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Desarrollo in vitro de la broca del café,
Hypothenemus hampei (Coleoptera: Scolytidae),

en una dieta meridica liofilizada
In vitro development of the coffee berry borer, Hypothenemus hampei (Coleoptera:
Scolytidae), in an freeze dry diet
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Resumen. La liofilizacién se constituye en una alternativa bastante ttil en la preparacién y conservacion
de la dieta meridica utilizada para la cria en laboratorio de Hypothenemus hampei. Por medio de este
proceso es posible preparar dietas para la cria de insectos, sin modificar las caracteristicas sensoriales y
fisicoquimicas del producto final, mejorando notoriamente el método de secado tradicional en estufa. Se
evalu6 la humedad de la dieta liofilizada y de la dieta secada en estufa, durante 20 dias de almacena-
miento a 27 +2°C de temperatura. La dieta liofilizada presenté una reduccién de humedad de sélo 10%
mientras que la secada en estufa de 34%. La humedad de la dieta liofilizada almacenada por 20 dias en
congelacién (-15°C) y en refrigeracion (4°C) permanece estable a través del tiempo de evaluacién. Cua-
renta dias después de la infestacién, el promedio de estados biolégicos en la dieta liofilizada fue de 48,3
estados/broca, significativamente superior (Tukey 5%) al encontrado en la dieta secada en estufa (15.3).
El desarrollo de la broca desde huevo hasta adulto, en dieta liofilizada, se cumplié en 24 dias con una
eficiencia del 94%. El uso de una dieta liofilizada facilitara el estudio biolégico de fracciones proteicas
con actividad téxica hacia las enzimas digestivas de diversos insectos, los cuales eventualmente pueden
ser utilizados en la generacién de plantas mejoradas genéticamente, a través de técnicas convencionales
de biologia molecular.
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Summary. Freeze-drying is a useful alternative for preparation and conservation of the meridic diet used
for laboratory rearing of Hypothenemus hampei. This process allows preparation of diets for insect
rearing without altering sensory and physicochemical characteristics of the final product, substantially
improving traditional stove drying. Humidities of the freeze-dried diet and the stove dried diet were
evaluated during 20 days of storage at 27+2°C. Decrease in humidity in the freeze-dried diet was 10%
and in the stove dried diet was 34%. The freeze-dried diet remained stable when stored during 20 days
at -15°C (frozen) and at 4°C (refrigerated). Forty days after infestation, the average of biological stages in
the freeze-dried diet was 48,3 stages/borer, significantly higher (Tukey 5%) than that found in the stove
dried diet (15,3). Development of the coffee berry borer from egg to adult was completed in 24 days with
94% efficiency. The use of a freeze-dried diet will facilitate the study of protein fractions with toxic activity
against digestive enzymes of various insects, which could further be used in plant breeding through
molecular biology techniques.
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Introduccion

Las dietas para la cria de insectos se han
usado por mas de 100 anos con resulta-
dos muy variables (Reinecke 1985). Uno
de los factores mas importantes a tener en
cuenta es la pérdida de humedad al poco
tiempo de ser preparadas, lo que ocasiona
disminucién en la capacidad reproductiva
de los insectos. Las dietas se pueden este-
rilizar o secar con el calor pero se corre el
riesgo de desnaturalizar algunos com-
puestos y algunas vitaminas (Navon 1978).
Se sabe que los procesos de secado que
incluyen temperaturas superiores a 40°C

pueden conducir a la desnaturalizacién de
compuestos tales como el acido ascérbico
(Sicorowski et al. 1980), el cual puede afec-
tar muchos insectos, especialmente los
fitéfagos. Esta vitamina se destruye por el
sistema de esterilizacién y se degrada a
temperatura ambiente (Srivastava y Pant
1978), ocasionando deficiencias que pue-
den afectar los tiempos de las mudas o
producir cambios en la relacién de sexos
(mas machos) (Gomaa et al. 1977). Segun
Howell (1977), la conservacién del conte-
nido de agua apropiada para las dietas ha
sido la causa de la mayoria de las dificulta-
des para la cria de muchos insectos. Los

preparados tienden a perder agua por eva-
poracion, conduciendo a diferencias de la
concentracién del agua con la dieta, cau-
sando cambios adversos en la textura y la
palatabilidad. La oviposicion, la reproduc-
cién, las mudas y la capacidad para cavar
camaras oviposicionales, generalmente,
estan asociadas con las cualidades fisicas
de la dieta. La perforacién, o la apertura
de ranuras previas a la infestacion son re-
queridas en algunos insectos para facilitar
la penetracién de la dieta (Reinecke 1985).
Para la mayoria de los insectos la consis-
tencia de la dieta es esencial para tener
una adecuada respiracién y mantenimien-
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to de la tasa metabodlica (Nettles et al.
1990).

La liofilizacién se constituye en un proce-
so especial de secado, especialmente, para
productos con altos contenidos de agua o
solventes en su composicién, que permite
prolongar el periodo de vida util del
sustrato. Mediante este proceso se obtie-
nen productos que pueden ser almacena-
dos, por tiempos ilimitados, si se empacan
adecuadamente (Franco et al. 1983). Los
productos liofilizados se pueden reconsti-
tuir sin perder las caracteristicas fisicas de
aroma y sabor que poseen antes del pro-
ceso de liofilizacion y se pueden usar en la
mayoria de los productos alimentarios
(Franco et al. 1983). La liofilizacién es un
proceso que puede ser usado para alma-
cenar medios de cultivo (dietas) sin nin-
guna reduccién de las caracteristicas
biolégicas. Este proceso puede ser emplea-
do para criar muchos insectos ento-
mofagos y test de control cuando se
incluyen sustancias con actividad toxica,
constituyéndose en una excelente alterna-
tiva para promover la utilizacion de me-
dios artificiales en la producciéon masiva
de insectos (Grenier et al. 1998). Por lo
anterior, el objetivo del presente estudio
fue obtener una dieta meridica, secada
mediante el proceso de liofilizacion, que
permita simular las caracteristicas fisico-
quimicas y cualidades organolépticas del
grano de café y al mismo tiempo ser
dietéticamente y nutricionalmente acep-
table por el insecto, para facilitar la evalua-
ciéon de productos biolégicos que puedan
causar efectos inhibitorios en el desarrollo
de la broca del café.

Materiales y Métodos

Las brocas se obtuvieron de la unidad de
cria de parasitoides de Cenicafé, criadas
en café pergamino seco con 45% de hu-
medad y mantenidas en condiciones de
oscuridad (27°C) y humedad relativa entre
65% y 75%. Los huevos se extrajeron de
granos de café pergamino al cabo de seis
dias de infestacion. Las brocas se sometie-
ron a un proceso de desinfestacion con
hipoclorito de sodio al 0,37% por 10 mi-
nutos, lavandolas tres veces en agua des-
tilada estéril.

La dieta meridica para broca (Villacorta
1985) se prepar6 de acuerdo con las mo-
dificaciones planteadas por Pérez et al.
(1995). El agar se esterilizo6 a 120°C y 15
libras de presion durante 15 minutos. El
azucar, la caseina, el café molido y la leva-
dura se adicionaron al agar cuando éste
alcanz6 70°C. Seguidamente, se agrego el
metilparaben, el acido benzoico, el
formaldehido, el etanol y las sales de
Wesson. Posteriormente, la dieta se vertio
en una plantilla de acrilico, disenada es-
pecialmente para este fin, la cual posee
perforaciones de 1cm de profundidad por
1,2 cm de diametro. La dieta se dejoé en
reposo por 10 minutos y posteriormente
se retir6 del molde, se llev6 a congelacion
por 12 horas a temperatura de -80°C y lue-

go se liofiliz6 durante 4 y 1/2 horas. Trans-
currido este tiempo la dieta se coloc6 en
recipientes de vidrio transparente y se in-
festé en forma individual. Para el trata-
miento de la dieta secada en estufa se
siguié la metodologia desarrollada por
Pérez et al. (1995).

Con el fin de establecer el tiempo de
liofilizacién requerido por la dieta, para
obtener un porcentaje de humedad que
permita la cria y desarrollo de la broca, se
sometieron 30 muestras de 1cm® en cada
tarro del liofilizador (FTS System), a dife-
rentes tiempos de secado: 1, 2, 2.5, 3.0,
4.0 y 4.5 h. El tiempo O6ptimo de
liofilizacién se obtuvo al promediar el por-
centaje de humedad de cinco muestras por
tratamiento utilizando un equipo analiza-
dor de humedad, (Mettler LJ16 - Moisture
Analyzer). Finalizado el secado, a cada uno
de los procesos se le realizé un andlisis
bromatolégico.

Para establecer si existen cambios de hu- -

medad a través del tiempo, entre los dos
sistemas empleados para el secado de las
dietas, se determino la humedad de la dieta
una vez preparada y después de-secada
por dos horas a 40°C (secado en estufa)
(Pérez et al. 1995), y liofilizada por 4.5
horas. Las dietas se depositaron en ban-
dejas de aluminio, se taparon con papel
vinilpel y se llevaron a condiciones de la-
boratorio (27°Cx1, 75% de HR, luz cons-
tante). Diariamente y durante 20 dias se
determind el porcentaje de humedad.
Igualmente, se evaluaron a través del tiem-
po, los cambios en el contenido de hume-
dad de las dietas liofilizadas almacenadas
bajo refrigeracién a 4°C y congelacién a -
15°C. Para esto, la dieta se fraccion6 y co-
locé en cajas de magenta de 10x10x10
cm, con cierre hermético. Las mediciones
de humedad se realizaron diariamente por
un periodo de 20 dias.

Treinta y cinco viales con un rodete de die-
ta de 1lcm? se infestaron con 4 huevos de
broca recién colocados, provenientes de
grano pergamino con 6 dias de infesta-
cién. Cada dos dias se observo el desarro-
llo de éstos contabilizando el tiempo
requerido para pasar al siguiente estadio,
asi como la apariencia fisica de los mis-
mos. El experimento se llevé a cabo en
condiciones de laboratorio a 27 = 1°C y
humedad relativa de 75%

Se utilizaron los dos sistemas de secado,
estufa y liofilizacién, empleando vaso plas-
tico para la dieta secada en estufa y tubo
de ensayo de 5 cm de largo x 1.2 cm de
diametro para la dieta liofilizada. Las die-
tas se infestaron con tres brocas por vial.
Los tratamientos se confinaron en cajas
plasticas de 26 x 33 cm y se llevaron al
cuarto de incubacién a temperatura de 27
+ 1°C, humedad relativa de 75%, bajo per-
manente oscuridad. Las evaluaciones se
realizaron 40 dias después de infestada la
dieta. El promedio de estados biologicos
se obtuvo a partir de las unidades experi-
mentales donde hubo progenie de broca.

Terminado el experimento se establecio el
peso promedio de cada estado, tomando
al azar para cada medicién grupos de 10
individuos, por estado, los cuales se pesa-
ron utilizando una balanza analitica
(Mettler Toledo AE-200).

Resultados y Discusion
Tiempo de liofilizacion de la dieta

La utilizacién del molde de acrilico para la
preparacion de la dieta mejoro la fragili-
dad de la dieta y la hizo facilmente
desprendible del molde. El tiempo 6pti-
mo de liofilizacién fue de 4,5 horas, en el
cual se consiguié una humedad de 68%,
La humedad obtenida en este tiempo le
permitié a la broca desarrollarse de mane-
ra eficiente tal como lo registra Pérez et al.
(1995). La dieta para H. hampei requiere
de una humedad que oscila entre 55-65%
como lo senala Campos (1982), quien re-
gistra la mayor reproduccién de la broca
en el intervalo de 24.89°C a 27.79°C, con
humedad relativa entre 61..%y 79.7%. La
humedad muy alta favorece el desarrollo
de contaminantes en la dieta, especialmen-
te hongos, que obstaculizan la cria del in-
secto y la humedad baja deteriora la
calidad fisica de la broca, debido a la con-
sistencia dura de la dieta que impide el
inicio de la oviposicion y reproduccion. La
importancia de la humedad ha sido confir-
mada en dietas variando el contenido del
agua, en las cuales se ve claramente que
los insectos herbivoros poseen una regu-
lacion del balance del agua para la alimen-
tacion selectiva (Reinecke 1985). Como se
trata de obtener un proceso de secado con
el que se prolonguen las caracteristicas del
producto por un tiempo mayor, el porcen-
taje de humedad se constituye en el
parametro mas importante de control
(Franco et al. 1983). La liofilizacion con-
serva las caracteristicas quimicas, aromati-
cas y gustativas del producto original,
convirtiéndose en el método de secado
optimo para obtener productos de carac-
teristicas estructurales, nutricionales y
organolépticas muy similares a las del pro-
ducto fresco (Rodriguez et al. 1976; Bravo
y Castillo 1985), tal como se observo al
hacer el anélisis bromatologico de la dieta
liofilizada, la cual no present6 diferencias
en la composicion con los ingredientes
originalmente adicionados (datos no
mostrados). Shade et al. (1986) desarro-
llaron un sistema de cria en semilla artifi-
cial liofilizada para Callosobruchus
maculatus, similar al desarrollado en este
estudio con resultados que permitieron
criar por generaciones sucesivas este in-
secto y evaluar el efecto de inhibidores de
Cowpea, Lima bean y Kunitz en diferentes
concentraciones.

Almacenamiento de la dieta

Al evaluar la humedad de la dieta conser-
vada a temperatura ambiente se pudc es-
tablecer que la dieta liofilizada mantiene
la humedad inicial por encima de 60% por
un periodo de 20 dias mientras que la die-
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ta secada en estufa presenta una hume-
dad de 28% al final del mismo periodo. La
reduccién de la humedad de la dieta 100
liofilizada es de 10% mientras la disminu-
cién de la humedad de la dieta secada en
estufa es del 34% (Fig. 1). Cuando la dieta
liofilizada se almacena tanto en refrigera-
cién a 4°C como en congelacién a -15°C
se obtuvo una humedad practicamente
constante (70x2%), demostrando que el
proceso de liofilizacién conserva la hume-
dad inicial sin alterar la humedad final ne-
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cesaria para desencadenar el proceso 20
reproductivo de la broca (Fig. 2). Estos re-
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el proceso de liofilizacién retira el agua

libre, dejando sélo el agua de constitu- 1 2 5 6 7 8 9 12 13 14 16 19 20
cién (Franco et al. 1983). ,

Dias
Desarrollo de la broca en dieta
liofilizada —— Liofilizada ---o--- Estufa
Se observé buena adaptacién de los hue-
vos a las condiciones de la dieta. Seis dias
después, se observo el 68,6 % de larvas Figura 1. Fluctuacion del contenido de humedad de la dieta liofilizada almacenada por
de primer instar. A los 24 dias, la eficiencia  veinte dias a 27x2°C de temperatura.
de la dieta fue de 94%; es decir, de los 140
huevos colocados, en las 35 unidades ex-
perimentales, se desarrollaron 131 hasta =
el estado adulto. El tiempo fue similar al 80
encontrado por Ruiz et al. (1996), em-
pleando la dieta Villacorta y Barrera (1993)
(18-27 dias) y utilizando la dieta desarro-
llada por Brun et al. 1992 (20-26 dias). De
acuerdo con Shade et al. (1986), cuando
se modifican las condiciones de cria, es ne-
cesario que el insecto cumpla al menos
una generacion completa que evidencie el
potencial de la nueva metodologia para
obtener un comportamiento y desarrollo
normal del insecto. En general, se presen-
t6 buen desarrollo de la broca, lo que indi- 60
ca que la liofilizacién no causa ningin
dano perceptible en la calidad de la dieta, 0 2 3 4
aportandole todas las condiciones nece- D
sarias para que la broca se establezca y
reproduzca en igual tiempo (Fig. 3). El
porcentaje de contaminacion fue de 4,1%, ---4--- Cong -1 5°C —#— Nevera 4°C
debido posiblemente a la poca disponibi- -
lidad de agua libre, la cual puede deposi-
tarse en algunos sitios e incrementar el
potencial de crecimiento bacteriano (Davis
1968). La duracion promedia total de hue-
vo a adulto en dieta fue de 24 dias. En
campo, la evolucién de las poblaciones de
broca esta influenciada por los elementos
climaticos derivados de la altitud y en es-
pecial por la temperatura que, segun
Borboén (1989), juega el papel mas impor-
tante en el desarrollo del insecto, determi-
nando el nimero de generaciones por ano.
Asi, el ciclo completo pasa de 29 a 62 dias
con una variacién de tan sélo 4°C en el
rangc de 22 a 26°C. La duracién de los
diferentes estados de desarrollo de la bro-
ca depende de las condiciones ambienta-
les bajo las cuales se lleva a cabo la cria,
principalmente la temperatura. Debido a
estos factores y a la falta de homogenei-
dad en las metodologias empleadas en los
distintos ensayos, se han presentado al-
gunas diferencias en cuanto al tiempo ne-
cesario para el desarrollo de una
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Figura 2. Variacién del contenido de humedad de la dieta liofilizada almacenada a dos
temperaturas.

. Figura 3. Aspecto del desarrollo de la broca en dieta liofilizada. a) establecimiento de H.
generacion (Bartra et al. 1982; Montoya y hampei, b) camara pupal, ¢) estados bioldgicos observados a los 20 dias de infestacion.
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Figura 4. Peso promedio de 10 estados biolégicos de broca desarrollados en dieta artificial
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Figura 5. Porcentaje de estados biolégicos de broca obtenidos en dieta artificial liofilizada

a los 40 dias de cria.

Cardenas 1994; Sreedharan et al. 1994).
Segun Baker et al. (1992) el ciclo de vida
en el laboratorio puede diferir del que ocu-
ire en condiciones de campo (alrededor
de 45 dias), debido principalmente a la
deshidratacion del sustrato.

Peso y niimero de estados biolégicos
producidos en dieta liofilizada

La superficie de la dieta proporcioné una
superficie muy suave y delgada que favo-
recié la rapida oviposicion. Utilizando
como sistema de secado la liofilizacion de
discos de dieta, por 4,5 horas, se obtiene
un promedio de estados biologicos de
broca (48,31%) superior al obtenido cuan-
do ésta se seca en estufa por 2 horas a
40°C (15,36%). Estos resultados se deben
posiblemente al agua de constitucion con
que queda la dieta que favorece la textura
proporcionando mayor digestibilidad de
la dieta. Los insectos pueden presentar
dificultades para alimentarse de la dieta
independiente del valor nutricional de ésta.

Si la dieta es nutritiva, adecuada en conte-
nido de agua y posee buena textura, el
insecto puede ser inducido a alimentarse,
dado que las propiedades fisicas determi-
nan la aceptabilidad del insecto (Van-
derzant 1969). El peso promedio de 10
estados biolégicos de broca en miligramos
fue de 0.914 para huevos, 1.333 para lar-
vas de primer instar, 4.46 para larvas de
segundo instar, de 4.65 para pupas, de
3.767 para adultos hembras y de 1.45 para
adultos machos (Fig. 4); valores con dife-
rencias no significativas con los pesos ob-
tenidos de los estados de broca extraidos
de café pergamino seco.

La eficiencia de la cria de broca en grano
pergamino seco con 45% de humedad es
de 11 estados biolégicos por grano
(Orozco 1994); sin embargo, estudios re-
cientes del mismo autor indican que se
pueden producir mas de 30 (com. pers.
1999). La produccién acumulada de esta-
dos biolégicos de broca, a los cuarenta
dias, en la dieta liofilizada fue de 1191, y

de 664 en la dieta secada en estufa. La
distribucién de los diferentes estados mos-
tr6 una gran proporcién de larvas (103),
seguidas de adultos (91) en la dieta
liofilizada, mientras el mayor nimero, en
la dieta secada en estufa, correspondi6é a
huevos (23), indicando que es mas eficien-
te la dieta liofilizada (Fig. 5). Es posible
que las caracteristicas fisicas y quimicas de
la dieta favorezcan la viabilidad y el desa-
rrollo de la broca. Estos resultados son de
gran interés ya que permitiran evaluar con
mucha certeza, el efecto de proteinas con
actividad téxica hacia la broca del café, al
igual que establecer un pie de cria de bro-
ca para la multiplicaciéon de parasitoides
utilizando dieta artificial liofilizada con
mayores posibilidades de éxito.

Conclusiones

* Se estandariz6 el proceso de liofilizacion
para la dieta meridica, la cual permite ser
almacenada en condiciones de refrigera-
cién o congelacién por periodos hasta de
20 dias.

* El desarrollo de los diferentes estados
biolégicos producidos en esta dieta es si-
milar en aspecto, color y forma, pero supe-
ra el namero de estados producidos en
dieta secada en estufa, a los 40 dias de
infestacion.

* La disponibilidad de la dieta liofilizada
hace posible la realizacién de bioensayos
confiables y reproducibles en el momento
requerido.
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