*ok

NUEVAS TECNICAS DE PRODUCCION MASIVA
AUTOMATIZADA DE Hypothenemus hampei SOBRE LA DIETA
ARTIFICIAL CENIBROCA MODIFICADA

Maribel Portilla R."; Douglas Streett™*

RESUMEN

PORTILLAR.,M.; STREETT D. Nuevas técnicas de produccion masiva automatizada de Hypothenemus
hampei sobre la dieta artificial Cenibroca modificada. Cenicafé 57(1):37-50.2006

Un sistema automatizado para la cria masiva de la broca del café, CBB, Hypothenemus hampei (Ferrari) fue
desarrollado en el Laboratorio Nacional de Control Biologico, USDA-ARS-de los Estados Unidos. En este
programa de cria se utiliz6 la dieta artificial Cenibroca modificada compuesta de café, agar, caseina, levadura,
inhibidores, vitaminas y preservativos. Se desarroll6 un nuevo disefio de celdas para la elaboracion de bandejas
de cria de 32 celdas las cuales fueron elaboradas con plastico calibre 20 por 30 x 14,6 x 1,1cm de ancho. La
dieta se distribuy6 en las bandejas de cria de 32 celdas con un dispensador automatico adaptado para la dieta
artificial Cenibroca modificada. Se establecio la colonia de broca y se mantuvo con este sistema de cria por 70
generaciones continuas sin afectar su actividad, fecundidad, peso y tamafio. En total se produjeron novecientas
mil brocas machos y hembras utilizando 20 litros de dieta.

Palabras claves: USDA, BCPRU, Cenibroca, cria masiva, control bioldgico, dieta artificial, Hypothenemus
hampei, broca del café, Phymastichus coffea, parasitoides.

ABSTRACT

An automated system for the mass rearing of coffee berry borer (CBB), Hypothenemus hampei (Ferrari)
was developed at the National Biological Control Laboratory, USDA-ARS in the United States. A modified
Cenibroca artificial diet consisting of coffee, agar, casein, yeast, inhibitors, vitamins and preservatives was used
in the CBB rearing program. A novel cell design was developed for the 32 cell trays that were made with 20.0
mil gauge and 30 x 14.6 x 1.1cm wide polyvinylchloride plastic. The 32 cell trays were filled with diet from
an automated diet dispenser adapted to dispense the modified Cenibroca artificial diet. The CBB colony was
established and maintained using this rearing system for 70 continuous generations without affecting its activity,
fecundity, weight, and size. This rearing system was sufficient to produce nine hundred thousand males and
females CBB in 20 liters of diet.

Keywords: USDA, BCPRU, Cenibroca, mass rearing, biological control, artificial diet, Hypothenemus hampei,
coffee berry borer, Phymastichus coffea, parasitoids.
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La broca del café, Hypothenemus hampei
(Ferrari) es considerada una plaga importante
de caracter mundial y dificil de controlar
mediante aspersiones de insecticidas debido a
que gran parte de su ciclo de vida transcurre
en el interior del fruto de café (3). El
control biolégico mediante el uso de los
parasitoides de origen africano parecen ser
la alternativa mas viable ya que al menos
en cada pais una de las especies liberadas
se ha establecido (8, 10, 13, 19).

La cria masiva de insectos entomdfagos para
el control biologico de plagas se ha convertido
en una técnica comunmente utilizada para
establecimientos permanentes, colonizaciones
periddicas o liberaciones inoculativas e
inundativas de agentes controladores (18).
Para el control bioldgico de la broca del café,
la produccion masiva de parasitoides ha sido
escasa y los diferentes programas de control
llevados a cabo en diferentes paises no han
sido exitosos. Esto, posiblemente debido a la
falta de conocimiento y a la disponibilidad
de un sistema de cria de la broca que se
pueda adaptar facilmente a las condiciones
existentes en los paises productores de café
(3, 35). El tnico sistema de cria masiva
de estos parasitoides conocido hasta este
momento (26, 13) requiere de su hospedero
natural (grano pergamino) lo que implica
depender de la presencia de frutos de café
durante todo el aflo. Esta caracteristica la
tiene Colombia, que por sus condiciones de
clima ecuatorial el café tiene varias floraciones
al aflo, razon por la cual ha sido el unico
pais productor que ha tenido éxito con este
sistema de cria tradicional (3). El desarrollo
de dietas artificiales para la cria de la broca
del café es un paso crucial para el desarrollo
de una tecnologia comercial y para mantener
continuidad en los programas de cria y
liberacion de controladores bioldgicos.

Aunque son varias las dietas descritas
para la cria de broca del café (7, 12, 27,
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34, 35) ninguna de ellas estd comercialmente
disponible. Portilla (27), utilizé la dieta
artificial Cenibroca para el desarrollo de la
cria de la broca del café a mediana escala y
del parasitoide Cephalonomia stephanoderis,
pero los costos de producciéon continuan
siendo altos y la mano de obra intensa. Por
tanto, esta investigacion se llevo a cabo para
desarrollar un sistema de cria automatizado
de broca del café utilizando la dieta artificial
Cenibroca modificada, la cual ha sostenido
mayores niveles de produccion que cualquier
otra dieta de broca, proporcionandole al
insecto los requerimientos nutritivos que
necesita para desarrollarse de huevo a adulto,
con tasas de crecimiento, peso y tamaflo
constantes a través de generaciones, ademas
de ser economica y facil de preparar.

En este articulo se presentan resultados
de produccién de broca a través de 15
generaciones. Se compar6 la capacidad
reproductiva, relacion de sexos, peso y tamaiio
y fecundidad dependiendo de la actividad de
la broca a partir de la generacion F,, hasta la
F,,y se describen cada una de las actividades
de investigacion que condujeron al desarrollo
de este programa de cria masiva.

MATERIALES Y METODOS

Establecimiento de la colonia de broca. Esta
investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio
Nacional de Control Biologico de Estados
Unidos, USDA-ARS-BCPRU. Las colonias
de H. hampei fueron proporcionadas por el
Centro Nacional de Investigaciones deCafé
- Cenicafé, Colombia. Estos especimenes se
recibieron en frutos de café colectados de
predios colombianos infestados del insecto.
El material se mantuvo en camaras de cria
(Percival RE-16) con temperaturas y humedades
relativas controladas de 23 = 1°C y 75 £ 1%,
respectivamente y un fotoperiodo de 0: 24
LD durante 45 dias hasta obtener la primera




emergencia de broca. Los adultos de broca
emergidos se trasladaron inicialmente a la
dieta Cenibroca y se criaron durante algunas
generaciones utilizando la metodologia descrita
por Portilla (28). Posteriormente, la dieta y
la metodologia de producciéon se modificaron
lograndose producciones masivas.

Preparacion de la dieta. La Tabla 1 muestra
el nombre de los proveedores y la composicion
de la dieta Cenibroca modificada con las
cantidades de los ingredientes utilizados en
la preparacion de 20L de dieta. Se mezclo
el agar y el café molido (molino Bunn-o-
Matic) del 12% de contenido de humedad
en 15L de agua. Esta mezcla que equivale
al 78% del peso total de los ingredientes en
polvo o al 16% del peso total de la dieta,
se esterilizd en autoclave durante 15min a
120°C y 15Ib de presion. Luego de sometida
al autoclave la mezcla se llevé a una olla
vaporizadora OM-TDB/7 de 20L de capacidad,
acoplada a un mezclador automatico Stir Pak
Mixer Head 50002-02 y se le agregaron los
ingredientes: azucar, caseina, levadura, acido
benzoico, Benomil, vitaminas de Vanderzan,
sales de Wesson, formaldehido y alcohol. La

mezcla y los ingredientes se homogeneizaron
durante 15min a una temperatura constante
de 65 °C.

La mezcla final se dosifico en 350
contenedores plasticos de 32 celdas. La
elaboracion de estos recipientes se basod en
el disefio de un molde propio, con medidas
y forma especifica para la cria de la broca
del café. Este molde se adapté a la maquina
formadora-selladora Modelo 655-BBS-9 (33).
Los recipientes se elaboraron con plastico
polivinilo calibre 20,0 con dimensiones 14,6cm
x 30cm x 1l,lcm con base perfectamente
redondeada (American Mirrex Corp., Newcastle,
DE). Para dosificar la dieta en las bandejas
plasticas de 32 celdas se utiliz6 un dosificador
automatico adaptado para la dieta Cenibroca
modificada, el cual fue elaborado por personal
técnico de la USDA-ARS-BCPRU. La
maquina requirié6 de un operario y constaba
de una bomba dosificadora FILAMATIC-
260-NATIONAL INSTRUMENTAL-LLC,
una unidad dispensadora de 32 boquillas
(Modificada para productos viscosos), un
control automatico de tiempo de llenado que
se fij6 en 2 (minimo) hasta 10 (maximo)

Tabla 1. Composicion y nombre de los proveedores e ingredientes para la preparacion de 20 litros de dieta

Cenibroca.

Ingredientes Cantidad Proveedor
Agar 200 g FMC Corporacion
Caseina 300 g Sigma
Levadura — Candida Utilis 300 g ICN
Azlcar 200 g Supermercado
Café molido 12% de humedad 3000 g Supermercado
Acido Benzoico 20g Sigma
Benomil 30g
Vitaminas Vanderzan 10g Sigma
Sales de Wesson 16 ¢g Sigma
Formaldehido 20 ml Fisher Scientific
Alcohol 75 a 90% 200 ml Supermercado
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segundos entre bandeja y bandeja de 32
celdas, valvulas de control automatico de
requerimiento de llenado constante, cuya
dosificacion se fijo desde 0,8 (minimo)
hasta 2,0 (maximo) gramos de dieta/celda,
mangueras de alta presion conectadas a la
olla vaporizadora OM-TDB/7 (Figura 1).
El indice de produccion de esta maquina
dosificadora establecida en 4seg de control
automatico de tiempo y 1,4g de control
automatico constante de llenado fue de 15
bandejas de 32 celdas/minuto. Las bandejas
que contenian la dieta se almacenaron hasta
por 15 dias en un cuarto frio (15 + 1°C).

Infestacion de la dieta. Las bandejas con
la dieta (contenido de humedad 60 — 65%
tomado con el Analizador de humedad IR-
50 P/N 901569-1 REV-A, Denver Intrument
Company) almacenadas en el cuarto frio, se

trasladaron a un cuarto con temperatura de
20 + 1°C. La dieta se infesté uniformemente
con hembras de broca en camaras de flujo
laminar y utilizando dispensadores de broca.
Las hembras se desinfestaron previamente con
cloruro de benzalconio en concentraciones del
0,5% y enjuagues con agua estéril. Antes de
la inoculacién, las brocas se llevaron a un
cuarto frio (4 = 1°C) durante unos 20min
con el fin de disminuir la actividad del
insecto y facilitar la infestacion. Se colocaron
dos o tres hembras por cada celda. Los
dispensadores de broca son tubos plasticos
(4 x 7cm de diametro) con tapa perforada y
cubierta con malla metalica # 25. Un total
de 20L de dieta (350 bandejas plasticas de
32 celdas) se infestaron con 28.000 brocas
(cuatro dispensadores de 7.000 brocas cada
uno). Las bandejas de dieta infestadas se
sellaron con papel adhesivo transparente

Figura 1. Maquina dosificadora automatica adaptada para dispensar la dieta Cenibroca modificada en bandejas plasticas de
32 celdas, A, Bomba dosificadora FILAMATIC-260-NATIONAL INSTRUMENTAL-LLC; B, Unidad dispensadora de 32
boquillas (Modificada para productos viscosos); C, Control automatico de tiempo de llenado (2 a 10 segundos/bandeja de
32 celdas) y vélvulas de control automatico de requerimiento de llenado (0,8 a 2,0 g de dieta/celda); D, Mangueras de alta
presion conectadas a la olla vaporizadora OM-TDB/7; E, Bandejas de cria de 32 celdas.
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perforado (American Mirrex Corp., Newcastle,
DE) y se llevaron a camaras o cuartos
climatizados en donde se mantuvieron bajo
total oscuridad durante 35 dias a 23 +
1°C y 75 £ 1% de temperatura y humedad
relativa, respectivamente.

Cosecha de adultos. Las bandejas de dieta
de 35 dias de infestadas, mantenidas a una
temperatura de 23 + 1°C se trasladaron a
camaras climatizadas y se mantuvieron bajo
condiciones de total oscuridad durante 10 dias
a una temperatura de 25 £ 1°Cy 75 + 1%
de humedad relativa. Posteriormente, a estas
bandejas se les removid el papel adhesivo
y la dieta infestada se llevo a agitadores
eléctricos WS LYTER RX-812 compuestos
de cernidores metélicos con mallas #s 20,
25 y 30 de 45cm x 15cm de diametro. La
dieta se coloco en el cernidor con malla #
20 y se agité durante unos 15 minutos. Los
adultos colectados en el cernido # 30 se
trasladaron a un cernidor metalico pequefio
(15em x 7cm de diametro) con malla # 40
el cual se agité manualmente con el fin
de remover pequefios residuos de dieta,
machos y huevecillos de broca presentes
que pasaron a través de las mallas #s 20
y 25. Las hembras de broca colectadas en
el cernidor # 40 se desinfestaron utilizando
la metodologia descrita anteriormente (ver
infestacion de la dieta) y se utilizaron para
mantener la colonia de insectos.

Control de calidad.

Parametros poblacionales de la broca
dependiendo de la actividad. Las hembras
cosechadas y desinfestadas se colocaron en
una caja plastica transparente 10cm x 10cm x
Scm la cual se coloco en la base de una caja
plastica transparente de mayores dimensiones
(30cm x 30cm x 20cm). Las hembras mas
activas que fueron capaces de migrar del
recipiente pequeiio al grande (brocas que

vuelan o caminan) se seleccionaron para
mantener la colonia principal. Para evaluar
fecundidad se utilizaron 350 brocas hembras
por tratamiento (voladoras, caminadoras e
inactivas). Se inocularon individualmente
en la dieta en bandejas plasticas de 32
celdas. Se examinaron 50 trozos de dieta
(aproximadamente 1,4g/trozo de dieta) por
tratamiento cada 7 dias durante 10 semanas.
La fecundidad se determin6 con base en la
cantidad de progenies obtenida en las muestras
de dieta en cada tiempo de evaluacion. Para
evaluar los parametros poblacionales se
utilizaron 5 grupos (unidad experimental) de
50 brocas/tratamiento (brocas que volaban,
caminaban e inactivas). Las brocas se utilizaron
para infestar individualmente trozos de dieta
en bandejas de 32 celdas. Se tomaron 10
trozos de dicta infestada (1 broca/trozo
de dieta)/tratamiento cada siete dias y se
llevo el registro del nimero de individuos
encontrados en cada muestra por tiempo de
evacuacion.

Se calcularon las variables huevos/broca/
dia, fecundidad bruta [M ], fecundidad neta
[m ], tasa intrinseca de crecimiento ]y
tasa finita de crecimiento [A] (Carey, 14),
con los promedios de producciéon obtenidos
durante las primeras cinco semanas después
de la infestacion.

Monitoreo a través de generaciones

Fecundidad de la broca. Se seleccionaron
al azar de la colonia principal por cada
generacion un nimero determinado de bandejas
de 32 celdas para su analisis con el fin de
evaluar fecundidad, a partir de la séptima
semana después de infestada la dieta y se
determind mediante el nimero de estados de
broca presentes en cada bandeja, evaluando
20 bandejas por generacidon (640 trozos de
dieta por generacion).
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Relacion de sexos. Se llevo el registro de
la produccion total de adultos machos y
hembras de broca encontrados en dicta de
siete semanas después de infestada y se
determind la relacion de sexos. Se evaluaron
20 bandejas de 32 celdas por generacion.

Peso y tamaiio de la broca. El peso y
tamarfio se determind mediante la seleccion de
100 hembras y 100 machos por generacion.
Para el peso de las hembras se utilizd una
microbalanza de precision Sartorium ISO
9001 y los machos y hembras se midieron
individualmente con el software Image Pro-
Plus para Windows.

Produccion de broca y porcentaje de
actividad. La produccion de adultos se
evalué mediante el registro de recoleccion
del peso machos y hembras producidas en
20L de dieta, 8 semanas después de la
infestacion (350 bandejas por generacion).
Se determin6 ademas, el porcentaje de broca
activa mediante la diferencia de peso de la
cosecha general de broca y el peso de la
broca voladora y caminadora obtenida en
20L de dieta por cada generacion.

Analisis estadistico. Para todos los casos, los
datos se analizaron mediante el procedimiento
del modelo general lineal SAS (SAS Institute
2000). Los parametros poblacionales de broca
dependiendo de la actividad, fecundidad,
relacion de sexos, peso y tamafio de la
broca a través de generaciones se analizaron
mediante un andlisis de varianza (ANOVA)
y se utilizo la prueba de Tukey (p= 0,05)
para discriminar diferencias significativas
entre promedios.

RESULTADOS Y DISCUSION
Control de calidad

Parametros poblacionales de la broca
dependiendo de la actividad. El analisis
GLM no mostro diferencias significativas en la
capacidad reproductiva de la broca voladora,
caminadora e inactiva en la primera semana
de evaluacion (p = 0,05) (F = 5,49; df = 2,
147; P = 0,0052). Sin embargo se observd
diferencia significativa en la fecundidad del
insecto a partir de la segunda semana hasta la
décima semana después de la infestacion (p =
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Tabla 2. Tasas de reproduccion de labroca del café dependiendo de la actividad (voladora-caminadora-inactiva)
obtenidas en dieta artificial Cenibroca, 5 semanas después de infestacion.

Tratamientos Tasas Reproductivas n = 150 (1 hembra / trozo de dieta)
(Actividad-broca) ~
X +EE
Huevos/broca
M, m A r,

Voladora 3,18+0,02a  49,06+5,43 a 34,76+3,64 a 1,07+0,0008a 0,067+0,0004 a
Caminadora 3,00+£0,17a  41,44+8,65a 29,65+7,81a 1,07+0,0012a 0,065+0,001a
Inactiva 0,36+0,04b  7,84+4,40b  5,5+1,40b 1,02+0,0040b 0,037+0,002b

Promedios seguidos de la misma letra en columnas no son significativamente diferentes (p = 0,05 Tukey) E = Error Estandar,

M ¥ = Fecundidad bruta, m * = Fecundidad neta, . = Tasa finita de crecimiento, r™ = Tasa Intrinseca de crecimiento

0,05) {(F = 16,55; df = 2, 147, P = 0,0001),
(F = 57,41; df = 2, 147, P = 0,0001), (F =
79,17, df = 2, 147; P = 0,0001), (F = 117,19;
df = 2, 147; P = 0,0001), (F = 167,92; df
= 2, 147, P = 0,0001), (F = 110,08; df
=2, 147, P = 0,0001), (F = 215,32; df =
2, 147, P = 0,0001), (F = 302,31; df = 2,
147; P = 0,0001) (F = 266,89; df = 2, 147,
P = 0,0001)} respectivamente. La Figura
2 muestra los promedios de fecundidad
acumulada durante 10 semanas después de
infestacion, observando producciones de 78,5
+ EE 2,19 para la broca voladora, 84,2 +
EE 2,01 para la broca caminadora y 11,9
+ EE 3,05 individuos por hembra para la
broca inactiva.

El analisis de varianza para los parametros
poblacionales mostr6 diferencias significativas
para las variables huevos broca/dia (F =
219,92; df = 2, 12; P = 0,0001), fecundidad
bruta [M J(F = 261,20; df = 2, 12; P =
0,0001), fecundidad neta [m J(F = 239,39;
df = 2, 12; P = 0,0001), tasa intrinseca de
crecimiento [r ] (F = 236,98; df = 2, 12;
P = 0,0001) y tasa finita de crecimiento
[A] (F = 101,40, df = 2, 12; P = 0,0001).
La Tabla 2 muestra que los parametros

poblacionales para las brocas voladoras
y caminadoras no presentaron diferencia
significativas entre ellas; sin embargo, si
fueron estadisticamente diferentes comparadas
con la broca inactiva.

Son varios los factores que influyen en
la produccion homogénea de insectos de
alta calidad, entre los mas criticos estan
irritabilidad, actividad, respuestas marginales,
y potencial reproductivo (17). King y Leppla
(23) mencionan ademas otros factores que
se pueden ver afectados como las funciones
metabdlicas, tolerancia a factores fisicos y
quimicos, cambios en aspectos bioldgicos
como comportamiento de copula, seleccion de
hospederos y produccion de feromonas entre
otros. La fertilidad, fecundidad, longevidad
y tiempos de desarrollo del insecto estan
directamente relacionados con su actividad,
y este factor a su vez puede sufrir deterioro
a través de generaciones debido a los
factores fisicos y quimicos a los cuales los
insectos se deben someter en producciones
continuas sobre dietas artificiales. Portilla
et al, (29) encontraron que la actividad y
tiempo de vuelo de la broca disminuye a
través de generaciones; sin embargo, en esta
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investigacion se pudo determinar que este
factor no afecta las tasas de crecimiento del
insecto, por tanto, para la cria masiva de
la broca del café no seria necesario incluir
el vuelo como un factor individual dentro
de las medidas de control de calidad. Sin
embargo, la seleccion de broca activa (broca
que camina y/o vuela) es critica y se debe
considerar como una medida para garantizar
la calidad de las colonias.

Monitoreo a través de generaciones

Fecundidad de la broca. El analisis estadistico
(GLM) de la variable fecundidad (progenie
total) no presentd diferencias significativas a
través de generaciones (p = 0,05) (F = 1,50;
df = 14, 285; P = 0,1091). El analisis GLM
para la estructura poblacional de los estados
tardios (prepupa y pupa) presento diferencias
significativas (p = 0,05) (F = 2,89; df = 14,
285; P = 0,0004), observando promedios de
523,05 + 39,02 y 518,90 + 39,48 (x+ EE)
individuos por bandeja para la segunda y
cuarta generacion respectivamente, comparada
con poblaciones de 372,25 + 88,61 y 371,95
+ 91,59 (x+ EE) individuos para la octava
y sexta generacion. Las variables adultos
(machos y hembras) y estados tempranos
(huevos y larvas) no presentaron diferencias
significativas entre generaciones (GLM) (p
= 0,05) (F = 1,48; 0,35; df = 14, 285; P
= 0,1180; 0,9870), respectivamente.

Singh y Moore (32) manifiestan que una
dieta aceptable es aquella que le proporcione al
insecto los requerimientos nutritivos necesarios
para su reproduccion. Los promedios de
produccion en estas dietas no deben ser
menores del 75% de huevos viables y sus
tasas de reproduccion deben ser similares
a las obtenidas en su medio. La broca

' PORTILLAY STREETT. Comunicacién personal. Afio?
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del café a nivel de campo tiene una tasa
intrinseca de crecimiento de 0,065 y una
tasa finita de crecimiento de 1.065, valores
equivalentes a 1,02 hembras/hembras/dia (3,
30). Si comparamos estos valores con los
obtenidos en esta investigacion podemos
observar que las tasas de crecimiento son
un tanto mayores a las reportadas en el
campo. El promedio total de 2.500,20 =+
EE 28,51 individuos / bandeja de 32 celdas
y los valores en la Tabla 2 (» = 0,067 y
0,065 y A = 1,07 para brocas voladoras y
caminadoras, respectivamente) equivalen,
utilizando este programa de cria, a una tasa
diaria de crecimiento de la broca de 1,07
hembras/hembra y su poblacion se duplico
en 9,5 dias. Estos valores demuestran la
viabilidad de la dieta Cenibroca modificada
utilizada en esta investigacion. Portilla y
Streett' describen la composicién de los
aminoacidos de las proteinas utilizadas en la
dieta Cenibroca modificada. Afirman que mas
de la mitad de los aminoacidos esenciales se
encuentran en la caseina. Tanto la caseina
como la levadura representan aproximadamente
el 20 y 11% respectivamente de la proteina
presente en el grano de café.

La capacidad reproductiva de las colonias
de insectos se puede afectar a través de crias
continuas debido a riesgos genéticos (2) los
cuales pueden variar dependiendo de su
comportamiento reproductivo (25). Singh y
Moore (32) manifiestan que las colonias de
insectos hapodiploides pueden sufrir menos
mutaciones que las colonias de insectos
diploides, puesto que los cambios genéticos
son mas rapidos en machos haploides y estos
pueden ser removidos de la poblacion. Brun
et al. (11) determinaron que la broca del café
es un insecto “funcionalmente” hapodiploide.
Este se reproduce sexualmente tanto en dieta
artificial como en grano pergamino'. Por lo




tanto, el mecanismo de seleccion utilizado
en este programa (cosecha de hembras
y seleccion de broca activa) ha sido un
factor fundamental para mantener la colonia
de broca por mas de 70 generaciones sin
presentar deterioros en fecundidad y estructura
poblacional (Registros de produccion de broca
1999-2006 NBCL). La Figura 3 muestra
la fecundidad de la broca a través de 15
generaciones (F, -F,)).

Relacién de sexos. La seleccion de las
especies por vigor, actividad y tamafio no
solamente ayuda a mantener la calidad de los
insectos sino que crea los cambios genéticos
favorables para su reproduccion, causando
una mejor adaptacion bajo condiciones de
laboratorio (22, 32). Entre algunas de las
variaciones genéticas que influyen en la
reproduccion de insectos se pueden mencionar
el incremento en fecundidad, la reduccidon de
esterilidad, tolerancia a temperaturas (bajas
o altas), resistencia a insecticidas (factor
favorable principalmente para parasitoides)
(32). Simmonds (31) menciona que la variacion
de sexos es otro cambio genético crucial
que influye en el incremento o reduccion

de la poblacion de insectos. La biologia
de la broca del café ha sido altamente
estudiada en diferentes partes del mundo
utilizando su hospedero natural (4, 5, 6, 9,
15, 16, 20, 21, 24, 26) y los resultados de
tiempo de desarrollo varian en la mayoria
de los estudios, debido posiblemente a que
cada estudio se llevo a cabo bajo diferente
condiciones, particularmente temperatura.
Sin embargo, la mayoria de los estudios
coinciden en la relacion de sexos, 10 hembras
por 1 macho aproximadamente. Existen
ademas estudios de biologia de la broca
del café sobre dieta artificial (7, 12, 27,
34, 35). Portilla (27), reporta una relacion
de sexos de 6,8 hembras por 1 macho la
cual se mantuvo durante 5 generaciones.
Resultados similares se encontraron en este
estudio donde se obtuvo una relacién de 7,4
+ EE 2,45 hembras por 1 macho a través
de 15 generaciones (F,-F,) (Figura 4). Si
la broca se reproduce sexualmente a nivel
de laboratorio tanto en dieta artificial como
grano pergamino', esta variacion de sexos
podria considerarse como un cambio genético
favorable para la produccion masiva de este
insecto puesto que tendria mas probabilidades
de copula. El analisis de varianza (F =
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k-]
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0,83; df = 14, 285; P = 0,6363) no mostro
diferencias significativas con respecto a la
variable relacion de sexos a través de 15
generaciones (Figura 4). Portilla y Streett
(Datos sin publicar) utilizaron brocas hembras
provenientes de generaciones F,a la F,
criada sobre la dieta artificial Cenibroca
para establecer colonias en grano pergamino,
la relaciéon de sexos fue 6,7 £+ EE 1,87
hembras por 1 macho, demostrando que la
broca criada en dieta artificial conserva esa
variaciéon de sexos aun si se reproduce en
su propio hospedero.

Peso y tamaiio. Los registros de estados
inmaduros de broca mostraron presencia de
larvas de segundo estadio con crecimiento
acelerado, 2,5 mm aproximadamente. Portilla
y Streett' reportan tamafios de 1.7312 + EE
0.094 y 1.7459 + EE 0,0937mm para larvas de
segundo estadio producidas en dieta artificial
y grano pergamino, respectivamente. Esta
variacion de crecimiento la cual se puede
considerar como una mutacién se manifesto
unicamente en la generacion 7 (F,), 9 (F,),
y 10(F,) con niimeros de 2, 5 y 3 larvas,
respectivamente. En vista que la poblacion
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de este tipo de larvas fue relativamente
pequeiia con respecto a la poblacion total
(0,12; 0,33y 0,17%, respectivamente) (Figura
3) y ademds por que ninguna larva pudo
completar su desarrollo hasta adulto, no se
ejecutd ningun tipo de anadlisis estadistico
para esta variable.

La broca del café es un coledptero pequetio,
cuyo tamafio varia de 1,5 a 2,0 mm y el
macho es mas pequeio que la hembra (1).
No existe ninguna investigacion que reporte
el tamano del macho o el peso de la hembra.
En este estudio se registrd6 1,661 = EE
0,079mm para el tamafio de la hembra (n
= 100/generacion) y 1,039 + EE 0,072mm
(n = 100 / generacion) para el macho. La
hembra obtuvo un peso de 0,034 + EE
0,019mg. Sus valores de tamafio y peso se
mantuvieron constantes a través de las 15
generaciones (F, -F.,) (Figura 5). El analisis
GLM no fue estadisticamente diferente para
ninguna de las variables peso hembra (F =
1,03; df = 14, 1485; P = 0,4310), tamafno
macho (F = 2,06; df = 14, 1485; P =
0,7389) o tamafno hembra (F = 1,93; df =
14, 1485; P = 0,5370).




Produccién y Porcentaje de actividad. La
produccion de la broca fue constante (664.654
+ EE 33.347 hembras por 20L de dieta) y el
porcentaje de broca activa no vario a través
de generaciones (F,-F.,) (92,8 + EE 3,58%)
(Figura 6). El grupo de broca hembra inactiva
que se descartd resultd equivalente a broca
mutilada y broca en estado teneral (hembras
jovenes de coloracion carmelita que no han
cumplido el proceso de esclerotizacion y
melanizacion).

La dieta Cenibroca modificada utilizada en
este estudio, cumple con los requerimientos
nutritivos de la broca para su reproduccion.
Los ingredientes son faciles de adquirir en
paises productores y consumidores de café. El
valor por litro de dieta es de aproximadamente
$ 2,00 dolares con base en la compra al por
mayor en EEUU. Analizando los precios de
los componentes de la dieta, la caseina es el
ingrediente mas costoso ($ 0,08 doélares/g)
equivalente al 58% (15g/L de dieta) del costo
total de la dieta, mientras el café es el mas
economico ($ 0,0011 dolares/g), (150g/L de
dieta) aunque represente el 70% del peso
total de los ingredientes (214,8 g/L de dieta)

(Tabla 1). Teniendo en cuenta el precio
actual del café, la dieta es significativamente
econdmica tanto en paises productores como
consumidores del grano, y el valor variaria
dependiendo del precio interno del producto.
Sin embargo, se debe pensar que el precio
del café podria mejorar y el costo de la
dieta se incrementaria. Por tanto, reducir
la cantidad del café o sustituirlo por otro
ingrediente al igual que la caseina, son
factores que requieren de mas investigacion.
Portilla y Streett', reportan las primeras
dietas de broca donde reemplazan el café
por germen de trigo y la caseina por huevo.
Las producciones de broca en dieta con
germen de trigo no fueron significativamente
diferentes a las producciones encontradas en
la dieta Cenibroca modificada, pero el precio
del germen de trigo triplica el precio de la
dieta ($ 6,0 dolares/L). El costo de la dieta
con huevo se redujo considerablemente ($
1,0 doélar/L); sin embargo, la produccion de
broca fue menor y ocurrié ademas una alta
mortalidad de larvas de segundo estadio.

En general, el proceso de produccion
masiva utilizando la dieta artificial Cenibroca
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modificada demostré que las hembras pueden
ser cosechadas del sustrato de cria de manera
relativamente facil y en grandes cantidades.
El mecanismo de seleccién y el control en
la separacion de machos durante el proceso
de coleccion aseguran una colonia con un
porcentaje bajo de individuos deformes.

El programa de cria masiva automatizado
desarrollado en este estudio involucra la cria
de la broca por mas de 70 generaciones
(registros de produccion de broca 1999-2006
NBCL) produciendo insectos relativamente
de alta calidad. El objetivo fue el desarrollo
de un sistema automatizado efectivo para la
cria masiva de H. hampei sin afectar sus
tasas de crecimiento, fecundidad, estructura
poblacional, peso, tamafio, produccion total
y actividad (efectividad). Mackauer (25)
define la cria masiva de insectos como
“la cria, por ciclo por generacién, de un
millon de veces el numero promedio de la
progenie por hembra”. Si tenemos en cuenta
esta definicion, el sistema de cria de broca
requeriria una capacidad de produccién
de al menos 2°000.000 de individuos por
dia para clasificarla como un sistema de
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cria masiva. Por tanto, si se dispone de la
infraestructura y las maquinas procesadoras
y dosificadoras de dieta (modificadas para
la dieta Cenibroca) de los laboratorios de
la USDA-ARS-BCPRU de EEUU, solo se
necesitaria la preparacion de 50L de dieta
diarios para obtener una produccidon de
aproximadamente 2°500.000 de individuos
(2°000.000 de hembras), lo cual equivale a
una produccion de un ntimero similar del
parasitoide Phymastichus coffea (machos y
hembras), o 1’000.000 de machos y hembras
de los parasitoides Cephalonomia stephanoderis
y Prorops nasuta.

La produccién de la broca obtenida en
este programa de cria automatizado sirvio
para desarrollar sistemas de cria masiva
de los parasitoides P. nasuta, P. coffea y
C. stephanoderis (50, 40, 25 generaciones
respectivamente) y métodos de liberacion
del parasitoide P. coffea, el cual se libero
en 9 paises productores de café (Portilla y
Streett!). King y Leppla (23) manifiestan que
en la producciéon de parasitoides, la dieta
determina si el hospedero esta tomando los
requerimientos nutritivos necesarios para su




desarrollo. Por tanto, el establecimiento del
parasitoide P. coffea registrado en 5 paises
productores de café demuestran la alta
calidad de la dieta Cenibroca utilizada en
este programa automatizado de cria masiva
de la broca del café.
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