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ABSTRACT

Leucoptera coffeella —coffee leaf miner- is one of the principal pests of coffee in Puerto Rico. In
Puerto Rico have been reported 16 species of parasitoids over larvae of L. coffeella being Mirax
insularis the parasitoid with higher rates of parasitation. In current researches are not recorded
closer estimates of their reproductive potential or parasitation on L. coffeella; for this reason, it is
important to confirm the presence of M. insularis, estimating the percentage of population with
the other species of parasitoids and their reproductive potential. The results confirm that M.
insularis is the most abundant parasitoid in the three neighborhoods evaluated. Two pairs of M.
insularis are able parasitize 5% of larvae Instar 1% and 7% of larvae Instar 2. The level of
parasitation in laboratory studies was: 27% and 35% using parasitoids 60 and 80 respectively, on

larvae Instar 2 per experimental unit of 10 trees of coffee.
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RESUMEN

El minador del café Leucoptera coffeella, es una de las plagas principales del café en Puerto
Rico. En Puerto Rico se han reportado 16 especies de parasitoides en larvas de L. coffeella,
siendo Mirax insularis el parasitoide con mayores indices de parasitacion. En investigaciones
recientes no se registran estimados aproximados de su potencial reproductivo o parasitacion sobre
L. coffeella. Por esta razén se consideré importante confirmar la presencia de M. insularis,
estimar su porcentaje poblacional respecto a otras especies de parasitoides y su potencial
reproductivo. Los resultados que obtenidos confirman que M. insularis es el parasitoide mds
abundante en los tres barrios evaluados. Dos parejas de M. insularis son capaces de parasitar el
5% de larvas Instar 1 y el 7% de larvas Instar 2. EIl nivel de parasitacion en estudios de
laboratorio fue: 27% y 35% empleando 60 y 80 parasitoides respectivamente, sobre larvas Instar

2 por cada unidad experimental de 10 arbolitos de café.
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1. INTRODUCCION

El café (Coffea arabica L.) es uno de los cultivos agricolas principales de la regién central
de Puerto Rico (U.S. Departament of Agriculture, 2004). Este se ve afectado por diferentes
plagas de importancia econdmica, siendo el minador del café, Leucoptera coffeella Guerin —
Meénéville (Lepidoptera: Lyonetiidae) una de las plagas principales en Puerto Rico (Gallardo,
1988a). Su dafio consiste en reducir la capacidad fotosintética de la planta hasta un 50% y por lo
tanto, el nivel de productividad de frutos se reduce hasta un 40% (Bruner et al., 1945; Mendoza y
Goémez, 1982; CNSV, 1989).

El minador del café presenta una amplia gama de parasitoides que reducen su poblacién
disminuyendo asi el dafo causado por éste (Gallardo, 1992). En Puerto Rico se han reportado 16
especies de parasitoides himendpteros en larvas de L. coffeella (Wolcott, 1947 y Gallardo,
1988a), dentro de los que se destacan Achrysocharoides spp., Chrysonotomyia spp.,
Zagrammosoma spp., Horismenus spp. y Cirrospiloideus spp., pertenecientes a la familia
Eulophidae y Mirax insularis de la familia Braconidae (Gallardo, 1988a).

Mirax insularis es el parasitoide con mayores indices de parasitizacion sobre el minador
del café. Se encuentra distribuido y establecido en toda la region cafetalera de Puerto Rico
(Gallardo, 1988b). Posee algunas de las caracteristicas mds importantes que un parasitoide
requiere para ser considerado como posible agente de control bioldgico (King et al., 1986), cémo
son: (1) adaptacién al medio ambiente, (2) habilidad en la busqueda del hospedero, (3) apropiado
al nivel ecoldgico del hospedero y (4) sincronizaciéon con el ciclo de vida del hospedero
(Gallardo, 1992) .

Los informes para Puerto Rico mencionan los porcentajes de parasitoides encontrados en

larvas de L. coffeella siendo M. insularis el mas abundante (Gallardo, 1987, 1988a, 1988b y



2006). Estos sefialan la dindmica poblacional parasitoide-hospedero sugiriendo que M. insularis
es el parasitoide adecuado para disminuir las poblaciones del minador del café. (Gallardo, 2006;
Ledén, 1997). Ademds, establecen que las etapas larvales preferidas para la parasitacion del
minador del café son los instares 1 y 2 (Navarro, 2007). Sin embargo, en investigaciones
recientes con M. insularis, no se informan estimados aproximados de su potencial reproductivo
sobre larvas de L. coffeella.

Como sefialan Salas y Salazar (2003), para el establecimiento de un programa de control
bioldgico efectivo es necesario determinar la capacidad parasitica en laboratorio y en campo
sobre la presa especifica. Por lo tanto, se considera que la confirmacién de la presencia de M.
insularis, asi como la estimacién de su importancia relativa respecto a otras especies de
parasitoides y su potencial reproductivo, son datos indispensables y necesarios para implementar
un programa de control biolégico para el minador del café en los cafetales de Puerto Rico.

Este estudio genera informacién en cuanto a los niveles de ovoposicion de M. insularis,
su viabilidad como organismo potencial para el control de L. coffeella y la presencia de otras
especies de parasitoides del minador del café. Confirma la presencia de M. insularis en siembras
de café de Puerto Rico, mediante muestreos durante el mes de febrero de 2007 de hojas de Coffea
arabica en dos municipios productores de café (Adjuntas y Yauco). Establece la capacidad
reproductiva y el nivel de parasitacion de M. insularis sobre larvas de L. coffeella, por medio de
pruebas bajo condiciones de laboratorio, inoculando arbolitos de café con presencia de larvas de
L. coffeella en los instares larvales 1 y 2.

Estos resultados ofrecen informacion necesaria para realizar crianzas masivas de M.
insularis con el propdsito de implantar un programa de control biolégico para el minador del
café. Aportando conocimientos para el uso de técnicas en pro de la conservacién del medio

ambiente.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. GENERALIDADES

El café constituye uno de los principales cultivos de importancia econdmica en América
Latina. Sin embargo, diversos factores bidticos y abidticos influyen sobre la produccién de este
cultivo. Entre los factores bidticos mds importantes estd la participacion de los insectos plaga
como agentes responsables de los dafios presentados en las plantaciones de café (Gallardo, 1987).

Para el ano 1989 se habian identificado 61 especies de insectos consideradas plagas
importantes para la produccién de café en Cuba (Vasquez, 1989). A nivel mundial se estima que
la poblacion de plagas del café supera las 900 especies, pero no todas generan dafios econdmicos
(Kimani et al., 2002). Entre estas plagas se encuentra el minador del café, insecto que afecta el
follaje de la planta. Este microlepidéptero, que pertenece a la familia Lyonetiidae, reduce la
capacidad fotosintética de las hojas y puede causar fuertes defoliaciones en plantas muy atacadas.
El minador del café se puede encontrar durante todo el afio en el cultivo, incidiendo sobre la

planta desde la fase de vivero hasta produccion (Gallardo, 1988b).

2.2. IMPORTANCIA ECONOMICA DEL CAFE EN PUERTO RICO

El café es el cultivo agricola de mayor importancia social y ecoldgica de la zona
montafiosa de Puerto Rico, y el segundo en importancia econdémica en todo la Isla (U.S.
Departament of Agriculture., 2004). La mayor parte de la produccion esta ubicada en la parte
oeste central de la isla e incluye los municipios de: Adjuntas, Lares, Yauco, Jayuya, Maricao, Las
Marias, San Sebastidn y Orocovis, en la parte noroeste el municipio de Aguada y al noreste el

municipio de Trujillo Alto (U.S. Departament of Agriculture., 2004).



De acuerdo a CAECAFE (2000) y OEADA (2003), la industria de café en Puerto Rico
estuvo constituida para esos afios por 10,622 productores en 77,472 cuerdas (5,417.6 ha.), cerca
de 25,000 trabajadores agricolas (representando el 47% del empleo agricola), 179 beneficiadores
y 28 torrefactores con 65 marcas registradas. La industria del café en Puerto Rico sostiene de
manera directa o indirecta a cerca de 200,000 residentes de la zona rural central de la Isla. Esta
industria alcanzé un promedio de produccion de 203,500 quintales para un valor de la cosecha de

$ 41.6 millones para el afio 2005-6 (Cruz y Garay, 2006).

2.3. Leucoptera coffeella.

El minador del café fue descrito en 1842 por Guerin - Ménéville, es originario de Etiopia
(Parra et al., 1981), ha sido detectado en el Caribe en zonas bajas productoras de café, calurosas,
con poca precipitacion y sombra (Gallardo, 1987). Es una alevilla blanca plateada de
aproximadamente 3 mm de largo y tiene entre 4 hasta 6 mm de envergadura alar. Presenta un
mechon de pelos de color blanco plateado en la parte frontal de la cabeza y una agrupacion de
pelos plateados en la parte basal de las antenas dando la apariencia de ojos aterciopelados; los
ojos son de color negro. En la parte posterior de las antenas y el abdomen presenta una coloracion
negra ahumada (Pickman, 1872).

La larva ocasiona el sintoma principal de infestacién. Este consiste en la aparicién de
manchas de forma irregular y color café sobre el envés de la hoja (Souza, 1979) como
consecuencia de la destruccién de los tejidos del parénquima utilizados para su alimento
(Guerreiro, 2006; Souza et al., 1998). La larva es aplanada, de coloracién amarillenta
parcialmente transparente. Consta de 12 segmentos, los tres primeros forman el térax y los nueve
restantes el abdomen (Pickman, 1872). El minador del café se encuentra ampliamente difundido

en México, Centro y Sur América y el Caribe (Vasquez, 1989).
4



2.3.1. Biologia y comportamiento:

Leucoptera coffeella presenta una metamorfosis completa (Souza et al., 1998), pasando
por la etapa de huevo, cuatro instares larvales (Navarro, 2007), la pupa, y el adulto. De acuerdo
con diferentes autores la longevidad de L. coffeella es variable, oscilando entre 13 hasta 38 dias
(Gravena, 1992) y entre 25 hasta 34 dias (Nantes y Parra, 1977). Otros autores han encontrado
ciclos de vida més largos, oscilando entre 14 hasta 42 dias (Hernandez, 1972) y mds cortos como
describe Pickman (1872) de menos de 14 dias. La fluctuacion en la longevidad de L. coffeella ha
sido atribuida a las condiciones ambientales en las que se desarrolle (Katiyar y Ferrer, 1968;
Pruna y Licor 1973).

La etapa larval es la que causa el dafio a la lamina foliar de la planta. Una vez eclosiona el
huevo, el primer instar larval empieza a formar galerias en el interior de la hoja, barrenando el
tejido vegetal. Al alimentarse se observa en la hoja una zona de tejido muerto de forma irregular
conocida como mina. Se ha observado que una mina puede albergar hasta cinco larvas. La larva
madura (Instar 4) abandona la parte muerta y se dirige al envés de la hoja para construir el
capullo que protegerd la crisdlida. Este capullo es de color blanco y en forma de H, esta etapa
durard aproximadamente una semana, antes de transformarse en adulto (Gonzélez, 1996) (Figura

1). En estado adulto, su actividad es crepuscular y nocturna (Guerreiro, 2006).



Figura 1. Ciclo de vida de Leucoptera coffeella Guerin-Meneville (Lepidoptera:
Lyonetiidae) (Fotos de Barrera et al. 2006)

El ataque de L. coffeella es mas severo en condiciones de alta humedad y alta temperatura
(Sein, 1940), o sea, en cafetales situados por debajo de 1,300 metros sobre el nivel del mar
(Vasquez, 1989). Es una plaga inducida por el mal uso de agroquimicos (SENASA, 2008). Por
ejemplo, la aplicacion de fungicidas a base de cobre, que se usa para controlar la roya del café,
permite el incremento de la poblacién del minador de la hoja de café, debido a una baja en las
poblaciones de enemigos naturales (Parra et al., 1977).

Parra et al. (1977) observaron fluctuaciones poblacionales del minador del café en Brasil,
encontrando que para los afos 1912 y 1944, L. coffeella solamente constituia un problema
fitosanitario en los periodos de sequia. En el afio 1975 se establecié que L. coffeella presentaba
gran intensidad, tanto en el periodo seco como el periodo lluvioso (Parra, 1975) debido a la
alteracion de las condiciones del sistema de cultivo, en consecuencia de la aparicién de la roya

del café y la aplicacion de cupricos para su control (Parra et al., 1977; Paulini y Picango, 1994).



En Puerto Rico el minador del café es controlado con los agroquimicos Dysistén y
Furadan (Monroig, 2008), sin embargo su control no es 100% efectivo causando un impacto
negativo en los agroecosistemas (Kay y Collins, 1987). Aunque en la Isla no se han realizado
estudios sobre la resistencia de L. coffeella a este tipo de control; es posible que se presente
considerando las elevadas poblaciones del minador del café en algunas areas cafetaleras de
Puerto Rico. Tal como ocurre en brasil donde se atribuye el aumento de esta plaga (Brattsten et

al., 1986) a la resistencia generada por la constante aplicacion de plaguicidas.

2.3.2. Umbral econémico

El minador del café es capaz de producir gran destruccion del tejido foliar, acompafiado
por una considerable defoliacién o caida temprana de las hojas (Konnorova y Murguido, 1986).
Generalmente, existe una asociacion positiva entre proporcion de hojas minadas, proporcién de
defoliacion y proporcién de infestacion (Gonzélez, 1996).

De acuerdo a Motte (1976), el umbral econémico es de cuatro minas por hoja, nlimero
maximo antes de que ocurra la defoliacion. Cuando se presenta mas del 50% de defoliacion, la

productividad del café puede verse afectada (Paulini y Picanco, 1994).

2.3.3. Técnicas de control

Se ha dado especial énfasis al uso de técnicas que constituye el manejo integrado de
plagas para controlar las poblaciones de L. coffeella en siembras de café. Esto incluye técnicas de
control cultural, control biolégico y control quimico (Vasquez, 1989). Se ha observado que
infestaciones severas del minador del café corresponden al uso indiscriminado de plaguicidas,
como consecuencia de resistencia de las poblaciones de la plaga a los insecticidas y reduccién de

los enemigos naturales (Brattsten et al. 1986). Se considera que el complejo de enemigos
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naturales es amplio (Wolcott, 1947). Por esto, se recomienda enfocar el control de esta plaga
hacia técnicas de control biolégico (Gallardo, 1992; Konnorova, 1982).

El uso de enemigos naturales, en conjunto con otros factores ecolégicos y bioldgicos, es
capaz de reducir y mantener las poblaciones del minador del café por debajo del umbral
econémico (Reis y Souza, 1986; Fragoso et al., 2001; Costa, 2005). Por ejemplo, Reis et al.
(2000) recomienda incrementar la abundancia de parasitoides en el comienzo de la infestacion del
minador del café, cuando se encuentra la mayoria de las minas pequefas. Fragoso et al. (2001) y
Bacci et al. (2006) mencionan que el uso adecuado de insecticidas selectivos para avispas de la
Familia Vespidae, depredadoras del minador del café, presenta efectos positivos en la

disminucién de las poblaciones de L. coffeella.

2.4. Mirax insularis.

Mirax insularis es un himendptero de la subfamilia Miracinae, perteneciente a la familia
Braconidae. Fue descrito por Carl F. W. Muesebeck en el afio 1937 (Muesebeck, 1937). Este
bracénido es un endoparasitoide koinobionte (Maeto, 1995; Shaw y Huddleston, 1991; Whitfield
y Wagner, 1991). Este tipo de parasitismo le permite paralizar temporalmente a su presa. Asi, la
larva parasitada contintia desarrollindose mientras el parasito se va alimentando de areas no
vitales como los cuerpos grasos y la pared externa de la region intestinal (Askew y Shaw, 1986).

Al igual que otras especies del género Mirax, M. insularis se caracteriza por ser un
parasitoide de algunas familias de lepidopteros (Maeto, 1995; Shaw y Huddleston, 1991;
Whitfield y Wagner, 1991). En éste grupo se encuentra la familia Lyonetiidae, taxén al cual
pertenece el minador del café.

Las especies del género Mirax se caracterizan por presentar antenas de 12 segmentos,

ausencia de carina occipital, ausencia de la vena r-m en el ala anterior, vena SR del ala anterior
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unida o cercana al estigma y el tergum metasonal con un espirdculo o lateroterguito membranoso
(Nixon, 1995; Valerio, 2007). Las especies que constituyen este género presentan distribucién
mundial (Maeto, 1995). El adulto de M. insularis presenta un tamafio promedio de 4.1 mm.
(Le6n, 1997).

Mirax insularis presenta amplia distribucidn. Especies de éste género han sido registradas
por diferentes autores parasitando a L. coffeella en paises productores de café como Brasil
(Rosado, 2007; Avilés, 1991; Parra et al., 1981 y 1977), Colombia (Campos, 2001), Ecuador
(Anchundia, 1994; Mendoza, 1994), México (Krombein, 1979) y Cuba (Konnorova, 1982:
Viésquez, 1989).

Fue introducido a Puerto Rico en 1937 desde la isla de Guadalupe y liberado en siembras
de café en los pueblos de Lares y Quebradillas (Sein, 1940; Gallardo, 1988b). Desde entonces, se
ha establecido a lo largo de toda la isla en las regiones cafetaleras (Ledn, 1997) parasitando larvas
del minador del café en estadios larvales 1 y 2 (Navarro, 2007)

Mirax insularis posee algunas de las caracteristicas importantes para que un parasitoide
pueda ser considerado como posible agente de control biolégico descritas por King et al. (1986).
Estas son: (1) adaptacion al medio ambiente, de manera que se ha establecido en Puerto Rico,
después de su introducciéon en 1937, (2) habilidad en la busqueda del hospedero, esto se
comprueba con los altos porcentajes de parasitacion (65-85% registrados en la isla de Guadalupe)
que presenta sobre las larvas de L. coffeella (Wolcott, 1947), (3) apropiado al nivel ecoldgico del
hospedero, presentando alta especificidad y pudiéndose establecer en las zonas donde éste se
registra y (4) sincronizacion con el ciclo de vida del hospedero (Gallardo, 1992), lo que se pudo
observar en las investigaciones realizadas por Navarro (2007) en las cuales encontré que es
posible sincronizar las ovoposiciones de M. insularis con los instares larvales 1 y 2 de L.

coffeella. Navarro (2007) inoculé seis arbolitos de café con 200 adultos de L. coffeella y
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posteriormente los parasité con 150 adultos de M. insularis, estableciendo que los niveles de
parasitacion no son diferentes significativamente sobre los instares larvales 1 y 2 del minador del

café.

2.4.1. Biologia y Comportamiento

Mirax insularis es un endoparasitoide de ciclo larva-pupa dentro del minador del café; es
especifico para el hospedero, y no presenta registros de superparasitismo (Gallardo, 2006, com.
pers.). Los niveles de parasitacién pueden alcanzar hasta 35% en Puerto Rico (Gallardo, 2006).
Su registro para los afios 1985 y 1986, respecto a los otros parasitoides del minador del café, se
estableci6 en 32.4% (Gallardo, 1988b).

Este braconido presenta metamorfosis completa, pasando por las etapas de huevo, larva
(tres instares larvales), prepupa, pupa y adulto (Ledn, 1997). El proceso de parasitismo empieza
cuando M. insularis deposita sus huevos en el hemoceloma de la larva de L. coffeella,
adhiriéndose a los tabulos de Malpighi cerca de la unién del intestino medio y posterior, o a los
cuerpos grasos, a las gldndulas salivales, o a la pared exterior intestinal (Le6n, 1997). Bajo
condiciones ambientales Optimas, el desarrollo de M. insularis, oscila entre 17 hasta 25 dias a

partir de la adhesion del huevo al tejido larval de L. coffeella.
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3. METODOLOGIA

3.1. CONFIRMACION DE Mirax insularis EN DOS MUNICIPIOS CAFETALEROS DE
PUERTO RICO.
3.1.1. Areas de Estudio

La recolecciéon de muestras se realiz6 en los municipios de Yauco y Adjuntas, zonas
cafetaleras de Puerto Rico ubicadas en la vertiente sur de la cordillera central de la Isla. Presentan
una época lluviosa durante los meses de mayo, agosto, septiembre y octubre, y una época seca
que incluye los meses de diciembre, febrero, marzo y junio (S.E.A., 2008).

Su altitud oscila entre 470 y 580 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m.). El promedio de
precipitacion anual es de 1,871 mm para Adjuntas y 1,156.46 mm para Yauco. El municipio de
Adjuntas presenta dos zonas con diferentes niveles de precipitaciéon anual y el municipio de

Yauco presenta cuatro zonas con diferentes niveles de precipitacién anual (NOAA, 2008) (Figura

2).
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Figura 2. Mapa de Puerto Rico con el registro de la precipitacion media anual (1971-
2000). (A) Guilarte (1,778 mm - 1,905 mm); (B) Rio Prieto (1,778 mm - 1,905 mm); (C)
Sierra Alta (1,397mm - 1,524 mm). (Tomado de NOAA, 2008).
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En Yauco se evaluaron los barrios: (1) Rio Prieto ubicado en la zona de mayor
precipitacion del municipio con un promedio anual de 1,841.5 mm (964.30 m.s.n.m.; 18°09,102’
N; 0,66°49,755” W), y (2) el Barrio Sierra Alta ubicado en la zona del municipio que registra un
promedio de precipitacién anual de 1,460.5 mm (530 m.s.n.m.; 18°06,0791" N; 0,66°49,3329’
W). En Adjuntas se evalud el Barrio Guilarte ubicado en la zona con menor precipitacion del
municipio con un promedio anual de 1841,5 mm (503.22 m.s.n.m.; 18°09,102° N; 0,66°46,478’
W) (Figura 3). Las siembras de café seleccionados en los tres barrios estuvieron libres de
aplicaciones de agroquimicos durante los udltimos tres afios, minimizando asi la influencia

potencial de este factor sobre las poblaciones de parasitoides.

(C) Sierra Alta, Yauco.
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3.1.2. Obtencion de Muestras

De manera aleatoria se colectaron hojas de café con presencia de minas de L. coffeella en
los tres barrios. Se llevaron a cabo muestreos semanales durante el mes de febrero de 2007 por un
periodo de cuatro semanas en ambos municipios, realizando colecciones de material una vez por
semana.

En cada barrio se colectaron 100 hojas de café con minas activas. Las hojas fueron
inicialmente ubicadas en bolsas plasticas debidamente etiquetadas antes de manipularlas en el
laboratorio. Para evitar la desecacion de las hojas y posibles alteraciones en el desarrollo de los
individuos presentes, se utilizé una nevera portdtil donde se depositaron las hojas durante el

traslado del lugar de muestreo al laboratorio (Figura 4).

Figura 4. Modo de traslado de las muestras de hojas de café obtenidas en el campo y
llevadas al laboratorio.
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Los muestreos se realizaron en el mes febrero, considerando los resultados obtenidos por
Leén (1997) y Gallardo (2006) en estudios sobre la dindmica poblacional de L. coffeella y M.
insularis realizados entre los meses de abril hasta diciembre de 1993 y desde marzo hasta
diciembre de 2005. Estos estudios demuestran que en el mes de diciembre se presenta el mayor
porcentaje del parasitoide por hoja de café. Esto coincide con la mayor cantidad de minas de L.
coffeella por hoja de café. Por lo tanto, al seguir el patrén de la dindmica poblacional parasitoide-
hospedero encontrado en estos dos estudios, se cree que febrero es un mes adecuado para realizar
estimaciones de la presencia de M. insularis en los cafetales evaluados. Se considera que la curva

de crecimiento de minas/hoja y parasitoide/hoja puede alcanzar picos poblaciones en este mes.

3.1.3. Trabajo de Laboratorio

Las hojas de café colectadas en el campo fueron ubicadas individualmente en bolsas de
cierre hermético de 16.5 cm de largo y 15 cm de ancho. Se etiquetaron indicando el lugar de
procedencia, fecha y nimero (Figura 5). Posteriormente fueron colocadas dentro de una cdmara
de crianza con temperatura constante de 25°C, un fotoperiodo de 12 hr. y humedad relativa de
60%. Se utilizaron las facilidades del Laboratorio de Control Bioldgico del Departamento de

Proteccién de Cultivos del Recinto Universitario de Mayagiiez.
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Figura 5. Disposicion individual de hojas de café afectadas por el minador del café.

Las hojas fueron revisadas semanalmente durante un mes, tomando datos del nimero de
emergencia de adultos de minadores de café, parasitoides y nimero de crisdlidas formadas en
cada hoja. Estos datos fueron analizados con el programa estadistico INFOSTAT Version 2004.

Se hicieron pruebas de andlisis de varianza para determinar si existia diferencia
significativa entre las cantidades de parasitoides presente en cada lugar muestreado y para
determinar si existia diferencia significativa entre la cantidad de machos y hembras de M.
insularis encontrados en cada barrio. También se realiz6 el andlisis de correlacién de Spearman,
entre el total de individuos de la especie M. insularis y la sumatoria de las otras especies de

parasitoides encontradas en las hojas colectadas.

3.2. OBTENCION DE Leucoptera coffeella Y Mirax insularis DESDE MUESTRAS
OBTENIDAS EN CAMPO.
Luego de la confirmacién de la presencia de M. insularis y habiendo establecido el Barrio

Guilarte como el drea con mayor presencia del parasitoide, se realizaron las pruebas de capacidad

15



reproductiva y evaluacién del nivel de parasitacion de M. insularis bajo condiciones de
laboratorio. Semanalmente se colectaron aproximadamente 500 hojas de café con presencia de
minas activas de L. coffeella, procedentes del municipio de Adjuntas, Barrio Guilarte. Las hojas
se colocaron en bolsas plasticas debidamente etiquetadas y se transportaron en una nevera portatil
hacia el laboratorio de Control Bioldgico del Recinto Universitario de Mayagiiez.

En el laboratorio las hojas obtenidas del campo se ubicaron en casetas pequefias
(Bugdorms - BioQuip) hasta la formacién de crisdlidas del minador del café. Las casetas tienen
una dimensién de 56 cm de largo, ancho y alto, con los paneles frontal y posterior de vinilo
traslicido que permiten la observaciéon 6ptima de los insectos. Poseen una entrada en forma de
media luna en la cara frontal, para la introduccién y exclusién del material objeto de estudio

(Figura 6).

Figura 6. Hojas de café con presencia del minador del café, obtenidas del campo y ubicadas
en casetas en el laboratorio.
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Una vez formadas las crisdlidas (Figura 7A), éstas se retiraron de las hojas haciendo
cortes que bordeaban el area del capullo. Estos trozos de hoja con las crisdlidas se colocaron en
placas petri de 12 cm de didmetro y 1.5 cm de alto (Figura 7C). Las placas petri estaban
preparadas con algodon y papel toalla humedecidos con agua destilada (Figura 7B) para evitar la

desecacion del material vegetal y asegurar la emergencia de los adultos.

Figura 7. (A) Crisalidas formadas en los arbolitos dentro de la caseta; (B) Placa petri
preparada con algodon y papel toalla humedecidos con agua destilada; (C) Crisalida sobre
placa petri; (D) Crisalidas ubicadas dentro de la caseta.

Las placas con el material vegetal fueron colocadas dentro de las casetas por un periodo

de siete dias (Figura 7D); tiempo en el que emergieron los adultos del minador del café.
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Posteriormente, estas placas petri fueron trasladadas a otra caseta donde se mantuvieron por un
periodo de 15 dias hasta lograr la emergencia de los adultos de M. insularis.

Para esta prueba las condiciones de laboratorio fueron 27°C + 1, 70% + 5 HR y un
fotoperiodo de 12hr, de acuerdo a lo establecido en trabajos preliminares para la crianza de M.
insularis y L. coffeella. En las paredes de cada caseta se coloc6 diariamente una solucién de

sacarosa al 10% para proveer alimento a los adultos emergidos.

3.3. CAPACIDAD REPRODUCTIVA DE Mirax insularis BAJO CONDICIONES DE
LABORATORIO.

Este estudio se realiz6 con larvas de L. coffeella en el primer y segundo instar (Instar 1;
Instar 2). Se consideraron los resultados obtenidos por Navarro (2007) en pruebas de
sincronizacién parasitoide — hospedero; en donde no fueron establecidas diferencias significativas
en cuanto a la preferencia de M. insularis por estas etapas de desarrollo del minador del café. Las
condiciones de laboratorio fueron 27°C + 1, 70% + 5 HR y un fotoperiodo de 12hr.

Segin Navarro (2007), M. insularis no parasita los instares larvales 3 y 4 de L. coffeella.
Por lo tanto, estos estadios de desarrollo del minador del café no se tuvieron en cuenta para las

pruebas de parasitacion con M. insularis.

3.3.1. Descripcion del procedimiento

Dentro de una caseta se ubicaron seis arbolitos de café de una altura aproximada de 30 cm
(Figura 8A). Se inocularon con 100 minadores de café, obtenidos a partir de las crisalidas
obtenidas del campo y emergidos bajo condiciones de laboratorio. Los individuos fueron tomados
al azar utilizando un aspirador para insectos (Figura 8B) y posteriormente liberados dentro de la

caseta, dejando el frasco del aspirador en el medio de los arbolitos.
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Figura 8. (A) Arbolitos de café (Coffea arabica) dentro de la caseta; (B) Aspirador de
insectos.

Los minadores permanecieron dentro de la caseta por un periodo de 48 horas, copulando y
ovopositando sobre las plantas de café. Culminado este periodo, los minadores fueron retirados
empleando nuevamente el aspirador para insectos.

Una vez alcanzada la primer etapa larval de L. coffeella (cuatro dias después de la
ovoposicion), las plantas fueron inoculadas con dos parejas (hembra y macho) del parasitoide M.
insularis empleando un aspirador para insectos. Los parasitoides permanecieron dentro de las
casetas por un periodo de 48 horas, tiempo estimado en que transcurre la primera etapa larval del
minador del café. Posteriormente los parasitoides fueron extraidos de la caseta y se esper6 a la
formacion de crisdlidas de L. coffeella sobre los arbolitos inoculados. Una vez formadas las
crisdlidas estas fueron retiradas de las plantas y ubicadas de manera individual en placas petri de
5 cm de didmetro y 1 cm de alto (Figura 9). Las placas estaban humedecidas con agua destilada

dispuesta en algodon y papel toalla.
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Figura 9. Crisalida del minador del café ubicada de manera individual.

El material fue revisado 5, 7, 14 y 20 dias después de la ubicacién individual de las
crisdlidas en las placas petri, contabilizando la cantidad de individuos emergidos de cada especie,
y el sexo en los adultos de M. insularis. Este procedimiento también fue realizado para la
segunda etapa larval (Instar 2) del minador del café; inoculando las plantas de café seis dias
después de la ovoposicion de L. coffeella. Se mantuvieron las mismas condiciones de laboratorio:
27°C +1,70% + 5 HR y un fotoperiodo de 12hr.

Para el andlisis estadistico se emple6 un Disefio Completamente Aleatorizado, con dos
tratamientos (T1: Instar larval 1; T2: Instar larval 2 de L. coffeella) y cuatro repeticiones cada uno
(Cuadro 1.). Se realizé la prueba t-student y Andlisis de Varianza (ANOVA), para establecer
diferencias de parasitacion de M. insularis en los dos instares larvales de L. coffeella estudiados y
para establecer diferencias en las cantidades de hembras y machos de M. insularis emergidos en

esta prueba. Se usé el programa estadistico INFOSTAT Version 2004.
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Cuadro 1. Diseiio estadistico Establecido para la prueba de Capacidad Reproductiva de
Mirax insularis bajo condiciones de laboratorio.

TRATAMIENTO 1 = INSTAR 1 TRATAMIENTO 2 = INSTAR 2
Carpa 1 = Réplica 1 Carpa 1 = Réplica 1
Carpa 2 = Réplica 2 Carpa 2 = Réplica 2
Carpa 3 = Réplica 3 Carpa 3 = Réplica 3
Carpa 4 = Réplica 4 Carpa 4 = Réplica 4

3.4. NIVEL DE PARASITACION DE Mirax insularis BAJO CONDICIONES DE
LABORATORIO.

Una vez establecida la capacidad reproductiva de M. insularis en los instares larvales 1 y
2 de L. coffeella, empleando dos parejas del parasitoide; se evalud el nivel de parasitacion de M.
insularis. Esta prueba se realiz6 con el propdsito de verificar si la cantidad de parasitoide
empleada en las inoculaciones de cada instar larval (Instar 1 y 2) de L. coffeella esté relacionada
con el nivel de parasitacion alcanzado por M. insularis.

Para este ensayo se emplearon cuatro cantidades diferentes de M. insularis para la
parasitacion de las larvas de L. coffeella en instares larvales 1 y 2. Las cantidades fueron 20, 40,
60 y 80 parasitoides de la misma edad, obtenidos de manera aleatoria por medio del aspirador de
insectos y provenientes del material obtenido en campo. Como tratamiento control las plantas de

café fueron inoculadas inicamente con L. coffeella.

3.4.1. Descripcion del procedimiento.
Dentro de cada caseta en laboratorio, se ubicaron 10 arbolitos de café con una altura

aproximada de 30 cm. Se inocularon con 200 minadores del café tomados aleatoriamente con un
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aspirador para insectos de la caseta dispuesta para su emergencia. Los minadores permanecieron
en la caseta durante 48 horas y posteriormente fueron retirados empleando nuevamente el
aspirador para insectos. Esta metodologia sigue los parametros empleados por Navarro (2007) en
las pruebas de sincronizacién parasitoide-minador.

Se esper6 la formacién de minas hasta alcanzar la primera etapa larval (Instar 1) de L.
coffeella, y se inocularon con las cantidades especificas de M. insularis segin el tratamiento
establecido. Los parasitoides permanecieron 48 horas sobre las plantas de café. Posteriormente
fueron retirados y se esperd la formacién de crisdlidas de L. coffeella, las cuales fueron retiradas
y dispuestas de manera individual en placas petri de 5 cm de didmetro y 1 cm de alto,
humedecidas previamente con agua destilada dispuesta en algodén y papel toalla.

El material fue revisado 5, 7, 14 y 20 dias después de la ubicacién individual de las
crisdlidas en las placas petri contabilizando la cantidad de individuos emergidos de cada especie
y el sexo en los adultos de M. insularis. Para observar si existia diferencia significativa en el
porcentaje de parasitacion de acuerdo con la etapa larval, éste procedimiento también se realiz6
con la segunda etapa larval (Instar 2) del minador del café, inoculando las plantas de café seis
dias después de la ovoposicion de L. coffeella.

Para el anilisis estadistico se empled un Disefio Completamente Aleatorizado con un
arreglo factorial 5 x 2 (5 densidades de M. insularis x 2 etapas larvales) con cuatro repeticiones
(Cuadro 2.). Se realizaron pruebas de Tukey y ANOVA usando el programa estadistico

INFOSTAT Version 2004.
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Cuadro 2. Diseiio estadistico empleado para la prueba de nivel de parasitacion de

Mirax insularis bajo condiciones de laboratorio

DISENO FACTORIAL 5 x 2 COMPLETAMENTE ALEATORIZADO

# M. insularis

INSTAR 1

INSTAR 2

20 INDIVIDUOS

Carpa 1 = Réplica 1

Carpa 1 = Réplica 1

Carpa 2 = Réplica 2

Carpa 2 = Réplica 2

Carpa 3 = Réplica 3

Carpa 3 = Réplica 3

Carpa 4 = Réplica 4

Carpa 4 = Réplica 4

40 INDIVIDUOS

Carpa 1 = Réplica 1

Carpa 1 = Réplica 1

Carpa 2 = Réplica 2

Carpa 2 = Réplica 2

Carpa 3 = Réplica 3

Carpa 3 = Réplica 3

Carpa 4 = Réplica 4

Carpa 4 = Réplica 4

60 INDIVIDUOS

Carpa 1 = Réplica 1

Carpa 1 = Réplica 1

Carpa 2 = Réplica 2

Carpa 2 = Réplica 2

Carpa 3 = Réplica 3

Carpa 3 = Réplica 3

Carpa 4 = Réplica 4

Carpa 4 = Réplica 4

80 INDIVIDUOS

Carpa 1 = Réplica 1

Carpa 1 = Réplica 1

Carpa 2 = Réplica 2

Carpa 2 = Réplica 2

Carpa 3 = Réplica 3

Carpa 3 = Réplica 3

Carpa 4 = Réplica 4

Carpa 4 = Réplica 4

CONTROL
0 INDIVIDUOS

Carpa 1 = Réplica 1

Carpa 1 = Réplica 1

Carpa 2 = Réplica 2

Carpa 2 = Réplica 2

Carpa 3 = Réplica 3

Carpa 3 = Réplica 3

Carpa 4 = Réplica 4

Carpa 4 = Réplica 4
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3.5. EVALUACION DEL PORCENTAJE DE MACHOS Y HEMBRAS EMERGIDAS EN
CAMPO Y LABORATORIO.

Luego de haber obtenido los datos de emergencia de M. insularis de los diferentes
ensayos realizados, tanto en campo como en laboratorio, y habiendo establecido los porcentajes
de machos y hembras en cada una de estas pruebas, se procedié a determinar si existia diferencia
entre estos valores. Los valores usados para esta prueba fueron los porcentajes promedio de
hembras y machos obtenidos en cada barrio en el caso de las muestras del campo. Para las
muestras del laboratorio, se emplearon los valores promedio de hembras y machos obtenidos en
los instares larvales 1 y 2 de L. coffeella, para la prueba de capacidad reproductiva y para la
prueba de nivel de parasitacion de M. insularis. Se realiz6 un andlisis de varianza usando el

programa estadistica INFOSTAT Version 2004.
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4. RESULTADOS

4.1. CONFIRMACION DE Mirax insularis EN DOS MUNICIPIOS CAFETALEROS DE
PUERTO RICO.

4.1.1. Especies de parasitoides encontradas en los barrios Rio Prieto, Sierra Alta
(Yauco, P.R.) y Guilarte (Adjuntas, P.R.).

Para las cuatro recolecciones de material en los tres barrios muestreados se confirmé la
presencia de M. insularis y se registré la presencia de otras tres especies de parasitoides
himendpteros del minador del café: (1) Achrysocaroides spp. (Figura 10A), (2) Chrysonotomyia
spp (Figura 10B) y (3) Zagrammosoma spp. (Figura 10C), todos pertenecientes a la familia
Eulophidae. Los parasitoides encontrados fueron identificados taxonOémicamente por
comparacién con los parasitoides del minador del café identificados por Paul Marsh en 1986,
investigador del USDA Biosystematics and Beneficial Insects Institute en Beltsville, Maryland,

Estados Unidos.

Figura 10. Especies de parasitoides de la familia Eulophidae. (A) Achrysocaroides spp.; (B)
Chrysonotomyia spp. y (C) Zagrammosoma spp.
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De las hojas de café colectadas en los tres barrios muestreados, se obtuvo un total de 4654
individuos. Este nimero corresponde a 3,353 adultos del minador del café (72%) y 1,301 adultos
de las cuatro especies de parasitoides (28%) en los tres barrios muestreados (Tabla 1). La mayor
cantidad de individuos del minador del café se registré en el Barrio Sierra Alta (2,256 individuos;
83%), seguido por Guilarte (610 individuos; 59%) y en menor cantidad Rio Prieto (487
individuos; 55%) (Figura 11).

Para el nimero de parasitoides encontrados en cada barrio muestreado se presentd el
mismo patrén. En el Barrio Sierra Alta se registraron 476 individuos, en el Barrio Guilarte 424
individuos y en el Barrio Rio Prieto 401 individuos. Sin embargo, al establecer su porcentaje
respecto al total de la muestra, el mayor porcentaje de parasitoides se registré en el Barrio Rio
Prieto con 45%, seguido por el Barrio Guilarte con 41% y finalmente el Barrio Sierra Alta con
17% (Tabla 1; Figura 11).

Tabla 1. Registro de individuos encontrados en cada uno de los barrios muestreados
durante el mes de febrero de 2007.

Barrio | ,I;f,?é Sgs LeU(':o'ptera coffeella | Conjuthcla de Parasitoidels
No. Individuos | Porcentaje | No. Individuos | Porcentaje
Sierra Alta 5732 0056 83 76 -
Rio Prieto 888 487 - 401 is
Guilarte 1034 610 5 sou .
Total 4654 3353 79 12301 ”

26



Promedio die adultos de Leucoptera coffeella y parasitoides registrado en cada barrio muestreado
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Figura 11. Promedio de adultos de Leucoptera coffeella y las cuatro especies de parasitoides
registrados durante las cuatro recolecciones de hojas de Coffeea arabica en los barrios de
Sierra Alta, Rio Prieto y Guilarte, durante el mes de febrero de 2007.

4.1.2. Analisis del numero de individuos de Mirax insularis respecto al nimero de
individuos del conjunto de -euléfidos encontrados en los tres barrios
muestreados.

Dentro del conjunto de parasitoides se encontré que M. insularis es la especie mads
frecuente en los tres barrios muestreados. Esta especie presenta diferencia significativa respecto a
las tres especies de euldfidos, que entre si no presentan diferencias significativas (p= 0.0002)
(Tabla 2). El anélisis de correlacion de Spearman muestra una correlacion negativa de -0.63 entre

el nimero de M. insularis y el conjunto de eul6fidos. (Figura 13).
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Tabla 2. Registro de los parasitoides encontrados en cada uno de los barrios muestreados
durante el mes de febrero de 2007.

Especie Barrio Muestreado Medias p-valor
Sierra Alta | Rio Prieto | Guilarte
) 0.0002

Achrysocaroides spp. 118 55 35 69.33
Crhysonotomyia spp. 68 27 21 38.67
Zagrammosoma spp. 65 24 15 34.67
Mirax insularis 225 295 353 291 B
Total 476 401 424

Al realizar las Tablas de contingencia Chi-cuadrado, se observa que la proporcion de
emergencia en cada especie de parasitoide depende del barrio muestreado (p = < 0,0001). En los
Barrios Guilarte y Rio Prieto M. insularis registr6 un porcentaje de 83.3% y 73.6%,
respectivamente. En el Barrio Sierra Alta su porcentaje fue de 47.3%. De las especies de la
familia Eulophidae, Achrysocaroides spp. fue la mds abundante, presentando porcentajes de
emergencia de 25% en Sierra Alta; 14% en Rio Prieto y 8% en Guilarte.

La frecuencia de las especies Chrysonotomyia spp. y Zagrammosoma spp. fue similar en
los tres barrios muestreados. En el Barrio Sierra Alta las dos especies presentaron 14% de
emergencia. En el Barrio Rio Prieto la frecuencia de Chrysonotomya spp. fue de 7% vy la
frecuencia de Zagrammosoma spp. fue de 6%. La presencia de estas dos especies fue menor en el

Barrio Guilarte con 5% y 4% para Chrysonotomya spp. y Zagrammosoma spp., respectivamente.

(Tabla 3; Figura 12)
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Tabla 3. Porcentaje de especies de parasitoides presentes en cada barrio muestreado.

PORCENTAJE TOTAL DE LAS MUESTRAS
Barrio Total
Mirax insularis | Achrysocaroides sp. | Crhysonotomyia sp. | Zagrammosoma sp.
Sierra Alta 47 25 14 14 100
Rio Prieto 73 14 7 6 100
Guilarte 83 8 5 4 100
Total 67 16 9 8 100
Porcentaje de parasitoides emergidos en cada barrio muestreado
100+
TE4
2
g
§ 50
=
o
25

Mirax insularis

| —m |

Achrysocaroides Chrysonotomyia ZaQrammaosoma
Especie
E Guiarte ] RioPriste [ ] Sierra Ata |

Figura 12. Porcentaje de individuos emergidos de las diferentes especies de parasitoides
encontradas en hojas de café con presencia de minas de Leucoptera coffeella en los tres
barrios muestreados
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Grafico de dispersion para Mirax insularis y el conjunto de ewldfidos
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Figura 13. Grafico de dispersion entre el nimero de adultos de Mirax insularis y el conjunto
de parasitoides de la familia Eulophidae.

4.1.3. Porcentaje de hembras y machos de Mirax insularis encontrados en los tres
barrios muestreados.

Al hacer la determinacion de sexos de M. insularis (Figura 14), se encontr6 que el
porcentaje promedio de hembras y machos obtenidos en campo fue de 53% machos y 47%
hembras en el barrio Sierra Alta, 54% machos y 46% hembras en el barrio Rio Prieto, y 52%
machos y 48% hembras para el barrio Guilarte (Tabla 4) Los porcentajes de hembras y machos
no presentan diferencias significativas por barrios (p=0.4929). Se determina que la proporcién de

machos y hembras de M. insularis es 1:1 para los tres barrios muestreados.
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Figura 14. Hembra de Mirax insularis con detalle en el ovopositor. Caracteristica empleada
para identificacion de sexos.

Tabla 4. Porcentaje de machos y hembras de Mirax insularis encontrados en cada barrio
muestreado.

Barrio Mirax insularis o-valor
muestreado No. Individuos | (%) machos | (%) hembras
. 0.4929
Sierra Alta 225 5 A 47 A
Rio Prieto 295 54 A 46 A
Guilarte 353 52 A 48 A
Total 873 53 47

4.2. CAPACIDAD REPRODUCTIVA DE Mirax insularis BAJO CONDICIONES DE
LABORATORIO.

Este ensayo se realiz6 luego de haber confirmado la presencia de M. insularis y haber
establecido que el Barrio Guilarte es el que presenta mayor porcentaje de éste parasitoide. Se
usaron adultos de M. insularis recuperados a partir de hojas de café con presencia de minas de L.
coffeella, procedentes del Barrio Guilarte, para realizar las inoculaciones de los arbolitos de café

afectados con larvas del minador del café.
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Al realizar las pruebas de capacidad reproductiva de M. insularis con los instares larvales
1y 2 de L. coffeella, se determind que en un periodo de 48 horas, dos parejas del parasitoide
pueden ovopositar un promedio de 8 huevos sobre las larvas del instar 1 con una proporcion de
hembras y machos del 32.5% y 67.5%, respectivamente. En larvas del Instar 2 en el mismo
periodo de tiempo, dos parejas del parasitoide ovopositaron en promedio 28 huevos, con una
proporcién de hembras y machos del 38% y 62% respectivamente.

Se observa que en el porcentaje de emergencia de hembras de M. insularis es diferente
significativamente del porcentaje de emergencia de machos en los dos instares larvales de L.
coffeella evaluados (p=0.0267). A su vez, el porcentaje de hembras de M. insularis emergidas
sobre larvas de L. coffeella en los instares larvales 1 y 2 no se presentaron diferencias
significativas, al igual que el porcentaje de machos emergidos en los dos instares larvales
evaluados (p=0.8318). (Tabla 5).

Tabla 5. Porcentaje de Hembras y Machos de Mirax insularis emergidos en las pruebas de
capacidad reproductiva para los instares larvales uno y dos de Leucoptera coffeella

Mirax insularis
Tratamiento p-valor
No. Individuos | (%) machos | (%) hembras

Instar 1 34 675 A 3205 B | 0:0267
Instar 2 112 62 A 38 B
p-valor 0.8318

La cantidad de adultos de M. insularis emergidos en cada uno de los ensayos corresponde
al 5% de parasitacion en el primer instar larval (Instar 1) y 7% de parasitacion en el segundo

instar larval (Instar 2) del minador del café. Los valores de crisdlidas no emergidas también
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presentaron diferencias significativas para los dos instares larvales (p=0.0150). En el Instar 2 el

porcentaje de no emergencia fue de 17% y en el Instar 1 fue de 7% (Figura 15).

Porcentaje de emergencia de M. inswlaris y porcentale de crisalidas no emergidas en cada tratamiento
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Figura 15. Porcentaje de emergencia de Mirax insularis y porcentaje de crisalidas
Leucoptera coffeella no emergidas. A partir de larvas instar 1 e Instar 2 de Leucoptera
coffeella inoculadas con dos parejas de Mirax insularis.

El anélisis de varianza para la frecuencia de emergencia de L. coffeella, M. insularis y
crisdlidas no emergidas, mostr6 diferencias significativas en los dos instares larvales (Tabla 6;
Figura 16). Considerando esta diferencia sobre el nivel de emergencia de L. coffeella en las dos
pruebas, se realizé un andlisis de varianza con los valores porcentuales comprobando que M.

insularis si presenta preferencia en la parasitacion del instar larval 2 de L. coffeella (Tabla 6)

mostrando mayor capacidad reproductiva sobre estas larvas.
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Tabla 6. Resultados de prueba t-student realizada sobre las medias y porcentajes de
emergencia de Leucoptera coffeella, Mirax insularis y crisalidas de Leucoptera coffeella no
emergidas.

Tipo de dato Instar Leucoptera coffeella| Mirax insularis | Crisélidas no emergidas
Namero 1 150,25 A 85 A 12,75 A
promedio de
individuos 2 292,5 B 28 B 67 B
p-valor 0,002 0,0012 0,0014
Porcentajes 1 872 A 503 A 7,77 A
2 75,9 B 7,13 B 16,97 B
p-valor 0,0103 0,0485 0,015

Porcentaje de adultos emergidos y crisalidas no emergidas en cada tratamiento

100+
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Forcentajes

Figura 16. Porcentaje de emergencia de Leucoptera coffeella y Mirax insularis emergidos, y
porcentaje de crisalidas de L. coffeella no emergidas. A partir de larvas Instar 1 e instar 2
de Leucoptera coffeella inoculadas con dos parejas de Mirax insularis.
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4.3. NIVEL DE PARASITACION DE Mirax insularis BAJO CONDICIONES DE
LABORATORIO.

La estimacion del nivel de parasitacion de M. insularis se realiz6 después de haber
establecido la capacidad reproductiva del parasitoide, empleando dos parejas de M. insularis para
inocular larvas del minador del café en estado larval Instar 1 e Instar 2. En las pruebas del nivel
de parasitaciéon de M. insularis con diferentes cantidades del parasitoide, se encontré que los
mayores valores de parasitacion se presentaron en las larvas del Instar 2 del minador del café, con
inoculaciones de 60 y 80 parasitoides equivalentes al 30% y 40% de individuos, respecto a la
cantidad de individuos de L. coffeella empleados para la inoculacién de los arbolitos de café.

Se obtuvo una parasitaciéon del 27% con 60 parasitoides y 35% con 80 parasitoides
(Figura 17B). Los niveles de parasitacion mds bajos se presentaron con las inoculaciones de 20 y

40 parasitoides en el Instar larval 1, con 6% y 9%, respectivamente (Figura 17A).
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A, Porcentaje de emergencia de Mirax insularis y crisalidas no emergidas con larvas Instar 1
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Figura 17. Porcentaje de emergencia de adultos de Mirax insularis y Porcentaje de
crisalidas no emergidas en cada tratamiento, de acuerdo al instar larval de Leucoptera
coffeella inoculado con Mirax insularis. (A). Porcentaje de emergencia en el Instar larval 1;
(B). Porcentaje de emergencia en el Instar larval 2.
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El porcentaje promedio de machos y hembras emergidos de M. insularis en las
inoculaciones realizadas sobre las larvas Instar 2 de L. coffeella fue de 56.5% y 43.5%,
respectivamente. En las inoculaciones sobre el Instar 1 se obtuvo un porcentaje promedio de 65%
machos y 35% hembras de M. insularis (Tabla 7).

Tabla 7. Proporcion sexual de adultos de Mirax insularis emergidos en cada tratamiento de
acuerdo al instar larval inoculado.

Instar ) Mirax insularis
inoculado Tratamiento —
No. Individuos (%) machos (%) hembras

20 89 56 44

1 40 137 59 41
60 152 54 46

80 116 57 43
Promedio 56.5 43.5

20 97 66 34

40 157 63 37

° 60 365 64 36
80 480 67 33

Promedio 65 35

El andlisis de varianza para las inoculaciones con diferentes cantidades de M.
insularis sin considerar el instar larval del minador de café, muestra que no hubo
diferencia significativa en las inoculaciones realizadas con 20 y 40 parasitoides. Mientras
que las inoculaciones con 60 y 80 parasitoides son diferentes significativamente de las

otras pero no entre ellas (Apéndice 12).
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Cuando se realiza el andlisis de varianza considerando el instar larval, se observa que los
Unicos tratamientos que presentan diferencias significativas son los realizados con inoculaciones
de 60 y 80 parasitoides sobre el Instar larval 2 (Tabla 8). Estas cantidades de parasitoides, son
equivalentes al 30% y 40% de individuos, respecto a la cantidad minadores del café (200
individuos) empleados para la inoculacién de los arbolitos de café empleados en este ensayo.

Tabla 8. Resultados de la prueba de Tukey realizada sobre los valores de parasitacion de
Mirax insularis con cada tratamiento en los instares larvales 1y 2 de Leucoptera coffeella.

Variable: Mirax insularis

Instar Tratamiento Medias N p-valor
1 20 22.25 4 |A 0.0001
2 20 24.25 4 A
1 80 29 4 A
1 40 34.25 4 A
1 60 38 4 A
2 40 39.25 4 A
2 60 91.25 4 5
2 80 120 4 B

Test: Tukey Alfa=0.05

Estos datos muestran que existe interaccion entre el instar evaluado y la cantidad de
parasitoides empleada en cada inoculacion. El nivel de parasitacion de M. insularis es mayor
cuando se realizan inoculaciones con 60 y 80 parasitoides sobre larvas Instar 2 y el nivel de
emergencia del minador del café es mayor cuando las inoculaciones con el parasitoide se realizan

sobre larvas Instar 1 (Figura 18).
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Figura 18. (A) Interaccion estadistica entre Instar y Tratamiento sobre la emergencia de
Leucoptera coffeella en cada tratamiento (B) Interaccion estadistica entre Instar y
Tratamiento sobre la emergencia de Mirax insularis en cada tratamiento.
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4.4. EVALUACION DEL PORCENTAJE DE MACHOS Y HEMBRAS EMERGIDAS EN
CAMPO Y LABORATORIO.

Con base en los resultados obtenidos de los porcentajes de sexos de M. insularis en los
muestreos realizados en campo y las pruebas de laboratorio realizadas, se establecié que el
porcentaje de machos y hembras eclosionados en las pruebas de laboratorio es diferente
significativamente respecto al porcentaje de machos y hembras registrados en campo (p-valor=
0,0007) (Tabla 9). El porcentaje de machos emergidos en las pruebas de laboratorio es mayor que
el porcentaje de machos emergidos en campo. El porcentaje de hembras emergidas en laboratorio
fue menor respecto al porcentaje de hembras emergidas en campo (Figura 19).

Tabla 9. Porcentaje de hembras y machos de Mirax insularis, a partir de las muestras
colectadas en campo y las pruebas realizadas en laboratorio.

Mirax insularis
Lugar Total
% Machos % Hembras

Campo 53 A 47 A 100
62,5 B 37,5 C 100

Laboratorio
p-valor | 0.0007
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FPorcentaje de emergencia de machos y hembras de Mirax insufaris en campo y laboratorio
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Figura 19. Porcentaje de machos y hembras de Mirax insularis emergidos en campo y
laboratorio
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5. DISCUSION
5.1. CONFIRMACION DE Mirax insularis EN DOS MUNICIPIOS CAFETALEROS DE
PUERTO RICO.

La presencia de M. insularis fue confirmada, encontrando que es el parasitoide
predominante en los tres barrios muestreados. Presenta mayor frecuencia en los Barrios Rio
Prieto y Guilarte, que presentan un promedio de precipitacién anual de 1,841 mm, mayor al
promedio de precipitacion anual del Barrio Sierra Alta que es de 1,460.5 mm. Este factor es
importante en la densidad poblacional de los parasitoides (Sanchez, 2004; Alomar y Albajes,
2005), tal como ocurre con Trichogramma pretiosum y T. atopovirilia (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) (Navarro y Marcano, 2000), Opius concolor (Hymenoptera: Braconidae)
(Jiménez et al., 1999), especies de la subfamilia Rogadinae y especies del género Aleiodes
(Hymenoptera: Braconidae) (Torres y Bricefio, 2005) entre otros.

De acuerdo a los resultados obtenidos durante este estudio la cantidad de parasitoides de
L. coffeella se ha reducido en comparacion con afios anteriores. Para el afio 1988 el complejo de
parasitoides de esta plaga estaba conformado por 16 especies (Gallardo, 1988a) de las cuales
actualmente solo prevalecen cuatro. Probablemente M. insularis ejerce una fuerte presion
ecoldgica sobre sus competidores, debido a que es un parasitoide especifico de L. coffeella
(Gallardo, 1992) y es una especie introducida (Wolcott, 1947). Sus competidores son especies de
parasitoides polifagos y por lo tanto su espectro de hospederos es mayor, permitiéndoles
establecerse en otros cultivos, en busqueda de otras presas sin alterar su ciclo de vida.

Es posible que la introduccion del minador de las citricas Phyllocnistis citrella en 1994 a
Puerto Rico (Knapp et al. 1995) esté relacionada con el desplazamiento de las especies de
parasitoides euldfidos del minador del café hacia este nuevo hospedero. Los euldfidos

Closterocerus spp., Horismenus spp., Zagrammosoma spp. y Tetrastichus spp. son parasitoides
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de P. citrella (Legaspi, et al. 1999), y en estudios previos han sido registradas en Puerto Rico
como parasitoides del minador del café (Wolcott, 1947 y Gallardo, 1987).

De las tres especies de parasitoides de la familia Eulophidae registradas en este estudio,
Achrysocaroides spp. fue la mas frecuente en los tres barrios muestreados, con un porcentaje de
16 % mientras que Crysonotomyia spp. y Zagrammosoma spp. presentaron una frecuencia de 9%
y 8%, respectivamente. Estas especies de euléfidos son polifagas, caracterisitica a la que se puede
atribuir la baja frecuencia en L. coffeella presentada en este estudio. Zagrammosoma spp. ha sido
registrado como parasitoide del minador de la hoja de los citricos Phyllocnistis citrella (Ateyyat,
2002; Legaspi y French, 1997), el minador de hortalizas Chromatomyia horticola Goureau (Rauf
et al., 2000), y el minador del tomate Tuta absoluta (Rodriguez y Urquiola, 2000), entre otros.
Achrysocaroides spp. se ha registrado como parasitoide de minadores de hoja del género
Phyllonorycter (Lepidoptera: Gracillidae) (Rott y Godfrey, 2000) y Chrysonotomyia spp. se ha
registrado como parasitoide del minador del tomate Tuta absoluta (Rodriguez y Urquiola, 2000)
y del minador de hojas Perthida glyphopa (Lepidoptera: Incurvaradiidae) (Mazanec, 1990).

Por otra parte, en este estudio se establecié una correlacion negativa (-0,63) entre la
emergencia de M. insularis y el conjunto de eul6fidos. Este indice de correlacion apoya la idea de
que M. insularis esté desplazando a las otras especies de parasitoides del minador del café por
competencia interespecifica. No se considera factible el desplazamiento de M. insularis, por las
otras especies de parasitoides; puesto que sus poblaciones, se han mantenido estables desde el
aflo en que fue introducido. Esto segin indican los estudios realizados por Wolcott (1947),
Gallardo (1987, 1988 a, 1988b, 1992, 2006) y Ledn (1997), desde su introduccién a Puerto Rico.

En los muestreos se encontré un conjunto de cuatro especies de parasitoides del minador
del café. Sin embargo, los niveles de la plaga en Puerto Rico siguen siendo elevados. El médximo

nivel de parasitacion fue de 45.1 % registrado en el Barrio Rio Prieto, siendo inferior al 67% de
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parasitacion de M. insularis en Guadalupe (Wolcott, 1947). Aunque las poblaciones de M.
insularis son constantes en los cafetales de Puerto Rico, no logran un incremento en su tasa
reproductiva; segin Sein (1940) esto se debe a la escasez estacional del hospedero. Por su parte,
los euldfidos son parasitoides primarios con alta probabilidad de ser hiperparasitados (Le Pelley,
1973) disminuyendo asi su efectividad como controladores bioldgicos. Como se ha observado en
Chrysocharis nephereus parasitoide del minador de hojas Cameraria jacintoensis. C. nephereus
presenta hiperparasitismo de Closterocerus spp., especie que prefiere las hembras de C.
nephereus ocasionando reduccién en la efectividad de C. nephereus como controlador de C.
Jjacintoensis (Heinz, 1996).

Gallardo (2006) presenta datos para el porcentaje de parasitismo de M. insularis sobre el
minador del café, mostrando su relacién con los niveles de lluvia. En dicho estudio, los mayores
porcentajes de parasitacion se presentaron en el mes de agosto y los menores porcentajes en el
mes de julio. Estos son los meses con mayor y menor pluviosidad respectivamente. Estos datos
coinciden con los encontrados en este estudio, de acuerdo a los porcentajes de M. insularis
encontrados en las zonas muestreadas. De manera que en los Barrios Rio Prieto y Guilarte que
presentan una precipitacion anual de 1,841 mm (NOAA, 2008), se registraron las mayores
frecuencias de M. insularis (73% y 83% respectivamente). Mientras que en el Barrio Sierra Alta
que presenta una media anual de precipitacion de 1,460.5 mm (NOAA, 2008), la frecuencia de
M. insularis fue menor (47%). Estos resultados son diferentes a los encontrados por Leén (1997)
quien establece que en los meses donde comienza la temporada de lluvia la proporciéon de
parasitismo de M. insularis desciende (Ledn, 1997).

La proporcion de sexos de M. insularis fue de 52% machos y 48 % hembras; estos valores
no presenta diferencias significativas. Es decir, que la proporcién de machos y hembras

encontrada en los tres barrios muestreados es 1:1. Estos valores son correspondientes a los
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encontrados por Navarro (2007). Se considera que cuando los individuos estdn en su hébitat
natural las hembras no presentan reproduccion partenogénica, donde las generaciones obtenidas
presentan un porcentaje mayor de machos, siendo éste el principal problema en las crianzas
masivas bajo condiciones de laboratorio (Salvo y Valladares, 2007).

Los porcentajes de M. insularis encontrados en los tres barrios muestreados, son
significativamente diferentes a los porcentanjes de las tres especies de parasitoides de la familia
Eulophidae (p=0.0002), representando un porcentaje total de 67%. Se encuentra que aunque su
frecuencia de emergencia en el Barrio Sierra alta (47%) es menor a la encontrada en los Barrios
Rio Prieto (73%) y Guilarte (83%), no existe diferencia significativa entre valores encontrados en
los tres barrios muestreados (p=0.3793). Sumado a esto, la caracteristica de M. insularis como
parasitoide especifico de L. coffeella (Gallardo, com. pers.) y su adecuado establecimiento en las
zonas cafetaleras de Puerto Rico (Gallardo, 2006) permiten considerar a M. insularis como un
organismo viable para establecer un programa de control biolégico del minador del café en los

cafetales de Puerto Rico.

5.2. CAPACIDAD REPRODUCTIVA DE Mirax insularis BAJO CONDICIONES DE
LABORATORIO.

Las pruebas de capacidad reproductiva mostraron la preferencia de M. insularis por larvas
del Instar 2 del minador del café con un 7% de parasitacion, mientras que en el Instar 1 solo se
obtuvo el 5%. Estos datos difieren de los obtenidos por Navarro (2007) donde hubo igual
preferencia del parasitoide por estos dos instares larvales. Probablemente esta diferencia se
debe a que en dicho estudio las inoculaciones de las larvas de L. coffeella fueron efectuadas con
150 adultos de M. insularis, equivalente al 75% en relacién al nimero de adultos de L. coffeella.

Esto se atribuye a la respuesta numérica de ovoposicion de los parasitoides (Salas y Salazar,
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2003). Considerando que a mayor cantidad de parasitoides mayor cantidad de posturas, lo que es
igual a mayor cantidad de larvas de L. coffeella parasitadas en los dos instares larvales,
reduciendo asi, la diferencia en los valores obtenidos para cada instar.

El promedio de ovoposicién de las parejas de M. insularis en larvas de L. coffeella se
triplica cuando las ovoposiciones se realizan en el Instar 2, llegando a 14 huevos por hembra en
un periodo de 48 horas. Estos valores muestran que cuando M. insularis encuentra la etapa de
desarrollo adecuada del hospedero, éste maximiza sus ovoposiciones.

De acuerdo con Vinson e Iwantsch (1980), Brodeur et al. (1996) y Harvey (2000), la
decision de un parasitoide para ovopositar en o sobre su hospedero puede estar influenciada por
varios factores, incluyendo el tamafio, la edad y el estatus nutricional del hospedero. Este
comportamiento de los parasitoides hace referencia a la capacidad de seleccién de hospedero
(Strand y Obrycki, 1996). De acuerdo a diferencias en la calidad de nutrientes que presenta cada
etapa del ciclo de desarrollo del hospedero (Li et al., 2006), los huevos del parasitoide tendran
mayor o menor viabilidad (Sequeira y Mackauer, 1993).

Asi mismo, el tamafio de las larvas de los minadores de hoja puede afectar la proporcién
de sexos del parasitoide, teniendo consecuencias en su capacidad reproductiva (Abe et al., 2005).
Los datos obtenidos en este ensayo, son concordantes con este postulado, ya que se encuentra
mayor emergencia de machos de M. insularis cuando la parasitacion se realizé sobre larvas Instar
1 de L. coffeella.

Se sabe que los parasitoides tienen la capacidad de modificar su desarrollo sexual segin
las condiciones ambientales, generando mas machos cuando las condiciones no son adecuadas
para una futura reproduccion (Navarro y Marcano, 2000). De ésta manera, la diferencia en la
proporcion sexual de los parasitoides también se puede atribuir a las condiciones de crianza.

Como describen Patel y Schuster (1991) en ensayos de parasitacion con Diglyphus intermedius
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(Hymenoptera: Eulophidae) sobre larvas Instar 3 de Liriomyza trifolii; la actividad del
parasitoide y su fecundidad estdn relacionadas con el tamafio de las jaulas en que se crian los
parasitoides y la temperatura.

Se puede pensar que la disponibilidad de hospederos ha influido en una mayor
ovoposicion de M. insularis en el Instar 2 de L. coffeella. Segin Connor y Cargain (1994) este
aspecto es determinante en la relacién parasitoide-minador debido al comportamiento de
busqueda. Al realizar los andlisis estadisticos con los datos porcentuales se observa que sigue
existiendo diferencia significativa en los dos instar inoculados. Por lo tanto, se considera que la
preferencia de M. insularis por el segundo instar de L. coffeella esta relacionada con el periodo
adecuado para su desarrollo.

Al ser un endoparasitoide koinobionte, M. insularis requiere que su hospedero se
mantenga vivo durante su ciclo de desarrollo (Kuriachan et al., 2006). Este periodo oscila entre 17
hasta 25 dias a partir de la adhesion del huevo al tejido larval de L. coffeella, hasta la eclosion del
adulto (Ledn, 1997). Este es un periodo similar al que alcanza el desarrollo de L. coffeella a partir
del Instar 2 hasta la emergencia de la crisdlida. Navarro (2007) registré un periodo de 18 dias
entre el Instar larval 2 hasta el Instar larval 4 de L. coffeella y Barrera et al. (2006) plantean que
el periodo pupal oscila entre 6 hasta 8 dias.

Navarro (2007) establecié que M. insularis no presenta parasitacion sobre los instares
larvales 3 y 4 y atribuye este resultado a periodo de desarrollo y a la susceptibilidad de las larvas
en Instar 1 e Instar 2 de L. cofeella para ser parasitadas. Se plantea que los instares larvales 3 y 4
de L. coffeella, presentan un sistema inmune mds fuerte (Navarro 2007), como ocurre con las
larvas instar 5 de Mythimna separate (Lepidoptera:Noctuidae) (Li et al., 2006).

Con ensayos previos a este estudio sobre capacidad reproductiva de M. insularis bajo

condiciones de laboratorio, se pudo establecer que la longevidad de este parasitoide es de
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aproximadamente 10 dias y que durante toda su vida adulta es fértil. Rosado (2007) encontré que
al alimentar adultos de Mirax spp. con néctar de alforféon (Fagopyrum esculentum) bajo
condiciones de laboratorio, la longevidad del parasitoide puede llegar hasta 18 dias.

En este bioensayo se permiti6 a los adultos de M. insularis un periodo de ovoposicién de
solo 48 horas. Si se hacen ensayos de parasitacion de M. insularis en el periodo total de su vida
adulta y se incluye el uso de néctar de alforfén, se podria incrementar la tasa de parasitacion de
M. insularis. Como ocurre con otros bracénidos endoparasitoides solitarios, en los que se han
registrado promedios de ovoposicion superiores a 60 huevos. Por ejemplo, Browning y Oatman
(1985) sefialan que Microplitis brassicae presenta un promedio de ovoposicién de 73.2 huevos
por hembra durante su largo de vida que es de 19 dias en presencia del hospedero. M. mediator

ovoposita mas de 60 huevos en un periodo de 17 dias (Foerster y Doetzer, 2003).

5.3. NIVEL DE PARASITACION DE Mirax insularis (HYMENOPTERA: BRACONIDAE)
BAJO CONDICIONES DE LABORATORIO.

Se evalu el nivel de parasitacion de M. insularis sobre larvas de L. coffeella en instar
larval 1 y 2. Navarro (2007) en pruebas de sincronizacién parasitoide-hospedero establece que
estos son los estadios larvales preferidos por M. insularis para realizar la parasitacion sin
encontrar diferencias significativas en los porcentajes de parasitismo.

Los resultados de Navarro (2007) difieren de los encontrados en este ensayo. Al realizar
inoculaciones con diferentes cantidades de M. insularis sobre larvas Instar 1 y larvas Instar 2 de
L. coffeella se determiné que si existe una relacion entre el nivel de parasitacion y el instar larval
de L. coffeella. Empleando las mismas cantidades de parasitoides en cada instar los porcentajes
de emergencia de adultos presentaron diferencias significativas. Es importante notar que las

cantidades con mejores resultados de parasitacion de M. insularis fueron de 60 y 80 adultos,
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equivalentes a 30% y 40% respecto a la cantidad del minador del café que fue de 200 adultos. Al
no presentarse diferencia significativa en el nivel de parasitacion entre estas cantidades (60 y 80
adultos), para mayor eficiencia a niveles de laboratorio se deberian emplear cantidades
equivalentes al 30% de parasitoides respecto al 100% de adultos de minador de café empleados.

En las parasitaciones sobre el Instar 1 de L. coffeella las proporciones de hembras y
machos fueron semejantes a las encontradas en campo, mientras que en las inoculaciones del
Instar 2 de L. coffeella, 1a cantidad de machos fue més alta. Aunque no hay estudios previos que
describan reproduccion partenogénica de M. insularis, es posible que la mayor cantidad de
machos en las pruebas realizadas sobre el Instar 2 de L. coffeella, haya sido ocasionado por este
tipo de reproduccioén, al quedar hembras virgenes que producen huevos con desarrollo masculino,
como ocurre con Orgilus spp. (Llanderal et al. 2000).

Ademads, es posible que las bajas emergencias de hembras en los experimentos realizados
en el laboratorio estén relacionadas con el tipo de alimentacion, puesto que solo se les suministrd
diariamente sacarosa al 10%. Ensayos previos con parasitoides han demostrado que el consumo
de néctar y polen puede aumentar la tasa de parasitismo y la produccion de hembras, encontrando
que el uso de néctar de alforfon (Fagopyrum esculentum) incrementa la tasa intrinseca de
crecimiento y longevidad de Mirax spp. y reduce la reproduccion de L. coffeella. (Rosado, 2006).

La superproduccion de machos en crianzas masivas de parasitoides ha sido reportada
como un limitante en los programas de control bioldgico (Salvo y Valladares, 2007). Se han
planteado métodos como el uso de bacterias para disminuir la proporciéon de machos (Argov et
al., 2000). Una de éstas es Wolbachia, bacteria que es capaz de matar machos (West et al., 1998)
e incrementar la eficiencia de los parasitoides como controladores bioldgicos de minadores de

hoja (Tagami et al., 2006).
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Hasta ahora no se registran estudios respecto al uso de bacterias como mejoradoras del
nivel de parasitacion de especies del género Mirax. De acuerdo a lo expuesto por West (1998) y
Tagami et al. (2006), es posible que la eficiencia de M. insularis como parasitoide de L. coffeella
pueda ser incrementada al realizar crianzas masivas que implementen un conjunto de técnicas
para mejorar la reproduccion del parasitoide a nivel de laboratorio. Este tipo de pruebas debe ser

explorado.

5.4. EVALUACION DEL PORCENTAJE DE MACHOS Y HEMBRAS EMERGIDAS EN
CAMPO Y LABORATORIO.

El porcentaje de machos y hembras de M. insularis emergidos en campo presentd
diferencias significativas respecto al porcentaje de hembras y machos obtenido en las pruebas de
parasitacion en laboratorio. Se establece que el porcentaje de machos y hembras emergidos en las
pruebas de campo no presenta diferencias significativas. Es decir, que la proporcion de hembras y
machos encontrada en campo es 1:1.

Es posible que las diferencias entre machos y hembras respecto a campo y laboratorio
estén relacionadas con las condiciones ambientales presentadas en cada lugar y con el tipo de
alimentacion, puesto que en el laboratorio solo se suministré sacarosa al 10% y en campo los
organismos encuentran diversidad de alimentos, como néctares de diferentes plantas.

Se corrobora la superproduccién de machos en crianzas bajo condiciones de laboratorio
(Salvo y Valladares, 2007). Por lo tanto, se considera que el planteamiento de Argov et al.
(2000), West et al. (1998) y Tagami et al. (2006) en cuanto al empleo de bacterias para reducir el
porcentaje de machos y ademds mejorar la eficiencia de parasitismo debe ser explorado con

crianzas en laboratorio de M. insularis.
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6. CONCLUSIONES

1. Mirax insularis se encuentra establecido en las siembras de café muestreadas en los municipios

de Adjuntas y Yauco, siendo la especie de parasitoide de L. coffeella mas abundante.

2. De los municipios estudiados, el municipio con mayor presencia de Mirax insularis es

Adjuntas (Barrio Guilarte).

3. Entre los barrios estudiados, el barrio con menor incidencia de irax. insularis es Sierra Alta

(Yauco) y también es el que presenta mayor cantidad de Leucoptera coffeella.

4. Actualmente el conjunto de parasitoides del minador del café en los barrios muestreados esta
conformado por tres especies de eulofidos (Zagrammosoma spp., Achrysicaroides spp. y

Chrisonotomyia spp.) y una especie de braconido (Mirax insularis).

5. Las cuatro especies de parasitoides del minador del café se encontraron presentes en los tres

barrios muestreados.

6. La proporcion de hembras y machos de Mirax insularis en los cultivos de café muestreados es

1:1.

7. Bajo condiciones de laboratorio Mirax insularis presenta un promedio de ovoposicion de 14

huevos por hembra en un periodo de 48.
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8. La etapa de desarrollo de Leucoptera coffeella mas adecuado para realizar inoculaciones con

Mirax insularis es el instar larval 2.

10. La mayor parasitacion de Mirax insularis se da en larvas instar dos de Leucoptera coffeella y

puede estar relacionada con el periodo adecuado para su desarrollo y viabilidad de su progenie.

11. Bajo condiciones de laboratorio la eclosién de machos de Mirax insularis es mayor que la

encontrada en las muestras obtenidas del campo.

12. Mirax insularis no presenta superparasitismo ni hiperparasitismo.

13. La cantidad mds adecuada para lograr un mayor nivel de parasitacién de Mirax insularis es de

30% de adultos respecto a la cantidad de minadores de café.

14. De acuerdo con estos resultados y considerando técnicas para mejorar niveles de
reproduccion y longevidad de Mirax insularis bajo condiciones de laboratorio, serd posible
implementar un programa de control biolégico para el minador del café en las siembras de café

de Puerto Rico.
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7. RECOMENDACIONES

1. Emplear néctar de alforfén (Fagopyrum esculentum) ademds de sacarosa al 10% para el

alimento de Mirax insularis.

2. Probar antibidticos contra bacterias sobre Mirax insularis para mejorar su reproductividad y

cantidad de progenie femenina fértil bajo condiciones de laboratorio.

3. Realizar liberaciones inoculativas de Mirax insularis periédicamente en las siembras de café

de Puerto Rico.

4. Considerar los picos poblacionales de Leucoptera coffeella para realizar las liberaciones de
Mirax insularis, teniendo en cuenta que a mayor densidad de hospederos mayor viabilidad del

parasitoide.

5. Para optimizar la tasa reproductiva de Mirax insularis en crianzas masivas se deben renovar las

plantas de café infestadas con Leucoptera coffeella, para proveer hospederos adecuados al

parasitoide y aprovechar su capacidad fértil en su largo de vida.
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Apéndice 1. Tablas de Contingencia para probar dependencia de especies por

barrio muestreado. (Leucoptera coffeellay conjunto de parasitoides)

Tabla=s de contingencia
Frecuencias: N. individuos

Frecuencias sbsclutas
En columnas:Especie

Barrio Leucoptera coffeella Parasitolides Total
Helechales 610 424 1034
Rio Prieto 487 401 888
Sierra &lta 2256 476 2732
Total 3353 1301 4654

Frecuencias relativas por filas
En columnas:Especie

Barrio Leucoptera coffeella Parasitoides Total
Helechales 0,59 0,41 1,00
Rio Prieto 0,55 0,45 1,00
Sierra Alta 0,83 0,17 1,00
Total 0,72 0,28 1,00

Frecusncias espesradas
En columnas:Especie

Barrio Leucoptera coffeella Parasitoides Total
Helechales 744,85 289,05 1034,00
Rio Prieto 639,76 248,24 888,00
Sierra Alta 1%968,28 763,72 2732,00
Total 3353,00 1301,00 4654,00

Eztadistico Valor gl E
Chi Cuadrado Pearson 368,39 2 <0,0001
Chi Cuadrado MV-GZ 365,45 2 «0,0001

Coef.Conting.Cramer 0,20
Coef.Conting.Pearson 0,27
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Apéndice 2. Analisis de Correlacion de Spearman entre Mirax insularis y el

conjunto de parasitoides de la familia Eulophidae.

Coeficientes de correlacidn
Correlacion de Spsarman: coeficientes\probabilidades

pupas mirax otra=s especies

pupas 1,00 1,00 0,09
mirax 0,00 1,00 0,04
otras especies 0,50 -0,63 1,00
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Apéndice 3. Tablas de contingencia para hembras y machos de Mirax insularis

encontras en cada barrio Muestreado.

Tabla=s de contingencia
Frecuencias: No. individuos

Frecuencias absolutas
En columnas:Mirax insularis

barrio hembras Machos Total
helechales 1a9 154 353
rio prieto 135 1al 296
sierra alta 106 113 225
Total 410 464 874

Frecusnclias relativas por £ilas
En columnas:Mirax insularis

barrio hembra=s Machos Total
helechales 0,48 0,52 1,00
rio prieto 0,46 0,54 1,00
gierra alta 0,47 0,53 1,00
Total 0,47 0,53 1,00

Frecusnclas esperadsas

En columnas:Mirax insularis
barrio hembras Machos Total

helechales 165,59 187,41 353,00

rio prieto 138,86 157,14 296,00

gierra alta 105,55 119,45 225,00

Total 410,00 464,00 874,00
Estadistico Valor gl 5]

Chi Cuadrado Pearson 0,34 2 00,8448

Chi Cuadrado MV-G2 0,34 2 00,8448

Coef.Conting.Cramer 0,01

Coef.Conting.Pearson 0,02
I
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Apédice 4. Analisis de varianza para el porcentaje de hembras y machos de Mirax

insularis emergidas en cada barrio.

inglisi=s de la varianza

Variable N Rf RT A3 CV
No. individuos 24 0,21 0,00 43,24

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo llgl,83 &5 232,37 0,94 0O,4807
barrio lo2g8,08 2 514,04 2,07 0O,1548
Mirax insularis 121,50 1 121,50 O0,4% 0,492%9
barrio*Mirax insularis 12,25 2 6,13 0,02 00,9756
Error 4454, 00 18 248,00
Total 5625,83 23

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=20,059406
Error: 248,0000 gl: 18

barrio Medias n
sierra alta 28,13 &8 &
rio prieto 37,00 B A
helechales 44,13 8 &

Lotras distintss indican diferenciss significativas (p<= 0.05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=13,6 50635
Error: 248,0000 gl: 18

Mirax insularis Medias n

hembras 34,17 12 &
Machos 8,67 12 A

Lotras distintss indican diferenciss significativas (p<= 0.05)

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=35,39367
Error: 248,0000 gl: 18

barrio Mirax insularis Medias n
gierra alta hembras 26,50 4 L
zierra alta Machos 22,75 4 L
rio prieto hembras 33,75 4 L
rio prieto Machos 40,25 4 L
helechales hembras 42,25 4 L
helechales Machos 46,00 4 &

Lotras distintas indican diferencias significativas (pg= 0.05)
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Apéndice 5. Tablas de contingencia para establecer dependencia de las especies

de parasitoides por el barrio muestreado.

Takla=s de contingencia
Frecusncias: No. Individuos

Frecusnciss sbhsolutas
En columnss:Espscie

Barrio Achrysocaroides sp. Chrysonotomyia sp. Mirax insularis Zagrammosoma sp. Total
Helechales 35 21 353 15 424
Rioc Prieto 55 27 295 24 401
Sierra Alta 118 68 225 65 476
Total 208 116 873 104 1301

Frecuencias relativas por filas
En columnss:Espscie

Barrio Achrysocaroides sp. Chrysonotomyia sp. Mirax insularis Zagrammosoma sp. Total
Helechales 0,08 0,05 0,83 0,04 1,00
Rioc Prieto 0,14 0,07 0,74 0,06 1,00
Sierra Alta 0,25 0,14 0,47 0,14 1,00
Total 0,16 0,09 0,67 0,08 1,00

Frecusenciss esperadss
En columnas:Espscie

Barrio Lechrysocaroides sp. Chrysonotomyia sp. Mirax insularis Zagrammosoma sp. Total
Helechales 67,79 37,8 284,51 33,89 424,00
Ric Prieto 64,11 35,75 269,08 32,06 401,00
Sierra Alta 76,10 42,44 319,41 38,05 476,00
Total 208,00 116,00 873,00 104,00 1301,00

Estadistico Valor gl ja

Chi Cuadrado Pearson 143,76 & «<0,0001
Chi Cuadrado MV-G2 144,77 & «0,0001
Coef.Conting.Cramer 0,19
Coef.Conting.Pearaon 0,32
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Apéndice 6. Analisis de varianza para las diferentes especies de parasitoides
encontrados en los tres barrios muestreados.

Angli=si= de la varianza

Variable N Rf Rf Aj CV
No. Individuos 12 0,90 0,87 39,54

Cnadro de Andlisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. sC gl CH F p-valor
Modelo 135504,92 3 45168,31 24,58 0©0,0002
Especie 135504,92 3 45168,31 24,58 0©0,0002
Error 14698,00 8 1837,25

Total 150202,92 11

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=112 07941
Error: 1837,2500 gl: B

Ezpecie Media=z n
Zagrammosoma Sp. 34,687 3 L
Chry=sonotomyia =2p. 2,87 3 L
bhehryasncaroides sp. 69,33 3 L
Mirax insularis=s 291,00 3 B
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Apéndice 7. Analisis de varianza para presencia de Mirax insularis por barrio

muestreado.

Analisis de la varianza

Variable N R®* R® Bj CV
mirax 12 0,19 0,01 42,35

Cuadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. SC gl CH F p—-valor

Modele 2054,00 2 1027,00 1,08 00,3793

BARRIC 2054,00 2 1027,00 1,08 00,3793

Error 8544,25 9 949,36

Total 10598,25 11

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=60,83771
Error: 948,311 gl: 2

BAERRIO Medias n
zierra alta 56,25 4 &
rio prieto 73,753 4 L
helechales 88 4 A

Letras distints

r
indigan diferenciss significativasip<= 0,05}
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Apéndice 8. Analisis de Varianza y prueba T-student para pruebas de capacidad

reproductiva de Mirax insularis, basado en valores porcentuales.

Variable N E* E<* &7 CW
LEJCCPTEERZ 2 0,89 0,684 5,33

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl CM F p—-valor

Modelo 255,38 1 255,38 13,54 0,0103
TEATAMIENTO 255,38 1 255,38 13,54 0,0103
Error 113,18 & 8,86

Total 362,56 7T

Test:Tonkey Alfa=0,05 DM5=7,51550
Error: 18,8833 gl: &
TEATAEMIENTO Medias n

INSTLR 2 75,90 4 A
INSTLAR 1 87,20 4 B
Lotras distintas indican diferenciss significatiwvasip«= 0,05}

Variable N Rf R® L3j CV
MIRLX 8 0,50 0,42 19,79

Cnadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. 5C gl CHM F p-valor

Modelo 8,82 1 8,82 6,10 00,0485
TEATEMIENTCO 2,82 1 8,82 6,10 00,0485
Error 8,62 & 1,45

Total 17,50 7T

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2 0B0OBO
Error: 1,£4458 gl: &

TEATAMIENTC Media= n

INSTAR 1 5,03 4 1

INSTAER 2 7,13 4 B

Lotras distintas indican diferenciss significatiwvas(p«= 0,05}
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Variable N E* E= R3] CW
NCO EMERGIDAS 8 0,85 0,60 31,19

Cnadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. 5C gl CH F p-valor

Modelo 169,28 1 169,28 11,36 00,0150
TRATAMIENTO 169,28 1 165,28 11,36 00,0150
Error 89,42 6 14,390

Total 258,17 7

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=6,6B8038
Error: 14,8025 gl: &
TERATAMIENTC Media=s n

INSTAR 1 7,78 4 R

INSTLE 2 16,98 4 B

Letras distintas indican diferenciss significatiwvas (p<= 0,05}
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Apéndice 9. Analisis de Varianza y Prueba T-student para pruebas de capacidad

reproductiva de Mirax insularis, basado en valores porcentuales.

Variable N Es E= Rj CWV
LEUCOPTERR. 8 0,82 0,79 17,8

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CH F p-valor
Modelo 43365,13 1 43385,13 27,18 0,0020
TRATAMIENTO 43365,13 1 43365,13 27,18 0,0020
Error 9571,75 & 1585,29
Total £2936,88 7

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=69,11808
Error: 1595, 2917 gl: &
TRATAMIENTO Medias n

INSTAR 1 150,25 4 A

INSTAR 2 297,50 4 B

Lotras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05}

Variable N R* R® Lj CV
MIRAX g 0,85 0,82 26,37

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. sC gl CH F p-valor

Modelo 760,50 1 T7e0,50 32,8 0,0012
TRATAMIENTO 760,50 1 760,50 32,8 0,0012
Error 138,00 & 23,17

Total 899,50 7T

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=E,6 32920
Error: 23,1667 gl: &
TRATAMIENTO Medias n

INSTAR 1 8,50 4 A
INSTAR 2 28,00 4 B
Lotras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05}
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Variable N
HO EMERGIDLRS 8

RE
0,84

R B CV
0,81 34,21

Cunadro de Anali=is de la Varianza

(SC tipo III)

F.WV. 5C gl CH F p-valor
Modelo 5886,13 1 5886,13 31,62 0,0014
TRATAMTIENTC 5886,13 1 5886,13 31,62 00,0014
Error 111,75 & 186,13
Total T002,88 7
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=23, 60880
Error: 18&6,1250 gl: &

TRATAMIENTC Media=s n

INSTAR 1 12,75 4 &

INSTAR 2 67,00 4 B

Lotras distintas indican diferenciss significatiwvas(p<= 0,05}
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Apéndice 10. Tablas de Contingencia para el porcentaje de hembras y machos de

Mirax insularis emergidos en la prueba de capacidad reproductiva.

Tabla=s de contingencia
Frecusencias:! Neo. Individuos

Frecuencias absolutas
En columnas:Mirax insularis
INSTAR Hembras Machos Total

INSTAR 1 11 23 34
INSTAR 2 47 65 11z
Total S8 g8 146

Frecusenclas relativas por Filas
En columnas:Mirax insularis
INSTAE Hembrasz Machos Total

INSTAR 1 0,32 0,68 1,00
INSTAR 2 0,42 0,58 1,00
Total 0,40 0,60 1,00

Frecusnclas esperadas

En columnas:Mirax insularis
INSTAE Hembras Machos Total
INSTLR 1 13,51 20,43 34,00
INSTLR 2 44,43 7,51 112,00
Total 58,00 88,00 146,00

Estadistico Valor gl j%)
Chi Cuadrado Pearson 1,01 1 00,3158
Chi Cuadrado MV-G2 1,02 1 00,3114
Coef.Conting.Cramer 0,06
Coef.Conting.Pearson 0,08
Coeficiente Phi -0,08

81



Apéndice 11. Analisis de varianza para el porcentaje de hembras y machos de
Mirax insularis emergidos en la prueba de capacidad reproductiva, segun el instar

inoculado.

Anglisizs de la varianza

Variable N R® Rf BAj CV
No. Individuos 16 0,83 0,79 13,72

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CH F p—valor
Modelo 2781,82 3 927,27 15,42 0,0001
Mirax insularis 2475,06 1 2475,06 51,83 <0,0001
INSTAR 2,25 1 2,25 0,05 00,8318
Mirax insularis*INSTAR 304,50 1 304,50 &,38 00,0267
Error 573,08 12 47,76
Total 3354,89 15

Test:Tokey Alfa=0,05 DM5=T,53013
Error: 47,7563 gl: 12
Mirax insulari=s Medias n
Hembras 37,94
Machos 62,81

Leotras distintas indican diferencias significativas (pe= 0.058)

o o

Test:Tuokey Alfa=0,05 DMS=7,53013
Error: 47,7583 gl: 12

INSTAE Medias n
INSTAR 2 50,00
INSTARE 1 50,75

-

Leotras distintas indican diferencias significativas (pe= 0.058)

g 4
g L

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=14,6 50878
Error: 47,7563 gl: 12
Mirax insularis INSTAR Medias n

Hembras INSTRAR 1 33,95 4 &
Hembras INSTRAR 2 41,93 4 &
Machos INSTAR 2 58,08 4 B
Machos INSTAR 1 67,55 4 B

[

Letras distintas indican diferenciss significativas (pe= 0,08}
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Apéndice 11. Analisis de varianza y test de Tukey para prueba de Nivel de

parasitacion de Mirax insularis. Variable Leucoptera coffeella.

Analisi=s de la varianza

Variable N R+ ER*® Ry CW
LEUCCPTERR 32 0,21 0,00 51,10

Cuadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p-valor
Modelo g8055,22 7 1257%,32 0,90 0O,5218
INSTLER 150%4,53 1 1509%94,53 1,08 0O,3088
TRATAMIENTC 655942,5% 3 21%80,86 1,57 10,2215
INSTAR*TRATAMIENTC T0l8,09 3 2339,3e6 0,17 0O,9172
Error 335092,25 24 13962,18
Total 423147,47 31

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=E86,22847
Error: 135862,1771 gl: 24

INSTAR Medias n

INSTAR 2 209,50 16 &

INSTARE 1 252,94 16 B

Lotras distintas indican diferenciss significativas (pe= 0.05)

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=162,96995
Error: 13862,1771 gl: 24
TEATAMIENTO Medias n

80 163,38 & R
&0 216,50 & R
20 269,75 B A
40 275,25 & R

Lotras distintas indican diferencias significativas (pg= 0.05)

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=276,73460
Error: 1358962,1771 gl: 24
INSTAR TRATAMIENTC Medias n

INSTAR 1 80 159,50 4 &4
INSTAR 2 80 167,25 4 4
INSTAR 2 a0 184,75 4 4
INSTAR 2 20 238,75 4 4
INSTAR 2 40 246,25 4 4
INSTAERE 1 a0 248,25 4 &
INSTAERE 1 20 299,75 4 4
INSTAR 1 40 304,25 4 4
Lotras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)
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Apéndice 12. Analisis de varianza y test de Tukey para prueba de Nivel de

parasitacion de Mirax insularis. Variable Mirax insularis.

Variable N R® R® Bj CV
MIRAX 32 0,77 0,71 42,28

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. sC gl CH F p-valor
Modelo 35931,72 7 5133,10 11,59 <«0,0001
INSTAR 11438,28 1 11438,28 25,82 <0,0001
TRATAMIENTO 13640,59 3 4546,86 10,26 00,0002
INSTAR*TRATAMIENTO 10852,8 3 3817,81 8,17 00,0006
Error 10631,75 24 442,99
Total 46563,47 31

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=15,35928
Error: £42,9888 gl: 24

INSTAE Medias n

INSTAE 1 30,88 16 A

INSTAR 2 62,69 16 B

Letras distintas indican diferencias significatiwvas (p<= 0.05)

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=29 02871
Error: £42,9888 gl: 24
TRATAMIENTO Medias n

20 23,25 8 A

40 36,75 8 4L B

60 64,63 8 BE C

80 74,50 8 C

Letras distintas indican diferencias significatiwvas (p<= 0.05)

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=49,6 29282
Error: 442,989& gl: 24
INSTAR TRATAMIENTO Medias n

INSTRAE 1 20 22,25 4 &

INSTRAR 2 20 24,25 4 R

INSTAR 1 80 259,00 4 &

INSTAR 1 40 34,25 4 &R

INSTAE 1 &0 38,00 4 A

INSTAE 2 40 38,25 4 &R

INSTAE 2 a0 91,25 4 B

INSTAE 2 80 120,00 4 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)
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Apéndice 13. Analisis de varianza para el porcentaje de emergencia de hembras y

machos de Mirax insularis considerando el muestras de campo y laboratorio.

Analisis de la varianza

Variable N E* ER* B&j CW
Porcentaje 14 0,91 0,88 7,44

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CH F p-valor
Hodelo 1354,50 3 451,50 32,60 <0,0001
Sexo 850,50 1 850,50 61,41 <0,0001
Frueba 0,00 1 0,00 0,00 »0,999%9
Sexo*Prueba 325,93 1 325,93 23,53 0,0007
Error 138,50 10 13,85
Total 1493,00 13

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=4,43225
Error: 13,8500 gl: 10
Sexo Medias n
hembra 42,13 7T A
macho 57,88 7 B

Lotras distintas indican diferencias significativas (pg= 0.05)

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=4,45516
Error: 13,8500 gl: 10

Prueba Mediaz n
Campo 50,00 & &
Laboratorio 50,00 8 A

Lotras distintas indican diferencias significativas (pg= 0.05)

Test:Tuokey Alfa=0,05 DMS=E,65200
Error: 13,8500 gl: 10

Sexo Frueba Medias n

hembra Laboratorioc 37,25 4 4
hembra Campo 47,00 3 B
macho Campo 53,00 3 B
macho Laboratorico 62,75 4 C

Lotras distintas indican diferencias significativas (pg= 0.05)
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