Polinizacion por insectos en palma de aceite:
Una comparacion de la viabilidad y
sostenibilidad a largo plazo de

Elaeidobious kamerunicus en Papua Nueve
Guinea, Indonesia, Costa Rica y Chana*

Insect Pollination of Oil Paim - a Comparison of the Long Term
Viability and Sustainability of Elaeidobious kamerunicus
In Papua New Guinea, Indonesia, Costa Rica and Chana

Caudwell. R.W. Resumen
Hunt, D.2, El inseeto poln wlor de la palma de acerte, Elacidol is kivmerunicus fus

; 3 introdueido desde Afriea hasta Asia continental v el Pacifico a comienzos de los anos
Reid, A.°, ok Pk,

chenta, Estas introdueciones fueron miny exitosas en euanto se elimins la necesidad

Mensah B.A.%, le la polinizacion asistida, se mejord la formaeion de frtos, y se i

Ch| nChl | I a C 4 rerdimento |-»-!'|:r-'|.‘||'--.'1_ toddo lo enal l---IlI!'li-Ill'-.mi- maneri siemlicativa ala
! viabilidad economien de la actividad de la stembra de la palma de aceite en esta region

lel mundo. Recientemente, sin embargo, ha surgido la preoeupacion

variabihdad genétiea de la i---"'-{.'ln'l'-tlii.l'l‘.lw'-‘l-l'nifl!['l"i'l"i-|.‘:,<I-Ic'-'-r|l-l.rlllllll'h O
los efeetos ;..»._'_»-|.fi..{_,|... ol parasitismo por nematodos
En este trabajo se evalua la vialnhdad v sostenibilidad en el largo pl

e K -‘I\‘-nm;:uw-'-i--‘1|.|['__'llll---l:- s [RLISeS o donde fae mtrodoedo | s 1w

b trabaj 1) bk rla pol les |
| %N (i | bl Rie { i3
matodos parasiti i) Dedermn | o d i netiean cnire lo

poblaciones de i ] Papua Nu { Ghana, v la
Pdabras dave pobl \frica ¢ ’ : AFLP (1

Frogment Length 1 ; 1) 1) Evaluar el poteneial para mejorarlal
Pamade aceite, polinizacion, it A T T Sl R e e e I e D et L M R s
sogtenibilided itrodueido. El trabajo de eamg realizo en Papua Nueva Guinea, Indonesia,

(il vl It

Se eneontraron nematodos parasiticos en varias maesteas de B Bamerunien

s de PNG: hembras maduras, |

* Tomedo de ASD Oil Pdm Papers(25): 1-16 (2003). Traducido por Fedepama

1 PNG Oil PAm Research Association, Dami Research Station P.O. Box 97, Kimbe, West
New Britain Province, Papua Nev Guinea

2. CABI Bioscience, Bakeham Lane, Egham,Surrey, TW209TY, UK.

3. Departament of Zodlogy, University of Cape Coast. Cape Coast, Chana.

4. ASD de Costa Rica, c.chincilla@asd-cr.com

PALMAS-Vol. 26 No. 1,2005 29


file:///ssociation

Caudwell. RW., Hunt, D., Reici A., Mensah B.A., Chinchilla, C.

La introduccion de £
kamerunicus  en
Papua Nueva Guinea
mejord los niveles de
formacion de fruto y
las tasas de
extraccion de aceite,
por tanto, los
rendimientos

30 PALMAS

machos del nematodo. Bl poreentaje de infestacion vario entre 0 y 509 de los insectos analizados segnin
su procedeneta, Desde nn punto de vista praetico todas las muestras de E. komernmiens procedentes de
Gihana estaban ibres de nematodos, con exeepeian de una hembra. En las muestras de Costa Riea no se
encontraron nematodos, Bl nematodo que parasita los adultos de E. kamerunicus en PNG se localiza en
a-i ||,-'r|||n-|-I--l\ S U Heva l'-‘|u'f'i1'i‘l1 FLEL FRURCVEO £ e, )“:r’-‘hri;f efus juh'”u ORI N 8]0,

La comparacion de las poblaciones de £ ke rindes indieo que las muestras de inseetos proeedentes
de PNG son gencticamente diferentes a las die Ghana, pero similares a las de Costa Rica. lo enal indiearia
que los inseetos ahora presentes en este altimo pais, son una subpoblacion de la que fue introdueida en
PN, v nonna poblacion traida de Afpea.

Druramte las visitas de campo en .\I'I‘il-;n. se determing que posiblemente existen al menos dos nievas
espeeies de Elaeidobious que no han sido deseritas atin, lo cual tiene implhicaciones para definir cuaales
nuevas especies podreian introdueirse en ana localidad particalar para ampliar la base genétiea de la

poblacion existente de polinizadores,

Summary

The Avican pollinatin weevil Efaeidobiois Famerupicus was introdueed from Afriea into the ol palm
erowing of Asia and the Pacifie in the early 1980s. These introduetions were very suceesstul, dispensing
with the need for assisted pollination, significantly improving fruitset, and henee inereasing vield. The
introduetion therefore made a significat contribution to the ceonomie viahility of oil palim throughout the
]'--gin . However there have I‘e-l-l-lﬂ|_\' besen SOTTOLES CONCCTNS -'\[-I‘-"«H'ii abont the narrow o il' hase of the
weevil population, as well as the detrimental effeets of parasitism of the weevils by nematodes. This paper
deseribes work undertaken to evaluate the long-term viability and sustainability of inseet pollination of
oil palm by B kamerunieus, The study had three main objetives: -0 1) To sereen exasting 1 kamerunicis
populations within Papuia New Guinea, Indonesia, Costa Riea and Ghana for evidenee of infeetion by
parasitic nematodes; (2) To determine the degree of genetie separation between weevil populations in
Papua New Guinea and Ghana, and nataral populations in West Miea, usimg the aplified fragment
length polvmorphism CAFLE teehnigue for genetie fingerprinting; and (3) To asses the potential to
improve the genetie base of the existing population of E. kamerunicus within areas into which it has
previosly been introdueed. Field work for the study was undertaken in Papua New Guinea, as well as
Indonesin, Ghana and Costa Riea, The results of the study are presented, and recommendations made
for futare work

Introduccién diata en la densidad de polen atmos-
férico y que la densidad del polen se
veia afectada mas por el nimero de

Antecedentes

Hasta finales de los afios setenta, se
pensaba que la palma de aceite era
anemodfila y no entoméfila (Turner y
Gillbanks, 1974; Hardon y Corley,
1976). La creencia de que la palma de
aceite se polinizaba con el viento
surgi6 de la supuesta falta de eviden-
cia de insectos polinizadores efecti-
vos, y aparentemente corroborado por
las altas densidades de polen atmos-
férico observadas a distancias consi-
derables de las inflorescencias mas-
culinas (Hardon y Turner, 1967).

Sin embargo, Hardon y Turner
encontraron que el comienzo de las
[luvias causaba una reduccién inme-

dias de lluvia que por la precipitacion
total. Syed (1979) report6 que esta ob-
servacion condujo a algunos cultiva-
dores, en especial, los que habian
trabajado en Camerdn, a sospechar
sobre la participacion de otros agentes
en la dispersién del polen, ya que
aunque en la estacion humeda llovio
casi todos los dias, la polinizacion
durante este periodo fue adecuada.

Antes del documento de Syed
(1979), existia muy poca evidencia
publicada que hiciera pensar que los
insectos desempefaran un papel
importante en la polinizacion de la
palma de aceite. Syed comenzd un
proyecto a finales de los afios setenta
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para determinar si insectos u otros
organismos contribuian a la poliniza-
cion de la palma. Los estudios
iniciales de Syed se llevaron a cabo
en Camerlin, en un area donde la
palma de aceite crece en forma natu-
ral. sin polinizaciéon asistida. En esta
area los niveles de formacién de fruto
se consideraban adecuados sin in-
tervencién humana y, por tanto, era
razonable asumir que la polinizacién
natural era satisfactoria. Este fue el
caso aun durante la estacion de
[fluvias cuando la dispersién de polen
por el viento no es comun.

El trabajo de Syed (1979) incluyé
estudios de dispersion eblica de polen
a partir de inflorescencias masculi-
nas. Estos estudios indicaron que
parte del polen, en especial, de las
palmas mas altas, Ilegaba a las palmas
aledafias y, por tanto, polinizaba de
manera adecuada las inflorescencias
femeninas. Sin embargo, Syed con-
cluy6 que en ausencia de un namero
sustancial de inflorescencias mas-
culinas bien colocadas, el viento por
si solo no era capaz de proporcionar
una polinizacién adecuada, en par-
ticular. durante la época de lluvia.

Al revisar las inflorescencias mas-
culinas y femeninas, Syed encontro
gran numero de insectos. Estos insec-
tos se hallaban en la inflorescencia
masculina durante la antesis y en las
flores femeninas durante los primeros
dias de receptividad. De los insectos
encontrados en inflorescencias mas-
culinas, Elaeidobious spp. y Athela
spp. eran los mas abundantes, inclu-
yendo E. kamerunicus, E. plagiatus, Yy
Elgeidobious subvittatus. De los in-
sectos que se presentaban en gran
cantidad de las inflorescencias mas-
culinas, s6lo E. subvittatus y Atheta sp.
se detectaron en inflorescencias fe-
meninas y en pocas cantidades.

Sin embargo, la observacion con-
tinua de inflorescencias femeninas a
lo largo del periodo de receptividad

revel6 que un gran numero de in-
sectos las visitaban durante el diay
que tendian a llegar en bandadas
intermitentes.

Syed (1979) observd que todas las
especies encontradas en inflores-
cencias masculinas también visi-
taban las femeninas. Se encontrd un
gran numero de insectos en inflores-
cencias masculinas y se reporté que
algunos de estos continuamente se
alejaban de las flores cargados de
polen. Para investigar si el polen era
trasportado a las flores femeninas.
Syed capturé insectos en las inflo-
rescencias femeninas y los examino
bajo el microscopio.

Syed hall6 que las especies de Ela-
eidobious transportaban la mayor
cantidad de granos de polen, pero
existia una considerable variacion en
el nimero de granos transportados.
La viabilidad del polen obtenido de
los insectos capturados en las inflo-
rescencias femeninas se examino en
pruebas de germinacion. Se reporté
que 68,5% del polen era viable, y se
concluy6 que la mayoria del polen era
fresco.

Introducciéon de Elaeidobious kamerunicus en
Asia y Papua Nueva Guinea

Se seleccion6d el E. kamerunicus para
ser introducido en Asiay Papua Nueva
Guinea porque Syed (1979) reporto
que era el insecto mas numeroso
tanto en tiempo seco como lluvioso, y
trasportaba méas granos de polen que
las otras especies de Elaedobious.
También reporté que E. kamerunicus
tenia alta tasa de reproduccidn.
buena habilidad de busqueda, y era
especifico del huésped. Se concluy6
que este gorgojo se podia introducir
con seguridad a areas palmeras.

El E. kamerunicus llegé a Malasia
entre julio y diciembre de 1980 en
cuarentena bajo el cuidado del De-
partamento de Agricultura (Kang y
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Zam, 1982). Una vez se confirmé que
la palma de aceite era su huésped
especifico, el gorgojo fue liberado en
dos haciendas en Johor y Sabah en
febreroy marzo de 1981. Para abril de
1982. el E. kamerunicus se encontraba
practicamente en todas las planta-
ciones de palma de Malasia.

Basri (1984) concluyé que las in-
troducciones de E. kamerunicus en
Malasia trajeron los siguientes bene-
ficios:

1. Satisfacer la necesidad de polini-
zacion asistida

2. Mejora significativa en formacion
de fruto de un promedio de 52 a
71%

3. Aumento de la proporcién fruto/ra-
cimo de un promedio de 57.7 a
64,7%

4. Aumento en el promedio de peso
de racimo de 14.6 a 18,7 kilo-
gramos

5. Mejora en la proporcién aceite/
racimo de un promedio de 23,3 a
25,4%

6. Mejora en la proporciéon de pal-
miste/racimo de 4,6 a 6,6%.

El E. kamerunicus se introdujo en
Papua Nueva Guinea en 1982. Esto
trajo como resultado una mejora
significativa en la polinizacion de la
palma de aceite, similar a la descrita
por Basri (1984) en Malasia. Las intro-
ducciones mejoraron los niveles de
formacién de fruto y las tasas de
extraccion de aceite, por tanto, los
rendimientos. La introduccion del
gorgojo polinizador contribuy6 de
manera significativa a la viabilidad
econdémica de la industria palmera en
PNG y fue, en especial, de gran ayuda
para los pequefios productores al
aumentar los rendimientos de ma-
nera considerable sin costo para los
cultivadores, situacién que asi con-
tinué a mediano y largo plazos.

Introduccién de Elaeidobious kamerunicus en

Centroamérica y Latinoamérica

Antes de la reciente introduccion de
varias especies de Elaeidobious, la
polinizacion de la palma de aceite en
Latinoamérica se atribuia a dos espe-
cies de polinizadores. Mystrops costari-
censs y E. subvittatus. ElI género
Mystrops, que es exclusivo de este con-
tinente, se encuentra a lo largo del
Pacifico y en toda Centroamérica hasta
el sur de México. También se halla en
la Costa Atlantica hasta el extremo
occidental de Venezuela, asi como ha
penetrado a los Andes a lo largo del
valle del rio Magdalena, en Colombia.
Las especies Costaricensis se han
subdividido en tres subespecies: C.
costaricensis en Centroamérica, C.
orientalis en el interior de Colombia.
y C. pacificus en la costa. El género
Elaeidobious estd representado por
una sola especie. E. subvittatus. Esta
especie probablemente vino de Africa
Occidental a través de la costa orien-
tal de Brasil, para luego colonizar toda
América neotropical.

Mariau y Genty (1988) reportaron
que en Colombia por lo general la
Iluvia tiene un efecto depresivo en las
poblaciones de Mystrops y Elaeido-
bious. Estas fluctuaciones producen
considerables variaciones en la for-
macién de fruto, que para inflorescen-
cias polinizadas en la estacion de
[luvias puede caer a 40%. mientras
gue en la estacion seca, son posibles
niveles de formacién de fruto de mas
de 80%. Los bajos niveles de forma-
cién de fruto generaron interés en la
introduccion de otros polinizadores
en Latinoamérica para mejorar los
rendimientos. Por tanto, otras espe-
cies de Elaedobious se introdujeron
en este continente en 1986: E. kame-
runicus en Colombia, E. singularis en
Brasil, y una mezcla de cuatro
especies de Elaeidobious en otras
plantaciones, en la region de Manaos.



Polinizacién por insectos en palma de aceite: Una comparacién de la viabilidad y sostenibilidad

En Ecuador la situacidn presenta
grandes diferencias entre la zona
pacifica, donde se encuentra el Mys
trops costaricensis pacificus y la zona
del Amazonas donde ninguno de los
insectos ha penetrado, y se introdujo
el E.  kamemnicus.

Las observaciones de Syed (1985)
en Costa Rica y Honduras lo han
Ilevado a recomendar la introduccién
de un nuevo polinizador para comple-
mentar el trabajo hecho por M. costari-
censis y E. subvittatus. A pesar de los
bajos valores de formacién de fruto
observados durante algunos meses
del afio, la polinizacién asistida no ha
sido considerada necesaria en Cen-
troamérica, excepto para algunas
areas localizadas y bajo situaciones
muy particulares (Bulgarelly et al.,
2002).

El E. kamemnicus se introdujo en
Costa Rica en marzo de 1986, y los
cambios observados en formacién de
fruto y poblaciones de polinizadores
nativos e introducidos fueron docu-
mentados por Chinchilla y Richar-
dson (1991).

Sostenibilidad y viabilidad a largo plazo de
Elaeidobious kamerunicus en Papua Nueva Guinea,

Indonesia, Costa Rica y Ghana

Recientemente han surgido preo-
cupaciones acerca de la ocurrencia
periddica de baja polinizacién y
disminucion de rendimiento en cier-
tas areas en Malasia (Ming, 1999).
Este autor reporté que las bajas
poblaciones del gorgojo estaban
asociadas con el problema y sugiri6
que podia ser causado por efectos
directos o indirectos del clima, o por
parasitismo de nematodos estimulado
por cambios climaticos. Sugirié que
con un segundo polinizador, por
ejemplo, E. subvittatus, se podria
superar este problema y comple-
mentar el E. kamerunicus.

Rao y Law (1998) reportaron que el
problema de baja formacién de fruto
en areas de Malasia Oriental se debia
a una polinizacién deficiente. Se en-
contré que la baja formacion de fruto
en ciertas épocas se debia a baja
polinizacién debido a la escasez de
gorgojos. El niumero de gorgojos se
redujo de manera dramatica cuando
las inflorescencias masculinas y su
habitat de reproduccién, disminuye-
ron y esto coincidié con una infeccidn
generalizada de nematodos parasiti-
cos y clima desfavorable. Rao y Law
sugirieron la posibilidad de que las
poblaciones de gorgojo derivadas de
unas pocas parejas pueden estar
sufriendo de depresion endogamica
y por tanto sucumben con rapidez al
parasitismo por nematodos. Se ha
sugerido ademas, que estos gorgojos
carecen de las caracteristicas nece-
sarias para adaptarse a condiciones
hdamedas.

Raoy Law (1998) consideraron que
un complejo de insectos polinizado-
res, incluyendo algunos cuyo nicho
no es la inflorescencia de la palma de
aceite, puede ser necesario. Estos
autores resaltaron que las sugeren-
cias de importar lotes frescos de E.
kamerunicus u otras especies de
insectos polinizadores de Camerin
requiere de una investigacién previa.
Por ejemplo, se ha observado que las
poblaciones de gorgojo en su tierra
nativa, Camerun, también disminu-
yen durante la época de lluvias, aun-
que la reduccién es menos marcada.
Por ello seria muy atil determinar la
causa de esta disminucidn en
Camerun.

Un alto porcentaje de las pupas y
gorgojos muertos de la importacioén
original a Malasia estaban infectados
con nematodos y por tanto destruidos.
De tal manera se sugirié que los
nematodos que estan causando los
problemas probablemente fueron
traidos con las poblaciones originales.
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Estos autores consideraron que la
idea de depresion endogamica u
homocigosidad extrema plantea la
pregunta de por qué los efectos no se
manifestaron mas temprano después
de la introduccion, dada la corta
transicién generacional del gorgojo.
Mas aun, las poblaciones en otras zo-
nas, algunas que experimentan clima
himedo, también crecieron a partir
de un numero limitado de parejas.
Ellos sugieren que seria interesante
averiguar qué tan serio es el potencial
del parasitismo por nematodos en
estas areas.

Concluyeron ademas que contener
el parasitismo por nematodos requiere
del entendimiento del mecanismo del
parasitismo y los factores que au-
mentan su riesgo en la poblacion de
gorgojos. También resaltaron que la
introduccion de nuevos gorgojos en
un area necesita de la determinacion
previa de niveles de resistencia, o por
lo menos la heterocigocidad en
subgrupos y en las diferentes especies
del género.

Aunque se estan logrando exce-
lentes niveles de formacion de fruto
en la mayoria de las areas en PNG, se
considera que es urgente tomar
medidas para abordar la sosteni-
bilidad de los niveles actuales de
polinizacion por insectos, y para hacer
mejoras hacia el futuro. La poblacién
actual de gorgojos polinizadores en
PNG se deriva de un numero rela-
tivamente pequefio de gorgojos
introducidos de Africa Occidental en
1982. En consecuencia, es aparente
que se enfrentan los mismos proble-
mas del Sureste Asiatico, de que la
posible infeccién por nematodos
junto con la estrecha base genética
de la poblacién de gorgojos plantea un
riesgo significativo a la produccion
viable y sostenible.

Un proyecto de investigacidn
financiado por la Unidon Europea en
Papua Nueva Guinea se llevé a cabo

entre el 2000y el 2002. Los objetivos
del proyecto fueron:

1. Buscar evidencias de parasitismo
por nematodos en las poblaciones
existentes de E. kamerunicus en
PNG, Indonesia, Costa Rica y
Ghana

2. Determinar el grado de separacion
genética entre poblaciones de gor-
gojos en Papua Nueva Guinea,
Costa Ricay poblaciones naturales
de Africa Occidental, con base en
la técnica de polimorfismo de la
longitud de fragmentos ampli-
ficados (AFLP)

3. Evaluar la posibilidad para mejorar
el potencial de la base genética de
la poblacidon existente de E. kame
mnicus en PNG, ya sea intro-
duciendo lotes frescos de las
mismas especies, o de una 0o mas
especies nuevas de insectos poli-
nizadores de Africa Occidental o
Sur América.

Muestreo en campo

Durante el proyecto se recolectaron
gorgojos de PNG, Ghana, Costa Rica e
Indonesia. En PNG se recogieron
gorgojos de todas las regiones palme-
ras (Figura 1): la Provincia de Nueva
Irlanda (plantaciones Lamerika y
Kabil), Provincia de Milne Bay (plan-
taciones Baraga y Waigini). Provincia
de Oro (plantaciones Sangaray Embi)
y Provincia de Nueva Bretafia Occi-
dental (plantaciones Dami, Kumban-
go, Kavugara, Kautu y Hargy). Un to-
tal de nueve muestras se recopilaron
de varias areas palmeras en Ghana:
Regién Oriental (Kade), Region Occi-
dental (plantaciones Ajumako, Twifo,
Ankaako, Assin Dadieso y Egyirkrom)
y Regién Occidental (plantaciones
Benso, Ewusiedjoe y escuela para
sordos Sekondi.) También se recolec-
taron gorgojos del Centro de Inves-
tigacion Bah Lias, cerca a Medan, en
Indonesiay de las plantaciones Palma
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Tica en Costa Rica (Coto. Celajes.
Mirador, y Quepos). Una parte de los
gorgojos se preservo en formaldehido
y otros se conservaron vivos y fueron
enviados al Reino Unido donde
especimenes vivos fueron selec-
cionados y congelados a -80°C para
analisis de ADN.

Estudio para deteccién de nematodos

Materiales y métodos

Se hicieron disecciones bajo este-
reoscopio a aumentos de 25X y 50X.
Insectos individuales se colocaron en
una pequefia gota de fijador en una
caja de petri, y usando pinzas de
relojero se montaron en micro-
alfileres. Con una jeringa fina se
retiraron los elitros para examinar la
presencia de estados juveniles infec-
ciosos de nematodos y acaros. Luego
se diseccion6 con cuidado el abdo-
men para buscar nematodos parasi-
ticos internos (hembras maduras,
huevos y jovenes). Los instrumentos

se lavaron entre cada diseccién para
evitar contaminacién cruzada.

La intencién original era disec-
cionar 50 insectos de cada sexo, pero
no siempre fue posible debido a la
falta de material de E. kamemnicus en
algunas muestras de Ghana. Los
resultados iniciales indicaron que no
habia diferencias en tasa de infeccion
por nematodos entre hembras y ma-
chos y por tanto en la mayoria de los
casos se diseccionaron hembras.

Resultados

Los principales resultados del estudio
de nematodos se presentan en las
tablas 1, 2 y 3, y la Figura 2. En el
estudio, los primeros nematodos se
encontraron en las poblaciones de
PNG. Se hallé que el niumero de
hembras parasiticas por gorgojo vario
de manera considerable, siendo uno
el minimoy 15 el maximo.

La mayoria de los gorgojos in-
fectados con hembras maduras tam-
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bién contenian un gran nUmero de
huevos y varios estados juveniles de
nematodos parasiticos. En gorgojos
altamente infectados, casi toda la ca-
vidad hemocélica estaba ocupada por
diferentes estados del parasito.

Las muestras de PNG revelaron que
en apariencia algunas poblaciones de
gorgojo se encontraban libres de ne-
matodos, mientras que en otras se
encontrd el paréasito en 50% de los
gorgojos examinados. En las de Nueva
Bretafia Occidental prevalecen bajas

tasas de infeccion donde se encon-
traron nematodos parasiticos en tres
(Kumbango, Kavugara y Kautu) de las
cinco disecciones. En los cinco sitios
de muestreo de Nueva Bretafia Occi-
dental, la tasa fluctué entre 0 y 10%
con un valor promedio de 4,8%, y el
promedio de hembras maduras por
gorgojo infectado fluctué entre 14 y
2.0.

Las muestras de Baraga, Mime Bay
mostraron una tasa de infeccion del
50% con un promedio de 1,6 hembras

JaBlal Ocurrencia de nematodos parasiticos, juveniles infecciosos y acaros en hembras de Flaesdobious

]

kamerunicus de Papua Nueva Guinea en el 2000

% infectados Nimero promedio % con farvas % an
it prasios  de bembras madwas inkcuas ians
con nematodos  de nematodas/isecto
Provincia  Lamerica 0 0 0 0
Nueva Irlanda  Kabil 0 i 0 0 0
Provincia  Waigini 1 . 3,0 0 0
Milne Bay Baraga 50 1.6 Qi 0
Provincia Oro  Sangara 8 2.5 0 2
Embi 20 1.8 0 ]
Dami 0 0 0 0
Nueva Kumbango 8 2,0 0 0
Bretana Kavugara 6 2.0 0 0
Occidental Kautu 10 1.4 0 0
Hargy 0 0 0 0
BBlg Ocurrencia de nematodos parasiticos, larvas infecciosas y acaros en hembras y machos de
B [laeidobious kamerunicus en Costa Rica
% infectados Numero promedio % con farvas % won
Sitio parasinces de hembras maduras infecciosas acaros
BTl B con nemaiodos  de nematodos/insecto
Coto 1 0 0 16 0
Coto 2 0 0 0 0
Hembras Celajes 0 0 18 0
Mirador 0 0 22 ]
Quepos 1 0 0 10 0
Quepos 2 4] 0 12 0
Coto 1 0 0 12 0
Colo 2 0 0 2 0
Machos  Celajes 0 0 20 0
Mirador 0 0 18 0
Quepos 1 6
Quepos 2 0 0 16 0
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Tabla Datos combinados de todos los sitios (por pais) para incidencia de nematodos hembra, nematodos juveniles infecciosos y

acaros

Total gorgojos diseccionados

Numero de gorgojos con nematodos

% de infectados con nematodos

Total nematodos hembra

Promedio hembras/gorgojos infectados
Promedio hembras parasiticas/gorgojo
Gorgojos con larvas infecciosas

% larvas infecciosas

Numero de gorgojos con acaros

% con aAcaros

Pais de origen
PNG 2000  PNG 2001  PNG combinado  Sumatra
500 450 950 100
53 28 81 6
10.6 6.2 8.5 6.0
190 161 350 11
3.58 5,75 4.32 1.83
0,38 0,36 0.37 0,11
1 ] 4 15
0.20 0.67 0,42 15,0
0 0 0 0
0 0 0 0

Ghana (osta Rica
450 HOO
| 0
0.2 0

1 0

1 0
0,002 0
76 76
16.9 12.7
a0 0
20 0

por gorgojo mientras que las de
Waigini, el otro sitio de Mime Bay.
presentd un porcentaje mucho menor
(4%). Las muestras de Sangara, Pro-
vincia de Oro, presentaron 8% de pa-
rasitismo. pero con un promedio de
2,5 nematodos hembra por gorgojo
infectado, mientras que en Embi.
también de la Provincia de Oro, fue
del 20% con un promedio de 1,8
parasitos hembra por gorgojo infec-
tado. Otras de Lamerika (Nueva
Irlanda), Dami y Hargy (ambos de
Nueva Bretafia Occidental) no pre-
sentaron nematodos parasiticos.

Las muestras de Ghana, por el
contrario, no presentaron parasitismo
por nematodos con excepcidn de un
gorgojo hembra de Kade, Region Ori-
ental. La infeccién consistia de un
nematodo hembra, varios juveniles y
huevos y varios machos inmaduros.
Los gorgojos de Ghana presentaron
gran cantidad de acaros. de hecho, el
espacio bajo los elitros se encontraba
Ileno de estos «pasajeros».

Se encontré que el nematodo que
parasita el hemocelo del E. kameru-
nicus en PNG es una nueva especie y
nuevo género: E. parthenonema n.g.
n. sp. (Poinar et al.. 2002). y es proba-
ble que esté diseminado en las areas
palmeras del Sureste Asiatico. Este
tipo de nematodo parasitico extrae

todos sus requisitos nutricionales del
huésped y por tanto se espera un alto
efecto en la fecundidad, tal vez cau-
sando esterilidad debido al agota-
miento de la grasa del huésped. Una
reduccion en las reservas de energia

207

18+

Papua Nueva Sumatra Ghana

Guinea

M % infectados con nematodos hembra

Costa Rica

O Promedio de parasitismo/insecto infectado

B Promedio de parasitismo/insecto

0% con nematodos juveniles infecciosos

O% con acaros externos

Blgmra Comparacion de parasitismo, por pais (nematodos parasiticos, nematodos

juveniles infecciosos y acaros externos)

PALMAS -Vol. 26 No.1.2005

37



Caudwell. R.W., Hunt, D., Reid, A., Mensah B.A., Chinchilla, C.

38

PALMAS

también puede inhibir la habilidad de
vuelo de los gorgojos disminuyendo
su habilidad para polinizar las flores
de la palma de aceite en un area
determinada.

Todavia no es claro si el nematodo
E. parthenonema fue Ilevado al
Sureste Asiaticoy a PNG con la intro-
duccién original proveniente de
Africa Occidental (esto hubiera cau-
sado un nivel de infestacion muy bajo
ya que los gorgojos se seleccionaron
antes de liberarlos), o posteriormente
a partir de un foco de infeccion local.
De las nueve poblaciones de gorgojo
de Ghana examinadas, s6lo una pre-
sent6 nematodos parasiticos en el
hemocelo y se limitd a un nematodo
hembra con sus estados juveniles
asociados en un solo gorgojo. Este
nematodo no se encontraba bien pre-
servado, pero en apariencia pertenecia
a un género diferente al E. parthe-
nonema. Ninguna de las seis muestras
de Costa Rica, otro pais en el que E.
kamerunicus fue introducido para
mejorar la polinizacién, presenté
infeccion por causa de nematodos
parasiticos. Desde luego, siempre es
posible que el parasito esté presente,
pero en cantidades minimas para ser
detectado por esta investigacion.

El ciclo de vida del nematodo pare-
ce ser asi: el nematodo hembra ma-
duro se encuentra en el hemocelo del
gorgojo adulto (también es posible que
se halle en estado de larva de ultimo
instar). La hembra, en forma de sal-
chicha, crece hasta una longitud de
varios milimetros, pero menos en
infecciones multiples (Figura 3). El
sistema genital ocupa casi todo el
cuerpo de la hembra que produce
cientos de huevos. En apariencia la
reproduccién es partenogénica, ya
gue no se detectaron machos. Los
huevos eclosionan dentro del hués-
ped y el paréasito se desarrolla proba-
blemente hasta la forma filariforme.
Las hembras filariformes (y posi-

blemente larvas de cuarto instar) son
ovipositadas por la hembra huésped
junto con sus propios huevos. Los
nematodos entonces viven por un
tiempo en el ambiente en estado libre
posiblemente alimentandose de hifas
antes de penetrar en la larva del
gorgojo y migrar al hemocelo. Aqui, se
alimentan de la hemolinfa (posible-
mente agotando las reservas de grasa
del huésped) creciendo con rapidez
hasta la madurez.

Desde luego, el hecho de que el
nematodo de PNG no se encontrd en
las muestras de Ghana no necesa-
riamente significa que el parésito no
se haya originado en Africa Occiden-
tal, pero hace pensar en esa po-
sibilidad. Si el nematodo proviene de
Africa Occidental, entonces o tiene
muy baja incidencia (s6lo un gorgojo,
gque corresponde al 0,2% de los 450
insectos examinados, tenia entorno-
parésitos). o puede ser de ocurrencia
local o restringida. Por ejemplo, por
razones logisticas no se examind ma-
terial de Camerun, y fue de alli que
las colonias fundadoras de gorgojo se
tomaron desde un principio.

Figal.lrl Fotografia de un nematodo hembra

maduro del hemocelo de £ Aamerumicys
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Genética molecular de Elaeidobious

kamerunicus

Materiales y métodos

De cada sitio se seleccion6 un nume-
ro de gorgojos vivos y se congelaron a
-80°C para extraccion de ADN. Gor-
gojos individuales se colocaron en
porta objetos en un buffer 100 pl | x
TE (10 mM Tris pH 8.0, 1 mM EDTA).
Los insectos se diseccionaron bajo
microscopio y se examiné la conta-
minacion por nematodos o acaros.
Hasta donde fue posible, s6lo gorgojos
sin estos contaminantes se usaron
para extraccion de ADN. Donde no fue
posible, se escogi6 el material con el
menor nimero posible de nematodos
0 acaros. El material diseccionado de
cada gorgojo individual se colocd en
un tubo esterilizado de microcen-
trifuga de 1,5 mililitros y se guardé a
-20°C hasta diseccionar todos los
individuos de un mismo sitio. La
extraccion de ADN se realiz6 usando
un kit Phytopure de extraccién de
ADN (Nucleon Biosciences) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante.
Después de extraer el ADN se colocé
en 50 pl de agua destiladay se guardoé
a -20°C.

Se analizaron cinco gorgojos indi-
viduales de cada sitio (Tabla 4). Se
hicieron reacciones AFLP usando un

protocolo modificado del original de
Vos et al. (1995). Se realiz6 una
restriccion enzimatica de 20 pl de

ADN gendmico usando 5 unidades de
EcoR 1 y 5 unidades de Hpa Il en
Multi-Core Buffer (Promega) en
volumenes de 40 ul por 1 h a 37°C.
Adaptadores de cadena doble se
ligaron a los fragmentos digeridos de
ADN gendémico en volumenes totales
de 50 ul usando 1 unidad de T4 DNA
Ligase (Promega) en 10x Multi-Core
Buffer y 0.1 ul de ATP (100 mM). Las
reacciones se incubaron de un dia
para otro a 37°C. Los adaptadores de

cadena fueron: ECO-AD1 5 segundos
CTC GTA GAC TGC GTA CC 3 se-
gundos y ECO-AD2 5 segundos AAT
TGG TAC GCA GTC TAC 3 segundos.
HPA-AD 1 5 GAC GAT GAG TCC TGA
G 3y HPA-AD2 5 segundos CGC TCA
GGA CTC ATC GT 3 segundos. Todos
los iniciadores fueron sintetizados
por Amersham Pharmacia Biotech. Los
adaptadores de doble cadena se mez-
claron en cantidades equimolares, se
calentaron a 95-C durante 5 minutos
y se dejaron enfriar a temperatura
ambiente para formar adaptadores de
doble cadena. El ECO-AD se us6 auna
concentracion de 5 pmols/ul y el
HPA-AD a 50 pmols/ul. La mezcla de
adaptadores ligados se diluyo 1 en 10
con agua destilada y se guardé a -
20°C.

Se llevaron a cabo reacciones de
preamplificacion en una Hybaid PCR-
Express usando los adaptadores ECO-
AD1 y UPA-ADI como iniciadores en
volumenes de 20 ul mgCl, (25mM). 0.5
ul de cada dNTP (20 mM). 0.5 ul de
cada iniciador (100 pmol/ul), 0.2 pl

Tabla Origenes de muestras del gorgojo £laerdobious kamerumicus examinados
@ por AFLP y codigos de identificacion usados en los arboles
Pas Sitio de muestra (odigo
PNG Sangara, Provincia Oro 1
PNG Hargy, Oeste Nueva Britain 2
PNG Lamerika, Nueva Irlanda 3
PNG Waigini, Bahia Milne 4
PNG Dami. Oeste Nueva Britain 5
PNG Kavugara, Oeste Nueva Britain 6
PNG Kumbango, Oeste Nueva Britain 7
PNG Kautu, Oeste Nueva Britain 8
Costa Rica Coto CR
Ghana Kade, regiom Este A
(hana Ajumato, regién Central B
Ghana Plantacion de aceite de palma Benso,
region Oeste C
Ghana Colegio Sekondi, region Oeste D
Ghana Plantacion de acelte de palma Twifo,
region Central E
(rhana Ankaako, region Central F
Ghana Assin Dadieso, regién Central G
Ghana Ewusiedjoe, region Oeste H
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Taqg polimerasa (5 U/ul) (Sigma) y 1 ul
de la muestra diluida. Las condicio-
nes de amplificacion fueron. 94°C
durante 5 minutos seguido de 30
ciclos de 94°C por 30 segundos, 56°C
por 60 segundos. 72°C por 90 segun-
dos y un paso final de 72°C por 5
minutos. Después de la amplificacion,
las reacciones se diluyeron 1 en 10
con agua esterilizada y se guardaron
a -20°C.

Se realizaron reacciones PCR se-
lectivas usando tres combinaciones
de iniciadores. ECO-AT y HPA-CAT,
ECO-AT y HPA-CTC. ECO GC y HPA-
CTC. Las secuencias esenciales de los
iniciadores fueron ECO-NN 5 segun-
dos GAC TGC GTA CCA AAT TC-NN 3
segundosy HPA-NNN 5 segundos GAT
GAG TCC TGA GCG G-NNN 3
segundos. Los iniciadores ECO mar-
cados con sustancia fluorescente
fueron sintetizados por MWG Biotech
y los iniciadores HPA por Amersham
Pharmacia Biotech.

Se hicieron amplificaciones se-
lectivas en la misma forma en que se
hicieron las amplificaciones pre-
selectivas, excepto que el iniciador
ECO se us6 a la concentracion de 2
pmols/ul y 5 mililitros de la ampli-
ficacion preselectiva se agregd a cada
reaccion. Las condiciones del ciclo
fueron, 94°C por 2 minutos seguido
por 13 ciclos de 94°C por 30 segundos.
65°C por 30 segundos (reduciendo
0.7°C cada ciclo). 72°C por 90 segun-
dos seguido de 23 ciclos de 94°C por
30 segundos, 56°C por 30 segundos.
72°C por 90 segundos y un paso final
de 72°C por 10 minutos. Antes de la
electroforesis 10 pl de buffer de cargue
(Cambio) se agreg6é a cada reaccion
que luego se calentaron a 90°C por 3
minutos y de inmediato se colocé en
hielo. Las reacciones se analizaron en
un gel de acrilamida Long Ranger
(Flowgen) al 8.0% en un secuen-
ciador automético LiCor 4200. Se
cargdb un marcador molecular con

tamafios de banda de pares base
(MWG Biotech) de 350, 325, 300, 255.
230, 204. 200. 175. 145. 120. 105.
100. 95 75 y 50 entre cada 10 lineas
de muestra para permitir la cali-
bracién de cada gel en andlisis sub-
siguientes.

Para analizar los datos de AFLP se
uso el software GelComparll (Applied
Maths). Con los datos de AFLP se
construyé una tabla binaria indi-
cando la presencial/ausencia para
cada uno de las 341 bandas resul-
tantes de las varias combinaciones de
iniciadores. Luego, la tabla binaria se
analiz6 en PAUP v4b.I0 usando el
método Neighbor-Joining con la
opcion BioNJ en efecto, un calculo
bootstrap con 1.000 muestras (tam-
bién basado en Neighbor-Joining) y
blusqueda heuristica para analisis de
parsimonia también con 1.000 ciclos
de bootstrapping.

Resultados

El andlisis AFLP usando tres com-
binaciones selectivas de iniciadores
produjo un total de 341 bandas. Estas
se clasificaron en presentes/ausentes
usando Gel Compar |l para cada una
de las 85 muestras analizadas y la
tabla binaria resultante ser tratdé con
tres formas diferentes de anédlisis
usando PAUP. Las tres técnicas pro-
dujeron arboles con topologias simi-
lares. La Figura 4 muestra el filograma
de Neighbor-Joining, indicando dos
arboles filogcnéticos, una con los
aislados de Papua Nueva Guinea y
Costa Rica y la otra con las muestras
de Ghana. Cada una de estos &rboles
filogenéticos puede ser subdividido.
Dentro de las muestras de Ghana hay
dos arboles filogenéticos. El primero
contiene todos los aislados de los
sitios B, Dy Gy dos muestras del sitio
Hy 1 del sitio E. El segundo contiene
todos los aislados del sitio A. Cy Fy
el resto de las muestras de los sitios E

(4)y H(3).
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Dentro del arbol filogenético de
Papua Nueva Guinea hay una rama
que contiene las muestras de Costa
Rica y las de los sitios 4 y 8. El resto

de las muestras de Papua Nueva
Guinea se agrupan en uha rama
separada dentro de la cual es posible
distinguir otras ramas, una que
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contiene las de los sitios 1, 2y 3; y 5,
6 y 7. Cuando se realiza un andlisis
bootstrap en estos datos usando neigh-
bor-joining, el diagrama filogenético
(Figura 5) presenta una topografia
similar al arbol NJ (Figura 4). Las
muestras de Ghana y Papua Nueva
Guinea permanecen separadas y
existen otras dos ramas para las
muestras de Ghana.

Estas dos ramas en su mayoria con-
tienen las mismas muestras del arbol
NJ. El arbol bootstrap separa los sitios
4 y 8 de Costa Rica y Papua Nueva
Guinea del resto de sitios de Papua
Nueva Guinea pero en este arbol el
resto de muestras no son facilmente
separadas en otras dos ramas.

El andlisis heuristico de parsi-
monia junto con bootstrapping pro-
duce un cladograma (Figura 6) con
exactamente los mismos grupos del
arbol NJ en la Figura 4. En general
los valores bootstrap para los nodos
mas profundamente enraizados no
estan bien soportados por los arboles
en las figuras 4 y 5 pero como la
topografia general de los tres arboles
es similar, esto no es muy importante.

Los tres métodos de construccién
de arboles dan resultados similares,
0 sea, las muestras de Papua Nueva
Guinea son genéticamente diferentes
alas de Ghana. Las muestras de Costa
Rica se agrupan con los aislados de
Papua Nueva Guinea, lo que sugiere
gque esta poblacién es un subset de
las poblaciones introducidas original-
mente a Papua Nueva Guineay no un
nuevo aislado de Africa. El fuerte
soporte de las ramas separadas de las
muestras de Papua Nueva Guinea y
Ghana indica que la poblacién ante-
rior esta evolucionando en forma
separada de las de Africa. Sin em-
bargo, las longitudes de las ramas en
el arbol de Neighbor-Joining (Figura
4) no indican menor diversidad ge-
nética que en los aislados de Ghana.
Esto puede ser debido a que la po-

blacién fundadora fue suficiente-
mente grande como para evitar la
ocurrencia de un cuello de botella ge-
nético o, mas probablemente a que no
ha habido tiempo suficiente para que
el efecto se manifieste.

Por tanto, cualquier disminucioén
en la eficacia de la poblacién de gor-
gojos observada en algunas areas del
Sureste Asiatico puede ser en gran
parte causada por nematodos parasi-
ticos, aunque esta susceptibilidad
podria, a su vez, ser causada por bajos
niveles de diversidad genética dentro
de la poblacién fundadora.

Seria muy util tener un método ra-
pido para examinar la infeccion por
nematodos en poblaciones de gorgo-
jos. Esto se podria lograr clonando un
fragmento de ADN especifico de la
especie del nematodo. Los iniciadores
PCR se pueden disefiar para am-
plificar esta pieza especifica de ADN,
permitiendo la rapida seleccién de
poblaciones de gorgojo para evaluar
el impacto del parasito.

Desafortunadamente no es posible
determinar el nivel de flujo de genes
usando datos AFLP. Esto se debe a la
forma en que los marcadores AFLP se
heredan en forma dominante, ha-
ciendo imposible clasificar heteroci-
gotos. Para obtener un reflejo verda-
dero de los niveles de flujo de genes
entre los sitios en PNG seria necesario
seleccionar las poblaciones usando
un marcador que permita la clasifica-
cién de heterocigotos. Los marca-
dores microsatélite son ideales para
este estudio.

La ventaja de construir una biblio-
teca de marcadores es doble. Primero,
seria posible determinar el nivel de
integracion de cualquier introduc-
cion subsiguiente de nuevas pobla-
ciones de gorgojos de Africa. Los
marcadores microsatélite también
permitirian la medicion de la disper-
sion de aislados recién introducidos
a partir de su fuente.
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Potencial para nuevo material genético

Durante el proyecto se encontré un
gran numero de insectos en inflo-
rescencias masculinas y femeninas
de palma de aceite en Ghana. Estos
insectos se encontraban en la inflo-
rescencia masculina durante la an-
tesis y en flores femeninas durante
los primeros dias de receptividad. De
los insectos presentes en inflorescen-
cias masculinas. Elaeidobious spp. vy
Atheta spp. fueron los méas abundan-
tes. Estos incluyen E. kamerunicus, E.
plagiarus y E. subvittatiis. De los insec-
tos presentes en gran ndmero en in-
florescencias masculinas sélo E. sub-
vittatus y Atheta sp. se encontraron en
inflorescencias femeninas, y en muy
poca cantidad. Sin embargo, como lo
reporté Syed (1979), observaciones
continuas de inflorescencias femeni-
nas alo largo del periodo de receptivi-
dad revelaron que un gran namero de
insectos las visitaron durante el diay
que estos insectos tienden a llegar en
bandadas intermitentes.

También se pudo establecer que E.
kamemnicus. E. plagiatus y E. subvitta-
tus visitan las inflorescencias femeni-
nas normalmente cargados con gra-
nos de polen. Se detecté que especies
de Elaeidobious Ilevan el mayor
namero de granos de polen. Sin em-
bargo, durante el trabajo de campo se
hall6 que la taxonomia del género
Elaedobious es algo complicada, y que
por lo menos dos especies no descritas
previamente se encuentran dentro
del género. Se han descubierto dos es-
pecies nuevas de Elaedobious y estan
en proceso de estudio. Ademas, el gé-
nero Elaedobious también se ha revi-
sado. El Museo de Historia de Londres
esta elaborando una guia taxon6mica
que es absolutamente esencial para
nuevas operaciones de campo.

En Costa Rica, donde se encuen-
tran presentes M. costaricensis. E.

subuittatus 'y E. karnerunicus |, se
precisé que E. kamerunicus supera a
las otras dos especies. E. kamerunicus
es el polinizador dominante la mayor
parte del afio, y es en especial, Util ya
gque es numeroso y activo tanto en cli-
ma moderadamente seco como en
clima humedo. También se encontré
que llevan méas granos de polen que
las otras dos especies y responde
mejor al aroma de la inflorescencia
femenina (Chinchilla y Richardson,
1991). ElI E. kamerunicus también
tiene la ventaja de tener la palma de
aceite como huésped especifico,
mientras que el M. costaricensis se ali-
menta de muchas otras palmas inclu-
yendo la de coco. Se hall6 que la Ilu-
via por lo general tiene un efecto muy
depresivo tanto en M. codtaricensis
como en E. subuittatus. De hecho, esto
fue lo que generd el interés para intro-
ducir el E. kamerunicus africano.

De igual modo ha sido muy dificil
identificar insectos que puedan
competir con E. kamerunicus para me-
jorar la polinizacién de la palma de
aceite en PNG. Por tanto, se recomien-
da la introduccion de lotes nuevos de
E. kamerunicus en PNG de Africa. Sin
embargo, esto no se puede hacer an-
tes de resolver la incertidumbre al-
rededor de la taxonomia del género
Elaedobious, en particular, con
relacion al estatus de las dos especies
no descritas previamente dentro del
género, y qué impacto puedan tener
en la polinizacién. Otros problemas
incluyen la ocurrencia generalizada
de parasitismo por nematodos en las
poblaciones de gorgojos polinizadores
en PNG, y la falta de informacién bio-
l6égica con relacién a estos parasitos.
en especial, sobre el efecto que
puedan tener en el huésped. El hecho
de que el origen de los nematodos es
todavia incierto tiene implicaciones
en los requisitos de cuarentena de
nuevas introducciones.
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Discusion general

Se ha progresado de manera consid-
erable para encarar cada uno de los
tres objetivos originales del proyecto.
Sin embargo, se requiere de mas
trabajo para entender completamente
los asuntos cientificos que han sur-
gido durante el proceso. Después de
resolver estos asuntos, la meta para
introducir nuevo material genético
puede seguir adelante.

Para futuros trabajos:

1. Se requieren mas estudios sobre la
ecologia, biologia y distribucién de
nematodos entomopatdégenos para
cuantificar el impacto real y poten-
cial del parasito en su huésped y
el efecto en la polinizacion y por
tanto en la produccion de la palma
de aceite. El hecho de que el origen
de los nematodos es todavia in-
cierto tiene implicaciones en los
requisitos de cuarentena de nue-
vas introducciones. Ademas, la
ocurrencia generalizada del para-
sito ha hecho que la extraccion de
ADN sea dificil y dispendiosa.

2. Se necesitan asimismo estudios
adicionales en Africa Occidental
para establecer si el entomopaté-
geno esta presente en otras areas
y si es asi, a qué nivel. Es esencial
el examen de especies relaciona-
das de Elaeidobious (incluyendo
especies presentes en Ghana, ahora
conocidas a raiz de este proyecto,
pero no descritas todavia) si se va a
considerar la introduccion de un
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