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RESUMEN

MALDONADO L., C.E.; BENAVIDES M., P. Diferenciacién genética y biolégica del parasitoide de la
broca del café, Prorops nasuta, en Colombia. Revista Cenicafé 62 (2): 41-57. 2011

El control biologico es uno de los mayores componentes del programa de manejo integrado de la broca del café
en Colombia. En 1989 y 1990 se introdujeron al pais los parasitoides betilidos Prorops nasuta 'y Cephalonomia
stephanoderis,dando inicio a su criamasivay liberacion en cafetales afectados. Con el proposito de comparar la
variabilidad biologica de P. nasuta en términos de capacidad de depredacion, parasitismo y longevidad, asi como
para la determinacion de su variabilidad genética por medio de la técnica AFLP, se recolectaron muestras de
café con broca parasitada, en siete departamentos de Colombia, y se establecieron crias de P. nasuta de acuerdo
al origen geografico. Por medio de pruebas moleculares se encontraron estrechas relaciones intraespecificas al
comparar los individuos establecidos en el pais con muestras provenientes de Brasil y México. Se encontr6 un
polimorfismo de 62% y una débil estructura de poblaciones lo que sugiere que la diversidad genética se debid
posiblemente a un cruce entre las introducciones del parasitoide en las crias en laboratorio y no a la presion de
seleccion a la que se sometieron en el campo, siendo la linea colombiana diferente a las establecidas en Brasil y
Meéxico. Aunque en las caracterizaciones bioldgicas los parasitoides de la unidad de cria de Cenicafé mostraron
mejor comportamiento seguida por una poblacion de Narifio, la similitud genética entre las poblaciones no
permitié establecer diferencias. Con estos resultados, cualquier estrategia de mejoramiento genético de los
parasitoides en Colombia deberd incluir nuevas introducciones de poblaciones divergentes.
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ABSTRACT

Biological control is one of the major components of the Integrated Pest Management Program of coffee
berry borer in Colombia. The bethylid parasitoids Prorops nasuta and Cephalonomia stephanoderis were
introduced to the country in 1989 and 1990, a time during which a mass rearing and release program began
in affected coffee plantations. In order to compare the biological variability of P. nasuta in terms of predation
capacity, parasitism, and longevity as well as to determine genetic variability by the AFLP technique, coffee
samples were collected with parasitized berry borer in seven departments of Colombia, and P. nasuta colonies
were set according to geographical origin. Narrow intraspecific relationships were found through molecular
tests when comparing the individuals established in the country with samples from Brazil and Mexico. A
polymorphism of 62% and a weak population structure were found, which suggests that genetic diversity is
possibly due to a cross between the introductions of the parasitoid in the offspring in laboratory rather than the
selection pressure under field conditions. The Colombian population proved to be different from that in Brazil
and Mexico. Although the parasitoids biological characterizations of the Cenicafé rearing unit showed better
performance followed by a population of Narifo, the genetic similarity between populations did not allow to
establish differences. These results suggest that any parasitoids breeding strategy in Colombia must include
new introductions of divergent populations.
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La broca del café Hypothenemus hampei
(Ferrari) (Coleoptera: Curculionidae:
Scolytinae), es considerada la plaga mas
importante de este cultivo a nivel mundial,
debido a que ocasiona la caida de frutos, la
pérdida de peso del grano, la disminucion
del precio y el deterioro de la calidad (6,
14, 34).

Desde la llegada de la broca a Colombia,
en 1988, al departamento de Narifio, el Centro
Nacional de Investigaciones de Café - Cenicaf¢,
comenzo a estructurar un programa de manejo
integrado de este insecto, teniendo como uno
de sus pilares basicos el control bioldgico.
De esta manera, se introdujeron al pais tres
especies de parasitoides de alta especificidad
a la broca, originarias de Africa ecuatorial:
Prorops nasuta Waterston, Cephalonomia
stephanoderis Betrem y Phymastichus coffea
La Salle, las dos primeras pertenecientes a
la familia Bethylidae y la ultima a la familia
Eulophidae (10).

La primera especie introducida a Colombia,
entre 1989 y 1990, fue C. stephanoderis,
proveniente de una colonia mantenida en
Ecuador y de muestras recolectadas en Togo,
para lo cual se estandarizé una metodologia
de cria exitosa en los laboratorios ubicados
en el departamento de Narifio (40). Durante
1990 se comenzd la cria de P. nasuta,
en el mismo laboratorio, con individuos
enviados desde Ecuador, los cuales eran
originarios de Kenia (8, 26). En 1996, las
crias de parasitoides mantenidas en Narifio
se trasladaron a los laboratorios de Cenicafé
(Manizales, Caldas) y se realizd una nueva
introduccién de P. nasuta desde Brasil, donde
la especie habia sido llevada en 1929 desde
Uganda (37, 46).

La invasion de la broca del café en

Colombia fue rapida, para 1997 la plaga
se encontraba en el 75% de los cultivos de
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café en Colombia (5), y de acuerdo a su
dispersion se difundié el manejo integrado a
las zonas productoras afectadas. Las primeras
liberaciones de los parasitoides en el campo
se realizaron en Nariflo, empezando con
C. stephanoderis en 1990 y en 1991, con
cantidades menores de P. nasuta (7, 11). Entre
1994 y 2000 se liberaron en cultivos de cafe,
de 17 departamentos de Colombia, un poco
mas de 1.845 millones de C. stephanoderis,
y entre 1997 y 2000, cerca de 516 millones
de P nasuta (25, 38).

No todas las especies de parasitoides
introducidas en programas de control biologico
clasico se establecen, de 4.769 introducciones
realizadas en el mundo hasta 1990, solamente
se establecieron 1.445 (19). En el control
de la broca del café, las dos especies de
la familia Bethylidae se han registrado
establecidas en Brasil (15, 46, 51), Ecuador
(33) y Honduras (47, 48). En México se
establecio C. stephanoderis, mientras que la
permanencia en el campo de P nasuta no
fue superior a 15 dias (4, 22, 24). Algunos
autores han considerado que C. stephanoderis
es el parasitoide mas eficiente para el control
biolégico de la broca del café (4, 28),
registrandose en Togo mortalidades de broca
en el campo entre 35% a 45% (9), y ademas,
por su capacidad de establecimiento en los
paises latinoamericanos incluyendo a Colombia
(7, 11, 43). Sin embargo, en Colombia, 5
aflos después de la primeras liberaciones
de los betilidos en Narifio, se demostrd su
establecimiento en el campo, pero siendo
superior P. nasuta que C. stephanoderis en
términos de presencia en los lotes muestreados,
niveles de parasitismo y adaptacion a intervalos
altitudinales (41). Después de 15 afios del
inicio de las liberaciones de parasitoides
en Colombia, sélo se encontrdé a P. nasuta
establecido en el campo, en el 65% de
los sitios de muestreo que cubrieron siete
departamentos, desde Narifio hasta Cesar (31).




Se registraron niveles de parasitismo entre
0,25% y 50%, en cafetales con condiciones
contrastantes de oferta ambiental y de
manejo del cultivo, como evidencia de la
alta capacidad de adaptacion de esta especie
al ecosistema cafetero colombiano (30, 31,
42). Adicionalmente, el establecimiento de
la especie pudo haberse favorecido por la
presencia de hospedantes alternos, ya que
se ha registrado en Colombia a P. nasuta
parasitando Hypothenemus obscurus (F.).

La mayor parte de las introducciones de
controladores biologicos involucran un gran
nimero de individuos, con el proposito de
reducir la pérdida de variabilidad genética
asociada al tamafio de la poblacion, sin embargo,
esa muestra inicial se reduce en los procesos
de cuarentena, cria y establecimiento en el
campo (21, 49). En la introduccion pueden
ocurrir problemas relacionados con efectos
fundadores, deriva genética, endogamia y
baja adaptacion al ambiente (20). Asi mismo
la epistasis puede incrementar la variacion
genética aditiva en estas introducciones (12,
17, 18) y los efectos fundadores pueden estar
relacionados con diferenciacion de poblaciones
y especiacion (3, 13, 16).

Para determinar la variabilidad genética de
especies que no han sido estudiadas desde el
enfoque de la biologia molecular, debe trabajarse
con marcadores que no requieran conocimiento
previo de secuencias nucleotidicas y que
aporten suficiente informacion. Una técnica
apropiada es la deteccion de polimorfismos
en la longitud de fragmentos amplificados
(Amplified Fragment Length Polymorphisms,
AFLP) (53). Esta técnica ha demostrado
tener la suficiente sensibilidad y ser una
herramienta poderosa para distinguir genotipos
de diferentes origenes geograficos y proveer
suficientes marcadores moleculares para
la caracterizaciéon de genomas de insectos
(32, 39).

Con el propoésito de establecer si la
presion de seleccion a la que se ha sometido
Prorops nasuta en Colombia ha conducido a
variaciones adaptativas, se caracterizo genética
y biologicamente el parasitoide establecido
en el campo.

MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se llevdo a cabo en
los laboratorios del Centro Nacional de
Investigaciones de Café - Cenicafé, en
Planalto (Manizales, Caldas).

Se recolectaron muestras en 80 fincas
cafeteras, de 62 veredas y 17 municipios, en
los departamentos de Narifio, Valle, Quindio,
Risaralda, Caldas, Norte de Santander y Cesar
(Tabla 1). Cada muestra estuvo conformada
por al menos 200 frutos de café infestado por
broca, recolectados mediante un muestro al
azar, en un recorrido en zigzag, en un lote
de cada finca. Los granos de café brocados
se trasladaron al laboratorio de Entomologia
de Cenicafé, donde se disecaron, extrayendo
los diferentes estados bioldgicos de la broca
asi como los parasitoides encontrados en las
muestras. El acercamiento taxonémico a nivel
de especie, de los parasitoides encontrados
en los granos, se bas6d en caracteristicas
morfologicas del insecto adulto, siendo
uno de los caracteres diagnosticos de la
especie Prorops nasuta la presencia de un
proceso bifido por encima de las inserciones
antenales y el clipeo, y para Cephalonomia
stephanoderis la ausencia de éste y de la
vena radial (44).

De cada uno de los granos de café
infestados por broca, parasitados por
P nasuta, se tomo6 el 50% de los estados
del parasitoide y se almacenaron en tubos
de microcentrifuga con etanol absoluto a
temperatura ambiente, para la extraccion del
ADN y posterior caracterizacion genética. Con
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Tabla 1. Muestras utilizadas para el desarrollo de las pruebas AFLP y porcentaje de polimorfismo por finca,
para cuatro combinaciones de primers.

Departamento Municipio & togl(l).de No. fie !)andas Polimorfismo
Cédigo finca n papdas Polimorficas

Narifio Sandona SndSoc ? 92 19 20,65%
Narifio Sandona SndEme 6 94 29 30,85%
Narifio Sandona SndEdel 4 93 23 24,73%
Narifio Sandona SndSalo 5 91 14 15,38%
Narifio Sandona SndExB 4 94 16 17,02%
Narifo Ancuya AncRRo 5 94 17 18,09%
Nariflo Ancuya AncEWH 5 95 18 18,95%
Nariflo Ancuya AncPRos 5 93 14 15,05%
Nariilo Ancuya AncLoma 5 94 15 15,96%
Narifio Ancuya AncTdLp 5 95 16 16,84%
Narifio Consaca CnMarC 5 91 15 16,48%
Narifio Consaca CnJoTr 5 89 19 21,35%
Narifio Consaca CnBom 5 95 21 22,11%
Narifio Consaca CnSPed 5 94 14 14,89%
Narifio Consaca CnVlIne 5 95 15 15,79%
Narifio La Unidon LUNarl 1 87 - -
Valle Pance PV 2 86 17 19,77%
Quindio Quimbaya QbyBA 7 80 22 27,50%
Quindio Quimbaya QbyMal 1 81

Quindio Quimbaya QbyVHol 9 95 26 27,37%
Quindio Quimbaya QbyMarl 1 80 - -
Quindio Quimbaya QbyTachl 1 81 - -
Quindio Quimbaya QbyGral 1 76 - -
Quindio Quimbaya QbyEst1 1 76 - -
Quindio Buenavista BvisSAlbl 1 81 - -
Risaralda Pereira RdaCzal 3 92 20 21,74%
Risaralda Pereira RdaMrey 9 97 29 29,90%
Caldas Chinchina ChBA 10 96 26 27,08%
Caldas Palestina PalStaA 7 90 26 28,89%
Caldas Palestina PalMesa 6 96 22 22,92%
Caldas Palestina PalTolu 10 93 19 20,43%
Caldas San José SJILU 4 93 19 20,43%
Norte de Santander Pamplonita PamBI 4 94 5 5,32%
Norte de Santander Pamplonita PamChi 7 95 20 21,05%
Norte de Santander  Chinacota Chntlns 6 94 11 11,70%
Norte de Santander Chinacota ChntAmp 2 92 11 11,96%
Cesar La Jagua de Ibirico JagDel 2 89 12 13,48%
Cesar La Jagua de Ibirico JagPorl 1 84 - -
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la poblacion restante se establecieron crias
en confinamiento, agrupando las muestras
provenientes de cada departamento, con el
fin de determinar la variabilidad biologica.

Variabilidad biolégica de Prorops
nasuta establecido en Colombia. Para
la caracterizacion biologica de P. nasuta
se incrementd el nimero de individuos
proveniente de cada una de las regiones. Se
establecieron crias individuales del parasitoide
para los departamentos de Quindio, Caldas,
Norte de Santander, y dos poblaciones
independientes del departamento de Narifio,
con los parasitoides de los municipios de
Sandona y Consaca, considerando que en
Narifio se realizaron las primeras liberaciones
de estos parasitoides y quizas éstas contengan
las poblaciones originales de manera aislada.
Posterior a la diseccion de los frutos, se
reunieron los adultos de P. nasuta de cada
region y se llevaron a recipientes plasticos
tapados con muselina, junto con granos de
café¢ pergamino seco de agua, con 19 a 22
dias después de ser infestados con broca, en
una relacion de dos granos brocados por un
adulto de P. nasuta.

Las crias se mantuvieron en completa
oscuridad a una temperatura de 25°C, con una
humedad relativa minima del 70%, siguiendo
la descripcion de cria de Bustillo et al. (11).
Después de 24 dias los granos parasitados
se llevaron a camaras de emergencia, donde
los adultos de P. nasuta fueron recolectados
mediante estimulos luminicos. Los individuos
emergidos se recolectaron diariamente.

La caracterizacion de la variabilidad
biolégica de P nasuta consistio en la
determinacion del porcentaje de parasitismo, la
capacidad de depredacion y la longevidad de

% Mortalidad Tratamiento — % Mortalidad Testigo
X

los parasitoides de las poblaciones regionales
(Quindio, Caldas, Norte de Santander, Consaca
y Sandond) y de la poblacion proveniente de
la cria de Cenicafé (lineca Cenicafé mantenida
en Chinchina por la empresa Biocafé). Con
la caracterizacion se establecieron diferencias
de adaptacion del parasitoide.

Porcentaje de parasitismo. El porcentaje
de parasitismo se definié como el promedio
porcentual de frutos infestados por broca que
fueron parasitados por los adultos colonizadores,
para lo cual se tomo6 como unidad de
muestreo cinco hembras del parasitoide, con
25 granos de café pergamino seco de agua,
con una sola perforacion, contenidos en
frascos de vidrio con tapa perforada. Cada
cria se evalué con 30 unidades de muestreo
a los 20 dias, con la variable porcentaje
de frutos con estados de broca parasitados
por P. nasuta. Se contd con un testigo sin
parasitoides para corroborar que no existiese
parasitismo previo.

Longevidad de Prorops nasuta depredando
adultos de broca y su capacidad de
depredacion de estados inmaduros. Para
determinar la capacidad de depredacion de
adultos de broca, se tomdé como unidad de
muestreo una hembra del parasitoide, con
30 brocas adultas depositadas en un tubo
con papel en trozos. Para cada una de las
crias del parasitoide se establecieron 30
repeticiones. El nimero de brocas muertas
se cuantificd diariamente hasta la muerte del
parasitoide. Se contd con un testigo de igual
nimero de brocas y unidades de muestreo
para determinar la mortalidad natural. Se
determino el porcentaje de mortalidad por
el parasitoide corregido por el testigo,
utilizando la formula de Schneider — Orelli
(45), donde:

100

Mortalidad Corregida=

100 — % Mortalidad Testigo
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Para la determinacion de la capacidad de
depredacion de huevos y larvas de primer
instar de broca se tomdé como unidad de
muestreo una hembra del parasitoide junto
con 50 huevos de broca, en una caja Petri.
Para cada cria se establecieron 30 repeticiones.
Diariamente, se registré el nimero de estados
depredados hasta que el parasitoide hubiera
consumido la totalidad de los estados de broca
o hasta la muerte del mismo, estableciendo el
porcentaje acumulado de estados depredados
por dia, para cada una de las crias evaluadas.
Se establecio la tasa diaria de depredacion
de estados inmaduros de broca mediante
regresion lineal simple.

Longevidad de Prorops nasuta depredando
estados inmaduros de broca. Para evaluar la
longevidad del parasitoide alimentandose de
estados inmaduros de broca, se establecieron
20 repeticiones, donde cada unidad de muestreo
consistio en una hembra del parasitoide
recién emergida ubicada en un recipiente
plastico de 100 mL, donde cada 3 dias se le
suministraron larvas y prepupas de broca para
su alimentacion, de acuerdo a metodologia
de Infante et al. (23). Se registro el tiempo
de supervivencia del parasitoide en dias.

Todos los bioensayos fueron establecidos
bajo un disefio experimental completamente
aleatorio. Se realizaron analisis de varianza
para establecer diferencias estadisticas entre
las poblaciones de P. nasuta, y se realizaron
comparaciones mediante prueba de Duncan
al 5%.

Variabilidad genética de Prorops nasuta.
Para el analisis de la variabilidad genética
se seleccionaron 187 muestras (Tabla 1).
Cada muestra consistio en los individuos
del parasitoide presentes en granos de café
infestados parasitados. Se obtuvieron con
propositos de comparaciéon genética tres
muestras de Brasil, cuatro de México y

diez de la cria Cenicafé. La extraccion del
ADN genémico se realizé utilizando el
producto DNeasy Tissue Kit (Qiagen Inc.)
siguiendo las instrucciones del fabricante. La
calidad de la extraccion se determind por
medio de electroforesis en gel de agarosa
al 1% y su concentracion se determind por
espectrofotometria y fluorometria.

El nivel de polimorfismo intraespecifico
de P. nasuta se determind por medio de
la técnica de polimorfismos en la longitud
de fragmentos amplificados (4dmplified
fragment length polymorphisms, AFLP)
(53), utilizando el producto comercial
AFLP® Analysis System 11 (Invitrogen™),
siguiendo las instrucciones del fabricante,
sin la utilizacion de marcaje radioactivo. Los
productos de PCR se separaron en geles de
poliacrilamida (acrilamida-bisacrilamida (19:1)
5%, urea 7 M, TBE 0.5X) y se revelaron
por tincién con nitrato plata. Para seleccionar
las combinaciones de primers Eco Rl y
Msel para las amplificaciones selectivas, se
tomaron cuatro muestras de diferentes origenes
recolectadas en los municipios de Chinacota
(Norte de Santander), La Unién (Narifio),
Consaca (Narifio) y Palestina (Caldas), y
cada una se amplifico con 40 combinaciones
de primers. Se determin6 el porcentaje de
polimorfismo entre el nimero de bandas
polimorficas del total de bandas amplificadas
y se eligieron las cuatro combinaciones de
primers que generaron los mayores niveles
de polimorfismo para la amplificacion
selectiva del total de muestras. Los geles
se digitalizaron y se construyd una matriz
binaria de presencia (uno) y ausencia (cero)
para los loci evaluados, asumiendo que los
fragmentos de ADN de cadena sencilla que
migraron a igual distancia en el gel fueron
de secuencia idéntica. Con esta informacion
se establecio el porcentaje de polimorfismo
por niveles: finca, municipio, departamento
y pais, como la relacion entre el nimero
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de bandas polimorficas y el ntimero total
de bandas evaluadas. La similitud genética
entre las muestras segin su perfil AFLP se
calculo utilizando el modelo de distancias de
Nei y Li (36), a partir del cual se genero
un dendrograma utilizando el método de la
media aritmética no ponderada (UPGMA)
con “Bootstrap” de 1.000 permutaciones por
medio del programa Treecon 1.3b (50). Se
utiliz6 también la similitud genética entre
las muestras de los departamentos evaluados
en este estudio y las obtenidas con fines
de comparacion genética calculando las
distancias genéticas de Nei (35), después
de estimar las frecuencias alélicas segun
el procedimiento de Lynch y Milligan (29)
por medio del programa AFLP-SURV 1.0
(52). A partir de esta matriz de distancia
se grafico un dendrograma utilizando el
método UPGMA por medio del programa
MEGA 3.0 (27).

RESULTADOS Y DISCUSION

Variabilidad biolégica de Prorops nasuta
establecido en Colombia

Porcentaje de parasitismo. El analisis
de varianza para la variable porcentaje de

parasitismo bajo el disefio completamente
aleatorio mostro diferencias significativas entre
las poblaciones del parasitoide proveniente
de los origenes geograficos. La comparacion
Duncan al 5% revelo diferencias significativas
entre la poblacion de Cenicafé y Norte
de Santander, y de éstas con respecto a
las demas poblaciones (Tabla 2). La cria
que presentd el mayor parasitismo fue la
poblacién mantenida en Biocafé (Cenicafé),
donde se observo en promedio 1,1 granos
infestados parasitados por el parasitoide, y un
maximo de 1,6 granos. De los departamentos
evaluados, el mayor parasitismo se obtuvo
en Norte de Santander. Los resultados de
esta variable permiten sugerir que P. nasuta
tiene la capacidad de parasitar mas de un
grano de café brocado.

Longevidad de Prorops nasuta depredando
adultos de broca y su capacidad de
depredacién de estados inmaduros. Se
observo la depredacion de adultos de
broca inmediatamente se liberaron los
parasitoides. P. nasuta decapito la broca con
sus mandibulas por la regiéon membranosa
entre los escleritos pro y mesotoraxicos,
alimentandose de su hemolinfa. EI analisis
de varianza bajo el diseflo completamente

Tabla 2. Porcentaje de granos infestados por broca parasitados por Prorops nasuta y porcentaje de depredacion
de adultos de broca por el parasitoide de acuerdo a las regiones geograficas evaluadas.

Porcentaje de parasitismo (%)

Porcentaje de depredaciéon de adultos

Origen N de broca (%)
_ Maximo Promedio* Error Estindar Maximo Promedio* Error Estindar
Cenicafé 30 32 22,13 A 1,03 96,10 54,29 A 5,54
IS\I;’;:ZH%; 30 32 18,13 B 0,87 7553 3130B 4,36
Caldas 30 32 14,13 C 0,95 87,00 47,66 A 4,41
Quindio 30 24 13,86 C 0,59 95,11 50,75 A 4,89
Sandona 30 24 14,93 C 1,13 92,08 4542 A 4,61
Consaca 30 20 13,60 C 0,70 90,38 42,71 AB 4,11
Total 180 32 16,13 0,43 96,10 45,36 1,96

* Promedios seguidos por letras diferentes indican diferencias estadisticas segiin la prueba Duncan al 5%.
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aleatorio reveld diferencias significativas
entre los origenes geograficos estudiados
para la variable porcentaje de adultos
depredados por un individuo del parasitoide.
Se encontraron diferencias significativas
entre la poblacion de Norte de Santander
con respecto a las demas (Tabla 2), con el
menor promedio de depredacion de adultos
(9 brocas con un maximo de 23). En el
mejor de los casos, un solo individuo
del parasitoide fue capaz de depredar 29
adultos de brocas, lo que confirma la
capacidad de este parasitoide de regular
poblaciones de broca en el campo. Hubo
diferencias estadisticas, a un nivel de 5%,
en la longevidad de los parasitoides adultos,
alimentandose exclusivamente de adultos de
broca; la longevidad del parasitoide en las
condiciones del bioensayo alcanz6 un valor
maximo de 8 dias para la poblacion de
parasitoides de la cria Cenicafé (Tabla 3),
la cual fue mayor comparado con pruebas
realizadas en México donde la longevidad
promedio fue de 2,2 dias con un maximo de
6 dias (23). El mayor promedio para esta
variable se encontrod en la cria Cenicafé con
4,9 dias. Las crias de Norte de Santander
y Quindio mostraron los valores mas bajos
de longevidad.

Las depredacion de estados inmaduros de
broca por P. nasuta ocurrié en 6 a 7 dias,
tiempo en el cual un parasitoide consumid
los 50 estados de broca que contenia las
unidades experimentales. El analisis de varianza,
bajo el disefio experimental completamente
aleatorio, indico diferencias estadisticas
entre las regiones geograficas evaluadas y
la prueba de comparacion de Duncan al
5% mostréo una mayor depredacion en la
cria de Sandona (Tabla 4). Por medio de un
analisis de regresion lineal simple se estimo
la tasa diaria de depredacion, de tal manera
que la cria de Sandona present6 una tasa de
depredacion de ocho estados por dia.

Longevidad de Prorops nasuta depredando
estados inmaduros de broca. El analisis
de varianza, bajo el disefio experimental
completamente aleatorio al 5%, mostro
diferencias significativas entre las poblaciones
de P. nasuta estudiadas en la variable
longevidad depredando estados inmaduros de
broca. La mayor longevidad se observd en
la poblacion mantenida en Cenicafé, segin
prueba de comparacion de promedios de
Duncan al 5% (Tabla 3). La menor longevidad
se present6 en la poblacion de Consaca. En
estas crias se alcanz6 una longevidad maxima

Tabla 3. Longevidad de Prorops nasuta depredando adultos y estados inmaduros de la broca del café.

Longevidad de P. nasuta

Longevidad de P. nasuta depredando larvas y

Origen n depredando adultos de Broca prepupas de broca

__ Max. Prom. E.E. n Max. Prom. E.E.
Caldas 30 7 3,86 B 0,25 20 77 33,2BC 5,03
Cenicafé 30 8 4,86 C 0,39 20 74 46,25D 4,12
Consaca 30 7 4,3 BC 0,31 20 18 8,15A 1,10
?fﬁfiniir 30 5 2,73A 0,22 20 70 2135B 3,94
Quindio 30 5 3A 0,21 20 71 247B 5,54
Sandona 30 6 4,16 BC 0,31 20 77 40,1 CD 4,85
Total 180 8 3,82 0,13 120 77 28,95 2,08

* Promedios seguidos por letras diferentes indican diferencias estadisticas segiin la prueba Duncan al 5%. Max.: Maximo;

Prom.: Promedio; E.E.: Error estandar.




Tabla 4. Porcentaje de depredacion de estados inmaduros de broca por Prorops nasuta establecido en regiones

cafeteras en Colombia.

Origen n Prom." E.E. Modelo* R?

Caldas 30 80,13 A 4,04791  y=15,9827x +4,2405 0,9993
Cenicafé 30 81,46 AB 429374  y=5,8499x + 6,6389 0,9612
Consaca 30 84,40 AB 3,10787 y=6,3719x + 5,8003 0,9987
Norte de Santander 30 82,66 AB 4,73124  y=17.91x-4,0771 0,9718
Quindio 30 76,06 A 451764 y=6,2831x+5,1601 0,9774
Sandona 30 92,40 B 1,79245  y=7,8918x —4,783 0,9558
Total 180 82,85 1,61

+ Promedios seguidos por letras diferentes indican diferencias estadisticas segun la prueba Duncan al 5%. *Para el modelo

FTEE ) Gy

de 77 dias (Figura 1), la cual fue mayor
comparada con pruebas realizadas en México
donde el mayor promedio fue estimado en
27,7 dias con un maximo de 57 dias (23).
Teoricamente, dada la longevidad de P. nasuta
y su capacidad para depredar, se podria
considerar que esta especie de parasitoide
podria controlar hasta tres ciclos de broca
en el campo (Figura 1); sin embargo, seria
mas una actividad de depredaciéon que de
parasitismo, ya que hembras del parasitoide
de mas de 20 dias de edad no paralizan la
broca ni ovipositan de manera adecuada para
garantizar la sobrevivencia de su progenie
(23). En las pruebas realizadas en este estudio
se observo el desarrollo de las larvas del
parasitoide que consumian los hospedantes
y no podian tejer su capullo por carencia
de puntos de soporte, quedando totalmente
expuestas. En esta condicion, la hembra del
parasitoide depred6 las larvas de su misma
progenie y no se alimentd de la broca. No
se observo canibalismo sobre otros estados
del parasitoide que se encontraban parasitando
a la broca.

Para todas las caracteristicas biologicas
evaluadas en el parasitoide, la poblacion del
parasitoide mantenida en Cenicafé mostro el
mejor comportamiento segun los resultados
obtenidos por las pruebas de comparacion de

y” es la depredacion en términos de “x” que es el tiempo en dias. Prom.: Promedio; E.E.: Error estandar

promedios, seguido de las crias de Sandona
y Caldas. Este resultado puede ser explicado
por el periodo de 10 afios en el cual se
vienen criando estos insectos bajo las mismas
circunstancias, es decir, las condiciones de cria
han permitido una adaptacion de individuos
fértiles y agresivos.

Variabilidad genética de Prorops nasuta.
Se realizé una caracterizacion genética con
187 muestras de ADN de Prorops nasuta
recolectadas en el campo y aquellas usadas
como comparaciéon, utilizando las cuatro
combinaciones de primers mas polimorficas
mediante la técnica de AFLP, evaluadas
previamente: E-TG/M-CAG, E-TG/M-CAT,
E-AG/M-CAG y E-TC/M-CAG. Estos analisis
revelaron 97 bandas genéticas de clara lectura,
ubicadas entre 100 y 700 pares de bases,
de las cuales, 61 fueron polimorficas. El
porcentaje de polimorfismo por finca oscilo
entre valores de 5,32% y 30,85% (Tabla 5).
Los mayores porcentajes de polimorfismo
por departamento se registraron en Nariflo
(Tabla 5), region donde se realizaron las
primeras liberaciones de P. nasuta, con
individuos originarios de Kenia (40), y
donde posteriormente se liberaron individuos
criados en Colombia, pero provenientes de
una segunda introduccion procedente de Brasil
y cuyo origen fue Uganda. Quindio también
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Figura 1. Dias de Supervivencia de P. nasuta alimentada con larvas y prepupas de la broca del café para cinco
poblaciones provenientes de diferentes regiones de Colombia. Las lineas verticales indican posibles ciclos
biologicos de la broca del café que el parasitoide podria depredar.

mostrd altos niveles de polimorfismos, los
cuales pueden ser explicados por las multiples
liberaciones realizadas durante varios afios
en estudios de investigacion participativa
con agricultores (2).

El porcentaje de polimorfismo encontrado en
Colombia fue del 61,81%, en la cria Cenicafé
de 22,34% con 94 bandas, en Brasil de 20,25%
con 79 bandas y en México 30,26% con 76
bandas presentes. Estos resultados sugieren
que ha existido una mayor probabilidad de
que individuos al interior de cada finca se
hayan estado cruzando entre ellos, dadas las
barreras geograficas; sin embargo, los altos
porcentajes de polimorfismo observados a
nivel de departamentos y del pais indican

que estas subpoblaciones posiblemente
también se han venido cruzando a través del
tiempo, o bien que las poblaciones han sido
mezcladas durante su cria en confinamiento
previa liberacion en el campo. Dados los
antecedentes de las importaciones, cria y
liberaciones de esta especie en Colombia,
la segunda hipdtesis es la mas probable.

Al comparar las muestras recolectadas
en el campo con aquellas provenientes de
Brasil, México y Cenicafé, por medio de
UPGMA con 1.000 permutaciones a partir
de una matriz de distancia Nei y Li (36), se
pudo observar una formacion de dos grupos
con bajos valores de bootstrap (Figura 2):
el primero de ellos (A, I) agrupando las
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Tabla 5. Porcentaje de polimorfismo por departamento y municipio, del parasitoide P. nasuta establecido en

el campo en Colombia.

Origen Polimorfismo por municipio Polimorfismo por departamento
A No.B. No.B. % No.B. No.B.
Departamento Municipio l Amp. Pol. Pol. " Amp. Pol. % Pol.

Narifio Sandona 24 94 34 36,17
Narifio Ancuya 25 95 27 28,42

75 95 45 47,37
Narifio Consaca 25 95 33 34,73 ’
Narino La Union 1 87 - -
Valle Pance 2 90 17 18,88 2 90 17 18,89

indi imb. 21 96 38 39,58

Quindio Quimbaya 2% 0 96 39 40,62
Quindio Buenavista 1 81 - -
Risaralda Pereira 12 97 30 30,93 12 97 30 30,93
Caldas Chinchina 10 96 26 27,08
Caldas Palestina 23 96 30 31,25 37 97 34 35,05
Caldas San José 4 93 19 20,43
Norte de Santander Pamplonita 11 95 20 21,05

19 95 23 24,21
Norte de Santander Chinacota 8 94 17 18,08 ’
Cesar Jagua de Ibirico 3 89 12 1348 3 89 12 13,48

No.B.Amp: Numero de Bandas Amplificadas; No.B.Pol.: Numero de bandas Polimorficas; % Pol.: Porcentaje de polimorfismo

muestras de Brasil y México (muestras fuera
de grupo) y dos muestras del municipio de
Palestina, y en el segundo el resto de las
muestras evaluadas. Este analisis indica que
no existieron diferencias genéticas marcadas
entre las muestras evaluadas, que permitieran
determinar grupos independientes; sin embargo,
estos resultados son informativos y sugieren
que las muestras de México, Brasil y Palestina
pudieron tener el mismo origen.

Las muestras mas cercanas a Brasil y
México corresponden a una finca del municipio
de Palestina (Caldas), donde a pesar de la
alta tecnificacion del cultivo, condicion en
que se reducen los estados disponibles del
huésped por recoleccion manual de frutos
brocados y aplicacion de insecticidas, se
encontrd un porcentaje de parasitismo superior
al 10% (31). Este comportamiento podria ser
explicado por la posible presencia de genes
de resistencia a insecticidas en el parasitoide.
Esta informacion podria estar relacionada con

la historia de P. nasuta en Brasil, donde el
uso del biocontrolador fue desplazado por la
utilizacion de insecticidas clorados, y a pesar
de ello, el establecimiento del insecto en el
campo se detecté décadas mas tarde (46, 51,
54). Es probable que P. nasuta haya creado
resistencia a insecticidas por la presion de
seleccion a la que fue sometida, y es factible
que en la finca del municipio de Palestina
se hayan realizado las primeras liberaciones
de P. nasuta después de su introduccion
desde Brasil en 1996, conservando alli una
linea del parasitoide no mezclada con los
individuos provenientes de Ecuador. A pesar
que la presencia de genes de resistencia en
P. nasuta no fue confirmada en estudios
posteriores de campo (42), seria recomendable
analizar las poblaciones presentes en esta
finca para confirmar esta hipotesis.

Los estudios de la biologia de P. nasuta
indican que debe existir una alta endogamia
en esta especie (1), ya que la copula ocurre
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Figura 2. Dendrogramas apartir de las distancias genéticas por analisis UPGMA con Bootstrap de 1000 permutaciones.
a. Agrupamiento de P. nasuta establecido en el campo en Colombia y las muestras de Brasil, México y la cria
Cenicaf¢. b. Agrupamiento de P. nasuta establecido en el campo en el departamento de Narifio y las muestras de
Brasil, México y la cria de Cenicafe. Los valores de soporte de los nodos corresponden al porcentaje de Bootstrap.
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entre individuos de igual progenie antes
de emerger del grano de café infestado
donde se desarrollaron. No obstante, los
resultados desvirtuan parcialmente esta
hipotesis, debido a que se encontraron altos
niveles de variacion genética, que indican
apareamientos por fuera de los granos
conteniendo el huésped. Esta situacion
podria ser explicada en dos escenarios: (1)
Que la especie sea realmente endogamica,
pero que la variabilidad genética haya
sido enriquecida en condiciones de cria en
confinamiento de tal manera que las hembras
del parasitoide pueden copular con machos
de diferentes progenies y, posteriormente,
ser liberadas en el campo, conteniendo
toda la variabilidad genética; o (2) Que la
especie no sea altamente endogamica y que
los machos alados busquen hembras para
la copula por fuera de los granos de café
en el campo.

Al realizar el mismo tipo de analisis
UPGMA entre las muestras de Narifio,
las extranjeras y Cenicafé (Figura 2b) se
presentan dos grupos soportados por mayores
porcentajes de Bootstrap (>40%); el primero
(B, I) incluye las muestras fuera de grupo y
el segundo (B, II) contiene todas las muestras
del departamento y las de Cenicafé, con clara
diferencia de tres muestras (SndEdell, 2 y
SndEmel) (B, Ila), las cuales corresponden
a las fincas donde se realizaron las primeras
liberaciones del parasitoide en el afio 1991
(7). El nodo Ilc (Figura 2b) divide a su vez
la mayoria de las muestras de Cenicafé de
las del resto de Nariflo, con bajos soportes de
Bootstrap. La diferencia entre el parasitoide
establecido en Colombia con las muestras de
Brasil y México se corroboro utilizando las
diferencias estadisticas de Nei (35), después
de estimar las frecuencias alélicas segun el
procedimiento de Lynch y Milligan (29),

Quindio

Risaralda

Cenicafe

Caldas

Narino

Norte Santander

Cesar

Valle

Mexico

Brasil

Figura 3. Dendrograma a partir de las distancias genéticas por analisis UPGMA, agrupando las muestras por
departamento, comparadas con las muestras de Brasil y México.
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generando un dendrograma por el método
UPGMA (Figura 3). Este analisis presenta la
primera caracterizacion genética de P. nasuta
mediante la técnica AFLP.

En conclusion, los resultados indican
estrechas relaciones intraespecificas
comparando las muestras colombianas con
las de Brasil y México, y ain mayor entre las
muestras colombianas, donde se observa una
débil subestructura de poblaciones y ausencia
de patrones principales de agrupamiento a
partir de los analisis genéticos con bajos
soportes de bootstrap para los nodos. La
débil estructura de poblaciones encontradas
a pesar de los altos valores del porcentaje
de polimorfismo, sugiere que la diversidad
se origina por las condiciones de cria con
respecto a su posibilidad de apareamiento,
mas que a la presion de seleccion a la que se
somete la especie en los diferentes ambientes
colombianos donde se ha establecido, teniendo
en cuenta la reduccion de las poblaciones
del parasitoide y su hospedante después de
las épocas de cosecha. La baja diversidad
genética de la cria Cenicafé puede deberse a
la fijacion de los alelos por sucesivos cruces,
de acuerdo con los ciclos de cria y a las
bajas poblacionales en el pie de cria, sumado
posiblemente a cambios en la disponibilidad
de alimento, sanidad y condiciones de cria.

Los resultados sugieren que en Colombia se
encuentra una linea del parasitoide distinguible
con respecto a otras poblaciones presentes en
Latinoamérica, que se generd a partir de la
union de individuos del parasitoide originarios
de Kenia introducidas por Ecuador y las de
Uganda desde Brasil. Es probable que esta
mezcla le haya conferido a las poblaciones
de Colombia ventajas en su capacidad de
establecimiento. La divergencia de poblaciones
esta sustentada por la presencia de marcadores
moleculares ligados a los paises de origen y
determinada por medio de las pruebas AFLP.

La informacion genética del parasitoide
sugiere que las variables bioldgicas evaluadas
describieron de mejor manera el comportamiento
de P. nasuta establecido en Colombia, mas que
el de cada linea encontrada por departamento.
De esta manera, un individuo del parasitoide
establecido en Colombia, en las condiciones
de este experimento, tiene la capacidad de
parasitar hasta 1,6 granos infestados por broca,
depredar hasta 29 adultos de broca, 8 estados
inmaduros diariamente, podria vivir hasta 8
dias cuando se alimenta exclusivamente de
adultos y hasta 77 dias cuando lo hace de
estados inmaduros del coledptero.
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