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RESUMEN

El uso de anticontaminantes en las dietas artificiales para la cria masiva de insectos, son cominmente
utilizados para evitar la proliferacién de microorganismos del ambiente, impidiendo la contaminacion del
alimento y espacio de los insectos criados. Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue evaluar el uso
de los anticontaminantes formaldehido y nipagin en la dieta artificial Cenibroca para la cria de broca del
café. Mediante este experimento, con la dieta Cenibroca, se obtuvo el mayor nimero de estados biolégicos
de broca por cada cm® de dieta, sin embargo se consigui6é el mayor porcentaje de contaminacién por los
hongos Aspergillus sp. y Penicillum sp. Cuando se adicion6 2,65 mL de formaldehido por litro de Cenibroca,
se obtuvo la menor contaminacion de las dietas (3,3%). Esta adicién no afectd la produccion de estados
biolégicos de broca, en comparacion con el resto de dietas, donde se utilizaron otros anticontaminantes. A
partir de estos resultados es posible utilizar la dieta Cenibroca para cria de broca del café para la produccion
masiva de sus parasitoides.

Palabras Clave: Cenibroca, formaldehido, Aspergillus sp., Penicillum sp., Hypothenemus hampei.

ABSTRACT

The use of antimicrobial agents in artificial diets for the mass rearing of insects is commonly employed to
prevent the proliferation of environmental microorganisms, preventing contamination of food and space of
the rear insects. Therefore, the aim of this research was to evaluate the effect of formaldehyde and nipagine
antimicrobials on the Cenibroca artificial diet for coffee berry borer breeding. Through this experiment, using
the Cenibroca diet, the largest number of coffee borer biological states per cm3 of diet was achieved, however
the highest percentage of contamination by the fungi Aspergillus sp. and Penicillum sp. was obtained. When
2.65 mL of formaldehyde per liter of Cenibroca were added, the least diet contamination (3.3 %) was achieved.
This addition did not affect the production of biological states of the coffee borer, in comparison with the rest
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of diets used, in which other antimicrobial agents were used. Based on these results, it is possible to use the
Cenibroca diet in coffee berry borer breeding for the mass production of its parasitoids.

Key-words: Cenibroca, formaldehyde, Aspergillus sp., Penicillum sp., Hypothenemus hampei.

INTRODUCCION

La cria de insectos en el laboratorio es
una practica cominmente utilizada en la
entomologia aplicada, teniendo como finalidad
la disponibilidad continua de insectos. Estas
son utilizados principalmente para la cria de
enemigos naturales de plagas, en programas
como la técnica del insecto estéril (Parra 2012).
En las cria de insectos, uno de los mayores
problemas es la contaminaciéon ocasionada
por microorganismos en la dieta artificial, éstos
impiden el normal desarrollo de los insectos
debido a que las toxinas producidas por estos
contaminantes, afectan el desarrollo de los
insectos, ademds de cambiar la composicién
de algunos de

dieta (Cohen 2004). Estos microorganismos

quimica ingredientes la
generalmente son hongos como; Aspergillus
niger, Aspergillus flavus,
sp.,
especies de bacterias y levaduras (Cohen 2004).

Rhizopusnigricans,
Cladosporium Fusarium sp. 'y varias
Estas contaminaciones se originan desde la
manipulacién y los ingredientes de la dieta,
los equipos, los contenedores y los insectos
utilizados en la cria (Sikorowski y Lawrence
1994; Parra 2012). Existen varias estrategias para
disminuir estos contaminantes y todo inicia con
la asepsia de todos los operarios, instalaciones,
equipos y materiales utilizados. En la asepsia se
incluyen la utilizacién de la esterilizacién con
autoclave y utilizacion de desinfectantes como
el hipoclorito de sodio. Otra forma para evitar
la contaminacion es mediante la utilizaciéon de
quimicos antimicrobiales que son mezclados
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en la dieta. Algunos de los compuestos mas
utilizados son; metilparabeno, formalina, 4cido
benzoico, propilparabeno, acido sorbico, acido
propiénico entre otros productos (Cohen 2004;
Parra 2012).

Gast  (1969) las
contaminaciones de

Segln para  evitar

las crias de insectos
como Colepotera y Lepidoptera, el pH de la
dieta debe estar cercano a 7, por lo tanto, la
escogencia de alglin agente antimicrobial,
como los acidulantes se deben tener en cuenta.
Generalmente los productos antimicrobiales
son también toxicos para los insectos, por tanto
los productos a utilizar deben ser tolerados por
los insectos criados. Asi mismo, su uso debe
ser alterado para evitar la resistencia de los

microorganismos.

La broca del café Hypothenemus hampei es la
principal plaga del café en Colombia y en el
mundo (Bustillo 2008). En este pais el principal
enemigo natural exdtico de origen africano, es
Prorops nasuta (Hymenotera: Bethylidae), este
fue el Gnico parasitoide introducido que se
establecié exitosamente en las zonas cafeteras
de Colombia y juega un papel importante en la
regulacion natural de la poblaciones de broca
que afectan la produccion de café (Maldonado
y Benavides 2007). Las poblaciones de la
avispa P nasuta no son constantes en los
cafetales, estas son disminuidas principalmente
durante la época de la cosecha de café, donde
son retiradas de los cafetales con los frutos
brocados. Ademas, P. nasuta es afectada por
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las condiciones medioambientales y naturales,
bajo esta condiciones es posible restaurar la
poblaciones con liberaciones del parasitoide
obtenidas en laboratorio, mediante la cria del
hospedero de la broca del café obtenidas en
dietas artificiales.

Portilla y Street (2006), proponen una dieta
artificial para la cria de broca Hypothenemus
hampei (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae)
denominada Cenibroca, la cual contiene los
nutrientes necesarios 'y anticontaminantes
para su cria masiva. En ensayos preliminares
se pudo observar que a pesar de obtener alto
nimero de estados biol6gicos de broca, se
obtenian altos porcentajes de contaminacion.
Este hecho imposibilita su utilizacién para
realizar crias masivas de esta plaga, cuando se
piensa en adelantar un programa de cria masiva
de parasitoides obtenidos a partir de broca
procedente de dietas artificiales. Por lo tanto, este
estudio tuvo como objetivo evaluar diferentes
anticontaminantes en la dieta Cenibroca, para
obtener los beneficios reportados por Portilla y

Street (2006).

MATERIALES Y METODOS

Este experimento se realiz6 en el Centro
Nacional de Investigaciones de Café, Cenicafé,
Caldas,
laboratorios de la disciplina de entomologia.

localizado en Chinchina, en los
La temperatura del laboratorio fue de 25 °C'y
80 % de humedad relativa. La dieta artificial
para la cria de la broca del café fue realizada
segln lo descrito en Portilla y Street (2006), Las
brocas de café fueron obtenidas del pie de cria
de broca de grano pergamino, mantenidas en

Cenicafé.
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Los tratamientos consistieron en evaluar
la dieta Cenibroca propuesta por Portilla y
Street (2006) (Tabla 1) y la dieta D-200, que
es una adaptacion a las dietas utilizada por
Villacorta (1985) y Brun et al. (1993) (Tabla 1),
ademas de dos tratamientos que fueron la dieta
Cenibroca bajo la accién del formaldehido y
el nipagin mezclados y por separado, ademas
de un tratamiento de la dieta Cenibroca més la

mezcla de formaldehido y el nipagin (Tabla 2).

La dieta se sirvié en un volumen de 3 mL en
viales de vidrio de 200 mL de 5 cm X 2,5 cm
de didmetro en un camara de flujo laminar,
posteriormente se llevaron a una estufa
durante aproximadamente 24 horas hasta
alcanzar una humedad en la dieta de 45%.
Las brocas se desinfestaron utilizando una
soluciéon hipoclorito de sodio al 3% durante
30 segundos y se enjuagaron dos veces con
agua destilada estéril, luego se secaron con
papel toalla estéril. En cada tubo con dieta se
deposité una broca hembra recién emergida
que constituy6 la unidad experimental. Cada
tratamiento tuvo 30 repeticiones. El porcentaje
de contaminacién producida por hongos, se
evaluo 30 dias después de la infestacion de la
dieta con la broca, tiempo en el cual la broca
ya ha cumplido su ciclo biolégico y es posible
evaluar el nimero de brocas producidas en la
dieta en la primera generacion.

Para evaluar la contaminacién se tuvo en
cuenta los signos de los hongos contaminantes
que aparecian en la dieta, como aparicion de
micelios, espora y coloracion diferentes a la
dieta. A los 60 dias después de la infestacion
con la broca, en cada unidad experimental
se evaluo el nimero de estados biolégicos de
broca por vial que se producen en la primera
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Tabla 1. Lista de ingredientes utilizados para preparar un litro de dietas para la cria de broca del café.

Ingredientes

Dieta Cenibroca de Portillay Dieta D-200, adaptada de Villacorta
Street (2006)

(1985) y Brun et al. (1993)

Agar 10g
Caseina 15¢
Levadura — Candida utilis 15g
Azlcar 10g
Café molido 12% de humedad 30g
Acido Benzoico 1g
Benomil 12¢g
Vitaminas Vanderzan 05g
Sales de Wesson 08g
Formaldehido 1T mL
Etanol puro 10 mL
Nipagin

Colesterol

Acido Ascérbico

28 g
26,6 g
26,6 g
18,6 g
133 g
g
2g
0,66
2,65¢
2,65 mL
13,3
1,33 g
08¢
03g

Tabla 2. Tratamientos utilizados en la evaluacién de anticontaminantes utilizados en la dieta
Cenibroca, Portilla y Street (2006) y comparados con la dieta D-200.

Tratamientos

Dieta utilizada con la variacion de los anticontaminantes

1 Dieta Cenibroca

Dieta D- 200

(€ B N O S

Dieta Cenibroca + 2,65 mL deformaldehido

Dieta Cenibroca + 1,33 g de nipagin

Dieta Cenibroca + 2,65 mL Nipagin + 2,65 mL de formaldehido

y segunda generacién de las brocas fundantes,

mediante observaciones realizadas en el

estereoscopio.

El nimero de estados biolégicos obtenidos en
cada tratamiento fueron sometidos a un analisis
de varianza (p<0.05) y para la separacion
de promedios fue realizada una prueba de
Duncan (p<0.05).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Segln el analisis de varianza (p<0.05) para
la variable nimero de estados bioldgicos de
broca, se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos evaluados. Al realizar la
prueba de Duncan (p<0.05), los tratamientos
Cenibroca (Tratamiento 1) y el tratamiento
Cenibroca mas formaldehido (Tratamiento 2)
fueron estadisticamente iguales y diferentes
con los demas tratamientos (Tabla 3).
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Tabla 3. Ndmero promedio de estados biolégicos de broca del café después de 60 dias de
alimentarlos en diferentes dietas artificiales mas el efecto de anticontaminantes.

Promedio = error estandar estados

Tratamientos N bioldgicos de broca del café/3 cm?® dieta
Dieta Cenibroca 16 64,88 + 7,40 A
Dieta Cenibroca + Formol 29 57,75 + 10,02 A
Dieta Cenibroca + Nipagin 27 35,52 +5,86 B
Dieta D- 200 27 34,04 +£3,90B
Dieta Cenibroca + Nipagin + Formol 23 17,30 + 3,29 B

Al determinar el porcentaje de contaminacion
de las dietas a los 30 dias después de haberla
infestado con broca, se pudo observar que el
mayor porcentaje de contaminacién por los
hongos Aspergillus sp. y Penicillum sp., se
obtuvo en el tratamiento en la dieta Cenibroca
y el menor porcentaje se obtuvo cuando a este
tratamiento se adicion6 formaldehido (Tabla 4).
Este compuesto estd mostrando algin efecto
microbicida al disminuir la contaminacién y al
permitir que la asepsia de la dieta permita el
desarrollo de la broca del café.

El efecto anticontaminante del formaldehido

fue evidente, al disminuir notablemente

la contaminacion de las dietas, esto se
pudo observar cuando fueron comparadas
con las demas dietas (Tabla 3). Este efecto
contribuy6é con que la dieta quedard libre

de microorganismos competidores y que

la toxinas de los hongos interfieran en el
metabolismo de los insectos. Segin Cohen
(2004), el formaldehido es una substancia
microbicida de amplio espectro muy utilizada
en los ingredientes de las dietas utilizadas para
criar insectos. Sin embargo, el formaldehido
es una substancia altamente tdxica para
humanos y ademas se conoce su capacidad
carcinogénica. Por lo tanto, cuando se utilice
el formaldehido en dietas se deben tomar
todas las medidas de precaucion y proteccion
para los operarios, ademas su manipulacién
se debe realizar en cdmara extractora de gases
(Cohen 2004).

El metilparabeno o nipagin es un compuesto
y tiene leve
(Cohen 2004).

de los productos quimicos antimicrobianos

antifdngico propiedades

antibacteriales La eleccion

puede influir intensamente en los parametros

Tabla 4. Porcentaje de contaminacién por hongos (Aspergillus sp. y Penicillum sp.) de dietas

artificiales de broca del café.

Tratamientos N % de contaminacién
Dieta Cenibroca 30 46,66

Dieta Cenibroca + Formol 30 3,33

Dieta Cenibroca + Nipagin 30 10

Dieta D- 200 30 10

Dieta Cenibroca + Nipagin + Formol 30 23,33

210



Bacca y Benavides - Anticontaminantes para dieta de broca del café

biolégicos y pueden reflejar la calidad de los
insectos producidos. En la producciéon masiva
de la chinche Lygus hesperus la utilizacion del
formalaldehido y nipagin, pueden afectar la
fisiologia de los insectos criados en las dietas
artificiales (Alverson y Cohen 2002), este
mismo efecto fue encontrado en la cria de
otros insectos (Bass et al. 1969, Singh y House
1970).

Es posible que el nipagin tenga un efecto
deletéreo en la produccion de estados
biolégicos de broca, porque fue donde se
obtuvieron los menores valores del nimero de
estados biologicos (Tabla 3).

(1995) la dieta
propuesta por Villacorta (1985) y la dieta de

Perez et al. compararon
Brun et al. (1993), encontrando una mayor
produccion de nimero de estados biolégicos
de broca en la primera dieta y contaminaciones
entre 10,41% a 27,27% y menor nimero de
brocas y una contaminacién de 7,29% para
la otra dieta evaluada. Esta dieta contenia
mayor nimero de anticontaminantes como;
propionato de sodio, 4cido sérbico, penicilina,
estreptomicinay acido ascérbico, sin presencia
de 4cido benzoico y formaldehido (Brun et al.
1993).

Posiblemente la utilizaciéon de una mayor
variedad de antimicrobiales condujo a una
menor contaminacion, pero se produjo menor
nimero de brocas.

La utilizacién de antibidticos en las dietas
en la cria de broca del café, pueden destruir
microorganismos endosimbiontes como la
proteobacteria Wolbachia, que conducen a
la producciéon de progenies de lnicamente
machos (Vega et al. 2002). La utilizacién de
funguicidas también pueden afectar el hongo
Fusarium solani, que es un mutualista de la

211

broca y es fuente de ergosterol en su dieta
(Morales et al. 2000).

(1999a), dieta
Cenibroca (donde utiliza 1g de nipagin vy

Portilla comparé  la
no utiliza formaldehido) con las dietas 140,
ECOBROVILL-160 (que utilizan nipagin vy
formaldehido), en este estudio se registran
bajas contaminaciones Gnicamente para
Cenibroca y no se menciona contaminaciones

en las otras dietas.

En el 2006 Portilla y Street, proponen la dieta
artificial Cenibroca como una alternativa mas
eficientey barata parala criade labroca del café
en laboratorio. A pesar de estar disponible esta
dieta, en los diversos bioensayos realizados en
Cenicafé se utiliza la modificacién de la dieta
artificial D-200, esto principalmente porque
la dieta Cenibroca presenta altos niveles de
contaminacion. Mediante la realizacion de
este experimento fue posible constatar el
potencial de la dieta Cenibroca tal como fue
publicado por Portilla (1999b) y Portila y Street
(2006).

CONCLUSIONES

A partir de estos resultados es posible utilizar
la dieta Cenibroca, tanto en bioensayos como
para la cria de broca con fines de produccién
masiva de parasitoides. Sin embargo, para la
escogencia de los anticontaminantes utilizados
en la dietas para la cria estos insectos, se deben
tener en cuenta que tengan buena eficacia
antimicrobial, que no tenga efectos deleteros en
la biologia del insectos, costos bajos y seguros
para humanos y para el ambiente. Por esta
razén se plantea evaluar otros antimicrobiales
que reemplacen al formaldehido.
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