. El poder de mortalidad (kx) esta-
blecido para Z. carbonaria bajo las con-
diciones del estudio fue 2,1 veces menor
al valor de la tasa de mortalidad. Esto
confirma la utilidad del poder de morta-

lidad (kx) al ser un valor aditivo entre
estados de desarrollo en un mismo ciclo
de vida.

La longevidad exhibida por las hembras
de Z. carbonaria, superd en 13,8 dias la
longevidad reportada para las hembras
de esta especie en estudios bioldgicos
anteriores (Rodriguez et al. 2002). Esta
diferencia pone de manifiesto un posible
efecto del ajuste en los métodos, repre-
sentado por el suministro de material ve-
getal fresco cada tres dias.

La fertilidad exhibida por las hembras de
Z. carbonaria durante este estudio, fue
igual a la observada para hembras traidas
directamente de campo (Rodriguez ob-
servacion personal). Esto confirma que
los métodos implementados para el esta-
blecimiento de la tabla de vida de Z.
carbonaria no tienen ningun efecto ne-
gativo sobre la primera generacion, aun-
que se deba retomar la informacion para
determinar el posible efecto sobre gene-
raciones sucesivas.

La tasa neta reproductiva (Ro) conoci-
da como tasa de reemplazo, muestra
para las condiciones del ensayo, que Z.
carbonaria multiplicé su poblacion
33,6 veces en un tiempo generacional
(T) de 67,4 dias. El valor que pueda
exhibir (Ro) en generaciones sucesivas,
nos permite determinar la calidad de las
condiciones artificiales empleadas para
la cria de insectos, teniendo en cuenta
que este parametro es una caracteristi-
ca innata de la poblacion (Garcia 2002;
Nascimiento 1996; Parra et al. 1995;
Magrini 1993).

El tiempo generacional (7) para Z.
carbonaria, fue muy parecido al estable-
cido en condiciones de campo y labora-
torio de 66,0 y 69,6 dias de adulto-adulto,
respectivamente (Castro et al. 2005; Ro-
driguez et al. 2002). A diferencia de Ro,
la variacion en los valores del tiempo
generacional no son indicadores de la
calidad de las condiciones de cria, debi-
do a las variaciones que este parametro
puede sufrir por condiciones abidticas.
El valor positivo de la tasa intrinseca de
crecimiento (7,,) indica un aumento en la
poblacion de Z. carbonaria bajo las con-
diciones del ensayo, confirmandose que
estas son adecuadas para el mantenimien-
to de una cria de Z. carbonaria. Adicio-
nalmente, la tasa finita de multiplicacién
(M) esta relacionada directamente con la
tasa intrinseca de crecimiento (r,), y se
interpreta como el nimero de individuos
que se adicionan a una poblacion por in-
dividuo y por unidad de tiempo (indivi-
duo/hembra/dia).
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Figura 5. Curva de supervivencia de hembras (/x) y fecundidad especifica (mx) de Z. carbonaria,
alimentadas sobre B. ruziziensis CIAT 654 bajo condiciones de estudio.

El valor (Ro) para Z. carbonaria bajo
las condiciones del presente estudio, fue
3,9 veces menor a lo reportado para
Mahanarva fimbriolata (Garcia 2002).
De igual forma, la tasa finita de multi-
plicacion (A) fue 1,3% veces menor que
la reportada para M. fimbriolata (Garcia
2002). Al comparar los resultados obte-
nidos con Z. carbonaria con estudios
preliminares, se logra establecer que la
supervivencia de Z. carbonaria huevo-
adulto fue 1,5 veces menor a la determi-
nada para Prosapia simulans (Walker)
bajo las mismas condiciones de estudio
(CIAT 2003). El poder de mortalidad (kx)
exhibido por Z. carbonaria, fue 2,5 ve-
ces superior al establecido para P.
simulans. Ademas, el poder de mortali-
dad (kx) en Z. carbonaria fue superior
para el estado ninfal, en contraposicion
alo observado para el caso de P. simulans
donde este valor fue mayor para el esta-
do de huevo (CIAT 2003).

La fertilidad de Z. carbonaria determi-
nada durante el estudio, fue similar a la
de otras especies de salivazo estudiadas
en Colombia como Mahanarva andi-
gena 'y P. simulans con el 94,3 y 95,1%,
respectivamente (CIAT 2002).

Conclusiones

Comparado con la fase de huevo y
adulto, la fase ninfal sufre la mayor
mortalidad, siendo el instar I el mas sus-
ceptible. Subraya lo apropiado de tacti-
cas culturales dirigidas a disminuir la
calidad del habitat para el desarrollo del
insecto en el cultivo, en particular al
momento de la eclosion de los huevos
cuando el instar | establece en su sitio
de alimentacion.

Las variables evaluadas — fecundidad, fer-
tilidad, tiempo generacional, tasa neta
reproductiva, tasa intrinseca de creci-
miento y tasa finita de multiplicacion—

son parametros fundamentales para cuan-
tificar la biologia de Zulia carbonaria
mediante una tabla de esperanza de vida
y una tabla de fertilidad. Los valores ob-
tenidos son comparables con los datos
obtenidos en otros estudios de campo y
cria. El éxito del protocolo abre perspec-
tivas para conseguir y comparar datos
cuantitativos entre diferentes especies de
cercopidos a través de agroecosistemas
contrastantes.

La construccion de una tabla de vida se
constituye en una herramienta apropia-
da para evaluar la calidad de las crias de
Z. carbonaria, tanto como otras especies
plaga de salivazo, bajo condiciones
semicontroladas.
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Caracterizacion de nidos de la hormiga arriera Atta cephalotes
(Hymenoptera: Myrmicinae) en Cali (Colombia)

Characterization of the nests of the leaf-cutting ant Atta cephalotes
(Hymenoptera: Myrmicinae) in Cali (Colombia)

JAMES MONTOYA LERMA!, PATRICIA CHACON DE ULLOA2, MARIA DEL ROSARIO MANZANO?

Resumen. Se determind la proporcion de zonas verdes con presencia de nidos y el nivel de infestacion
de la hormiga arriera, Atta cephalotes, en tres comunas del municipio de Cali. Entre marzo y abril de
2002, se evaluaron 143 zonas verdes entre parques, separadores de calle, jarillones y polideportivos,
cubriendo un 4rea de 1.276.131 m®. La mayor proporcion (89%) de las zonas verdes tuvo una intensi-
dad de infestacion baja-media; es decir que la mitad 6 menos de su area total estaba ocupada por nidos
de hormigas. El restante (11%) presentd infestacion alta, en la cual mas de la mitad del area fue
colonizada por arriera. E1 68% de los nidos se ubicé en terrenos planos naturales, seguido de zonas
planas inclinadas como jarillones (27%) y algunos nidos locahzados cercanos a estructuras construi-
das por el hombre. El area de los nidos varid entre 1 y 211 m”. Se encontrd una correlacién positiva
entre el nimero de cuadrantes que permitieron conocer el 50% de las bocas y el area del nido (=0, 70).
Basados en esta metodologia, es posible realizar una estimacion rapida y confiable del grado de
infestacion de las areas afectadas por la hormiga arriera, como medida previa para su manejo o control.

Palabras clave: Hormigas cortadoras de hojas. Infestacion. Tamafio de nidos. Entomologia urbana.

Abstract. The proportion of green zones with the presence of nests and the level of infestation of the
leaf-cutting ant, Atta cephalotes, were determined in three urban areas of Cali. Between March and
April 2002, a total of 143 green zones was evaluated consisting of parks, traffic islands, verges and
other open spaces occupying a total of 1.276.131 m”. The highest proportion (89%) of the green arcas
had low/medium infestations, i.e. less than half of the area was occupied by ant nests. The remainder
(11%) showed high infestations, with more than half of the area colonized by leaf-cutting ants. Most
(68%) of the nests were found on naturally level terrain, followed by steep terrain such as verges (27%)
and some nests located near human dwellings. Area of the nests ranged from 1-211 m’. A direct

correlation was found between the number of quadrants needed to enclose 50% of the nest entrances
and the total nest area (r= 0, 70). Based on this methodology, it is possible to carry out a rapid and
reliable estimate of the degree of infestation of areas affected by leaf-cutting ants as a preventive
measure for their control or management.

Key words: Leaf-cutting ants. Infestation. Nest size. Urban entomology.
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Introduccion

En Colombia, se han registrado once
especies de hormigas cortadoras de ho-
jas pertenecientes a la tribu Attini, cua-
tro de ellas corresponden al género Atta:
A. cephalotes (L.), A. colombica Guérin,
A. laevigata (F. Smith) y A. sexdens (L.)
(Mackay y Mackay 1986) y siete al gé-
nero Acromyrmex: Ac. landolti Forel, Ac.
octospinosus (Reich), Ac. balzani
Emery, Ac. coronatus (Fabricius), Ac.
hystrix Latreille, Ac. subterraneus Forel,
Ac. rugosus (F. Smith) y Ac. aspersus (F.
Smith) (Fernandez et al. 1996; Mackay
y Mackay 1986).

Atta cephalotes, 1a especie de mayor dis-
tribucioén en el Neotropico (Fernandez

y Sendoya 2004), fue registrada por
Mackay y Mackay (1986) como la tinica
especie del género en el Departamento del
Valle del Cauca. Actualmente esta hormi-
ga, conocida localmente como “Arriera”,
constituye uno de los problemas principa-
les al afectar aproximadamente el 60% de
zonas verdes de la ciudad de Cali anidan-
do en los alrededores de casas y edificios
(Chacén de Ulloa 2003). Mas aun su in-
fluencia en Cali se extiende a zonas de
recreacion, jarillones y bordes de los rios
(Manzano et al. 2003).

La hormiga arriera se incluye dentro del
grupo de insectos sociales con mayor gra-
do de desarrollo y organizacion (Holldo-
bler y Wilson 1990). Sus colonias estan

formadas por una reina fértil y fecunda la
cual, con un tamafio varias veces mayor
que el de sus obreras, es la encargada de
la reproduccion y puede vivir por mu-
chos afios; por ejemplo, 14 o 15 aflos en
A. sexdens (Holldobler y Wilson 1990).
La vida de un hormiguero esta determi-
nada por la longevidad de la reina. Su
muerte trae consigo la desaparicion de la
colonia (Holldobler y Wilson 1990). El
cuidado de la reina y mantenimiento de
la colonia es llevado a cabo por un grupo
de obreras estériles y polimoérficas que
incluyen jardineras, nodrizas, cortadoras,
cargadoras, colectoras y soldados. El ali-
mento de las colonias de A#fa lo consti-
tuyen diferentes especies de hongos
siendo Attamyces sp. la reportada en co-
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lonias de Antioquia y Valle del Cauca
(Alcaldia de Cali - CVC 2001; Ortiz et al.
1999). Este hongo es cultivado en el in-
terior del nido en jardines formados a
partir de pedazos pequefios de hojas, cor-
tados y transportados por obreras desde
la vegetacion que rodea el hormiguero.
La hormiga contribuye al crecimiento del
jardin del hongo macerando la hoja y
adicionando secreciones labiales y ana-
les que contienen enzimas digestivas
(quitinasas, 0-amilasa y proteinasas)
(Holldobler y Wilson 1990). Este habito
alimenticio trae consecuencias positivas
y negativas para los ecosistemas donde
la hormiga habita.

Remocién de tierra. Uno de los efectos
notables causados por la colonizacion de
Atta es la aparicion de nidos u hormigue-
ros que se distinguen por la presencia de
monticulos de tierra suelta, producto de
excavaciones en el suelo para construir
subterraneamente el nido. Este sistema
de anidamiento tiene efectos positivos,
generalmente, en ambientes naturales.
Por ejemplo, algunos arboles crecen pre-
feriblemente en nidos abandonados de la
hormiga arriera (Holldobler y Wilson
1990) debido a que ésta, al excavar, pro-
mueve cambios favorables en las condi-
ciones nutritivas del suelo, como son
incremento en los niveles de N, P, K, Mg,
Ca, Na, humedad y materia organica
(Farji-Brener y Silva 1995). Asi, Cortés-
Pérez y Leon-Sicard (2003) comproba-
ron un aumento de nutrientes en suelos
de sabanas en la Orinoquia colombiana
donde A. laevigata esta presente. En con-
traste, la presencia de nidos en areas ur-
banas tiene un efecto negativo como es
el desmejoramiento del paisaje. Los mon-
ticulos de tierra ademas de desentonar con
el color del prado, causan irregularidad
en la superficie del area verde. Adicio-
nalmente, la remocion del suelo por la
arriera causa inestabilidad en el piso que
soporta paredes, muros, postes de ener-
gia y juegos infantiles, entre otros, pu-
diendo causar su caida. Este tipo de
estructuras son comunes en zonas verdes
que son utilizadas como parques y areas
de esparcimiento familiar.

Pérdida de follaje de 1a vegetacion. Va-
rias especies de Atta estan incluidas en-
tre las principales plagas de América del
Sur (Della Lucia 2003; Fowler et al. 1990)
sin embargo, el estimativo econdmico de
sus dafios, especialmente en sistemas pro-
ductivos, no esta por lo general, disponi-
ble (Della Lucia 2003) En Colombia,
Madrigal (2003) registra que las arrieras
atacan tanto especies cultivadas como
forestales, malezas y plantas ornamenta-

les. A. cephalotes es una de las especies
que limita el cultivo de forestales, al ata-
car las plantulas (C. Rodas, com. pers.).
En Brasil, Vasconcelos (1989) encontro
que la hormiga arriera causa un dafio
enorme a plantulas entre 3 a 9 meses de
edad, obstaculiza la regeneracion natu-
ral de las areas verdes. Aunque las hor-
migas cortadoras de hojas son especies
ampliamente polifagas, muestran prefe-
rencias por algunas especies de plantas
(Vasconcelos y Fowler 1990; Hubbell y
Wiemer 1983). En areas urbanas, ade-
mas de invadir las zonas verdes, causan-
do gran defoliacioén de la vegetacion
(hojas, flores y semillas) situada en los
alrededores del nido (Chacén de Ulloa
2003) ocasionan desestabilizacion y
hundimiento de cimientos de construc-
ciones. Segiin Bondar (1927) (citado por
Cherret 1986) en Bahia, Brasil, se repa-
raban entre 300 a 500 edificios por afio
atribuidos al colapso de nidos de esta
hormiga. Dada la abundancia de la
hormiga arriera en la zona urbana del
Municipio de Cali resulta de interés de-
terminar el grado de infestacion, area de
sus nidos y patron de distribucion en
las zonas verdes de la ciudad que son
mas atacadas.

El presente estudio, estuvo encaminado
a determinar la proporcion de zonas ver-
des con presencia de nidos de hormiga
arriera en tres comunas del municipio de
Cali, a la vez que se estimo cualita-
tivamente el nivel de infestacion, en tér-
minos de densidad de nidos, producido
por la hormiga en dichas zonas. En parti-
cular, se caracterizaron los nidos con base
en variables tanto cualitativas (sustrato
de localizacion en zonas planas o incli-
nadas, especies de arboles de sombrio)
como cuantitativas (area superficial, na-
mero de bocas, area de la boca principal,
volumen del mayor monticulo de tierra
excavada, ancho y largo de pistas de
forrajeo y actividad de obreras). Final-
mente, se obtuvo un método rapido y
confiable para estimar el tamafio de los
nidos, el cual puede ser util al imple-
mentar medidas de control.

Materiales y Métodos

Area de estudio. La investigacion se
desarroll6 en las zonas verdes de las co-
munas 17, 18 y 19 del Municipio de
Santiago de Cali, Departamento del Va-
lle del Cauca (3°24°56”N; 76°30°10”W,
Fig. 1). Estas comunas son divisiones
politicas de la ciudad. Aunque cada co-
muna seleccionada presenta caracteristi-
cas propias en cuanto a su panorama
urbanistico y arquitecténico, generando

condiciones ambientales muy variables
(Arévalo 1998), también exhiben carac-
teristicas comunes. Entre éstas la irriga-
cion por parte de los rios Meléndez, Lili,
Canaveralejo y Pance (Arévalo 1998) los
cuales en sus orillas poseen los denomi-
nados jarillones, elevaciones artificiales
de tierra con los que se busca evitar los
desbordamientos. Estos jarillones, sin
embargo, estan amenazados por la
anidacion de hormiga arriera (R. Caicedo,
com. pers.).

Las zonas verdes de las tres comunas han
sido arborizadas con especies ornamen-
tales pero algunas areas ain conservan
parte de la vegetacion natural del bosque
seco tropical (Arévalo 1998). En su con-
junto proporcionan un ambiente fresco y
sombreado que a la vez, ofrece alimento
y condiciones adecuadas para el estable-
cimiento y diseminacion de poblaciones
de Atta. Asimismo, algunas zonas del area
de estudio presentan conjuntos residen-
ciales, comerciales y recreativos donde
se dan condiciones artificiales (pedazos
de metal, grictas de cemento y tejas
apiladas) favorables para el estableci-
miento de la arriera (Manzano et al.
2003).

Intensidad de infestacion. Con el objeto
de determinar el grado de infestacion con
Atta sp. en las zonas verdes de las tres co-
munas, se realizaron recorridos en cada
una de ellas registrando la presencia o au-
sencia de nidos de arriera. Fueron consi-
derados positivos todos aquellos sitios con
presencia de nidos activos (i.e. donde las
hormigas entraban y salian o habia pre-
sencia de soldados). A su vez, cada sitio
positivo se categorizé cualitativamente
para medir la intensidad de infestacion,
segun el area ocupada por los nidos con
respecto al area total de la zona verde en
cuestion. Se considero infestacion “Baja-
Media” cuando el area ocupada por los
nidos fue igual o menor al 50% de la zona
verde y como “Alta” cuando estuvo por
encima de este porcentaje.

Para determinar si existian diferentes es-
pecies de Atta, se tomaron muestras de
hormigas de todos los nidos visitados,
colectando los diferentes tamafios de
obreras (pequefias, medianas y soldados).
Las muestras se coleccionaron en frascos
con alcohol al 70% hasta su identifica-
cion especifica utilizando un estereos-
copio y la clave taxondmica de Mackay
y Mackay (1986).

Seleccion y caracterizacion de nidos.
Dadas las grandes extensiones de las zo-
nas verdes, se selecciond, en forma
aleatoria, aproximadamente el 30% del
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area total de zonas verdes positivas a la
infestacion de hormiga arriera pero ga-
rantizando una inclusién equitativa
(15%) de cada una de las areas de zonas
con infestaciones Baja-Media y Alta.

Cada nido se marc6 con una estaca de
madera (35 cm x4 cm x4 cm) a la cual se
le asignaba un codigo con datos de la
comuna, zona verde y nimero consecuti-
vo del nido. En tablas de datos, se regis-
traron las siguientes variables:

Presencia de arboles: permitio6 identificar
aquellas especies que dan sombra al nido
y/o son consumidas por la hormiga arriera.
Esto fue verificado por la presencia de las
hormigas en el arbol y por los caracteristi-
cos cortes que ellas dejan en el follaje y
flores. Para estimar el tamafio del arbol de
sombrio, se calculd su altura con la ayuda
de un clindémetro, se midi6 su diametro a la
altura del pecho DAP y la cobertura vege-
tal de su copa con un densiémetro concavo
(Forestry Suppliers Inc).

Area total de la superficie externa del
. 2 . . g

nido (m”): estimada al multiplicar las

mayores medidas (largo y ancho) del

nido, tomando los orificios de entrada al

nido (bocas) mas externos como puntos

de referencia.

Conteo de bocas: para facilitar la cuan-
tificacion de las bocas de cada nido, se
elabor6 un cuadrante de 1 m x 1 m subdi-
vido en 25 cuadriculas de 400 cm” cada
una. Utilizando el cuadrante, se contd el
numero de bocas en toda la superficie ex-
terna del nido empezando por el punto en
el cual se observo la mayor cantidad de
bocas. Al mismo tiempo, se contabilizé el
numero de veces que fue necesario colo-
car el cuadrante para cubrir la totalidad
del nido. Con base en estos resultados y
con el fin de implementar un método rapi-
do y seguro del conteo de bocas, se estimd
el nimero de cuadrantes necesarios para
conocer el 50% de las bocas de un nido y
éste dato se relaciono con el area superfi-
cial del nido.

Tamariio del monticulo de tierra exca-
vada: una vez identificado el mayor
monticulo de tierra excavada en el cual
se ubica la boca principal, se tomaron
medidas de su largo, ancho y alto para
obtener un estimado de su volumen.

Area de la boca principal (cmz): general-
mente la de mayor tamafio y que presen-
ta, en mas de las veces, el mayor flujo de
hormigas. Se tomaron medidas de su lar-
go y ancho.

, . 2 .
Area del respiradero (cm”): se seleccio-
no6 uno de los orificios de menor tama-

fo y se tomaron medidas de su largo y
ancho.

Largo y ancho de pistas: se identifico el
principal camino utilizado por las obre-
ras para forrajeo y se midi6 su longitud,
en metros, desde su origen en el nido
hasta la base de las plantas de forrajeo.
Con ayuda de un flexémetro se midid
también el ancho de la pista en un punto
cercano al nido.

Actividad del nido: se definié como el
nimero de hormigas (contabilizado) que
pasan hacia el nido, durante un minuto,
por un punto de referencia situado en la
pista de forrajeo. Se us6 un contador
manual Safesport y se tomaron dos medi-
das por cada nido en horas diurnas.

Analisis de datos. Las observaciones se
organizaron en una hoja de calculo elec-
tronica. Se construyeron tablas de fre-
cuencia para seleccionar las zonas verdes
a muestrear y agrupar los nidos por cate-
gorias de tamaifio. Se calculo la matriz de
correlacion entre todas las variables des-
critas utilizando el coeficiente de Pearson
(r) con correccion de Bonferroni. Segui-
damente, se obtuvo la regresion lineal
simple entre la variable area superficial
de los nidos y las variables dependientes
numero total de bocas y niimero de cua-
drantes necesarios para conocer el 50%

de las bocas de un nido. Para efectuar to-
dos los analisis estadisticos se siguid a
Zar (1996) y se utilizé el programa
Statistica 6.0 (StatSoft 2001).

Por otra parte se elaboraron mapas super-
poniendo a la cobertura del perimetro
urbano de Santiago de Cali, una cober-
tura de rios y otra de barrios. Se calculd
para cada barrio el porcentaje de zonas
verdes con nidos de Atta cephalotes (To-
tal de sitios con nidos de arriera en el
barrio / Total de sitios muestreados en el
barrio seleccionado) obteniendo final-
mente una cobertura en colores gradua-
dos para los barrios visitados, indicando
con colores mas oscuros las areas de ma-
yor infestacion (Fig. 1).

Resultados y Discusion

Intensidad de Infestacion. 4. cephalotes
fue la Unica especie de arriera presente
en las tres comunas, lo cual corrobora los
hallazgos previos de Mackay y Mackay
(1986). Sus nidos fueron identificados en
un total de 143 zonas verdes que e%uiva-
len a una extension de 1°276.131 m”. Del
total de zonas verdes infestadas, el 57%
correspondi6 a la comuna 17 con 82 si-
tios, el 9% (13 sitios) a la comuna 18 y el
34% (48 sitios) a la comuna 19. En cuan-
to a intensidad general de infestacion, el
89% (127) de los sitios se ubico en la

~— 7

Incidencia de nidos de Atta
cephelotes en zonas verdes
de Cali

0
[_o-50
[ 50-66.7
[ 66.7-88.9
[ 88.9-100

Figura 1. Perimetro urbano de Santiago de Cali, mostrando en detalle el 4rea de estudio.
Dentro del area de estudio en colores graduados se representa el porcentaje de ocurrencia de
nidos de Atta cephalotes para cada barrio muestreado.
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Tabla 1. Numero, areas y categorizacion de zonas infestadas y proporcion de las mismas, seleccionadas para la caracterizacion de nidos en tres

comunas de Cali

Comuna Intensidad de infestacion Zonas verdes infestadas Zonas verdes seleccionadas
No. sitios Area (m?) % No. sitios Area (m?) %
17 Baja/Media 70 819.845 88,3 14 247.001 90,1
Alta 12 108.270 11,7 2 27.128 9,9
18 Baja/Media 12 75.384 89,7 4 28.866 100
Alta 1 8.671 10,3 0 0 0
19 Baja/Media 45 250.066 94,7 10 74.632 89,6
Alta 3 13.895 53 1 8.671 10,4
categoria Baja-Media y el restante 11% 1000000 -
(16) presento una infestacion alta (Fig. 1.). B Zona Verde
En la tabla’ 1 se dI’SCI‘lmlna para'gada co- O Area Seleccionada
muna, el niimero, 4rea y proporcion de las 800000 1
zonas verdes afectadas segun los dos ni- _
veles de infestacion. También se descri- "8 600000
ben las zonas verdes seleccionadas (31) =
. . ., 5]
en las cuales se hizo la caracterizacion de 8-
los nidos y, cuya extension acumulada 400000 1 0,500
(386.298 m”) correspondi6 al 30,3% del 50%
area total infestada en las tres comunas.
200000 1 31,50%
0, , ()
En la figura 2, se observa para cada co- 3430%
muna, el area total de las zonas verdes 0 -_|
con presencia de hormiga arriera y la pro- 17 ' 8 ' B '

porcion seleccionada para la caracteriza-
cion de los nidos. Es plausible pensar que
la comuna 17 representa un fuente per-
manente de propagacion de la hormiga
arriera (Fig. 2; Tabla 2). Esto es particu-
larmente valido si se tiene en cuenta que
en 16 sitios de esta comuna se caracteri-
zaron 41 nidos, distribuidos en nueve
barrios, equivalentes a 2.024,6 mz, arro-
jando que, en promedio, 127 m” de cada
zona verde esta infestada con nidos acti-
vos de la hormiga. Con respecto a la co-
muna 19, las areas aledafias al rio
Cafaveralejo fueron las mas afectadas.
Las zonas verdes en esta comuna son de
gran extensiony de ellas 1018,6 m’, agru-
padas en 11 sitios de siete barrios, estu-
vieron invadidas lo que representa en
promedio 93 m” cubiertos por nidos de la
arriera. Finalmente, en la comuna 18, la de
menor extension, con cuatro zonas verdes
seleccionadas que correspondieron a un

Comunas

Figura 2. Relacion entre zonas verdes infestadas y zonas verdes seleccionadas para la caracte-

rizacion de nidos.

total de 27.264 m” y, en promedio, 23 m’
de cada zona verde presentaron nidos de
arrieras. En esta comuna posiblemente la
reduccion de zonas verdes, como conse-
cuencia de la frecuente invasion humana,
determina la menor densidad de nidos.

La mayoria de las zonas verde en las tres
comunas (84%) presentaron de uno a tres
nidos de hormiga, el 13% presento entre 4
y 7 nidos y solamente una zona verde (3%)
de la comuna 17, presentd 12 nidos.

Caracterizacion de nidos. Los nidos es-
tudiados se caracterizaron por estar
ubicados en tres sustratos o zonas clara-
mente diferenciados: planas naturales, pla-

Tabla 2. Area total y promedios de las zonas verdes seleccionadas y sus respectivos nidos en
las tres comunas. Los valores promedio van seguidos de la desviacion estandar.

Comuna Area zonas verdes (m’) No. Nidos Area nidos (m?)
Total 274.129 41 2024,6
17 Promedio/sitio 17.133 £31.638 2,6 3,0 127 (181)
Total 28.866 8 87,8
18 Promedio/sitio 7.216 + 6.547 2,0+ 1,4 22 (24)
Total 83.303 23 1018,7
19 Promedio/sitio 7.573 +6.458 2,1 +1,3 93 (110)

nas artificiales y verdes inclinadas junto a
rios y canales (jarillones). Los nidos se
distribuyeron en habitats naturales y ar-
tificiales como andenes, viviendas huma-
nas, juegos infantiles, postes de energia
o bancas de parques. La mayor parte de
los nidos estudiados se ubicaron en te-
rrenos planos seguidos de zonas inclina-
das (Fig. 3). En la comuna 17 donde hay
mas rios y canales, se observo una propor-
cioén importante de nidos (27%) construi-
dos en jarillones (Fig. 4a). Aunque en
menor proporcion, la presencia de nidos
cercanos a sustratos como andenes, mu-
ros, postes de energia, juegos infantiles
(Fig. 4b) es un indicativo del alto grado
de adaptabilidad de esta hormiga ante
cambios en sus habitats naturales. En es-
tos casos es importante considerar que la
remocion de tierra, debida a la actividad
de los nidos, cerca a construcciones, con-
lleva al deterioro de sus estructuras como
lo informa Bondar (1927) (citado por
Cherret 1986) y como ocurrid, afios atras
en algunas edificaciones del Campus de
la Universidad del Valle en Meléndez (obs.
personal autores).
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Figura 3. Ubicacion de nidos de arriera para cada comuna en zonas planas o inclinadas.
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Arboles de sombrio. Al igual que lo re-
gistrado por Della Lucia y Moreira (1993)
en Brasil, 4. cephalotes manifest6 una ten-
dencia marcada a construir sus nidos en
lugares con sombrio, registrandose en un
total de 16 especies arbdreas cuya frecuen-
cia de ocurrencia se describe en la Tabla 3.
Los arboles (N=58) presentaron una altura
promedio de 13,5 = D.E. 7,1 m (minimo:
5,2; maximo: 41,7 y un DAP promedio de
1,49 m hasta un maximo de 12 m, tabla 4).
La sombra proporcionada por las copas de
estos arboles representa un promedio de
cobertura vegetal del 60,24% (+£20,07) es
decir, mas de la mitad del area de los nidos
estaba cubierta. Anidar bajo el sombrio de
estos arboles es, posiblemente, una estra-
tegia utilizada por la hormiga para evitar
la pérdida de humedad por evaporacion

Figura 4a. Nido en jarrillon ubicado en el margen del Rio Meléndez.

Tabla 3. Arboles que ofrecen sombra a 58 nidos de hormiga arriera en tres comunas
del sur de la ciudad de Cali. Las cifras representan las respectivas frecuencias de

Figura 4b. Nido ubicado junto a muro de vivienda en el sur de Cali.

observacion.

Nombre comiin Nombre cientifico Comunas

17 18 19 Total (%)
Caucho Ficus sp. 8 4 12 (20,7)
Acacia negra Acacia decurrens Wild 8 1 9 (15,5)
Chiminango Pithecellobium dulce Benth 1 6 7(12,1)
Saman Samanea saman Benth 5 5(8,6)
Ceiba Ceiba pentandra (L.) Gaertn. 4 4 (6,9)
Swinglea Swinglea glutinosa Murray 2 2 4(6,9)
Guayabo Psidium guajava Radd 1 2 3(5,2)
Guayacan Tabebuia chrysantha Blake 3 3(5,2)
Leucaena Leucaena leucocephala Wit 2 1 3(5,2)
Carbonero Calliandra angustidens Britton & Killip 1 1 2 (3.,5)
Cadmia Canangium odorata King 1 1(1,7)
Gualanday Jacaranda caucana Pittier 1 1(1,7)
Guasimo Guazuma ulmifolia Lamarck 1 1(1,7)
Mango Mangifera indica Linneo 1 1(1,7)
Yarumo Cecropia sp. 1 1(1,7)
Pomarosa Eugenia sp. 1 1(1,7)
Total 36 5 18 58

causada por las altas temperaturas. Lo an-
terior concuerda con las condiciones fres-
cas y huimedas del habitat natural de 4.
cephalotes, especie comun en los bosques
secos del valle geografico del rio Cauca
(Armbrecht et al. 2001; Chacon de Ulloa
et al. 1996).

Respecto a las plantas de forrajeo, las
observaciones de campo sugieren una
aparente preferencia de las hormigas por
algunos de los arboles nativos como
Chiminango, Acacia negra, Guasimo y
Guayacan (Tabla 3). Ademas se registra-
ron cortando hojas de Almendro (7ermi-
nalia catappa L.), Drago (Croton sp.) y
Chambimbe (Sapindus saponara L.).
Aunque no se comprobd que las hormi-
gas estuvieran utilizando este material
vegetal para cultivar el hongo, si estaban
al menos defoliando estas especies vege-
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Tabla 4. Estimados de las variables que caracterizan la superficie externa de los nidos de

hormiga arriera.

Desviacion

Variable No. Promedio Esténdar Minimo Maximo
1. Area superficial nidos (m?) 39,46 38,38 0,19 173
2. Numero de bocas 89,07 80,42 2 350
3. Area boca principal (cmz) 31,56 40,35 2,0 234,0
4. Area respiradero (sz) 1,26 1,01 0,25 5,0
5. Volumen monticulo de tierra (cm®) 28.084 31.802 300 181.916
6. Largo pista principal (m) 17,38 14,56 1,7 54,0
7. Ancho pista principal (cm) 11,14 4,65 4 24
8. Numero de obreras/minuto 36,92 30,69 2,5 157
9. Cobertura dosel arbol de sombrio (%) 60,24 20,07 0,16 98,3
10. DAP del arbol de sombrio (m) 1,49 1,67 0,2 12

tales. Estos aspectos deben ser estudia-
dos con mas detalle para obtener eviden-
cias mas directas que permitan, en el
futuro, planear estrategias de manejo y
control de esta hormiga.

Caracterizacion de los nidos segin su
superficie externa. En las tres comunas
se observaron 72 nidos cuya superﬁme
externa vari6 entre 1 y 211 m”. Se agru-
paron en tres categorias de tamafio (pe-
quefios, medianos y grandes). La mayoria
(47%) fueron pequenos con un rango de
area entre 1y30 m?; los medianos (3la
60 m ) conformaron el 25%y el 28% co-
rrespondlo a los nidos grandes (area ma-
yora 6l m ) Nuestro resultado contrasta
con el obtenido por Escobar et al. (2001)
para la misma especie de hormiga en Cho-
c6. Ellos al determinar el area de las co-
lonias de A. cephalotes, en cuatro
municipios, encontraron que la frecuen-
cia mayor correspondia a nidos con un
area promedio de 101,25 m”. En nuestro
caso, el dominio de nidos pequefios re-
salta el dinamismo de la colonizacion de
la hormiga arriera en ambientes urbanos.
Si estas areas encuentran los recursos ne-
cesarios para su desarrollo, sus nidos cre-

cen sin mayores agentes controladores y
se convierten en focos importantes de
infestacion a través de la produccion de
formas aladas, hasta dos veces al afio
(abril-mayo; octubre-noviembre), que
después del vuelo nupcial dan origen a
futuras reinas fundadoras de nidos
nuevos.

De los 72 nidos censados en las 31 zonas
verdes, se caracterizaron 54 nidos (75%)
representando las tres categorias de
tamafo. En la tabla 4, se observan los
valores promedio de las variables cuan-
titativas que caracterizan la superficie
externa de los nidos y en la tabla 5, se
dan los coeficientes de correlacion obte-
nidos entre las diez variables estimadas.
Se destacan tres correlaciones significa-
tivas, entre el area superficial y el nime-
ro de bocas (P <0.0001), entre el tamafio
(area) de la boca principal y la longitud
de la pista de forrajeo (P =0.001) y entre
el nimero de bocas y la actividad de las
obreras (P =0.005).

La figura 5 representa la regresion lineal
significativa (F, 5, = 50,05; P<< 0.0001)
entre el numero total de bocas versus el

area superficial total de los nidos. Esta re-
lacion nos indica que a) al crecer las colo-
nias y por consiguiente aumentar su area,
aumenta la complejidad del nido y su ac-
tividad metabdlica requiriendo mas bo-
cas de entrada y mas respiraderos, b) la
cantidad de bocas encontradas en el estra-
to epigeo del nido puede aproximarnos al
area total del nido. Esta relacion entre area
superficial y nimero de bocas del nido
fue mostrada por Holldobler y Wilson
(1990) en colonias de A. vollenweideri.
El conocer la cantidad de bocas se torna
importante para poder inferir la edad de
un nido como fue descrito por Holldobler
y Wilson (1990) en Atta y Acromyrmex.
Una aplicacion potencial e importante de
estarelacion seria estimar la edad y madu-
rez de los nidos de las zonas verdes para
definir estrategias de control.

También se encontrd una correlacion po-
sitiva entre el nimero cuadrantes de 1 m”
que permiten conocer el 50% de las bo-
cas que tiene un nido y la superficie ex-
terna del mismo (r = 0,84; g.l.: 52; p<
0.0001). Al obtener la ecuacion de regre-
sion lineal (Figura 6), esta fue altamente
significativa (F, 5, = 112,48; p<<0.0001)
y permite calcular, en forma rapida, el
nimero de bocas de un nido. Esta meto-
dologia se constituye en un aporte valio-
so y economico al estudio de poblaciones
de hormiga arriera, especialmente en ni-
dos grandes, al permitir cuantificar el
nimero de bocas de un nido sin necesi-
dad de recorrerlo en su totalidad y, por
ende, examinar mayor cantidad de nidos
en un menor tiempo.

Conclusiones

Atta cephalotes es la especie de hormiga
arriera que ha colonizado la mayor parte
de las zonas verdes de las comunas 17,
18 y 19 de la ciudad de Cali y se consti-
tuye, en estas zonas, en plaga urbana dada

Tabla 5. Coeficientes de correlacion de Pearson (r) entre las variables que caracterizan los nidos de hormiga arriera. El nombre de cada variable
corresponde al dado en la tabla 4. Los asteriscos marcan los coeficientes significativos y sus respectivas probabilidades: * p = 0,005; ** p =
0,001; *** p< 0,0001. Valor critico con correccion de Bonferroni de 1y o955y 43 = 0,40.

A\ V, \A V, Vs Vs \Z} Vs Vo Vi
\2 1,00 0,70 0,10 0,02 0,04 0,25 0,18 0,39 0,18 0,11
Vs, 1,00 0,32 -0,06 -0,02 0,23 0,34 0,40+ 0,07 0,27
Vs 1,00 -0,08 0,29 0,47 0,37 0,22 0,02 0,03
v, 1,00 -0,03 -0,06 0,01 0,23 0,12 0,15
Vs 1,00 0,01 0,21 0,14 0,05 -0,10
\' 1,00 0,31 0,22 0,07 -0,05
v, 1,00 0,30 -0.09 0,01
\'A 1,00 0,06 -0,07
Vi 1,00 0,13
Vi 1,00
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Figura 5. Relacion entre el nimero total de bocas y el area superficial total del nido. (Y =

1,4674x + 31,166; R? = 0,49).
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Figura 6. Relacion entre el 4rea total superficial (m?) y el nimero de cuadrantes que estiman
el 50% de las bocas en nidos de la hormiga arriera. (Y = 0,064x + 1,1401; R2= 0,70).

su amplia distribucion, gran capacidad
de colonizacién y, sobretodo, por los
impactos negativos directos (ataque y
defoliacion de césped y arboles) e indi-
rectos (al socavar con sus nidos el suelo,
generando inestabilidad de las construc-
ciones civiles tales como jarillones, jue-
gos infantiles y areas recreativas) que
ocasiona.

Basados en la nueva metodologia, es po-
sible realizar una estimacion rapida y
confiable del grado de infestacion de las
areas afectadas por 4. cephalotes y de la
dimensidn de sus nidos. Se debe: 1) se-
leccionar el 30% de un area afectada y
cuantificar inicialmente la densidad de
los nidos, 2) Estimar el nimero de bocas
de los nidos mas representativos lo cual
es buen indicador de su tamafio y com-
plejidad. Para ello, se obtiene la medida
del area exterior (largo por ancho del
nido) y se aplica la ecuacion Y = 0,064

X+ 1,1401 (Y = nimero de veces que es
necesario utilizar un cuadrante de 1 m”
para contabilizar aproximadamente el
50% del total de bocas de un nido y X
es el area exterior del nido). Este calcu-
lo es adecuado para nidos que tengan
un méximo de 200 m” de 4rea exterior.
El método que es simple, facil y econd-
mico eventualmente puede constituirse
en una herramienta bésica para el desa-
rrollo de estrategias de control ya que
permitiria calcular la cantidad de pro-
ducto (biolégico o quimico), que se
debe aplicar a un nido de acuerdo a su
area y nimero de bocas.
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Seccion Médica

Deteccion y cuantificacion de Propoxur en la sucesion de
insectos de importancia médico-legal

Detection and quantification of Proporxur in the succession of insects of medico-legal importance

MARTA WOLFF', YOVANNY ZAPATA?, GLADIS MORALES®, MARK BENECKE*

Resumen. Con miras a la deteccion y cuantificacion del Propoxur en insectos de importancia forense
y a la busqueda de indicadores entomotoxicoldgicos, se utilizé la técnica de HPLC (Cromatografia
Liquida de Alta Eficiencia) con ejemplares colectados durante la sucesion ecologica asociada a los
cadaveres de conejos. Tres conejos fueron sacrificados con una sobredosis de Propoxur y contando
con un cuarto conejo control fue sacrificado por dislocamiento cervical. Los conejos fueron
monitoreados durante 28 dias, tres veces al dia (7, 13 y 18 horas). Durante este periodo se colectaron
insectos inmaduros y adultos, y se midio la temperatura ambiental, la temperatura corporal y la pérdi-
da de peso. Del material colectado, se seleccionaron 73 individuos entre inmaduros (larva I, II, III,
pupas) y adultos de los 6rdenes Diptera y Coleoptera, en los que se evalu6 el analito de interés por
HPLC. Hubo un resultado positivo en el 56% de las muestras desde larva I hasta adulto y en todos los
estados sucesionales de la descomposicion. Esta técnica permitié una alta sensibilidad a partir de 0,1g
0 menos por cada muestra, para la cuantificacion de residuos de Propoxur en larvas y adultos. En
Diptera se cuantifico a partir de muestras con un peso de 0,0029 g y para Coleoptera en muestras con
un peso de 0,002 g. La concentracion minima detectada (0,671 ppm) se encontrd en larvas en estadio
II de dipteros Calliphoridac y Muscidae y la concentracion maxima cuantificada (229,7121 ppm) se
encontr6 en larvas en estadio III de Lucilia eximia (Diptera: Calliphoridae), con porcentajes de 0,04 y
0,34 respectivamente.

Palabras clave: Entomotoxicologia. Entomologia Forense. Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia.

Abstract. To detect and quantify the amount of Propoxur in insects of forensic importance and search
for entomotoxicologic indicators, the HPLC (High Performance Liquid Chromatography) technique
was used on individuals collected during the ecological succession associated with the corpses of
rabbits. Three rabbits were sacrificed with an overdose of Propoxur and a fourth control rabbit was
sacrificed by cervical dislocation. The rabbits were checked over 28 days, three times a day (07:00,
13:00 and 18:00 hours). During this period, immature and adult insects were collected, and the ambient
temperature, corporal temperature and weight loss were measured. From the collected material, 73
individuals from among the immatures (larvae I, II, III, pupae) and adults of the order Diptera and
Coleoptera were selected and the component of interest was evaluated by HPLC. There was a positive
result in 56% of the samples from larva I to adult in all the successional stages of decomposition. This
technique allowed a high sensitivity from 0.1 g or less for each sample in the quantification of
Propoxur residues in larvae and adults. Samples with a weight of 0.0029 g for Diptera and 0.029 g for
Coleoptera were quantified. The minimum detected concentration (0,671 ppm) was found in stadium
IT larvae of Calliphoridae and Muscidae dipterans and the maximum quantified concentration (229,721
ppm) was found in stadium III larvae of Lucilia eximia (Diptera: Calliphoridae), with percentages of
0.04 and 0.34, respectively.

Key words: Entomotoxicology. Forensic Entomology. High Performance Liquid Chromatography (HPLC).

https://doi.org/10.25100/socolen.v32i2.9384

Introduccion

La entomotoxicologia es una herra-
mienta que aplica analisis toxicoldgicos
a insectos que se alimentan de carrofa,
con el fin de identificar drogas y toxi-
nas tales como insecticidas, antide-
presivos triciclicos y estimulantes
(barbituricos, cocaina y anfetaminas)

presentes en tejidos. También investiga los
efectos causados por dichas sustancias en
el desarrollo de los artrépodos para deter-
minar el intervalo postmortem (IPM)
(Introna et al. 2001) ya que la confiabilidad
de la evidencia entomologica para la esti-
macién de IPM puede depender de la pre-
sencia de productos en los tejidos de las
larvas pues algunas toxinas pueden afec-

tar la rata de crecimiento de las especies
presentes en los cadaveres (Gagliano-
Candela y Aventaggiato 2001; Goff and
Lord 2001; Introna et al. 2001; Introna
et al. 1990; Goff et al. 1993, 1991,
1989).

Por los métodos tradicionales de la
toxicologia, los productos de envenena-

1 Autor para correspondencia: Profesor, Dr. Laboratorio de Colecciones Entomolégicas-GIEM. Universidad de Antioquia. A.A 1226 Medellin, Colombia. E-

mail: mwolff@matematicas.udea.edu.co

2 Biodlogo. Laboratorio de Colecciones Entomologicas-GIEM. Universidad de Antioquia. A.A 1226 Medellin, Colombia.
3 M. Sc. Quimica. GIEM. Universidad de Antioquia. A.A 1226 Medellin, Colombia.

4 Dr. Mark Benecke. Internacional Forensic Research and Consulting. Cologne-Germany.
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miento se recuperan mediante muestras
de o6rganos internos, orina y sangre; sin
embargo, en estados avanzados de des-
composicion esta técnica no es posible
(Introna et al. 2001). De ahi que los in-
sectos puedan ser una alternativa en la
determinacion de la presencia de sustan-
cias en un cuerpo, dado que el analisis
cualitativo en las larvas es una evidencia
de la presencia de un compuesto deter-
minado (Wolff et al. 2004; Bourel et al.
2001; Hédouin, et al. 2001; Introna et
al., 2001; Bourel et al.1999; Goff et al.
1997, 1993). La entomotoxicologia uti-
liza técnicas tales como Analisis Radio
Inmunolégico (RIA), Cromatografia de
Gases (GC), Cromatografia de Capa Fina
(TLC), Cromatografia Gaseosa Acoplada
a Masas (GC-MS) y Cromatografia Liqui-
da de Alta Resolucion (HPLC) (Introna et
al. 2001).

El Propoxur es un producto ampliamente
comercializado que no tiene prescripcion
ni restricciones para su compra y es de
bajo costo. Es un carbamato muy persis-
tente, cuyo ingrediente activo presenta
un DL 50 de 100 mg/kg de peso. Es un
insecticida de ingestion y contacto (FAO
1985).

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo
fue detectar cuantitativa y cualitativa-
mente Propoxur en insectos asociados al
proceso de descomposicion cadavérica,
como una metodologia de apoyo a la in-
vestigacion médica y judicial.

Materiales y Métodos

El trabajo se realiz6 en la ciudad de
Medellin, Colombia, situada a una alti-
tud de 1.450 msnm, en un area designada
segun Holdridge como bosque hiimedo
premontano (bh-P), con temperatura am-
biental entre 18-24°C y pluviosidad me-
dia anual de 1.409 mm (IGAC 1997,
Espinal 1985).

Para el estudio se utilizaron cuatro cone-
jos (Sylvilagus brasiliensis L.) de 3,1-3,2
Kg. Uno de ellos, que se utilizd como
control, fue sacrificado por dislocamiento
cervical. A los otros tres se les inyectd
con una dosis letal de 10 ml de Propoxur
via intra-cardiaca y se les suministr6 1
ml via oral. Previo al sacrificio todos los
conejos fueron anestesiados con 0,7 ml
de Ketalar, siguiendo el protocolo apro-
bado por el Comité de Bioética de la
Universidad de Antioquia. Después del
sacrificio se extrajeron 10 g de higado de
cada uno de los conejos para un poste-
rior analisis toxicoldgico. Los conejos
fueron colocados individualmente en

jaulas metalicas de 60 x 50 x 40 cm sepa-
radas entre si a una distancia de 5 m.

Los insectos que se encontraban sobre los
cadaveres fueron colectados diariamente
durante 28 dias entre los meses de junio y
julio, tres veces al dia: a las 7, 13 y 18
horas, y una vez al dia se midi6 la tempe-
ratura ambiente, la temperatura corporal
(rectal) y la pérdida de peso. Se recogie-
ron tanto insectos inmaduros en todos los
estadios (LI, LIIL, LIII, pupa), como adul-
tos en orificios naturales (ojos, orejas,
boca y ano); sobrevolando el cuerpo, bajo
éste y en el suelo hasta una profundidad
de 10 cm en un area de 40 x 60 cm. Una
parte de los insectos colectados se fijo y
almaceno en alcohol al 70% para la iden-
tificacion taxondmica y otra parte, con-
sistente en una muestra de individuos de
todos los estadios provenientes de todos
los sitios, se almacend de forma indivi-
dual en viales secos y se llevo a—20° C, al
igual que una porcion de 20 g de higado
proveniente de cada uno de los cuatro
conejos a evaluar para la deteccidon y
cuantificacion del Propoxur por HPLC.

Procesamiento de insectos en labo-
ratorio. Previo al procesamiento para
deteccion en el HPLC, las muestras
entomologicas guardadas en frio se se-
pararon por estadio de desarrollo, previa
determinacion taxonomica e identifica-
cion del estado sucesional correspon-
diente a la fase de descomposicion de
cada conejo (Castillo 2001; Shalaby et
al, 2000; Schoenly et al., 1996; Timms
1994). De igual forma se procedié con
los insectos fijados en alcohol.

Separacion y cuantificacion del Propo-
xur por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (HPLC). El analisis se llevo
a cabo en un cromatégrafo liquido
(Gilson) con detector de arreglo de diodos

(DAD) a una longitud de onda de 263
nm. Columna: Water BondapackC18:
3,9 x 300 mm, Guarda columna:
WAT044480, W10861. Fase movil:
Acetonitrilo: Agua (50:50). Gradiente
isocratico: temperatura ambiente y flu-
jo de 1,2 ml/min (Fig. 1). El tiempo de
elucion del Propoxur fue de 4,4 minutos.

Un méximo de 0,2 g de muestra de insec-
to o higado fue sometido a la técnica
cromatografica luego de maceracion y
tres extracciones; mezcla Agua: ACN
(50:50) con 0,5 ml de solucion por ex-
traccion para un volumen total de 1,5 ml.
Cada extraccioén se acompaid con el
sonicador durante 10 minutos. Se cen-
trifugd para separar el sobrenadante en
tubos Eppendorf, y se le agregd 0,1 ml de
etanol con el fin de precipitar las protei-
nas para volver a centrifugar. La solucion
sobrenadante se inyectd directamente en
el cromatografo liquido.

La cuantificacioén se realizé por curva de
calibracion, para ello se prepararon dife-
rentes diluciones del estandar de Propo-
Xur y se inyectaron en el cromatografo
(Tabla 1). Como estandar interno se em-
pled el Carbofurano lote 234-101B a un
99% de pureza de CHEM SERVICE, con
esos datos se buscd la linealidad del mé-
todo, graficando la relacion area (uA)/
concentraciéon (ppm) en funcién del
logaritmo de la concentracion (Fig. 2a),
empleando el programa estadistico
Statgraphics Plus 5.0. El factor de res-
puesta se encontré en el rango de 400
357,42 y 442 500,30, a un 95% de nivel
de confianza. A partir de esos resultados,
se determinaron los limites de cuanti-
ficacion, siendo la concentracion de 1,8
ppm el limite de donde se estimd que el
Propoxur es cuantificable en un rango de
linealidad de 1,8 a 58 ppm. Asi mismo, se

Cromatogram
100 —
0.02 —
[}
n
©
<
5 =0
© -
2 2
o
=
ES 0
0- T 1 T 1 T ]
0 50 10.0 15.0
Minutes

= » C: \giem\propoxur.002\propuxur.gdt: 263: Estandar 20 ppm: Inj.Number: 4 |

Figura 1. Cromatograma correspondiente al estandar de Propoxur (estandar primario).
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Tabla 1. Lectura de las 4reas para los estandares de Propoxur en la separacion y cuantificacion
por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC).

Concentracion (ppm) Area Relacién (Area /Conc.)
1,74 693 622,31 398 633,51
3,46 1396 695,12 403 669,11
3,46 1269 687,62 366 961,74
8,54 3607 951,25 422 674,7
8,36 3623 713,00 433 458,49
16,60 7330 403,00 441 590,54
16,60 7227 574,00 435 396,02
31,82 13 914 855,00 437 299,03
31,82 13 340 988,00 419 264,24
41,65 17 822 600,00 427 913,57
41,65 17 450 574,00 418 981,37
58,33 24 134 596,00 413 759,57
58,33 24 116 156,00 413 443,44

ppm= partes por millon, Area= unidades de area, Conc = concentracion.

graficé el area en funcién de la concen-
tracion (Fig. 2b) y se obtuvo una rela-
cion lineal entre las variables, con un
coeficiente de correlacion = 0,99951 y
R? = 99,902%.

Para validar el método de extraccion y
separacion del Propoxur, se tomaron lar-
vas limpias del conejo control y se
doparon con una concentraciéon conoci-
da de Propoxur (estandar primario); lue-

go se procedio6 al proceso de extraccion
descrito anteriormente, con un porcenta-
je de recuperacion del 82% (Fig. 3).

Resultados y Discusiéon

En la sucesion de artropodos observada
durante el proceso de la descomposicion,
se registraron cinco fases de descompo-
sicion: fresco, hinchado, descomposicion
activa, descomposicion avanzada y
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Figura 2a. Evaluacion de la linealidad del Propoxur: Relacion Area (uA) versus el Logaritmo

de la concentracion.
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Figura 2b. Curva de calibracion del area en funcion de la concentracion.

momificado, no observandose la fase de
restos. Se colectaron organismos perte-
necientes a 16 6rdenes (Diptera, Co-
leoptera, Hymenoptera, Lepidoptera,
Blattaria, Orthoptera, Dermaptera,
Hemiptera, Thysanura, Thysanoptera,
Collembola, Acari, Araneae, Geo-
philomorpha, Isopoda, Oligochaeta) y
a 36 familias distribuidos en todas las
categorias ecologicas (Smith 1986):
necrofagos (Calliphoridae, Muscidae -
en parte-, Sarcophagidae, Phoridae,
Sepsidae -en parte-, Cleridae, Trogidae,
Acari); depredadores (Calliphoridae -en
parte-; Muscidae -en parte-, Carabidae,
Histeridae, Staphylinidae, Reduviidae -
en parte-, Aranae, Geophilomorpha);
omnivoros (Blattidae, Vespidae, For-
micidae, Labiidae, Labiduridae,
Isopoda) e incidentales (Apidae, Braco-
nidae, Cydnidae, Gelastocoridae, Miri-
dae, Reduviidae -en parte-, Chloropidae,
Sphaeroceridae, Syrphidae, Tabanidae,
Cicadellidae, Membracidae, Elateridae,
Gryllidae, Lepismatidae, Thysanoptera,
Hypogastruridae, Onychiuridae).

Del total de individuos colectados, se
utiliz6 una muestra (N=73) para el anali-
sis, obteniéndose un resultado positivo
(deteccion y/o cuantificacion del Propo-
xur) en 41 ejemplares entre larvas, pupas
y adultos de Diptera y Coleoptera (Tabla
2), pertenecientes a los conejos uno y dos
(Figs. 4a-c). En el conejo tres no hubo
deteccion del producto, ni en el control.
Las concentraciones de Propoxur que se
pudieron cuantificar estuvieron entre
0,6771ppm en larva II de Muscidae y
Calliphoridae y 229,712 ppm en larva II1
de Lucilia eximia Wiedemann, y con una
area promedio de 284 104,25 y 96 391
120 respectivamente (Tabla 2).

En lo que respecta a las muestras de los
higados, no se encontré Propoxur en
ninguno de los conejos sometidos al
producto, ni en el control, lo que po-
dria explicarse por el mecanismo de dis-
persion del Propoxur. Los carbamatos
no se acumulan en el organismo; su
biotransformacion se realiza por hidré-
lisis, oxidacion y conjugacion y se eli-
minan rapidamente por via urinaria.
(Anonimo 2006).

En la sucesion se observd como grupos
mayoritarios en estadio de larva individuos
de Diptera y Coleoptera; del primer grupo
se encontraron las familias Calliphoridae,
Sarcophagidae, Muscidae y Phoridae y del
segundo, Trogidae, Staphylinidae, Der-
mestidae y Cleridae. La familia Calli-
phoridae fue la primera en llegar y depositar
sus huevecillos en todos los conejos, L.
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Tabla 2. Insectos en los cuales se detectd y cuantificd el Propoxur por el método de HPLC.
Modelo Taxon Estadio Masa Area promedio Propoxur (ppm) %p/p
Conejo 1y2 Diptera Calliphoridae Larva III 0,008 5550017,25 132264 0,248
Cochliomyia macellaria 0,0501 2275558,125 54229 0,0162
NC
Diptera Calliphoridae Larva IIT 0,0377 2256 035,12 5,3764 0,0214
Lucilia eximia 0,1843 3066 764,25 7,3085 0,0059
0,1792 6199 327,25 14,7738 0,0124
0,1756 14 827210,50 35,3351 0,0302
0,1875 17305 451,50 41,2411 0,033
0,0474 599 992,40 1,4299** 0,0045
0,0138 1278 926,25 3,0478 0,0331
0,1298 4438 546,25 10,5776 0,0122
0,1011 96 391 120,00 229,7121 0,3408
NC
Diptera Calliphoridae Larva III 0,0702 1223 009,31 29146 0,0062
Chrysomya albiceps 0,0275 1350823,00 32192 0,0176
Pupa 0,0381 5454 918,00 12,9998 0,0512
Diptera Calliphoridae Larval 0,0485 11187 264,00 26,6607 0,0825
(Indeterminada) Larva Il 0,0029 284 104,25 0,6771%* 0,035
0,104 1087 884,81 2,5926 0,0037
Pupa 0,1994 1443 873,44 3,4409 0,0026
0,0762 3300 641,25 7,8658 0,0155
0,1456 8833 997,50 21,0525 0,0217
0,0757 14774 477,50 35,2094 0,0698
Diptera Muscidae Larval 0,0485 11187 264,00 26,6607 0,0825
(Indeterminada) NC
Larva Il 0,0029 284 104,25 0,6771%* 0,035
Coleoptera Cleridae Adulto 0,002 915317,78 2,1813 0,1636
Necrobia rufipes 0,033 16 991 544,00 40,493 0,1841
Coleoptera Dermestidae Larva 0,0193 12 059 589,00 28,7395 0,2234
Dermestes sp. NC
Adulto 0,0054 589 851,54 1,4057** 0,039
Coleoptera Trogidae Larva 0,0513 1103 567,66 2,6299 0,0077
Trox sp. 0,0466 4812 618,00 11,4691 0,0369
NC
Adulto 0,002 1651170,32 3,9349 0,2951
0,0502 3015271,26 7,1858 0,0215
0,0924 3649 679,12 8,6976 0,0141
0,014 9336 103,00 22,2491 0,2384
0,0105 12317 623,50 29,3544 0,4193
0,0149 23275 856,00 55,4693 0,5584
NC
NC
Coleoptera Staphylinidae Adulto 0,1084 1491 650,18 3,5548 0,0049

NC = no se cuantifico, aunque se detectod.

eximia, se recolectd en todas las fases de
descomposicion, disminuyendo en el pe-
riodo momificado. Cochliomya macellaria
(Fabricius) estuvo presente en mayor can-
tidad en el periodo de hinchado al igual
que la Chrysomya albiceps (Widemann),
la cual fue encontrada hasta momificado.

Chrysomya megacephala (Fabricius) es-
tuvo presente solo en el conejo dos des-
de activo a momificado. Larvas de
Sarcophagidae fueron colectadas en to-
dos los modelos desde el periodo hin-
chado hasta el momificado.

La familia Muscidae (Polietes sp.) pre-
domino en todas las fases de descompo-
sicion. La familia Phoridae (Trophodeinus
sp.) se colectd en el suelo a partir del pe-
riodo hinchado hasta el final del mues-
treo. En el segundo grupo, los coledpteros
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Figura 3. Cromatograma correspondiente a larvas control de Lucilia eximia, dopadas con
Propoxur (estandar primario).
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Figura 4a. Cromatograma de deteccion del Propoxur en una muestra de 7rox sp. (Coleoptera,
Trogidae).
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Figura 4b. Cromatograma de deteccion del Propoxur en una muestra de Chrysomya albiceps
(Diptera, Calliphoridae).

adultos de Trogidae (Trox sp.) predomi-
naron desde hinchado hasta momifica-
do. En este grupo se cuantificaron los
mayores residuos del veneno; igualmen-
te se obtuvo Staphylinidae (Aleocha-
rinae), Dermestidae (Dermestes sp.) y
Cleridae (Necrobia rufipes (DeGeer));
estos ultimos de gran importancia en la
entomologia forense ya que predominan
desde la fase de activo hasta la de
momificado.

Los himenopteros, presentes en todas las
fases de descomposicion y que forman
parte de la fauna local con caracter de
oportunistas, fueron observados devoran-
do larvas, en especial de Diptera. Los
demas grupos, que fueron minoritarios
(Hemiptera -Gelastocoridae-, Lepidop-
tera, Anthicidae, Collembola, algunos
Formicidae y otros artropodos -Isépodos
y otros-) fueron considerados como inci-
dentales ya que hacen parte de la fauna
local.

En cuanto a la deteccion del Propoxur
(Tabla 2), los resultados fueron positivos
a partir del periodo en fresco para larvas
I de Calliphoridae colectadas directamen-
te del cuerpo, pero no fue posible la
cuantificacion. Para la fase de hinchado,
se detectaron nueve larvas III de L. exi-
mia, provenientes del suelo y del cuerpo.
La deteccion en pupas se efectud en ejem-
plares hallados enterrados a partir de la
fase de descomposicion avanzada, per-
tenecientes a Calliphoridae (una de
C. albiceps y cuatro indeterminadas).

Para el caso de los Dermestes sp. y Trox
sp., se detectd el Propoxur tanto en lar-
vas como adultos y en V. rufipes, en adul-
tos; estas especies fueron colectadas al
interior del cuerpo de los conejos y aun-
que aparecen en periodos de descompo-
sicion desde hinchado hasta momificado
(Trox sp.) o desde activo a momificado
(Dermestes sp. y N. rufipes), son consi-
deradas propias de las ultimas fases de
descomposicion o, como ocurri6 en este
trabajo, de partes del cuerpo que sufren
un proceso de esqueletizacion mucho
antes que el resto del cuerpo como las
patas o miembros inferiores al tener me-
nor cantidad de tejido blando.

Con respecto al consumo de los cadave-
res, la presencia del veneno no alterd las
etapas sucesionales en los insectos, pero
si las fases de descomposicion. Esto fue
debido quizés al mecanismo de disper-
sion del veneno.

La técnica del HPLC mostro ser una he-
rramienta muy eficaz para la Entomo-
toxicologia a partir de muestras con un
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Figura 4c. Ampliacion del pico correspondiente al Propoxur, detectado en larva III de
Cochliomyia macellaria (Diptera, Calliphoridae) luego de ser sometida al proceso de extrac-

cion, a una longitud de 263 nm.

peso desde 0,0029 g. Se detectd y cuan-
tificd el Propoxur en larvas LI, IL, I1I, pupa
y adultos de Diptera; larvas y adultos de
Coleoptera; en las etapas de sucesion de
fresco, hinchado, avanzado y momifica-
do. La concentracion mas alta detectada
(0,5584 %) se presentd para los coledp-
teros (Trox sp.) en momificacion.

Los estudios en entomotoxicologia con
fines forenses aunque han sido numerosos
son muy escasos en lo que respecta a pes-
ticidas; tan solo se tienen reportes de de-
teccion en el organofosforado malation,
en el cual se realizaron extracciones por
cromatografia gaseosa (GC) en larvas de
Diptera (Gunatilake y Goff, 1989) y por
cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), en donde se obtuvieron resulta-
dos positivos larvas de Diptera y adultos
de Coleoptera (Wolff et al. 2004).

Este es el primer estudio que se efectiia
con Propoxur, con el cual, se pudo estan-
darizar un protocolo para cuantificar y
detectar el carbamato en insectos de im-
portancia médico-legal. Este trabajo de-
muestra la importancia de considerar la
Entomotoxicologia en Colombia como
una herramienta eficaz de apoyo a las
ciencias forenses.
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Interaccion de Leishmania (L.) chagasi con la linea celular Lulo
en diferentes condiciones ambientales

Interaction of Leishmania (L.) chagasi with the Lulo cell line in different environmental conditions
VICTOR ACERO', EDNA GALEANO!, MARTHA AYALA?2, JAIME CASTELLANOS?, FELIO BELLO*

Resumen. Existen eventos desconocidos o pobremente comprendidos en las interacciones Leishmania-
célula hospedera que ameritan estudios en nuevos modelos in vitro. El proposito del presente trabajo
fue evaluar, teniendo en cuenta variables de temperatura, concentracion de C0, y cambios morfométricos
de las células, la interaccion de Leishmania chagasi con una linea celular (Lulo), previamente estable-
cida, derivada de tejidos embrionarios de Lutzomyia longipalpis. La linea celular J774 se utilizé como
control positivo de la infeccion. La cepa MH/CO/84/CI-044B de L. chagasi se uso para los ensayos de
infeccion. Los parasitos se adicionaron a las células adheridas, tanto de Lulo como de J774, en una
proporcion de 5:1. La incubacion se efectud a 28°C y 37°C, en ausencia ypresencia de CO,. Se realizo6
un estudio morfométrico de las células antes y después de la infeccion. Las caracteristicas
ultraestructurales, tanto del parasito como de las células, se analizaron por microscopia electronica. El
mayor porcentaje de infeccion en las células Lulo a 28°C se registro el dia seis post-infeccion (26,8%),
mientras que a 37°C, sin atmosfera de CO,, el maximo valor (30,4%) se obtuvo el dia nueve. Los
analisis morfométricos mostraron un aumento significativo en el tamafio de las células infectadas de
Lulo a 28°C y de J774 a 37°C con y sin atmodsfera de CO, respectivamente.

Palabras clave: Caracteristicas ultraestructurales. Temperatura y CO,. Promastigote. Porcentaje de
Infeccion. Morfometria celular.

Abstract. There are unknown or poorly understood events in the Leishmania-host cell interactions
that merit studies in new in vitro models. The aim of the present work was to evaluate Leishmania
chagasi interaction with a cell line (Lulo) previously established and derived from Lutzomyia
longipalpis embryonic tissues, bearing different temperatures and CO, concentrations in mind and
morphometric changes of the cells. The J774 cell line was used as positive control of the infection.
The L. chagasi MH/CO/84/CL-044B strain was used for infection assays. The parasites were added to
adherent cells, in Lulo as well as J774, in a 5:1 ratio. Incubation was at 28°C and 37°C, in the absence
and presence of CO,. A morphometric study of the cells was carried out before and after infection.
Both parasite and cell ultrastructure characteristics were analyzed by electron microscope. The greatest
percentage of infection in the Lulo cells at 28°C (26,8%) was registered on day six post infection,
while at 37°C, in the absence of CO,, the maximum value (30,4%) was obtained on day nine. The
morphometric analyses showed a significant increase in the size of Lulo cells infected at 28°C and
J774 cells at 37°C with and without CO,, respectively.

Key words: Ultrastructure characteristics. Temperature and CO,. Promastigote. Percentage of infection.
Cell morphometry.

Introduccion

Los protozoos flagelados del género
Leishmania son parasitos intracelulares
obligados que asumen durante su ciclo
de vida varios estados morfologicos y
funcionales (Abdulrahman ef al. 1998).
Sin embargo, experimentalmente se ha
encontrado en el canal alimenticio del
flebétomo, después de una segunda co-
mida de sangre y en dias avanzados de
infeccion, formas del parésito semejan-
tes a amastigotes (Afiez et al. 2003) esto

plantea nuevos interrogantes sobre el ci-
clo bioldgico del parasito, particularmen-
te en el vector. El desarrollo del ciclo
biologico de los parasitos del género
Leishmania puede ser experimentalmente
estudiado in vivo e in vitro. En el primer
caso se utilizan hembras de flebétomos
para inducir la transformacion de especies
de Leishmania, particularmente de la for-
ma amastigota a la promastigota, median-
te la ingesta de sangre que contiene
amastigotes, tomada a través de membra-
nas artificiales. La diferenciacion de los

promastigotes ocurre en el intestino del
insecto, donde ademas éstos se replican
y pueden observarse en diferentes esta-
dos morfoldgicos; luego la transmision
se realiza en condiciones de laboratorio
por la picadura a ratones 6 hamsters
(Bates 1997; Killick-Kendrick 1986;
Molyneux y Killick-Kendrick 1986).
Experimentos in vitro emplean células
de exudado peritoneal de ratones y
hamsters, igualmente células macro-
fagicas tumorales de raton para repro-
ducir los mecanismos de diferenciacion,
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replicacion y maduracion de los parasi-
tos (Aikawa et al. 1982; Pearson et al.
1981; Chang y Dwyer 1976). De forma
similar, estos eventos se han podido es-
tudiar en lineas celulares de origen no
macrofagico, principalmente en cultivos
de fibroblastos (Hérvas-Rodriguez et al.
1996; Corte-Real 1995; Schwartzman y
Pearson 1985; Dedet et al. 1983; Chang
1978, 1979; Mattock y Petters 1975). Por
otra parte, los medios axénicos que fre-
cuentemente se emplean para mantener
estos parasitos en condiciones de labora-
torio se han usado para lograr la trans-
formacién in vitro de Leishmania,
principalmente de la forma promastigote
a la amastigote, mediante temperaturas
elevadas y pH acidos (Aquino ef al. 2002;
Saar et al. 1998; Leon et al. 1995;
Hodgkinson ef al 1996; Bates et al. 1992,
1993, 1994; Zilberstein 1991; Pan 1984).

Los cultivos celulares de insectos vec-
tores se emplean en forma extensiva para
estudios in vitro de arbovirus y también,
en investigaciones biomédicas y tecno-
logicas (Crampton et al. 1997; Igarashi
1985, 1978; Kuno ef al. 1985; Singh
1967; Kitamura 1965). En esta tltima
linea de accion, han empezado también
a explorarse los usos en estudios de co-
cultivos con parasitos (Fampa et al.
2003; Leake 1997), cobrando esta situa-
cion particular relevancia si se tiene en
cuenta que, a pesar de los adelantos ob-
tenidos con la implementacion de tec-
nologias avanzadas para el estudio in
vivo e in vitro de los parasitos del géne-
ro Leishmania, alin existen procesos bio-
quimicos, inmunoldgicos y moleculares
desconocidos o pobremente conocidos
en las interrelaciones parasito-hospede-
ro y parasito-vector que ameritan la uti-
lizacion de nuevos modelos celulares,
que permitan enfocar la atencion a los
eventos que ocurren entre los parasitos
y las células derivadas del vector.

En un trabajo preliminar Bello et al.
(2005) describieron el proceso de infec-
cion experimental de L. chagasi Marques
da Cunha & Chagas en la linea celular
Lulo, sustratos celulares que provienen
de tejidos embrionarios de L. longipalpis,
el vector primario de este parasito en su
ambiente natural; Estos autores compa-
raron este proceso con otro desarrollado
paralelamente en las células J774, toman-
do como referencia de la evaluacion de
ambos procesos los dias post-infeccion
dos, cuatro, seis, ocho y 10. Sin embargo,
no se valuaron factores ambientales ni
cambios morfométricos de las células. En
el presente trabajo se evaluo la inte-

raccion de L. chagasi con la linea celu-
lar Lulo (Rey ef al. 2000) teniendo en
cuenta variables de temperatura y con-
centracion de CO,, para determinar, me-
diante microscopia de luz, los porcentajes
e indices de infeccion y las modifica-
ciones morfoldgicas celulares inducidas
por la interaccion con el parasito. Se
analizaron ademas las caracteristicas
ultraestructurales del parasito y de las
células con el apoyo de microscopia
electronica.

Materiales y Métodos

El trabajo se realizo6 en el Laboratorio de
Entomologia, Biologia Celular y Gené-
tica, de la Universidad De La Salle, tuvo
una duracion de un afio y medio (2003-
2005).

Parasitos. Se utilizo la cepa MH/CO/84/
CL-044 de L. chagasi, suministrada por
el laboratorio de Parasitologia del Insti-
tuto Nacional de Salud de Colombia, la
cual se mantuvo en el medio NNN
bifasico modificado con Schneider’s y
enriquecido con suero fetal bovino (SFB)
(Gibco®) inactivado al 10% e incubado
a26°C.

Cultivos celulares. Se empleo la linea
celular Lulo (Rey et al. 2000) derivada
de explantes de tejidos embrionarios del
flebotomo L. longipalpis (Lutz y Neiva
1913), principal vector de L. chagasi
(Cunha y Chagas 1937). Esta linea celu-
lar se mantuvo in vitro en una mezcla de
medio L-15 (Sigma®) y Grace (Sigma®),
suplementado con 5% de suero fetal bo-
vino (SFB), penicilina 100 unidades/ml
y estreptomicina 100 pg/ml (Gibco®), a
28°C. Los subcultivos se efectuaron por
remocioén mecanica, previa observacion
de la monocapa confluente. Como con-
trol positivo de la infeccion se utilizo la
linea celular J774, aislada de células
reticulares de un sarcoma de raton (Mus
musculus) BALB/c, establecida por
Ralph et al (1975). Para el mantenimien-
to de estas células se utilizé el medio
RPMI (Sigma®), suplementado con SFB
inactivado al 5% y la incubacion se rea-
liz6 a 37°C.

Para los ensayos de infeccion, conteo y
morfometria, una vez se alcanzo la con-
fluencia en la monocapa de ambas lineas
celulares, se removieron mecanicamente
las células y a continuacidén se cen-
trifugaron a 900 g por 10 min, el botén
de células se resuspendid en el medio L-
15/Grace, se hizo conteo y se sembraron
aproximadamente 2 X 10° células por
cada pozo sobre laminillas de 12 mm de
diametro, en cajas de 24 pozos y se deja-

ron en crecimiento por 24 horas hasta
lograr adherencia completa de las
células.

Infeccién. A cada pozo de la caja de cul-
tivo se adicion6 1 ml de una suspension
de parasitos en forma de promastigote (1
x 10° parasitos/ml), éstos se tomaron en
la fase estacionaria y la proporcion
aproximada parasito/célula fue de 5:1
(Pessotti et al. 2004; Fampa et al. 2003).
Luego, se llevaron a incubacién a 28°C
y a 37°C por 24 horas. Réplicas exactas
sin parasitos fueron incubadas al mismo
tiempo como controles. Las cajas de cul-
tivo incubadas sin CO, a ambas tempera-
turas fueron selladas con Parafilm. Las
cajas incubadas en ambiente de CO, al
5% no se sellaron, para permitir el inter-
cambio gaseoso. Después de 24 horas de
incubacion, todas las células fueron la-
vadas con solucion salina para retirar el
exceso de parasitos y se adicioné medio
fresco L-15/Grace. Los cultivos se obser-
varon diariamente con un microscopio
invertido (Olympus CK2). Al tercer dia
post-infeccidn, se retir6 el medio de cul-
tivo de todos los pozos y se sacaron las
laminillas correspondientes a ese dia, al
resto de pozos se les adicion6 medio fres-
co. El mismo procedimiento se realizd
en los dias seis y nueve post-infeccion.
Las laminillas se dejaron secar al ambien-
te por una hora y posteriormente se fija-
ron con metanol absoluto (Merck®) por
24 horas. Luego fueron tefiidas con el
colorante de Giemsa (Merck®) al 10%
durante 10 minutos, se lavaron con agua
destilada para retirar los excesos de colo-
rante y se dejaron secar durante 24 horas.
Finalmente, se les realiz6 un montaje
permanente sobre laminas portaobjetos
con Entellan (Merck®).

Conteos y analisis de infeccion. Las
laminillas con ambos tipos de células se
observaron en un fotomicroscopio
(Olympus BX60) con objetivo de inmer-
sion (100X) para realizar el conteo de
las células infectadas y el nimero de
amastigotes en cada una de ellas. Se con-
taron en promedio 200 células por cada
laminilla y fueron evaluadas cuatro de
tres experimentos independientes. Se de-
termind el porcentaje e indice de infec-
cion; este ultimo parametro se calculd
multiplicando el porcentaje de infeccion
celular por el promedio de amastigotes/
célula (Lonardoni et al. 2000). Las va-
riables que se tuvieron en cuenta en el
proceso de infeccion fueron: a) tempe-
raturas de 28 y 37°C y b) presencia o
ausencia de CO,.
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Morfometria celular. A células no in-
fectadas e infectadas de ambas lineas ce-
lulares (J774 y Lulo), tomadas de las
monocapas confluentes, se les realizo un
analisis morfométrico. Se capturaron ima-
genes de todas las condiciones experi-
mentales, mediante una camara Sony
Hyper HAD adaptada a un microscopio
de luz (Olympus CH30). Se digitalizaron
aproximadamente 400 células por cada
variable utilizada en los experimentos,
con el fin de comparar el area, eje mayor
y menor de las células seleccionadas. El
proceso de medicion se realizd con el
software Image Pro-Plus (Media
Cybernetics).

Microscopia electrénica de transmi-
sion. Cultivos celulares de Lulo, conte-
nidos en cajas de 35 mm de diametro se
incubaron a 28°C, en ausencia de CO, y
se infectaron con promastigotes de L.
chagasi. Los cultivos celulares infecta-
dos se fijaron con glutaraldehido fresco
al 3% disuelto en buffer fosfato 0,1 M
con un pH 7,2, durante una hora a 4°C.

Luego, se lavaron por cinco minutos tres
veces inmersos en el anterior buffer y
fueron post-fijadas por una hora con
tetroxido de osmio al 1%. A continua-
cidn, se lavaron de nuevo, fueron deshi-
dratadas en una serie ascendente de
alcoholes y embebidas en Epon (Poly-
science®). Se obtuvieron secciones
ultradelgadas usando un ultramicrétomo
y se tifleron con acetato de uranil y citrato
de plomo. Las muestras se examinaron
en un microscopio electronico de trans-
mision marca Zeiss EM 110 (Almeida de
Faria et al. 1999).

Analisis estadistico. A los datos de las
infecciones se les hizo una transforma-
cion angular (arcoseno de la raiz cuadra-
da de la proporcion) y fueron sometidos
a un test de ANOVA de una via y a una
prueba de comparaciones multiples de
Student Newman-Keuls, usando el pro-
grama Simstat para Windows (Version
1.31). Las proporciones de infeccion a
28 y 37°C y los valores obtenidos con y
sin atmoésfera de CO,, se compararon
usando la prueba t de Student. La varia-
ble de area celular se analizé usando un
test Kolmogorov-Smirnov (Young 1977).

Resultados

Infeccion celular. Se registrd infeccion
de las células con el parasito en todos los
ensayos. Este se observo en forma de
amastigote en las vacuolas parasitoforas,
lo cual indica que previamente hubo
internalizacion de los promastigotes, con-
version a las formas amastigotes y multi-

plicacién intravacuolar. Sin embargo, la
intensidad de este proceso dependio de
las variables utilizadas. Hubo resisten-
cia de los promastigotes para desprender-
se de las células, al realizarse los lavados
con solucion salina 24 horas post-infec-
cidn, indicativo de fuerte adherencia de
los parésitos a la membrana celular. En el
control positivo con células J774 fue
evidente el proceso infectivo, mediante
el registro de amastigotes en las vacuolas
parasitoforas. En la figura 1a se muestra
una célula Lulo con amastigotes intra-
celulares.

Porcentaje de infeccion. El dia seis se
registré el mayor porcentaje de infec-
cion (26,8%), en la linea celular Lulo
infectada y mantenida a 28°C sin atmos-
fera de CO,, mientras que en los dias
tres y nueve, los valores correspondie-
ron a 10,8% y 14,1%, respectivamente.
A 37°C sin atmodsfera de CO,, para los
dias post-infeccion tres y seis se deter-
minaron porcentajes relativamente altos
de infeccion (16,8% y 15,1% respecti-
vamente); sin embargo, el dia nueve
mostro el mayor registro de infeccion
(30,4%). El mayor porcentaje de infec-
cion (19,6%) en las células Lulo a 37°C
con una atmosfera de 5% de CO, se re-
gistro el dia nueve.

Los experimentos con el control posi-
tivo de la infeccion (células J774), en
ausencia de CO,, mostraron que a 37°C
hubo mayor infeccion celular en el dia
tres (44,8%). De forma similar, con 5%
de CO, el mayor porcentaje de infec-

A

cidn (42,8%) ocurrid al tercer dia, pre-
sentdndose una ligera disminucién a
medida que el periodo post-infeccion
se prolongd. El test Student del por-
centaje promedio de infeccion indicod
diferencias entre las células Lulo infec-
tadas a 28°C (17,2%) y las células in-
fectadas a 37°C (20,8%) sin atmosfera
de CO, (P=0,0002). Igualmente, se en-
contraron diferencias entre las células
Lulo infectadas a 37 °C (20,7%) y los
resultados a la misma temperatura de
incubacion con 5% de CO, (14,4%)
(P=0,0000002) (Tabla 1).

Numero de amastigotes por célula. En
la linea celular Lulo a 28°C, observamos
que al avanzar en los dias de infeccion
aumentd progresivamente el nimero de
amastigotes por célula, con el valor pro-
medio mas alto (7,6) el dia nueve. Con-
trariamente, en las células Lulo a 37°C
sin CO, se registraron 3,6 amastigotes/
célula en el dia seis; mientras que para
los dias tres y nueve post-infeccion, co-
rrespondieron a valores de 2,5 y 2,9 res-
pectivamente. Cuando las células Lulo
se incubaron en una atmosfera de 5% de
CO, el numero fue de 3,6 amastigotes/
célula, para el dia seis al contrario de lo
que ocurrio el dia nueve, cuyo valor fue
el mas bajo (2,6). En el control positivo
de la infeccion a 37°C, con y sin atmads-
fera de CO,, se observo mayor registro de
parasitos por célula para el dia tres; en-
contrandose 11,9 para el caso de células
incubadas con CO, y 12,9 para las culti-
vadas sin CO,.

Figura 1. A. Célula Lulo infectada con el parasito Leishmania chagasi, se observan amastigotes
(flechas) al interior de vacuolas parasitoforas. 100X. B. Microfotografia de una célula Lulo
infectada. Se muestran dos amastigotes dentro de una gran vacuola (cabezas de flecha), en
estas formas del parésito se distinguen subestructuras, tales como saco flagelar y microtibulos

caracteristicos (21600X, escala = lum).
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