Polinizacion por insectos en palma de aceite.
Una evaluacion de la viabilidad y sostenibilidad
alargo plazo de Elaeidobius kamerunicus

Insect Pollination of Oil Paim. An Evaluation of the Long-term
Viability and Sustainability of Elaeidobius kamerunicus

1.
D. Hunt;
A. Reid 2. El gorgojo polinizador de la palma de aceite Ekueidobius kamerunicus Faust, se
' ! 3 introdujo desde Africa Occidental a las areas palmeras del Sureste Asiéticoy el
B.A. Mensah Pacifico a principios de la década de 1980. La introduccion del gorgojo en Papla

Nueva Guinea contribuy6 grandemente a la viabilidad econémica de la industria 'y
fue especialmente Util para los pequefios productores. Este documento describe el
trabajo llevado a cabo para evaluar la viabilidad y sostenibilidad a largo plazo de
la polinizacion por insectos en palma de aceite con el gorgojo E. kamerunicus. El
estudio tiene tres objetivos principales: (i) Buscar en las poblaciones existentes de
E. kamerunicus en Papla Nueva Guinea y otros paises evidencia de infeccion por
nematodos parasitos, (ii) Determinar €l grado de separacion genética entre las
poblaciones de gorgojos en Papua Nueva Guinea y las poblaciones naturales en
Africa Occidental, usando la técnica del polimorfismo de fragmento amplificado
(AFLP) para determinacion de genotipo, (iii) Evaluar el potencial para mejorar
la base genética de la poblacion existente de E, kamerunicus en Paplia Nueva
Guinea. El trabajo de campo para € estudio se llev6 a cabo en todas las regiones
palmeras de Papla Nueva Guineay también en Indonesia, (jlianay Costa Rica
Se presentan los resultados del estudio con recomendaciones para trabajos

futuros.
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El gorgojo polinizador
contribuyo
significativamente a la
viabilidad economica
de la industria
palmera en Papiia
Nueva Guinea y fue
especialmente muy
util para los pequenos
productores.

long-term viability and sustainability of insect pollination of oil pam by E. kamerunicus. The
study had three main objectives: (i) To screen the existing E. kamerunicus populations within
Papua Nenv Guinea and overseas for evidence of infection by parasitic nematodes; (ii) To determine
the degree of genetic separation between weevil populations in Rgoua New Guinea and natural
populations in West Africa, using the amplified fragment length polymorphism (AFLP) technique
for genetic fingerprinting; and (iii) To asses the potential to improve the genetic base of the exist-
ing population E, kamerunicus within Papua Nenv Guinea. FHed work for the study was under-
taken in dl al padm growing regions of Papua New Guinea, as wdl as Indonesia. Ghana, and
Costa Rica. The results of the study are presented, and recomendations made for future work.

El Elaeidobius. kamerunicus Faust
(Coleoptera: Curculionidae) se intro-
dujo en Papla Nueva en 1982, dando
como resultado mejoras significativas
en la polinizacion de la pal ma de aceite,
como ocurrié en Malasia segun Basri
(1984). Las introducciones mejoraron
los niveles de formacién de frutosy ex-
traccion de aceite, y por lo tanto, los
rendimientos.

El gorgojo polinizador contribuyé
significativamente a la viabilidad
econOmica de la industria palmera en
Papua Nueva Guinea y fue especial-
mente muy util para los pequefios
productores, pues los rendimientos se
incrementaron notablemente sin
causar costos directos al productor y
asi continué en el mediano y largo
plazo.

Sin embargo, recientemente han
surgido inquietudes en relacién con la
ocurrencia periédica de baja polini-
zaciéon y pérdida de rendimiento en
algunas areas de Malasia (Kang 1999).
Kang (1999) reportdé que las bajas
poblaciones del gorgojo es un factor
asociado con este problemay sugirio
que esto puede ser causado por efectos
directos o indirectos del clima o por el
parasitismo de nematodos acre-
centado por los cambios de clima.
Kang (1999) sugirié que un segundo
polinizador, como el E. subvittatus
(Faust), podria superar este problema
complementando al E. kamerunicus.

Rao y Law (1988) reportaron el
problema de una pobre formacion de
frutos en algunas &areas de Malasia

Oriental debido a baja polinizacion. Se
encontré que la pobre formacion de
frutos estacional se debe a la baja
polinizacién causada a su vez por falta
de gorgojos polinizadores (Rao y Law
1998). La poblacién de gorgojos
decreci6 draméticamente cuando en
sus nichos de reproduccién, las
inflorescencias masculinas, se hi-
cieron menos abundantes, coin-
cidiendo con la presencia de una
extensa infecciéon de nematodos
pardsitosy un clima desfavorable. Rao
y Law (1998) sugirieron que la
poblacién actual de gorgojos, derivada
de unas pocas parejas, puede estar
sufriendo depresion endogadmicay por
lo tanto es mas susceptible a los
nematodos parésitos. Ademas, se
sugiere que estos gorgojos carecen de
las caracteristicas necesarias para
adaptarse a condiciones himedas. Rao
y Law (1998) consideran que un
complejo de insectos polinizadores
cuyo nicho no sea necesariamente la
inflorescencia de la palma de aceite
puede eventualmente ser necesario.

Raoy Law (1998) resaltaron que las
sugerencias de importar lotes frescos
de E. kamerunicus u otras especies de
insectos polinizadores de Camerun
requiere alguna investigacién
prioritaria en aspectos clave. Por
gjemplo, en las poblaciones de gorgojo
nativo de Camerun también se observé
una disminucién en la estacion
[luviosa, pero menos pronunciada. Por
o tanto, seria util determinar la causa
de la disminucion en Camerdn. Una
alta proporcién de las pupasy gorgojos



muertos de la importacion original a
Malasia estaban infectados con
nematodos y por lo tanto fueron
destruidos. Asi que se sugirio que los
nematodos que estan actualmente
causando problemas probablemente
fueron traidos con las poblaciones
originales.

Raoy Law (1998) consideran que la
sugerencia de depresion endogamica
u homozigocidad extrema, plantea el
interrogante de por qué los efectos no
se manifestaron méas temprano
después de la introduccién, dado el
corto tiempo de generacién del gorgojo.
Ademas, poblaciones en otros sitios.
algunas bajo clima himedo estacional.
también crecieron a partir de un
namero limitado de parejas. Sugieren
gue seria interesante investigar que
tan serio es el problema potencial de
los nematodos parasitos en estas
areas. Raoy Law (1998) concluyen que
para contener el parasitismo por
nematodos se requiere entender la
forma de parasitismo y los factores
predisponentes que favorecen el
aumento del parasitismo por nema-
todos en la poblacién de gorgojos.
También resaltan que la introduccion
de nuevos gorgojos requiere la
predeterminacion de los niveles de
resistencia, o por lo menos la he-
terozigocidad en subgrupos, si existe,
y en diferentes especies de gorgojo en
el género.

Aungue se han logrado excelentes
niveles de formacion de frutos en la
mayoria de las areas del proyecto en
Papua Nueva Guinea, se considera que
es necesario tomar medidas urgentes
para encarar la sostenibilidad de los
niveles actuales de polinizacion por
insectos y hacer mejoras para el fu-
turo. La poblacion actual de gorgojos
polinizadores en Papua Nueva Guinea
se deriva de un numero relativamente
pequefio de individuos introducidos de
Africaen 1982. Aparentemente, como
ocurre en el Sureste Asiatico, se

Polinizacion por insectos en palma de aceite

presentan los mismos problemas de
qgue la posible infeccion de nematodos.
junto con la escasa base genética de
la poblacién de gorgojos representa un
riesgo significativo para la produccién
viable y sostenible.

Un proyecto de investigacién de dos
afios, financiado por la Union Europea.
se llevo a cabo en los afios 2000 - 2002.
Los objetivos del proyecto fueron:

() Buscar en las poblaciones exis-
tentes de Elaeidobius kamerunicus
en Papla Nueva Guinea y otros
paises, evidencia de infeccion por
nematodos parasitos

(i) Determinar el grado de separacion
genética entre poblaciones de
gorgojo en Papua Nueva Guineay
poblaciones naturales en Africa
Occidental usando la técnica de
polimorfismo de fragmento ampli-
ficado (AFLP).

(i) Evaluar el potencial para mejorar
la base genética de la poblacion
existente de E. kamerunicus en
Papua Nueva Guinea, ya sea
mediante la introduccion de lotes
frescos de la misma especie de
gorgojo o posiblemente por la
introduccion de nuevas especies
de insectos polinizadores de Africa
Occidental o de Suramérica.

En este documento se describen los
resultados del proyecto.

Muestreo en el campo

Durante el proyecto se recolectaron
gorgojos de Papua Nueva Guinea,
Ghana, Costa Rica e Indonesia. Los
gorgojos se recolectaron de todas las
regiones palmeras de Papua Nueva
Guinea, por ejemplo, en la Provincia
de New Ireland (plantaciones
Lamerika y Kabil), en la Provincia de
Milne Bay (plantaciones Baraga y
Waigini). en la Provincia de Oro
(Plantaciones Sangara y Embi) y en
la Provincia de West New Britain
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(Plantaciones Dami. Kumbango,
Kavugara. Kautu y Hargy). Se reco-
lectaron un total de nueve muestras
en areas palmeras de Ghana: Region
Oriental (Kade). Regién Occidental
(Ajumako). Plantacion Twifo, Ankaako.
Assin Davieso. y Egyrkrom), y en la
Regién Occidental (Plantacion de
Palma de Aceite Benso, Ewusiedjoe y
Sekondi School del Sordo. También se

recolectaron gorgojos en la estacion de
investigacion Bah Lias cerca de Medan.
Indonesia, y en la plantacion ASD en
Costa Rica (Coto, Celates, Mirador y
Quepos). Las muestras de gorgojos se
preservaron en formaldehido o se
mantuvieron vivasy enviadas al Reino
Unido, donde los especimenesvivos se
seleccionaron y congelaron a -80°C
para el analisis de ADN.

Tabla Ocurrencia de nematodos parasitos, larvas dauer y acaros ectoforéticos en hembras de Elagidobius kamerunicus de Papla Nueva

| Guinea en 2000.

St

Lamerika

Kahil

Provincia Milne Bay
Waigini

Baraga

Provincia Oro
Sangara

Embi

West New Britain
Dami

Kumbango
Kavugara

Kautu

Hargy

Provincia New Ireland

% infectado con No. Promedio del nimero de % con larvas daver % con acaros
nematodos parasitos hembras maduras de de nematodos ectoforéticos
nematodos/insecto parasitado

0 0 0 0

0 0 4] ]

4 3.0 0 0

50 1.6 0 0

8 2.5 2 0

20 1.8 0 0

0 0 0 0

- 2.0 0 0

6 2.0 (4] 0

10 1.4 0 0

0

0 0

]'abla Datos combinados de todos los sitios (por pais) de la incidencia de nematodos parésitos hembra, larvas dauer y &caros

ectoforéticos.

No. total de
Pis de s pes

dsectades
PNG*: 2000 500
PNG: 2001 450

PNG (combinado)] 950

Sumaira 100
Ghana 450
Costa Rica 600

No. de gorgojos con Y% infectads Tol de  Promedio de hembras
memafodos  on vematodos  nemaiodes pardsilas por porgep

53 10,6 190 3.58

28 6.2 161 8.73

“1 8.5 350 4.32
6 6.0 11 1,83
1 0.2 | 1.0
0 0.0 0 0.0

Promedio de  No. de gorgos % con
bembrat parisits  con s lans

No.degorgoes % con
(on acarts i

o gorgon daver Ganer ectolortocas  ectoiorstes
0.38 1 0.20 0 0.0
0,36 3 0,67 0 0.0
0,37 e 0.42 0 0.0
0.11 15 15.0 0 0.0
0.002 76 16,9 90 20,0
0.0 76 12.7 0 0

*Papla Nueva Guinea
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Andlisis y examen de nematodos

Materiales y Métodos

Se hicieron disecciones bajo el micros-
Copio estereoscépico con un aumento
de a25 y a50. Se colocaron insectos
individuales se colocaron en una gota
de fijador en una caja de petriy usando
pinzas finas, alfileres entomolégicosy
una agujafinadejeringa, se retiraron
los élitros y se examin6 en busca de
nematodos, larvas dauer y &caros
ectoforéticos. Luego se hizo unacuida-
dosa diseccion del abdomen para
analizar la presencia de nematodos
parasitos internos (hembras maduras,
juvenilesy/o huevos). Los instrumen-
tos se desinfectaron antes de cada
diseccién para evitar contaminacion
cruzada. La intencién original fue
analizar 50 insectos de cada sexo, pero
esto no fue siempre posible debido a
limitaciones de material de E.
kamerunicus en algunas muestras de
Ghana. Los primeros resultados no
mostraron diferencias en infeccion por
nematodos entre machos y hembras
de tal manera que en la mayoria de
los casos se disectaron s6lo hembras.

Resultados

Los principales resultados del analisis
de nematodos se presentan en las
Tablas 1y 2yenlaFigura 1. Durante
el estudio, se encontraron nematodos
por primera vez en poblaciones de
gorgojo de Papua Nueva Guinea. Se
encontrdé que el niumero de hembras
parasitas por gorgojo varié considera-
blemente, siendo 1 el nUmero mas bajo
y 15 el mas alto. En la mayoria de los
gorgojos infectados por hembras
maduras de nematodos se encontré
también un ndamero considerable de
huevos e individuos en diferentes
estados de desarrollo. En gorgojos
altamente infectados, casi toda la
cavidad del hemocoelo aparece
ocupada por parasitos en varios
estados de desarrollo.

Poalinizacion por insectos en palma de aceite

b

0. F 4_

Papua Nueva  Sumatra (hana

Guinea

Costa Rica

3% infectado con nematodos hembra parasitos
m Grado medio de infeccion/insecto infectado

m Grado medio de infeccion/insecio

0% con larva dauer ectoforética
O% con acaros ectoforéticos

Figura Comparacion por pais - Grado de infestacion del gorgojo polinizador

(Nematodos parasitos, larvas dauer, acaros ectoforéticos).

Las muestras de Papua Nueva
Guinea revelaron que algunas
poblaciones de gorgojos se encon-
traban aparentemente libres de
nematodos, mientras que en otras, el
parasito se encontrd en el 50% de los
gorgojos examinados. Las bajas tasas
de infeccién parecen prevalecer en las
muestras provenientes de West New
Britain donde se encontraron
nematodos parasitos en tres (Kumban-
go, Kavugara y Kautu) de las cinco
areas examinadas. De los cinco sitios
de West New Britain examinados, la
tasa de infeccién vario de 0 a 10%, con
un promedio de 4,8% y el promedio
de hembras maduras del parasito por
gorgojo infectado fluctué entre 14y
2,0. Las muestras provenientes de
Baraga y Milne Bay mostraron una
tasa de infeccion del 50% con un
promedio de 1,6 hembras por gorgojo,
mientras que Waigini, el otro sitio de
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Milne Bay, presentd un porcentaje de
infeccion mucho mas bajo (4%). Las
muestras provenientes de Sangara,
Provincia Oro, mostraron que aunque
solo el 8% de los gorgojos estaban
infectados, el promedio de hembras
parasitas fue de 2,5 por gorgojo
infectado, mientras que Embi, también
de la Provincia Oro, presentd un 20%
de infeccién, con un promedio de 1,8
hembras parasitas por gorgojo infec-
tado. En otros sitios, como Lamerika
(New Ireland), Dami y Hargy (de West
New Britain), no se encontraron
nematodos parasitos.

Por otro lado, las muestras prove-
nientes de Ghana, se encontraron
libres de parasitismo por nematodos,
con excepcion de una hembra de
gorgojo proveniente de Kade, en la
Region Oriental. Esta infeccidn estuvo
representada por sélo una hembra de
nematodo, algunos juveniles, huevos
y varios machos inmaduros. Los gor-
gojos de Ghana presentaron un gran
namero de acaros ectoforéticos, y de
hecho, la seccion sub-elitral a menudo
se encontro llena de estos "pasajeros”.

Ahora se sabe ahora que el
nematodo paréasito del hemocoelo que
infecta al E. kamerunicus en Papua
Nueva Guinea es una nueva especiey
nuevo género, Elaeiolenchus partheno-
neman.g., n, sp. (Nematoda: Sphaeru-
larioidea: Anadranematidae) (Poinar et
al. 2002), y es probable que se extienda
a las zonas palmeras del Sureste
Asiético. Este tipo de nematodo
parasito obtiene todos sus requeri-
mientos nutricionales del huésped, y
por lo tanto se pueden esperar serios
problemas de parasitismo que afecten
la fecundidad, inclusive produciendo
esterilidad debido al agotamiento de
la grasa corporal del huésped. Una
reducciéon en las reservas de energia
puede también inhibir la habilidad
voladora del gorgojo, afectando su
habilidad de polinizar las flores de la

palma de aceite.
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Todavia no es claro si el nematodo
parasitico E. parthenonema fue Ilevado
al Sureste Asiatico y Papua Nueva
Guinea con laintroduccion original de
gorgojos provenientes de Africa Occi-
dental (los niveles de infestacion
hubieran sido relativamente bajos.
pues los gorgojos fueron seleccionados
antes de liberarlos), o pudo haber
sucedido después a partir de una
fuente de infeccién local. De las nueve
poblaciones de gorgojos de Ghana
examinadas, solo se encontrd una con
nematodos paréasitos en el hemocoelo.
Este registro se limité a un solo gorgojo
infectado con un nematodo hembray
sus estados juveniles asociados.
Aunque este nematodo no estaba bien
preservado, aparentemente pertenece
a un género diferente de E. parthe-
nonema. Ninguno de los seis sitios de
Costa Rica, donde también se
introdujo el E. kamerunicus para
mejorar la polinizacion, resulto
infectado con nematodos entorno-
parasitos. Desde luego, es posible que
el parésito esté presente pero en
numeros demasiado bajos para ser
detectado por esta investigacion.

El ciclo de vida del nematodo parece
ser como sigue: Lahembra maduradel
paréasito se encuentra en el hemocoelo
del gorgojo adulto (también es proba-
ble encontrarla en larvas de udltimo
instar). La hembra, con forma de
salchicha, puede crecer varios milime-
tros pero es mas pequefia en infeccio-
nes multiples. Casi todo su cuerpo esta
ocupado por el sistema genital, la
hembra produce cientos de huevos. La
reproduccién aparentemente es
partenogenética, ya que no se en-
contraron machos. Los huevos eclo-
sionan dentro del huésped y losjuve-
niles se desarrollan, probablemente,
hasta el estado inmaduro vermiforme
de la hembra. Las hembras ver-
miformes (y posiblemente losjuveniles
en el cuarto estado de desarrollo) son
depositadas por la hembra huésped



junto con sus propios huevos. Los
nematodos entonces permanecen en
el ambiente en estado libre por un
tiempo, posiblemente alimentandose
de hifas, de hongos antes de penetrar
en la larva del gorgojo y migrar al
hemocoelo. Aqui ellos absorben
alimento de la hemolinfa (posible-
mente reduciendo las reservas de
grasa del huésped) y crecen enor-
memente mientras maduran. Todo
esto lo hacen a expensas del huésped
y uno puede esperar un impacto sobre
la grasa corporal, y por lo tanto, sobre
la fecundidad.

Desde luego, el hecho de que el
nematodo de Papua Nueva Guinea no
se encontrara en las muestras de
Ghana, no necesariamente implica
que el parasito no se haya originado
en Africa Occidental, pero es suges-
tivo. Si el nematodo es originario de
Africa Occidental, entonces puede ser,
o de muy baja incidencia (s6lo un
gorgojo que corresponde al 0.2% de los
450 insectos examinados presento
entomoparasitismo) o puede ser de
ocurrencia local o restringida). Por
ejemplo, por razones logisticas, no se
examinaron gorgojos provenientes de
Camerun y fue de Cameran de donde
se tomaron originalmente las colonias
fundadoras del gorgojo.

Genética molecular de Elaeidobius
kamerunicus

Materiales y Métodos

De la muestra total se seleccioné un
namero de gorgojos vivos de cada sitio
y se congelaron a -80°C para extrac-
cion de ADN. Los gorgojos se colocaron
individualmente en recipientes de
observacion en buffer de 100 ul 1 X
TE (10 mM Tris pH 8,0, 1 uM EDTA).
Cada insecto se disectd bajo micros-
copio y se examind por contaminacion
de nematodos y/o acaros. En lo
posible, sélo gorgojos no contaminados
se usaron para extraccion de ADN.

Polinizacién por insectos en palma de aceite

Donde esto no fue posible, el material
de gorgojos se dej6 con la menor
cantidad posible de nematodos y
acaros. El material disectado de cada
individuo se coloc6é en un tubo de
microcentriguga de 1,5 ml esterilizado
y se almacené a -20°C hasta que todos
los individuos de un solo sitio fueron
disectados. La extraccion de ADN se
llevd a cabo usando el "kit" de
extraccion de ADN Phytopure (Nucleon
Biosciences), y siguiendo las ins-
trucciones del fabricante. Después de
la extraccion, las bolitas de ADN se
resuspendieron en 50 ul de agua
esterilizada y se almacenaron a -20°C.

De cada sitio se examinaron cinco
individuos (Tabla 3). Las reacciones
AFLP se realizaron usando un pro-
tocolo modificado del original de Vos
et al. (1995). Se realizé una digestion
de enzimas de restriccion de 20 ul de
ADN gendémico. usando cinco uni-
dades de EcoR 1y 5 unidades de Hpa
Il en Multi-Core buffer (Promega) en

Origen de las muestras de gorgojo de palma de aceite Elaeidobius

Tabla kamerunicus examinadas por AFLP y los codigos de identificacion usados
3 en arboles.
Pais Sitio de Muestreo (odigo
Papua Nueva Guinea  Sangara, Provincia Oro 1
Paptua Nueva Guinea  Hargy, West New Britain 2
Papta Nueva Guinea  Lamerika, New Ireland 3
Papta Nueva Guinea  Waigini, Milne Bay 4
Papua Nueva Guinea Dami, West New Britain 5
‘aptia Nueva Guinea  Kavugara. West New Britain 6
Papta Nueva Guinea Kumbango, West New Britain 7
Papiia Nueva Guinea  Kautu, West New Britain 8
Costa Rica Coto CR
Ghana Kade, Region Oriental A
(Ghana Ajumato. Region Central B
Ghana Benso Oil Palm Plantation.
Region Occidental C
Ghana Sekondi School for the Deaf,
Region Central D
Ghana Twife Oil Palm Plantation,
Region Central E
Ghana Ankaako, Regitén Central F
Ghana Assin Dadieso, Regién Central G
Ghana Ewusiedjoe, Region Oceidental H
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El gorgojo polinizador
contribuyo
significativamente a la
viabilidad economica
de la industria
palmera en Papia
Nueva Guinea y fue
especialmente muy
til para los pequedos
productores.
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volumenes de 40 ul por 1 hora a 37°C.
Los adaptadores de doble cadena se
ligaron a los fragmentos de ADN
genémico digerido en volimenes
totales de 50 ul, usando una unidad
de T4 ADN Ligase (Promega) en 10X
Multi-Core Buffery 0,1 ul de ATP (100
mM).Las reacciones se incubaron de
un dia para otro a 37°C. Los adapta-
dores fueron los siguientes: ECO-AD1
5" CTC GTA GAC TGC GTA CC 3'y
ECO-AD2 5 AAT TGG TAC GCA GTC
TAC 3', HPA-ADI 5 GAC GAT GAG TCC
TGA G 3'y HPA-AD2 5 CGC TCA GGA
CTC ATC GT 3'. Todos los "primers"
fueron sintetizados por Amersham
Pharmacia Biotech. Las cadenas de
adaptadores e mezclaron en canti-
dades equimolares, se calentaron a
95°C por 5 minutos y se dejaron
enfriar a temperatura ambiente para
formar los adaptadores de doble
cadena. EI ECO-AD se usO a una
concentraciéon de 5 pmols/ uly el HPA-
AD a 50 pmols /ul. La mezcla ligada
de adaptadores se diluyé 1 en 10 con
agua estéril y se almacen6 a -20°C.

Las reacciones de preamplificacion
se realizaron en una HybaidPCR-Ex-
press, usando como primers las
cadenas adaptadoras ECO-AD1 y
HPA-AD1 en volumenes de 20 ul que
contenian 2,0 ul de 10x buffer, 2,0 ul
MgCl (25mM), 0,5 ml de cada ANTP
(20 m’M), 0,5 ul de cada primer (100
pmolul), 0,2 ul de polimeraza Tag ( 5
U/ul) (Sigma) y Iul de la muestra
diluida. Las condiciones de amplifi-
cacion fueron: 94°C por 5 minutos
seguidos de 30 ciclos de 94°C por 30
s, 56° por 60 s, 72°C por 90 sy un
paso final de 72°C por 5 min. Después
de la amplificacion, las reacciones se
diluyeron 1 en 10 en aguaesterilizada
y se almacenaron a -20°.

Reacciones selectivas PCR se
realizaron usando tres combinaciones
de primers, ECO-AT y HPA-CAT, ECO-
AT y HPA-CTC, ECO-GC y HPA-CTC.
Las secuencias de los primers fueron:

ECO-NN 5' GAC IGC GTA CCAAATTC-
NN 3y HPA-NNN 5 GAT GAG TCC
TGA GCG G-NNN 3'. Los primers HCO
con marca fluorescente se sintetizaron
por MWG Biotech y los primers sin
marca HPA por Amersham Pharmacia
Biotech. Las amplificaciones selectivas
se hicieron en la misma forma de las
amplificaciones preselectivas, excepto
gue el primer ECO fue usado a unha
concentracion de 2 pmols/ul y se
agreg6 5 ul de la amplificacién
preselectiva a cada reaccién. Las
condiciones del ciclo fueron: 94°C por
2 min. Seguido de 13 ciclos de 94°C
por 30 s, 65°C por 30 s (cada ciclo
reducido en 0,7 C ), 72°C por 90 s,
seguido de 23 ciclos de 94°C por 30 s,
56°C por 30 s, 72°C por 90 sy un paso
final de 72°C por 10 min. Antes de la
electroforesis se agregaron 10 ul de
buffer de carga (cambio) a cada
reaccion, lacual se calenté a 90°C por
3 min. e inmediatamente se coloco en
hielo.

Las reacciones se realizaron en
8,0% gel acrilamida Flowgen en un
secuenciador automatico LiCor 4200.
Se cargé un marcador molecular que
contiene tamafios de franjas de 350,
325, 300, 255, 230, 204, 200, 175,
145, 120, 105, 100, 95, 75y 50 pares
de base (MWG Biotech) entre cada 10
lineas de muestra para permitir la
calibracién de cada gel y los analisis
subsiguientes.

Para analizar los datos AFLP se uso
el programa de computador Gel-
Compar Il (Applied Maths). Se cons-
truyé unatabla binaria a partir de los
datos AFLP que muestra la presencia
0 ausencia por cada 341 franjas
diferentes totales producidas por las
diferentes combinaciones de primers.
Luego, la tabla binaria se analizé en
PAUPv4b. 10 usando un célculo con el
método "bootstrap” "Neighbor Joining"
con laopcion BioNJ en efecto de 1000
ciclos y una busqueda adicional por
el método de parsimonia heuristica



también con 1000 ciclos para
estimacion por "bootstrap”.

Resultados

El andlisis AFLP usando tres dife-
rentes combinaciones selectivas de
primers produjo un total de 341
franjas.Estas se clasificaron como
presente/ ausente usando Gel Compar
Il para cada una de las 85 muestras
analizadasy latabla binaria resultante
tratada con tres diferentes formas de
analisis usando PAUP. Las tres
técnicas produjeron éarboles con
similares topologias. El filograma
"Neighbor joining"muestra dos ciados
principales. Uno contiene los aislados
de Costa Ricay Papua Nueva Guinea
y el otro contiene las muestras de
Ghana. Este filograma se muestra en
la Figura 4.

Cada uno de estos ciados princi-
pales se puede subdividir. Dentro de
las muestras de Ghana existen dos
ciados. El primero contiene todos los
aislados de los sitios B, D y G y dos
muestras del sitio Hy unadel sitio E.
El segundo contiene todos los aislados
de los sitiosA, Cy Fy €l resto de las
muestras de los sitiosE (4 y H (3) .
Dentro del ciado de Papua Nueva
Guinea una rama contiene las
muestras de Costa Ricay las de los
sitios 4 y 8. El resto de muestras de
Papua Nueva Guinea se rednen en
una rama separada dentro de la cual
es posible distinguir otras dos ramas,
una contiene muestras de los sitios
12y 3ylaotradelos sitios 56y 7.
Cuando se realiza el analisis "boot-
strap” en estos datos, usando el
método "Neighbor Joining", el
cladograma (Fig. 3) muestra una
topografia similar al arbol NJ (Fig. 2).
Las muestras de Ghana y Papula
Nueva Guinea permanecen separadas
y todavia hay dos ramas para las
muestras de Ghana. Esas dos ramas
contienen principalmente las mismas
muestras del arbol NJ. El &rbol "boot-
strap” todavia separa los sitios 4y 8
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de Costa Ricay Papua Nueva Guinea
dd resto de los sitios de Papua Nueva
Guinea pero en este arbol el resto de
muestras no se separan facilmente en
otras dos ramas. El analisis por
parsimonia heuristica junto con las
estimaciones "bootstrap” produce un
cladograma (Fig. 4) con exactamente
las mismas agrupaciones del arbol NJ
en laFigura 2. En general, los valores
bootstrap para los nodos mas pro-
fundamente arraigados no estan bien
soportados por ninguno de los arboles
en las Figuras 3 y 4, pero como la
topografiageneral paralos tres arboles
es similar, esto no tiene mucha
importancia.

Todos los tres métodos para
construccion de arboles dan resul-
tados similares, esdecir, las muestras
de Papua Nueva Guinea son genética-
mente distintas de las de Ghana. La
muestra de Costa Rica se agrupa con
los aislados de Papua Nueva Guinea,
lo cual sugiere que esta poblacién es
un "subset" de los introducidos
originalmente y no un aislamiento
fresco de Africa. Las ramas separadas
fuertemente soportadas para las
muestras de Papua Nueva Guineay
Ghana indican que la poblacion ante-
rior esta evolucionando separada-
mente de la de Africa. Sin embargo,
las longitudes de las ramas en el arbol
"Neighbor Joining" (Fig. 2) no indican
unamenor diversidad genética dentro
de los aislados de Papua Nueva
Guinea que en los de Ghana. Esto
puede ser reflgjo de que la poblacién
fundadora fue suficientemente grande
COmoO para prevenir que ocurra un
cuello de botella genético, 0 mas prob-
able, que no ha pasado suficiente
tiempo para que se vea el efecto. La
caida en eficacia en la poblacion de
gorgojos vista en algunas areas del
Sureste Asiatico puede ser, en gran
parte, debida al parasitismo por
nematodos, aungue esta suscep-
tibilidad podria, a su vez, deberse a
niveles bajos de diversidad genética
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dentro de la poblacion fundadora. Esto se puede lograr clonando un
Seria ventajoso tener un método  fragmento especifico de ADN de una
rdpido para investigar infeccion por especie. Los primers PCR se pueden
nematodos en poblaciones de gorgojos  disefiar para amplificar este fragmento
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especifico de ADN, permitiendo la
seleccion rapida de poblaciones de
gorgojos para evaluar el grado de
parasitismo.

Desafortunadamente no es posible
determinar el nivel de flujo de genes
usando datos AFLP. Esto se debe ala
forma en que los marcadores AFLP son

dominantemente heredados haciendo
imposible clasificar heterocigotos. Para
obtener un reflejo verdadero de los
niveles de flujo de genes entre sitios
en Papua Nueva Guinea seria nece-
sario seleccionar las poblaciones
usando un marcador que permita la
clasificacion de heterocigotos. Los



marcadores microsatélite son ideales
paratal estudio. Laventaja de la cons-
truccion de una biblioteca de estos
marcadores es doble. Primero, seria
posible determinar el nivel de integra-
cién de cualquier introduccién subsi-
guiente de nuevas poblaciones de
gorgojo africano. Los marcadores mi-
crosatélite también permitirian medir
la diseminacion de los nuevos aislados
introducidos, a partir de la fuente.

Potencial para nuevo material
genético

Durante el proyecto, grandes canti-
dades de insectos se encontraron en
inflorescencias masculinas y feme-
ninas de palma de aceite en Ghana.
Estos insectos se encontraron en
inflorescencias masculinas durante la
antesis 'y en flores femeninas durante
los primeros dias de receptividad. De
los insectos presentes en inflores-
cencias masculinas, los mas abundan-
tes fueron Elaeidobius spp y Atheta
spp. Estos incluyen E. kamerunicus,
E plagiatus, y E. subvittatus. De los
insectos presentes en grandes nume-
ros en inflorescencias masculinas, sélo
E. subvittatus y Atheta sp. se encon-
traron en inflorescencias femeninas y
en pocas cantidades. Sin embargo.
como lo reporté Syed (1979), la con-
tinua observacion de inflorescencias
femeninas alo largo del periodo de re-
ceptividad revela que un gran namero
de insectos las visitaron durante el dia
y que estos insectos tienden a llegar
en bandadas intermitentes.

Durante el proyecto se encontré
que E. kamerunicus, E. plagiatus y E.
subvittatus  visitan inflorescencias
femeninas y usualmente estaban
cargados con granos de polen. Sin em-
bargo. durante el trabajo de campo se
encontro que la taxonomia del género
Elaeidobius es algo complicada y que
dentro del género hay por o menos
dos especies nunca descritas. Dos
nuevas especies de Elaeidobius se han

Polinizacién por insectos en palma de aceite

descubierto y estan en el proceso de
descripcion. Ademas de esto, el género
Elaeidobius también se ha revisado. El
Museo de Historia de Londres esta en
el proceso de preparar una guia taxo-
némica que es absolutamente esencial
para proximas operaciones de campo.

En Costa Rica, donde se presentan
E. kamerunicus, Mystrops costaricensis
Gillogly, E. subvittatus, el E. kameru-
nicus sobrepasa a las otras dos espe-
cies. E. kamerunicus generalmente es
el polinizador dominante la mayor
parte del afioy es particularmente util,
ya que es numeroso y activo tanto en
tiempos secos como humedos. Tam-
bién se encontr6 que carga mas granos
de polen que las otras especiesy res-
ponde mejor al aroma de la inflores-
cencia femenina. E. kamerunicus
también tiene la ventaja de tener la
palma de aceite como huésped especi-
fico, mientras que M. costaricensis se
alimenta también de otras palmas,
incluyendo la palma de coco. Se
encontré que la lluvia, en general,
tiene un efecto depresivo tanto en M.
costaricensis como en E. subvittatus,
de hecho, fue este factor el que gener6
interés en introducir E. kamerunicus
de Africa.

Durante el proyecto ha sido muy
dificil identificar insectos que puedan
competir con el E. kamerunicus para
mejorar la polinizacion de palma de
aceite en Papua Nueva Guinea. Por lo
tanto, la introduccion de lotes frescos
de E. kamerunicus en Papla Nueva
Guinea desde Africa es recomendable.
Sin embargo, esto no se puede hacer
hasta que la incertidumbre acerca de
la taxonomia del género Elaeidobius
se haya resuelto, en particular en lo
referente al estatus de las dos especies
no descritas previamente dentro de
este género y el impacto que puedan
tener en la polinizacion. Otros pro-
blemas incluyen la amplia ocurrencia
de parasitismo por nematodos en las
poblaciones de gorgojos polinizadores
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en Papua Nueva Guineay la carencia
de informacion biolégica basica en
relacion con estos parésitos, especial-
mente con respecto al efecto que
puedan tener en el huésped. El origen
de los nematodos es todavia incierto,
por lo tanto existen interrogantes
sobre los requerimientos de cuarente-
na para cualquier introduccién futura.

Discusion general

Se ha progresado considerablemente
en los tres objetivos originales del
proyecto. Sin embargo, mas trabajo es
necesario para poder entender com-
pletamente una serie de inquietudes
cientificas que surgieron durante el
proyecto. Una de ellas ya se ha re-
suelto de tal manera que el objetivo
general de introducir nuevo material
genético puede continuar.

El trabajo futuro debe incluir:

a. Se requiere mayor estudio de la
ecologia, biologiay distribucion del
nematodo parasito para cuantificar
el impacto real y potencial del
parasito en su huésped y su efecto
en la polinizacion y por lo tanto en
la produccion de aceite de palma.
Laincertidumbre sobre el origen de
los nematodos tiene implicaciones
en los requerimientos de cuaren-
tena para nuevas introducciones.
Ademas, la amplia propagacion del
parasito ha hecho que la extraccién
de ADN sea arduay dificil.

b. Se requiere més investigacion en
Africa Occidental para establecer si
el parasito estd presente en otras
areas, y si es asi, en que grado. El
examen de especies relacionadas de
Elaeidobius (incluyendo las especies
no descritas descubiertas en Ghana
como resultado de este proyecto) es
esencial si se va a considerar la
introduccién de polinizadores no
nativos.

c. Se debe llevar a cabo un andlisis
molecular de nuevas especies de

Elaeidobius para determinar la
variabilidad genética entre las
diferentes especies. Esto se puede
lograr a través del analisis de datos
de secuencias generadas a partir de
la region espaciadora intergénica
trascrita de las secuencias de ADN
ribosomal. La generacién de esta
informacién conduciria a un mejor
conocimiento de las relaciones en-
tre géneros.

d. Es necesario desarrollar unatécnica
rapida, preferiblemente cuantifi-
cable y suficientemente robusta,
para ser usada en campo para
detectar el nematodo parésito en
gorgojos "machacados”, obviando la
necesidad de disectar un gran
nimero de insectos. Este ensayo
también seria util para efectos de
cuarentenas.

e. Es necesario desarrollar un ensayo
basado en microsatélites para poder
medir el flujo genético real entre las
diferentes poblaciones de gorgojo
tanto en Africa como en Papula
Nueva Guinea.

f. Se debe resolver la incertidumbre
alrededor de la taxonomia del
género Elaeidobius, particularmente
el estatus de las dos especies no
descritas dentro del género. El papel
de estas dos especies en la polini-
zacion de palma de aceite también
debe ser investigado.
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