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Oviposition Behavior of Phymastichus coffea LaSalle (Hymenoptera: Eulophidae) on its Natural Host

ABSTRACT - Phymastichus coffea LaSalle is an African endoparasitoid of adults of the coffee berry
borer, Hypothenemus hampei (Ferrari) that was introduced into Mexico for biological control purposes.
The objective of this study was to investigate the oviposition behavior of P. coffea on its host under
laboratory conditions. The results indicate that P. coffea females exhibited 12 behavioral acts during
and after oviposition, such as, walking, cleaning, flying, surface landing, resting, host landing, host
antennation, touching the host with forelegs, host recognition, walking on the host, oviposition and
cleaning after oviposition. The sequence of each behavior is described in an ethogram.
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La broca del café, Hypothenemus hampei (Ferrari)
(Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae), es la plaga mas
importante de este cultivo a nivel mundial (Le Pelley 1968,
Baker 1999). En Latinoamérica, el control biologico de H.
hampei ha sido explorado usando parasitoides africanos, tales
como Cephalonomia stephanoderis Betrem y Prorops nasuta
Waterston (Hymenoptera: Bethylidae) y mas recientemente
Phymastichus coffea LaSalle (Hymenoptera: Eulophidae)
(Infante 1998, Damon 2000, Jaramillo et al 2005, 2006a).
Este tltimo enemigo natural es un endoparasitoide de los
adultos de la broca que podria complementar el impacto de C.
stephanoderisy P. nasuta, los cuales son parasitoides de larvas
y pupas de este insecto (Bustillo et a/ 2002, Bustillo 2005).

La biologia de P. coffea puede resumirse de la siguiente
manera: los adultos no pasan por un periodo de preoviposicion
y atacan inmediatamente a las hembras adultas de la broca
cuando estan barrenando el fruto. Generalmente P. coffea
deposita dos huevos por cada huésped, una hembra y
un macho. Cuando eclosionan, las larvas se alimentan
internamente de su huésped. Ambos individuos se desarrollan
satisfactoriamente en el abdomen, pero casi al final del
estado larval, la larva macho migra al protérax para
completar esta fase. El ciclo de vida lleva poco mas de un
mes bajo condiciones de campo. Las brocas parasitadas no
se reproducen y mueren en menos de una semana después de
haber sido parasitadas (Infante ez a/ 1994, Lopez-Vaamonde
& Moore 1998, Vergara et al 2001, Castillo et al 2004b,
Espinoza et al 2009).

Phymastichus coffea fue introducida a Colombia en 1996
procedente de Africa (Lopez-Vaamonde & Moore 1998).
En los afos subsecuentes este parasitoide fue llevado a la
mayoria de paises latinoamericanos productores de café.

Desde entonces, diversos estudios han sido llevados a cabo
sobre P. coffea, encaminados a generar informacion sobre su
taxonomia (LaSalle 1990), relacion de sexos y longevidad
(Feldhege 1992), historia de vida y sistemas de cria (Infante
et al 1994), ciclo biologico (Vergara et al 2001), especificidad
de huéspedes (Lopez-Vaamonde & Moore 1998, Castillo
et al 2004a), superparasitismo en laboratorio y campo
(Castillo et al 2004b, Jaramillo et al 2006b), capacidad de
dispersion (Castillo et al 2006) y localizacion de huéspedes
(Rojas et a/ 2006). Sin embargo, no existe informacion de su
comportamiento de oviposicion. En particular, no se conoce
la secuencia de cada comportamiento desde la seleccion de
huésped hasta la oviposicion. Asi, el objetivo del presente
trabajo fue estudiar el comportamiento del parasitoide P.
coffea durante el reconocimiento y oviposicion de su huésped
bajo condiciones de laboratorio.

Material y Métodos

Material biolégico. Los experimentos se realizaron en los
laboratorios de El Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR),
en Tapachula, Chiapas, México. Las hembras adultas de la
broca se obtuvieron de frutos de café arabigo (Coffea arabica
L.) colectados en campo. Las hembras adultas de P. coffea
se tomaron de la cria de laboratorio, descrita por Infante et
al (1994). Los parasitoides se colocaron en tubos de vidrio
de 7.5 cm de longitud por 1.5 cm de diametro con la entrada
cubierta con tela organdi y fueron alimentados con miel
de abeja antes de cada experimento. Los experimentos se
realizaron bajo condiciones controladas, a una temperatura
de 27 £ 2°C y humedad relativa de 60 + 10%.
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Procedimiento experimental. Para definir las categorias del
comportamiento de oviposicion, el parasitoide junto con su
huésped fueron observados dentro de una arena cilindrica de 5 x
5 mm. Las observaciones se realizaron usando un microscopio
estereoscopico Nikon SMZ-U equipado con cdmara de video a
color JVC TK-1280U y videocasetera Panasonic AG-1980. Los
actos de comportamiento de 10 hembras de P. coffea fueron
analizados por medio de videograbaciones y una vez definidos,
fueron registrados en el programa de computo “The Observer
2.0” (Noldus 1991) para su cuantificacion. Repitiendo el mismo
protocolo, en un experimento posterior, la observacion de
secuencias se llevo a cabo con 25 individuos, en donde cada
uno de ellos fue observado durante 1h. En cada observacion,
se colocd una hembra adulta de H. hampei en el centro de la
arena e inmediatamente después se deposité una hembra de
P. coffea. La arena se ilumind con el nivel mas bajo (480 lux)
de una ldmpara circular de luz fria Nikon MKII colocada en
la parte superior del microscopio estereoscopico, de acuerdo
con lo recomendado por Varley et al (1994).

Analisis estadistico. Las frecuencias asociadas con las
transiciones de cada acto de comportamiento de las hembras
de P. coffea, hacia todos los comportamientos posibles, fueron
registradas en una tabla de contingencia de primer orden.
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Cuando la tabla de contingencia fue completada, los valores
esperados en cada celda fueron calculados por medio de pruebas
de ji-cuadrada (Fagen & Young 1978, Charlton & Cardé 1990).
Las transiciones con frecuencias significativamente mas altas
que los valores esperados se usaron en la construccion de un
etograma.

Resultados

Categorias de comportamiento de P. coffea. El parasitoide
P. coffea exhibié 12 actos de comportamiento durante
el reconocimiento y oviposicion sobre su huésped. El
comportamiento observado fue: limpiarse, volar, caminar,
aterrizar sobre la superficie, descansar, aterrizar sobre el
huésped, tocar con las antenas, subir las patas anteriores,
reconocimiento del huésped, caminar sobre el huésped,
ovipositar y limpiarse después de ovipositar. La descripcion
completa de estos actos se presenta a continuacion: /)
Caminar (CAM): El parasitoide se desplazd caminando en
diversas direcciones dentro de la arena, tanto en direccion
a la broca como a cualquier otro lado para después volar,
descansar, limpiarse y tocar con las antenas al huésped
(Fig 1a); 2) Limpiarse (LIM): El parasitoide se limpiaba las

Fig 1 Actos realizados por hembras del parasitoide Phymastichus coffea durante la busqueda y oviposicion en su huésped,
la broca del café. a) Caminar; b) limpiarse; c) volar; d) aterrizar sobre la superficie; ) descansar; f) aterrizar sobre el huésped;
g) tocar con las antenas; h) subir las patas anteriores; 1) reconocimiento del huésped; j) caminar sobre el huésped; k) ovipositar;

) limpiarse después de ovipositar.
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antenas y aparato bucal con las patas anteriores; o las alas y
el abdomen con las patas posteriores; o bien se frotaba unas
patas contra otras (Fig 1b); 3) Volar (VOL): El parasitoide
realizé vuelos cortos en cualquier direccion, desplazandose
hacia el huésped o hacia otro lugar de la arena para continuar
con los subsecuentes actos de comportamiento (Fig 1¢); 4)
Aterrizar sobre la superficie (ASS): Después de volar, la
hembra de P. coffea aterrizaba sobre la superficie de la arena
para continuar ejecutando los otros actos de comportamiento:
caminar, limpiarse, volar, descansar, tocar con las antenas al
huésped, subir las patas anteriores al huésped, reconocimiento
del huésped, aterrizar sobre el huésped, caminar sobre el
huésped, ovipositar y limpiarse después de ovipositar (Fig
1d); 5) Descansar (DES): El parasitoide permanecia inmévil,
con las antenas ligeramente en movimiento o en posicion de
reposo total (Fig le); 6) Aterrizar sobre el huésped (ASH):
Después de volar el parasitoide se posaba sobre el huésped
y caminaba sobre éste dirigiendo su abdomen hacia abajo
(Fig 1f); 7) Tocar con las antenas (TCA): El parasitoide
tocaba con una o ambas antenas, el abdomen o torax del
huésped; a veces desde los lados y otras por atras o por el
frente (Fig 1g); 8) Tocar con las patas anteriores (TPA): El
parasitoide se pos6 con las patas anteriores sobre el huésped,
generalmente después que el parasitoide lo tocaba con las
antenas (Fig 1h); 9) Reconocimiento del huésped (RDH): El
parasitoide caminé sobre su huésped con el abdomen hacia
abajo, metiendo y sacando el ovipositor dentro del huésped
(Fig 1i); 10) Caminar sobre el huésped (CSH): El parasitoide
se desplazd caminando sobre el huésped con las alas en la
misma posicion que en el acto de descansar y moviendo
ligeramente las antenas (Fig 1j); /1) Ovipositar (OVI): El
parasitoide introdujo su ovipositor de manera indistinta en
el abdomen o protorax del huésped y movio ritmicamente
el abdomen (bombeo) para depositar los huevos. Durante
la oviposicion, el parasitoide mantenia las alas en posicion
vertical mientras se apoyaba con las patas posteriores sobre
el hospedero, y movia las patas medias ritmicamente o las
mantenia inmoviles sin hacer contacto con el huésped. Las
antenas permanecian en posicion elevada o semirrecta, o
las movia regularmente (Fig 1k); /2) Limpiarse después
de ovipositar (LDO): Después de ovipositar el parasitoide
permanecia sobre la broca. Se acicalaba las alas y el abdomen
con las patas posteriores o las antenas y el aparato bucal
con las patas anteriores o se frotaba unas patas con otras

(Fig 11).

Etograma. Las secuencias de cada uno de los actos de
comportamiento de las hembras de P. coffea se presentan
en un etograma (Fig 2). De acuerdo al valor mas alto de las
frecuencias, la ruta mas simplificada que las hembras de
P. coffea utilizaron durante el proceso de oviposicion fue:
caminar en la arena, limpiarse y volver a caminar. Estos actos
fueron seguidos por tocar con las antenas y tocar con las
patas anteriores. Finalmente, después del reconocimiento del
huésped, el comportamiento derivé en el acto de ovipositar.
Después de haber ovipositado en el abdomen de la broca, P.
coffea, caminaba hacia el torax para volver a ovipositar. E1 70%
de las hembras observadas pusieron huevos. La duracion por
ovipostura vario entre 1.7y 18.2 min (Fig 3), aproximadamente
entre el 3 y 30% del tiempo de observacion con respecto a

todo el acto. P. coffea efectud entre 1 y 16 intentos de ataques,
depositando de 1 a 3 huevos por hospedero. Las hembras de
P. coffea gastaron mas del 85% de su tiempo en caminar,
limpiarse, ovipositar y limpiarse después de ovipositar.

Discusion

El presente estudio describe por primera vez una serie
de actos de comportamiento, exhibidos por el parasitoide P.
coffea para el reconocimiento y aceptacion de su huésped
natural, 1a broca del café. Los resultados de esta investigacion
indican que este comportamiento en las hembras de P.
coffea, esta compuesto de un amplio repertorio de actos.
Se identificaron y describieron 12 actos que siguieron una
secuencia entrelazada, previo al encuentro del parasitoide con
su huésped hasta finalizar con el acto de ovipositar.

Los actos de reconocimiento del huésped, tocar
con antenas y con las patas anteriores al huésped han
sido observados en otras especies de parasitoides,
tales como Coccidoxenoides peregrinus (Timberlake)
(Hymenoptera: Encyrtidae), Cephalonomia tarsalis
(Ashmead) (Hymenoptera: Bethylidae), Anaphes iole Girault
(Hymenoptera: Mymaridae) y Amitus fuscipennis MacGown
& Nebeker (Hymenoptera: Platygasteridae) (Conti et al
1997, Howard et al 1998, Joyce et al 2001, Manzano et al
2002). Al parecer, estos actos son obligatorios en muchas
especies entomofagas, principalmente parasitoides del orden
Hymenoptera (van Driesche & Bellows 2001, Lauziere et
al 2000, Joyce et al 2001). Las frecuencias y secuencias del
etograma de P. coffea muestran que los actos de caminar,
tocar con las antenas, tocar con las patas anteriores y
el reconocimiento del huésped, fueron categorias que
precedieron regularmente al acto de ovipositar.

El conjunto de estos actos consumieron aproximadamente
el 60% del tiempo usado por la avispa para el reconocimiento
y oviposicion de su huésped. Resultados similares fueron
encontrados con el parasitoide Eretmocerus californicus
Howard (Hymenoptera: Aphelinidae), cuyas hembras
gastaron 41% del tiempo total en caminar, tocar con las
antenas y probar a su huésped, actos que precedieron a la
oviposicion (Headrick et al 1995).

Las hembras de P. coffea gastan la mayor parte de su
tiempo en el acto de ovipositar, empleando hasta el 44%
del tiempo total. Existen antecedentes de que esto también
ocurre con otras especies de parasitoides, como E. californicus
(Headrick et al 1995), aunque no en otras, como A. fitscipennis
que gasta el 61% de su tiempo en caminar (Manzano et al
2002). Algunas especies de parasitoides tienen en su cuerpo
todos los huevos maduros una vez que alcanzan el estado
adulto y esos huevos pueden ser puestos inmediatamente
después de la emergencia de las hembras adultas. A esta
condicioén se le conoce como proovigénesis (van Driesche &
Bellows 2001). Aunque no se ha demostrado una correlacion
entre el tiempo dedicado a la oviposicion y la proovigenesis,
la corta duracion del acto de oviposicion en algunas especies
de parasitoides ha sido relacionada con su naturaleza
proovigénica, aduciendo que una carga completa de huevos
al momento de la emergencia podria inducir mas rapidamente
a la busqueda de un huésped (Manzano et al 2002).
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Fig 2 Etograma para hembras del parasitoide Phymastichus coffea (n = 25) durante la bisqueda y oviposicion de la broca del
café en una arena de 5 x 5 mm (altura x diametro). LIM, limpiarse; VOL, volar; CAM, caminar; ASS, aterrizar sobre la superficie;
DES, descansar; ASH, aterrizar sobre el huésped; TCA, tocar con las antenas; TCA, tocar con las patas anteriores; RDH, reconocer
el huésped; CSH, caminar sobre el huésped; LDO, limpiarse después de ovipositar; OVI, ovipositar. El nimero sobre las flechas
muestra las frecuencias de cada secuencia de comportamiento. El grosor de la flecha indica un rango mayor de frecuencia en las

lineas gruesas.

El tiempo que gasta P. coffea para ovipositar es
comparativamente menor al tiempo registrado, en trabajos
previos, para otras especies de parasitoides de la broca.
El acto de ovipositar sobre H. hampei dura entre 22 min
y 68 min para C. stephanoderis (Lauzi¢re et al 2000). En
consecuencia, el tiempo que gastan las hembras de P. coffea
podria representar una ventaja adaptativa que le permite
parasitar mayor cantidad de huéspedes en menos tiempo.

Las antenas, las patas anteriores y el ovipositor de
las hembras de P. coffea, al parecer fueron los apéndices
principalmente involucrados en el proceso de reconocimiento
y aceptacion del huésped, lo que hace suponer la presencia
de drganos sensoriales en alguno de estos apéndices que
permiten a esta especie discriminar a su huésped, lo cual
ha sido sugerido en trabajos previos (Castillo et al 2004b,
Jaramillo et al 2006b). No seria raro encontrar sensilias en
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Fig 3 Duracion de los actos de comportamiento exhibidos
por hembras de Phymastichus coffea durante su oviposicion
sobre la broca del café.

alguno de estos apéndices, que permitan a las hembras de
P. coffea seleccionar a sus huéspedes, considerando que es
una especie oligoéfaga con un estrecho rango de hospederos
(Lopez-Vaamonde & Moore 1998, Castillo e al 2004a).

El comportamiento de meter y sacar el ovipositor
varias veces dentro de su huésped antes de ovipositar,
invariablemente forma parte del acto de reconocimiento del
huésped por P. coffea. Trabajos previos han sugerido que
P. coffea posee organos sensoriales en el ovipositor que le
permiten seleccionar el sitio de ovipostura y discriminar
autoespecificamente y conespecificamente a su huésped
(Castillo et al 2004b, Castillo 2005). Sin embargo, también
es posible que existan 6rganos sensoriales en los tarsos
de las patas anteriores o en las antenas que ayuden al
reconocimiento y aceptacion del huésped, tal y como sucede
en otras especies de parasitoides (Quicke 1997, Howard et al
1998). Para confirmar todas estas hipdtesis se deben realizar
estudios detallados que conduzcan al entendimiento de la
funcion biologica y conductual que tiene cada uno de estos
apéndices en el reconocimiento y aceptacion del huésped por
parte de las hembras de P. coffea.

En un programa de control bioldgico clésico se espera
que los enemigos naturales (i.e. parasitoides) sean eficientes
para localizar y parasitar a su huésped (DeBach & Rosen
1991). Las hembras de P. coffea son atraidas por los frutos
de café infestados por H. hampei debido a las senales
olfativas derivadas del fruto y de la broca. Especificamente,
las hembras de P. coffea son atraidas hacia el polvo y los
desechos alimenticios y fecales que se producen en los frutos
infestados por la broca (Rojas et al 2006). El presente estudio
se considera complementario al antes mencionado, pues
describe secuencialmente el comportamiento de oviposicion
una vez que el parasitoide ha encontrado a su huésped.
Ademas, puede contribuir potencialmente al entendimiento
del mecanismo de busqueda, seleccién y aceptacion del
huésped. Considerando que en los cafetales de Latinoamérica
existen otros escolitidos susceptibles al ataque de este
parasitoide (Lopez-Vaamonde & Moore 1998, Castillo et al
2004a). Este estudio podria servir de base para determinar si
existen variaciones en el comportamiento de oviposicion de
P. coffea cuando los huéspedes son distintos a H. hampei.

En conclusion, las hembras de P. coffea exhiben 12
actos de comportamiento durante el reconocimiento y
oviposicion de su huésped. Su descripcion, asi como la
frecuencia, secuencia y duracion de cada unos de los actos,
es un conocimiento basico que podria ser ttil para entender
y explicar algunos aspectos de la biologia de esta especie
en campo, especificamente aquellos relacionados con la
parasitacion de huéspedes. En otras palabras, este estudio
se considera como el punto de partida para comprender
el complejo mecanismo de reconocimiento y seleccion de
huéspedes por hembras de P. coffea. Eventualmente este
tipo de estudios podria ser fundamental para comprender el
papel potencial que tiene esta especie en el control bioldgico
de la broca en Latinoamérica.
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