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RESUMEN. Prorops nasuta Waterston (Hymenoptera: Bathylidae) es un ectoparasito que se alimenta
de todos los estados inmaduros de la broca del café, Hypothenemus hampei Ferrari (Coleoptera:
Curculionidae: Scotylinae) y que se reproduce depositando sus huevecillos en la parte ventral de las
larvas maduras y pupas de su huésped. Estudios previos han demostrado que este parasitoide es atraido
a los olores provenientes de los desechos alimenticios y fecales de su huésped. Este estudio investigd
el efecto de algunos factores tales como edad, alimentacion, sexo y experiencia de oviposicion en la
respuesta del parasitoide P. nasuta a los olores provenientes de los desechos de su huésped. Los
bioensayos se realizaron en un olfactdmetro tipo “Y”. Los resultados muestran que las hembras de P.
nasuta sin alimentar y alimentadas con miel-agua prefirieron significativamente los olores provenientes
de los desechos que al control. En contraste, las hembras alimentadas con inmaduros no mostraron
ninguna preferencia por los olores de los desechos o por el control. Los resultados muestran que la
edad de las hembras no influy6 en su respuesta a los olores de los desechos de su huésped. Los machos
de P. nasuta no fueron atraidos a los olores provenientes de los desechos. La previa experiencia de las
hembras no influy6 en su respuesta a los olores de los desechos.

Palabras clave: Control bioldgico, broca del café, Prorops nasuta, localizacion del huésped,
cairomonas.
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ABSTRACT. The parasitoid Prorops nasuta Waterston (Hymenoptera: Bathylidae) is a wasp that
feeds upon and parasitizes the coffee berry borer, Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera:
Curculionidae: Scolytinae), which is the most important pest of coffee (Coffea spp.) in the world.
Previous studies have shown that P. nasuta females are attracted to the odors emitted by dust/frass of
H. hampei. In this study, the effect of age, feeding status, sex and previous experience of P. nasuta on
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female attraction to the dust/frass odors was investigated in the laboratory using a Y-tube olfactometer.
Females without food and those fed with a solution of honey-water (1: 1) significantly preferred
dust/frass odors over clean air. In contrast, females fed with H. hampei immature stages did not show
any preference for dust/frass odors or clean air. Female age did not influence the attraction of P. nasuta
to dust/frass odors. P. nasuta males were not attracted to dust/frass odors. Both naive and experienced
females were similarly attracted to dust/frass odors, suggesting that the response of P. nasuta to
dust/frass odors is innate.

Key words: Biological control, coffee berry borer, Prorops nasuta, host location, kairomones.

INTRODUCCION

Una de las plagas clave del cultivo del café es la broca, Hypothenemus hampei
Ferrari (Coleoptera: Curculionidae, Scolytinae), ya que ocasiona dafios directos
sobre el grano (Baker 1999). El dafio es ocasionado por las larvas y adultos que hacen
galerias irregulares en el endospermo del fruto (Le Pelley 1968). Este escolitido fue
introducido a México a finales de los afios 70s del siglo pasado (Baker 1984) y
desde entonces diversas medidas de control han sido evaluadas para disminuir sus
poblaciones en el campo. Como parte de este esfuerzo, en 1988 se introdujeron desde
Africa a México dos avispitas, Cephalonomia stephanoderis Betrem y Prorops
nasuta Waterston (Hymenoptera: Bathylidae), para ser usadas como agentes de
control contra H. hampei (Barrera et al. 1990).

Las hembras de P. nasuta depredan y parasitan a la broca del café. La biologia de
esta especie ha sido estudiada por diversos autores (Hargreaves 1935, Abraham et al.
1990, Murphy & Moore 1990, Infante et al. 2005). Las hembras se alimentan de
todos los estados biologicos de la broca, aunque preferencialmente consumen
huevecillos, larvas pequenas y adultos de H. hampei durante el periodo de pre-
oviposicion. Las hembras de P. nasuta ponen sus huevecillos ventralmente sobre las
larvas maduras y pupas de su huésped. Las hembras generalmente solo usan un fruto
de café infestado con H. hampei, en donde permanecen durante toda su vida. La larva
de P. nasuta vive en exoparasitismo alimentandose de la hemolinfa de su huésped. El
tiempo de desarrollo (huevecillo a adulto) para machos y hembras es aproxi-
madamente de 28 y 30 dias, respectivamente (Infante et al. 2005). Los apareamientos
ocurren entre hermanos dentro del fruto de café después de lo cual la hembra
fertilizada deja el fruto para buscar frutos infestados con H. hampei.

En su actividad diaria, un parasitoide hembra encara el problema no nada mas de
localizar su alimento sino también tiene que localizar huéspedes en donde depositar
sus huevecillos. Es ampliamente aceptado que la eficiencia de un agente de control
bioldgico esta correlacionada con su comportamiento de localizacion de su huésped
(Vinson 1998). Durante el proceso de localizacion de huésped, los parasitoides usan
estimulos quimicos y fisicos provenientes de las plantas de sus huéspedes, de los
huéspedes mismos y de los productos de desechos de los huéspedes (Vet & Dicke
1992). En el caso de P. nasuta se ha encontrado que las hembras son atraidas a los
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frutos infestados por H. hampei, y la atraccion a esos frutos infestados es debida a
los olores emitidos por los inmaduros y los desechos alimenticios y fecales de la
broca del café (Chiu-Alvarado et al. 2006, 2007, 2009). Sin embargo, para tener un
completo entendimiento del comportamiento de localizacion de huésped por P.
nasuta varios otros aspectos necesitan ser investigados. Por ejemplo, se desconoce
cuales factores, internos y externos, pueden influir la atraccion de P. nasuta a los
volatiles emitidos por los inmaduros y los desechos de la broca. El estado fisiologico,
experiencias previas y condiciones abidticas influyen en la respuesta de los enemigos
naturales a los infoquimicos (Lewis et al. 1990, Papaj & Lewis 1993).

Este estudio fue realizado para investigar el efecto de la edad, la alimentacion, el
sexo y la experiencia de oviposicion de P. nasuta en su respuesta a los olores
provenientes de los desechos de su huésped.

MATERIAL YMETODOS

Material bioldégico. Los parasitoides fueron criados siguiendo la técnica y
condiciones descritas por Infante et al. (1995). Para la cria del parasitoide fueron
utilizados recipientes de plastico (20 cm de diametro x 8 cm de altura), en donde se
colocaron los frutos de café infestados por la broca. Los frutos seleccionados
previamente fueron colocados formando una sola capa dentro de cada recipiente para
evitar que hubiera demasiada humedad que pudiera afectar los cultivos. Solo fueron
utilizados aquellos en donde se observd que el polvo de la perforacion hecha por la
broca era de una coloracion oscura. Esto indica que la poblacion de los estados
inmaduros dentro del fruto es la adecuada para la reproduccion de los parasitoides.
Posteriormente fueron introducidas 10 hembras de P. nasuta por cada recipiente. Los
recipientes fueron revisados después de 20 a 25 dias de haber sido introducido los
parasitoides para la recuperacion de los individuos emergidos. Los parasitoides de P,
nasuta fueron colectados usando un aspirador eléctrico para depositarlos en un
recipiente pequeflo de plastico con tapadera. Los recipientes con los parasitoides
fueron llevados al laboratorio donde se realizaron los bioensayos para aclimatarlos
a las condiciones ambientales de dicho laboratorio.

Los inmaduros (huevo, larva, pre-pupa y pupa) de la broca usados para alimentar
a los parasitoides en uno de los experimentos fueron obtenidos de frutos de café
infestados por la broca. Los frutos fueron disecados cuidadosamente con una navaja
bajo un microscopio, extrayendo los inmaduros con un pincel y depositandolos en
una caja de Petri de vidrio.

Los desechos alimenticios y fecales usados como fuente de atraccion en los
experimentos fueron colectados de los cultivos de broca conservados en el
laboratorio. El material de cada recipiente conteniendo los cultivos fue tamizado para
separar los desechos de los frutos y eliminar basura. Los desechos fueron depositados
en un recipiente pequefio y tapado herméticamente hasta su posterior uso.
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Bioensayos. Los bioensayos fueron realizados en un olfatometro tipo “Y”,
descrito en detalle por Vander Meer et al. (1988). El olfatdmetro estuvo hecho de dos
juntas de vidrio de 20/40, unidas a los brazos del tubo de 5 cm en forma de “Y”. Los
desechos a evaluar fueron colocados al final de las juntas de vidrio. Los olores son
transportados por una corriente de aire previamente purificado con carbon activado.
Se utilizé un flujo de aire de 0.2 L/min controlado por un par de flujometros. La
técnica del bioensayo fue descrita en detalle por Rojas et al. (2006). Brevemente, los
parasitoides fueron colocados individualmente en la entrada del olfatometro. El
bioensayo termin6 una vez que los parasitoides habian llegado al final de alguno de
los dos brazos del olfatometro, o que no habian salido del tubo de liberacion después
de 5 minutos de observacion. Los insectos que no respondieron ni a los desechos ni
al control fueron considerados como neutrales. Una muestra de 30 mg de desechos
fue colocada en un tubo de plastico (1.4 cm de largo x 0.7 cm de didmetro) con
ambas entradas tapadas con tela organdi. Este tubo conteniendo los desechos fue
colocado en uno de los dos brazos del olfatdmetro, en el otro brazo fue colocado un
tubo de plastico vacio que fue utilizado como control. La posicion de los tubos fue
rotada después de cada repeticion y después de 5 repeticiones, el olfatometro fue
lavado con agua destilada, jabon neutro y acetona, secado a 100 °C por 2 hrs y
enfriado por 10 min. Los bioensayos fueron realizados a una temperatura de 22 +
1°C, humedad relativa de 50 + 8% y una iluminacion de 1690 lux provista por 4
lamparas fluorescentes colocadas arriba del olfatdmetro.

Efecto de alimentacion y edad en hembras P. nasuta sobre la respuesta a los
olores provenientes de los desechos. Para la realizacion de este experimento, hembras
de P. nasuta recién emergidas (1-3 h de edad) fueron separadas en dos grupos de 300
individuos cada uno. De cada grupo, 100 hembras fueron alimentadas con inmaduros
de broca (5 huevos, 5 larvas, 5 pre-pupas, y 5 pupas), 100 fueron alimentadas con miel
diluida en agua (3:1) y a 100 hembras no se le ofrecid ningtn alimento. El primer grupo
de hembras fue evaluado cuando tenian 1-2 dias de edad, mientras que el segundo
grupo fue bioensayado cuando tenian 4-6 dias de edad. En total fueron realizadas 60
repeticiones por grupo, cada repeticion consistio de 5 hembras.

Efecto del sexo de P. nasuta sobre la respuesta a los olores provenientes de
los desechos. Para evaluar el efecto del sexo de P. nasuta sobre su respuesta a los
desechos fueron utilizados 100 hembras y 100 machos de 1-2 dias de edad. Los
parasitoides fueron separados por sexo por su tamafio, las hembras son mas grandes
que los machos. En total fueron realizadas 20 repeticiones por sexo, cada repeticion
consistio de 5 individuos.

Efecto de la experiencia de oviposicion de P. nasuta sobre la respuesta a los
olores provenientes de los desechos. Para evaluar el efecto de la experiencia de
oviposicion de P. nasuta sobre la respuesta a los desechos fueron utilizadas 100
hembras de 17 dias de edad que habian ovipositado y 70 hembras de 1-2 dias de edad
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criadas in vitro que no habian ovipositado. Los parasitoides de 17 dias fueron
tomados disecando frutos de café tomados del cultivo de la cria de parasitoides. Para
el tratamiento con experiencia se hicieron 20 repeticiones, mientras que para el
tratamiento sin experiencia se hicieron 14 repeticiones, cada repeticion consistio de
5 hembras.

Para criar a los parasitoides in vitro primeramente fue necesario disecar frutos de
café infestados por la broca expuesta a los parasitoides. Posteriormente, las pre-pupas
y pupas de la broca parasitadas por las larvas de P. nasuta fueron colocadas
individualmente en cajas pequenas del plastico (2 x 2 x 3 cm). Una pre-pupa o pupa
de H. hampei es suficiente para que el parasitoide termine su ciclo de vida (Infante
et al. 2005). Las cajas con los huéspedes parasitados fueron mantenidas en una
camara climatica (Percival, EUA) a 25 = 1°Cy 60 + 10% humedad relativa hasta la
emergencia del parasitoide adulto.

Analisis estadistico. Los resultados obtenidos sobre el efecto de la alimentacion
y edad en la respuesta de P. nasuta a los olores provenientes de los desechos fueron
examinados mediante la aplicacion de un modelo Log-Lineal con una estructura de
error de Poisson. El estadistico utilizado fue el denominado cociente de
verosimilitud. El modelo estadistico fue ajustado usando el programa S-Plus 7.0 para
Windows (Insightful Corporation, EUA). Los datos de influencia del sexo y
experiencia de oviposicidon fueron analizados por la prueba de G con correccidon de
Williams (Sokal & Rohlf 1995).

RESULTADOS

Efecto de la alimentacion y la edad en hembras P. nasuta sobre la respuesta
a los olores provenientes de los desechos. Los resultados del analisis estadistico de
los datos se muestran en el Cuadro 1. Se aprecia que las variables alimento y edad no
fueron significativas, pero si el tipo de respuesta (a los desechos, al control o neutral).
También se observo que las interacciones Alimento * Tipo de Respuesta, y Edad *
Tipo de Respuesta fueron significativas.

La interaccion entre el tipo de respuesta de las hembras de P nasuta y la
alimentacion se muestran en la Fig. 1. Los resultados muestran que las hembras de
P. nasuta sin alimentar y alimentadas con miel-agua prefirieron significativamente
los olores provenientes de los desechos al aire limpio, y solo un pequefio nimero de
insectos fueron neutrales. En contraste, las hembras alimentadas con inmaduros no
mostraron ninguna preferencia por los desechos o el control, y un nimero importante
de los parasitoides fueron neutrales.
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Cuadro 1
Resultados del modelo Log-Lineal. Nivel de significancia real para los datos de la respuesta de
hembras de Porops nasuta de diferente estatus alimenticio y edad a los volatiles de los desechos
alimenticios y fecales de su huésped.

Modelo Variables G’ gl P
Log-lineal Alimento (A) 0.76000 2 0.683
Edad (B) 0.10000 1 0.752
Tipo de Respuesta (C) 93.74000 2 <0.001
Alimento*Tipo de Respuesta 26.34000 4 <0.001
Edad*Tipo de Respuesta 8.86000 2 0.011
Prueba G del

Modelo: A, B, C, AC, BC
11.35000 6 0.0781
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Figura 1. Interaccion entre el tipo de alimento (miel-agua, inmaduros y sin alimentol) y el tipo de
respuesta (desechos, control, neutral) de hembras de Porops nasuta. DAF, desechos alimenticios y
fecales. Las hembras que no respondieron a los olores provenientes de los desechos o al control
fueron consideradas neutrales.

La interaccion entre el tipo de respuesta de las hembras de P. nasuta y la edad se
muestran en la Fig. 2. La interaccion se debe a los cambios en el numero de
respuestas control y neutral en los tratamientos de edad. Los resultados muestran que
las hembras de 1-2 o 4-6 dias de edad fueron atraidas en mayor numero a los
desechos que aquellas que respondieron al control o fueron neutrales.
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Figura 2. Interaccion entre la edad (1-2 dias y 4-6 dias) y tipo de respuesta (desechos, control,
neutral) en hembras de Porops nasuta. DAF, desechos alimenticios y fecales. Las hembras que no
respondieron a los olores provenientes de los desechos o al control fueron consideradas neutrales.

Efecto del sexo de P. nasuta sobre la respuesta a los olores provenientes de
los desechos. Las hembras de P. nasuta significativamente prefirieron los olores
provenientes de los desechos que al control (G = 9.94, gl=1, P = 0.001). En
contraste, los machos no mostraron ninguna preferencia por los desechos o el control
(G=0.018, gl.=1, P=0.8932, Fig. 3).
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Figura 3. Respuesta de hembras y machos de Prorops nasuta mostrada a los desechos alimenticios y
fecales (DAF) o el control. El * indica diferencia significativa (P < 0.05), NS indica diferencia no
significativa (P > 0.05). Las hembras que no respondieron a los olores provenientes de los desechos o
al control fueron consideradas neutrales.
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Efecto de la experiencia de oviposicion de P. nasuta sobre la respuesta a los
olores provenientes de los desechos. La respuesta a los olores de los desechos por
las hembras de P. nasuta con experiencia de oviposicion y sin experiencia fue
significativamente mayor que al control (Fig. 4). Al comparar el numero de hembras
con experiencia que respondieron a los desechos con respecto a la respuesta de las
hembras sin experiencia, no se encontrd diferencias ya que en ambos grupos de
hembras la respuesta a los desechos fue similar (G =2.13, gl.=1, P=0.14).
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Figura 4. Respuesta de Prorops nasuta con y sin experiencia en oviposicion a los desechos
alimenticios y fecales (DAF) o el control. * indica diferencia significativa (P < 0.05). Las hembras
que no respondieron a los desechos olores provenientes de los o al control fueron consideradas
neutrales.

DISCUSION

Varios estudios han mostrado que la respuesta de los parasitoides a los estimulos
usados durante el proceso de localizacion de huésped puede ser influenciado por
diversos factores internos y externos tales como la edad, la alimentacion, la
temperatura y la humedad relativa, entre otros (Lewis et al. 1998). Los resultados del
presente estudio demuestran que las hembras P. nasuta son atraidas a los olores de
los desechos solo cuando no estan alimentadas o cuando son alimentadas con miel-
agua, pero no cuando son alimentadas con inmaduros. Tipicamente una hembra de
P. nasuta entra a una cereza infestada por la broca del café e inicialmente se alimenta
de los estados inmaduros del huésped. Después varios dias de haberse alimentado
empieza a ovipositar sobre las larvas maduras y prepupas de H. hampei (Infante et
al. 2005). Los resultados de este estudio sugieren que las hembras de P. nasuta
utilizan los olores provenientes de los desechos como un estimulo primeramente para
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localizar huéspedes con fines de alimentacion mas que de oviposicion. Debido a que
los desechos estan intimamente asociados con los inmaduros de la broca, entonces
los olores provenientes de los desechos se convierten en una sefial altamente
confiable para los parasitoides de la presencia de su huésped.

Los resultados también sugieren que una vez que los insectos se han alimentado
su estado fisiologico cambia y por lo tanto ya no son atraidos a los volatiles de los
desechos de su huésped. Sin embargo, se encontr6é que la edad no afectd la respuesta
de las hembras a los olores de los desechos de su huésped. De hecho, hembras de 17
dias de edad fueron atraidas a los desechos en el experimento de experiencia
confirmando que la respuesta de las hembras a los olores de su huésped no es
afectada por la edad, aunque si por la alimentacion. En este sentido, Takasu & Lewis
(1993) encontraron que la privacion del alimento y la disponibilidad de éste son
factores importantes que afectan el comportamiento de localizacion del huésped de
Microplitis croceipes (Cresson), (Hymenoptera: Braconidae) un parasitoide de
Helicoverpa zea Boddie y Heliothis virescens (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae).
Asi, la privacion del alimento afectd la motivacion de este parasitoide para buscar a
H. zea, lo cual tiene consecuencias directas en su eficacia de parasitizacion (Stapel et
al. 1997). La privacion del alimento es un factor que influyd sobre las decisiones de
forrajeo de Bathyplectes curculionis (Thomson) (Hymenoptera: Ichneumonidae), un
parasitoide de la larva del picudo de la alfalfa, Hypera postica (Gyllenhal)
(Coleoptera: Curculionidae) (Jacob & Evans 2001); y de Cotesia rubecula
(Marshall) (Hymeoptera: Braconidae) parasitoide de Pieris rapae (L.) (Lepidoptera:
Pieridae)(Wickers 1994). En este ultimo caso se encontrdo que los parasitoides
prefirieron los olores provenientes de flores cuando estaban hambrientos, pero una
vez que se han alimentado con miel cambiaron su preferencia por los olores
provenientes de plantas infestadas por su huésped (Wackers 1994). La previa
alimentacion de Diadegma insulare (Cresson) (Hymenoptera: Ichneumonidae) con
sacarosa no afectd su tasa de parasitizacion, pero las hembras con esta dieta
encontraron mas rapidamente a su huésped Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera:
Plutellidae), ya que éstas no invirtieron mas tiempo en la bisqueda de alimento (Lee
& Heimpel 2007).

En el presente estudio se encontrd que la respuesta de P. nasuta a los olores de los
desechos depende del sexo. La hembras de P. nasuta son las tUnicas que fueron
atraidas a los olores provenientes de los desechos alimenticios y fecales de su
huésped. Este resultado esta de acuerdo con la biologia de P. nasuta ya que los
machos no se alimentan de los huéspedes y se conoce que al emerger se aparean con
sus hermanas dentro del fruto del café (Infante et al. 2005). En contraste, las hembras
son las encargadas de la reproduccion, al emerger tienen que salir a buscar nuevas
brocas para alimentarse y para fines de oviposicion (Bourbon 2004). En contraste
con los resultados del presente trabajo, Takasu et al. (2007) encontraron que los

57



Lépez-Rodriguez et al. Factores que afectan localizacion de huésped por P. nasuta

machos de M. croceipes pueden responder a los olores emitidos por el huésped tan
bien como las hembras. Usando su capacidad de aprendizaje y su habilidad para la
deteccion a olores, los machos de los M. croceipes pueden buscar la fuente del
alimento tan eficientemente como hembras bajo condiciones naturales aunque la
razon de este tipo de comportamiento no es clara.

Los resultados del presente estudio mostraron que las hembras P. nasuta tienen
respuestas innatas a los olores provenientes del huésped y los datos obtenidos
sugieren que no aprenden. Estos resultados estdn de acuerdo con la hipotesis que
predice que a una mayor especializacion alimentaria existe una menor necesidad de
aprender (Steidle & van Loom 2003). Es conocido que P. nasuta tiene un limitado
numero de huéspedes (Barrera et al. 1989) y en el campo solo se le ha encontrado
atacando a H. hampei. En contraste con nuestros resultados, las hembras sin
experiencia de Habrobracon hebetor Say (Hymenoptera: Braconidae) no son
atraidas a los desechos de su huésped, Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera:
Pyralidae), mientras que aquellas que si tenian experiencia si fueron atraidas a los
desechos (Parra et al. 1996). El parasitoide Aphytis melinus DeBach (Hymenoptera:
Aphelinidae) es atraido a los volatiles emitidos su huésped Aonidiella aurantii
(Maskell) (Homoptera: Diaspididae) o al complejo planta-huésped solo después que
ha tenido una experiencia previa con el huésped o con el complejo planta- huésped
(Morgan & Hare 1998). Las hembras de [toplectis naranyae Ashmead
(Hymenoptera: Ichneumonidae) con experiencia previa en oviposicion encontraron
mas rapidamente a su huésped en comparacion con las hembras sin experiencia.
Ademas una sola oviposicion es suficiente para que las avispas acorten el tiempo
requerido para encontrar a un nuevo huésped (Kanako & Ueno 2005).

En conclusion, la alimentacion y el sexo de P. nasuta afectaron su respuesta a los
olores provenientes de los desechos del huésped. Desde el punto de vista practico los
resultados sugieren que la eficiencia de P. nasuta como un agente de control
bioldgico de la broca puede ser afectado por el tipo de alimentacion a la que tienen
acceso los parasitoides. La respuesta de las hembras de P. nasuta a los olores
emitidos por los desechos del huésped parece ser innata pero mas experimentos son
necesarios para establecer claramente que las hembras de P. nasuta no tienen la
capacidad de aprender los olores asociados a su huésped.
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