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INTRODUCCION

El Valle del Cauca tiene 27 844 hectdreas sembradas en platano y bana-
no, con una produccién 258 337 toneladas, lo cual beneficiaa 12 500
productores (Mader, 2020). Sin embargo, la produccién de estos culti-
vos se encuentra amenazada por problemas fitosanitarios ampliamente
diseminados.

Entre los problemas fitosanitarios mas limitantes se mencionan las en-
fermedades denominadas «moko» cuyo agente es la bacteria Ralstonia
solanacearum y «mal de Panama» o marchitamiento vascular por el hon-
go Fusarium oxysporum (Alarcén y Jiménez, 2012).

Asi mismo, los insectos plaga que mayor dafio causan a los cultivos de
platano y banano son el picudo negro Cosmopolites sordidus, el picudo
rayado Metamasius hemipterus, el picudo amarillo M. hebetatus y M. sub-
maculatus (Vallejo et al., 2007; Sepulveda-Cano y Rubio-Gémez, 2009;
Weissling y Giblin-Davis, 2016).






EL COMPLEJO DE PICUDOS DE
PLATANO

El complejo de picudos del platano y banano en Colombia comprende
seis insectos de las especies C. sordidus, M. hemipterus, M. hebetatus, M.
submaculatus, Rhynchophorus palmarum y Polytus mellerborgii (Mufioz,
2007; Vallejo et al., 2007; Sepulveda-Cano y Rubio-Gémez, 2009; Weiss-
ling y Giblin-Davis, 2016).

De estas especies, las dos primeras son los mas limitantes y, por ello, las
mas estudiadas (figura 1). Se conoce que son de habito nocturno, suelen
permanecer toda su vida en el cultivo y son dificiles de hallar. Asi mismo,
las larvas desarrollan todos sus estadios en el interior de la planta, oca-
sionando disminucién en los rendimientos (Vallejo et al., 2007; Weissling
y Giblin-Davis, 2016).

Figura 1. Larvas y adultos de
picudos plaga en pldtano y banano.
A) Larvas de C. sordidus. B) Larvas

de M. hemipterus. C) Adulto de C.

sordidus (F. Solarte, 2018).

D) Adulto de M. hemipterus
(F. Solarte, 2018).
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EL complejo de picudos del pldtano

Los dafios pueden ser directos al ocasionar galerias en el rizoma y pseu-
dotallo (figuras 2 y 3), o indirectos por efecto de los microorganismos
patégenos que aprovechan las galerias para infectar las plantas (Weiss-
ling y Giblin-Davis, 2016).

Figura 2. A) Corte transversal de un
rizoma de pldtano donde se obser-
van las galerias realizadas por las
larvas de los picudos. B) Planta de
pldtano con volcamiento asociado a
dafio por picudos.

Figura 3. A) Monitoreo para
registrar la presencia de picudos en
pldtano y banano. B) Presencia de
larvas al interior del pseudotallo,
ocasionando dafios en los tejidos
vasculares.
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NEMATODOS ENTOMOPATOGENOS

Los llamados «nematodos entomopatégenos» (NEP) pertenecen a las
familias Steinernematidae y Heterorhabditidae (figura 4A). Son anima-
les microscépicos de cuerpo redondo, alargados y que se alimentan de
insectos exclusivamente, por lo cual han sido utilizados como agentes de
control bioldgico en el mundo (Koppenhofer, 2007).

Una de las caracteristicas mas importantes de estas dos familias, para
ser llamadas nematodos entomopatégenos, es la capacidad de causar la
muerte a sus hospederos (insectos) en 48 horas, gracias a la relacién con
bacterias (Al-Zaidawi et al., 2019).

Figura 4. A) Nematodo entomopa-
tdgeno (M. Orobio, 2018).
B) Bacteria del género Xenorhabdus
asociada a nematodos entomopa-
tdgenos. C) Larvas parasitadas con
nematodos entomopatdgenos (rojas
parasitadas por Heterorhabditis sp.
y color crema por Steinernema sp.) |
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CICLO DE VIDA DE LOS NEMATODOS
ENTOMOPATOGENOS

Los nematodos entomopatdgenos pertenecientes a las familias Stei-
nernematidae y Heterorhabditidae se asocian con bacterias simbiontes
(figura 4B) de los géneros Xenorhabdus y Photorhabdus, respectivamente.
Estos nematodos, de acuerdo con Al-Zaidawi et al. (2019), tienen un es-
tadio, que se denomina «juvenil infectivo», que vive en el suelo en busca
de insectos. Los nematodos entran al insecto con el fin de parasitarlo a
través de aperturas naturales como boca, espiraculos y ano, principal-
mente. Luego de ello, liberan la bacteria, la cual contamina la hemolinfa
y le causa la muerte al insecto por septicemia (figura 4C). Los nemato-
dos se reproducen, se alimentan del cuerpo muerto, se reasocian con la
bacteria simbionte y mds tarde abandonan el caddver en bisqueda de
nuevos insectos (figura 5).

Los juvenibes
e livod phldan Bl
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Liberacitn de la
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[Ehlers. 20011

Figura 5. Ciclo de vida de los nema-
lammugmﬁatm

todos entomopatdgenos. Silart 4 Drisqueda o
Fuente: Ehlers (2007). s Insectos
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AISLAMIENTO DE LOS NEMATODOS
ENTOMOPATOGENOS

Para el aislamiento de nematodos entomopatégenos, muestras de suelo
de aproximadamente 1000 cm3 deben ser tomadas a una profundidad
entre 0y 15 cm, con la ayuda de un barreno, pala o palin (figura 6A).
Cada muestra de suelo deberd estar conformada, por lo menos, por tres
submuestras, cubriendo un drea de 2 m2 (figura 6B). Posteriormente, las
muestras de suelo deben ser llevadas al laboratorio, teniendo cuidado
de que estén protegidas del sol y la pérdida de humedad (Stock et al.,
2005).

Figura 6. A) Cultivo de pldtano. B)
Herramientas utilizadas y muestra
compuesta de suelo tomada en culti-
vo de pldtano para el aislamiento de
nematodos entomopatdgenos.

Como lo sugiere Orozco et al. (2014), en el laboratorio las muestras

deben procesarse en el menor tiempo posible. Para tal fin, el suelo se

debera disponer en recipientes plasticos de 1000 cm3 (figura 7A). A cada

recipiente con suelo se le adicionan 10 larvas de Galleria mellonella de

quinto instar, volteando el recipiente para que las larvas estén obligadas

a ascender por el suelo y los nematodos puedan infectarlas (figura 7B).
Figura 7. A) Muestras de suelo

I ‘ ‘ 4, K
dispuestas en recipientes pldsticos : ’
para el aislamiento de nematodos 4 i

entomopatdgenos. B) Larvas de %

G. mellonella ubicadas en reci-

pientes pldsticos con suelo para el / 4 =
aislamiento de nematodos entomo- > "

patdgenos.
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Aislamiento de los nematodos entomopatdgenos

Después de 4 dias, las larvas que presentan sintomas de infeccién por
nematodos se tornan de color crema cuando son infectadas por Steiner-
nema y de color marrén oscuro para Heterorhabditis (figura 8). Las dife-
rentes tonalidades de marrén para el género Heterorhabditis dependen de
los dias de infeccién, asi como de la especie de nematodo usado (figura
8A-C).

Figura 8. A) Larvas parasitadas por
nematodos de los géneros Steiner-
nema y Heterorhabditis. B) Larvas
de M. hemipterus infectadas por:
arriba Heterorhabditis sp. UNPS16
y abajo Steinernema sp. UNPR52.
C) Larvas de C. sordidus infectadas
por Heterorhabditis sp. UNPS19
(color marrén oscuro). D) Larvas de
C. sordidus infectadas por Steiner-
nema sp. UNPR52 (color crema).
E) Sintomatologia en larvas de
Diatraea sacharalis, un insecto que
también es usado en el trabajo con
nematodos.

Posteriormente, las larvas son llevadas a una caja de Petri seca por al
menos 5 dias y, seguidamente, son puestas en trampas White para la
recuperacién de los juveniles infectivos (Orozco et al., 2014).

La trampa White consiste en tomar un envase plastico y dentro se ubica
una caja Petri invertida. Sobre la trampa se pone un papel filtro o ser-
villeta, haciendo que los extremos de la servilleta sobrepasen la caja

de Petri. Posteriormente, se agrega agua destilada estéril en la base del
montaje, permitiendo que solo las puntas del papel filtro queden en el
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agua. Finalmente, las larvas extraidas de las muestras de suelo e infec-
tadas por NEP se ubican sobre el papel filtro y se espera entre 8 a 20 dias
hasta la recuperacién de los nematodos (figura 9).

Figura 9. A-C) Trampas White
utilizadas para la liberacion de ne-
matodos entomopatdgenos en larvas
parasitadas. D) Corte transversal
realizado a una larva infectada por
nematodos entomopatdgenos, se
puede apreciar los nematodos salien-
do del cuerpo de la larva.
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CONSERVACION DE LOS NEMATODOS
ENTOMOPATOGENOS

Los juveniles infectivos pueden vivir por mas de seis meses, en condi-
ciones de almacenamiento, a una temperatura de 8 °C, conservados en
espumas estériles o tubos de cultivo plano (figura 10). Si se tiene un
aislamiento nuevo, se debe hacer una prueba de 24 horas y revisar la
supervivencia de los nematodos.

Una vez se tienen los nematodos en tubos de centrifuga de 50 ml, se
procede a contarlos de acuerdo con la metodologia propuesta por Stock
y Goodrich-Blair (2012). Para tal fin, se debe llevar la suspensién de
nematodos a un volumen final deseado, puede ser 40 o 50 ml de agua
destilada. Se homogeniza la suspensién agitando el tubo para que los
nematodos queden uniformes en todo el volumen (solucién madre).
Posteriormente, se toman 1000 yL de la solucién madre y se depositan
en un tubo de centrifuga de 15 mly se afora a 10 ml. Se homogeniza agi-
tando el tubo (dilucién). Seguidamente, se toman 5 gotas de la dilucién,
cada una de 100 pL. y se procede a contar los nematodos en cada gota
(figura 11). Con estos datos se determina el promedio y se debe calcular
la concentracién de nematodos con la siguiente formula:

S_N*MX+D
B M

Donde:

N: es el promedio de nematodos por gota.

M: es el nimero de mililitros de la gota.

X + 1: es la dilucién realizada (en este caso 9 + 1).

S: es la concentracion (NEr/ml) de la solucién madre.
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Conservacién de los nematodos entomopatdgenos

Figura 10. A) Tubos de cultivo plano
para almacenamiento de nematodos
entomopatdégenos. B) Espumas de
polietileno para la conservacion de
los nematodos.

Figura 11. A) Conteo de nematodos
en gotas para la preparacion de las
soluciones. B) Nematodos decan-
tdndose en un tubo de centrifuga de
50 ml.

A partir de las diluciones, se debe preparar suspensiones de nematodos
de maximo 2000 Nep/ml, para almacenarlos en tubos de cultivo celu-
lar planos, ya sea de 50 mly 250 ml (figura 10A). Ademas de esto, los
nematodos se pueden almacenar en espumas de polipropileno estériles
para su larga duracién, cortadas en cuadros para su facil manipulacién,
agregando 50 ml de la solucién hasta que las espumas queden comple-
tamente saturadas y haya un exceso de la suspensién (figura 10B).
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MULTIPLICACION DE NEMATODOS
ENTOMOPATOGENOS

Una vez se obtienen nematodos puros en el laboratorio, se procede a
infectar nuevas larvas. Para esta labor, se deben tener suspensiones en
concentraciones conocidas de los nematodos. Para tal fin, en un nuevo
recipiente, preferiblemente una caja de Petri, se pone en el fondo un pa-
pel filtro o una servilleta, esto para que retenga la humedad y los nema-
todos puedan desplazarse. Posteriormente, sobre la servilleta se colocan
las larvas a infectar, preferiblemente de Galleria mellonella. Se humedece
un poco el papel y se adicionan los nematodos, teniendo en cuenta que
queden 200 JI/larva (figura 12). Es importante que el papel esté hime-
do, pero que no tenga exceso de agua, esto se reconoce cuando ya se for-
ma una gota de agua que sale del papel (Stock y Goodrich-Blair, 2012).

Figura 12. A) Larva de M. hemip-
terus lista para infectar. B) Larva de
G. mellonella en dltimo instar para
reproducir los nematodos entomo-
patdgenos.
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PROSPECTIVAS PARA EL CONTROL DEL
COMPLEJO DE PICUDOS DEL PLATANO
Y BANANO CON NEMATODQOS
ENTOMOPATOGENOS

La Universidad Nacional de Colombia, Sede Palmira, especialmente el
grupo de investigacion en Diversidad Biolégica, a partir de los resulta-
dos del proyecto de investigacion Desarrollo de tecnologias innovadoras
para el manejo integrado de plagas y enfermedades limitantes de plata-
no y banano en el Valle del Cauca, evidencid la alta susceptibilidad de
las larvas de los picudos del platano y banano a aislamientos nativos de
nematodos entomopatdgenos.

Actualmente, se cuenta con mas de 10 aislamientos de nematodos
entomopatdgenos, los cuales se han sido seleccionados por su capaci-
dad para matar insectos del complejo de picudos asociados a cultivos de
platano y banano. Estos nematodos entomopatdgenos se encuentran en
proceso de identificacion morfolégica y molecular.

Las larvas de los picudos realizan galerias en el cormo y en el pseudota-
llo, donde desarrollan todo su estado larval y realizan la pupa. El pseu-
dotallo, formado por calcetas, y el cormo proveen un ambiente hiimedo
por los cuales los nematodos pueden moverse y encontrar las larvas

de los picudos, como se observé en ensayos iniciales de campo. En ese
sentido, es necesario que se lleven a cabo otras investigaciones enca-
minadas a establecer metodologias para la aplicacién de estos agentes
de control biolégico de picudos del platano y banano en condiciones de
campo, lo mismo que estudios relacionados con el desplazamiento de
los nematodos entomopatégenos.
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CONCLUSIONES

En algunos sistemas de produccién de platano y banano existen po-
blaciones de nematodos entomopatégenos de los géneros Steinernema
y Heterorhabditis. Estos nematodos son eficientes biocontroladores de
insectos plaga en cultivos agricolas.

Diferentes aislamientos de nematodos entomopatdgenos, provenientes
de sistemas de produccién de musaceas y evaluados por su patogenici-
dad en condiciones controladas, causan la muerte a larvas de C. sordidus
y M. hemipterus, con lo cual este tipo de nematodos tienen potencial para
su uso en el control de picudos de platano y banano.
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