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Presentacion

El presente manual de cria del picudo negro fue compilado bajo el convenio
c1AT/Corpoica 2014, con la intencién de facilitar el establecimiento de un
proyecto de control biolégico del picudo con moscas parasiticas del género
Billaea. Estas moscas estin ampliamente distribuidas en el estado de Bahia,
Brasil, y con su introduccion en Colombia se espera reducir la enfermedad del
anillo rojo en las palmas de coco y aceite. Esta enfermedad es causada por el
nematodo Bursaphelenchus cocophilus, transmitido a las palmas por el picudo
negro. Para asegurar la importacién del enemigo natural del picudo sin
contratiempos y libre de riesgos, es necesario conducir un amplio programa
de investigacién bioldgica y ecoldgica en el lugar de origen. Este manual
servird como referencia para asegurar una produccién continuay abundante
de larvas de la plaga para realizar la investigacion.

La informacién presentada en este documento es el resultado de las observa-
ciones y experimentos exploratorios llevados a cabo en un periodo de tiempo
de mds de dos anos. Debido a que la experimentacién no fue un objetivo
principal del proyecto en curso, no se conté con el financiamiento, espacio o
mano de obra necesarios para realizar experimentos rigurosos; sin embargo,
las observaciones proveen suficiente detalle para que cualquier persona pueda
instalar y mantener una colonia viable de Rhynchophorus palmarum.

También es obvio que hay muchas actividades particulares que requieren
mejoramiento, en particular, la produccién de huevos, que sufre de varios
problemas. La recoleccion de 500 huevos al dia consume la mitad de un dia
laboral de una persona. Ademis, la tasa de eclosién en el presente sistema es
muy insatisfactoria (<50 %, comparado con >80 % en condiciones naturales).
Otro punto critico es la sobrevivencia de larvas de primer estado en la dieta,
que debe ser posible mejorar sustancialmente para recortar asi el nimero
de huevos necesarios para mantener una cria eficiente. El aprovechamiento
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de dieta por las larvas también es muy bajo: para producir una gualpa de
9 g de peso a las cinco semanas, es necesario ofrecer 230 g de dieta, lo que
resulta en un costo bastante elevado de la cria; sin embargo, se espera que esta
informacién sirva de base para mejorar los procesos en un proyecto dedicado
al tema.

Laintencién de este manual, aparte del manejo de la cria, es ofrecer soluciones
para problemas metodoldgicos en la investigacién de los enemigos naturales:
su biologia y ecologia, asi como para facilitar estudios de impacto después
de la introduccién a Colombia. Los problemas para estos estudios estin
relacionados con la inaccesibilidad de la corona de las palmas, donde la
mayoria de los procesos a ser estudiados acontecen. Esto requiere el desarrollo
de alternativas que permitan este tipo de estudios, sin comprometer la calidad
de los resultados y sin tener que destruir las palmas.



Introduccion

El picudo americano de las palmas (pAP), Rhynchophorus palmarum (L.)
(Coleoptera: Dryophthoridae), es el insecto mds danino del cultivo de la
palma de coco en muchas partes de América Latina y el Caribe (Lepesme
1947). Ademds de la palma de coco, ataca un gran nimero de palmas
ornamentales cultivadas y silvestres. Fuera de ser plaga primaria, también
es el vector mas importante del nematodo agente causal de anillo rojo (AR),
Bursaphelenchus cocophilus Cobb. (Hagley 1963; Griffith 1968). Entre los
dos (PAP y AR), han causado la muerte de cientos de miles de palmas, lo que
genera grandes pérdidas econdmicas y, en consecuencia, afecta el bienestar de
miles de agricultores en toda América Latina.

La situacion es especialmente grave en plantaciones de coco, en la costa del
Pacifico colombiano. La muerte de plantaciones enteras de palma de aceite
por la pudricién de cogollo y la explotacién de palmito (cosechado tanto
de Euterpe oleracea Mart. como de Bactris gasipaes Kunth) han facilitado la
multiplicacién masiva de PAP en los restos de las palmas muertas y cosechadas.
Eso ha causado un incremento en la incidencia de PAP y AR de tal forma
que plantaciones de palma de coco han desaparecido en cuencas de los rios

Tumaco, Guapi y Timbiqui.

El problema de PAP y AR no se limita a palma de coco. La palma de aceite,
Elaeis guineensis Jacq., también es afectada y hay razones para implicar al
picudo en la transmisién mecdnica de material infeccioso de pudricién
de cogollo (PC), ya que es bastante mévil y atraido por palmas que estdn
afectadas por procesos de descomposicion y de la fermentacién asociada. La
PC es el mayor problema de la palma de aceite en Tumaco y hasta la fecha ha
causado la eliminacién y el abandono de casi 80.000 ha de palmas de aceite

en Colombia.
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Los problemas fitosanitarios del cultivo de coco y de la palma de aceite podrian
aumentar, debido a la reciente presencia del picudo rojo de las palmas de Asia,
Rhynchophorusferruginens (Olivier). Esta plaga fue accidentalmente introducida
a Curaco en diciembre de 2008; en 2009 se reportd también en Aruba (Kairo
etal.2010), mientras que en 2010 se reportd en Californiay en 2013, en el estado
de Quintana Roo (México), de donde se erradicé exitosamente (Eppo 2012). Al
igual que su congénere americano, este picudo es polifago, probablemente de
mayor seriedad como plaga primaria, ya que ha hecho estragos en el cultivo de
détil en el Mediano Oriente (Abraham etal. 1998) y causado la muerte de miles
de palmas ornamentales en el Mediterraneo, después de su primera apariciéon
en Espana (Barranco et al. 1995).

El propésito de este trabajo es proveer una guia practica para la cria y
multiplicacién de R. palmarum en condiciones de laboratorio.



Capitulo I

Biologia de
Rbynchophorus palmarum

Huevos

Los huevos son de forma cilindrica, con los dos extremos redondeados. Miden
1,2 mm de largo y 0,3 mm de ancho; su color varia desde crema a blanco.
Notese en la figura 1 la masa color marrén usada por la hembra para sellar el
orificio de oviposicién hecho en la planta.

Foto: Bernhard Leo Lohr

Figura 1. Huevo de Rhynchophorus palmarum recién puesto.
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En el campo, los huevos son insertados en un orificio abierto por la hembra
con las mandibulas en el tejido verde de una palma (figura 2). Posteriormente,
el hueco es sellado con una masa esponjosa ficilmente visible (figura 3) y que
tiene la funcién de prevenir que el huevo se seque o sea atacado por hormigas
u otros depredadores generalistas. En cautiverio, los huevos son colocados en
la superficie del recipiente de confinamiento de las hembras.

Foto: Bernhard Leo Lohr

Figura 2. Huevo de Rhynchophorus palmarum en posicion natural dentro de un hueco abierto por la
hembra en un pedazo de cafia de azticar. Nétese el desarrollo del huevo (1) y el tapén que sella el orificio (2).

Foto: Bernhard Leo Lohr

Figura 3. Corte transversal de un peciolo de palma con perforaciones de alimentacién (1) y
oviposicién con tapén (2) de Rhynchophorus palmarum. Nétese también el orificio con el tapén
perforado (3) en un acto aparente de canibalismo de huevo por una hembra.
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Aldesarrollarse, el huevo cambia de aspecto y la yema se concentra, dejando uno o
los dos extremos transparentes (figura 4). En general, los huevos que no pasan por
este cambio no producen larvas. Por otra parte, huevos que desarrollan manchas
negras (figura 5), en cualquier parte del interior, habitualmente tampoco son
viables, aunque a veces producen larvas que llevan manchas en la piel que se
pierden con las mudas subsecuentes.

Foto: Bernhard Leo Lohr

Figura 4. Huevo de Rhynchophorus palmarum a los dos dias de postura con indicios claros de
desarrollo (drea traslicida al extremo izquierdo).

Foto: Bernhard Leo Lohr

Figura 5. Huevo de Rhynchophorus palmarum con crecimiento negro en la superficie.
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La duracién del estado de huevo, a 25 °C, es de aproximadamente tres dias,
y, en huevos préximos a eclosionar, frecuentemente se pueden distinguir las
mandibulas de las larvas (figura 6). El porcentaje de eclosién es relativamente
bajo: huevos puestos en cautiverio generalmente no sobrepasan una tasa
de eclosién del 50 %, debido al movimiento continuo de las hembras que
pasan por encima de los huevos, causando lesiones, o a la manipulacién por
parte del operador de la cria al removerlos, que puede tener efectos sobre su
desarrollo normal. Una observacién muy importante es que los huevos no
se pueden desinfectar con hipoclorito de sodio, porque el sodio los disuelve
completamente; asi mismo, registramos que agua de la caferfa con alto
contenido de cloro causa dano al corion, resultando en una pérdida de
humedad y posterior muerte de los huevos.

Foto: Bernhard Leo Lohr

Figura 6. Huevo de tres dias de postura con las mandibulas de la larva visibles (derecha).

Larvas

Las larvas recién emergidas miden 1,5 mm de largo y 0,3 mm de ancho (figura 7);
son muy activas y las mandibulas estin en movimiento constante; no se pueden
dejar en el mismo recipiente con otros huevos o larvas por mucho tiempo, porque
son canibales y muy agresivas: en menos de una hora pueden devorar a varios de
sus compaiieros y al término de una o dos horas pueden duplicar o triplicar su
masa corporal.
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Foto: Bernhard Leo Lohr

Figura 7. Larva recién nacida de Rhynchophorus palmarum.

El ciclo larval puede variar considerablemente entre larvas individuales;
igualmente, depende de la temperatura y de la calidad de la alimentacién.
Estudios previos mostraron que el picudo puede ser criado en trozos del
estipite de palma de coco y de aceite, cafia de aztcar, pifia y plitano. La
duracion del ciclo en estos sustratos puede durar entre dos y més de tres meses.

Pupas

Al final del estado larval, la larva forma un pupario (también llamado
capullo) de fibras presentes en el sustrato en donde se alimenta. Estas fibras
son arregladas en forma circular y producen un capullo robusto y denso que
mide de 8 a 10 cm (figura 8). Este capullo se encuentra normalmente cerca de
la superficie de la planta hospedera para facilitar la emergencia del adulto. En
muchos casos, es fécilmente visible en la superficie de la planta (figura 9) y se
han visto capullos sueltos en las axilas foliares de las palmas, especialmente
en palma de aceite.
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Figura 8. Pupario de Rhynchophorus palmarum extraido de una palma.

Foto: Bernhard Leo Lohr

Figura 9. Capullo de Rhynchophorus palmarum en la superficie superior de una hoja de palma africana.
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El estado de prepupa dura generalmente de 3 a 5 dias y el estado de pupa,
entre 18 y 21 dias. No es aconsejable perturbar o mover los capullos durante
el estado de prepupa, porque las larvas se pueden salir del capullo y morir.

Adultos

Después de emerger de la pupa, los adultos se quedan varios dias en el capullo
antes de salir. Son de color negro opaco y miden, de acuerdo a la calidad y
cantidad de comida disponible para la larva, entre 38 y casi 60 mm.

Cémo distinguir machos y hembras

Los adultos de R. palmarum presentan dimorfismo sexual y son ficilmente
distinguibles para una persona entrenada. Las diferencias mas importantes
entre los sexos son cetas en forma de cepillo (el “bigote”) que se presentan en
la superficie del pico del macho (figura 10a). Sin embargo, solamente se puede
determinar el sexo de un ejemplar, con resultados confiables, al verificar esta
caracteristica en picudos grandes, ya que los machos que miden menos de 40
mm generalmente no muestran el “bigote”.

Foro: Rodrigo Ziniga, CIAT

Figura 10. Vista parcial de adultos de Rhynchophorus palmarum. a. Macho, nétese pubescencia en
la superficie de la proboscis; b. Hembra, ndtese proboscis més fina y curva que la del macho.
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Otradiferencia notable se encuentra en el tamafno y la forma del pico, yaque el de
la hembra es fino y curvo hacia abajo, mientras que el del macho es mas robusto
y casi recto (figuras 10ay 10b). La forma del tltimo segmento abdominal, visto
desde la parte inferior, también sirve para distinguir los sexos: las hembras tienen
el borde del segmento céncavo (figuras 12a y 12b). Las tltimas caracteristicas

raramente son visibles en picudos vivos: el ovipositor de la hembra y el edeago
del macho (figuras 11a, 11b, 12a, 12b, 13ay 13b).

Foto: Rodrigo Zuniga, CIAT

Figura 11. Ultimo segmento abdominal de Rhynchophorus palmarum, vista lateral izquierda. a.
Macho con el aedeago expuesto; b. Hembra con el ovipositor expuesto.

Foto: Rodrigo Zuaiiga, CIAT

Figura 12. Ultimo segmento abdominal de Rhynchophorus palmarum, vista inferior. a. Macho
con el acdeago expuesto; b. Hembra con el ovipositor expuesto.

Foto: Rodrigo Zuaiiga, CIAT

Figura 13. Ultimo segmento abdominal de Rhynchophorus palmarum, vista dorsal. a. Macho con
el acdeago expuesto; b. Hembra con el ovipositor expuesto.
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Cria de Rbynchopborus palmarum
en laboratorio

Recoleccion de adultos para iniciar la cria

La manera mis sencilla de recolectar picudos es con trampas de feromona
de agregacién Lohr y Parra 2014). El picudo de la palma también ataca a la
cafa de azucar y, por eso, alrededor es estas plantaciones, siempre hay una
poblacién elevada. Poner trampas cebadas con feromona, estacas de cana
de aztcar y 0,3 ml de acetato de etilo es suficiente para capturar la cantidad
necesaria de picudos (figura 14): con cuatro trampas en el CIAT, por ejemplo,
se pueden capturar mds de mil picudos en un dia. En 4reas donde el picudo
no es tan frecuente, capturas en el orden de tres a cinco picudos por semana
es mds comun; es decir, empezar una cria en estas condiciones requiere algo
de paciencia y un nimero mds grande de trampas.
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Foto: Bernhard Leo Lohr

Figura 14. Trampa de feromona con cafia de azticar como cebo alimenticio, con una captura
considerable de picudos de un dfa.

Produccion de huevos

Después de la captura, se separan los picudos machos de las hembras y se
climinan los primeros. Las hembras se colocan en cajas transparentes (30 x
20 x 15 e¢m), 20 hembras por caja, con una perforacién circular (10 cm) y
con una malla en la tapa para ofrecer ventilacién. Para la alimentacién y la
estimulacién de la oviposicién se colocan tajadas finas (2 2 3 mm) de manzana
sin piel (figura 15). En los primeros tres o cuatro dfas las hembras no ponen
muchos huevos, pero después de este periodo de adaptacion se pueden esperar
aproximadamente 50 huevos/dia por cada caja. La caja debe ser robusta y hay
que vigilar continuamente la malla de ventilacién, porque los picudos son
muy inquietos y buscan salir del confinamiento abriendo huecos en ella, atin
si esta es metdlica.
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Foto: Bernhard Leo Lohr

Figura 15. Hembras de Rhynchophorus palmarum en caja de cria, con rodajas de manzana.

Recoleccion de huevos

Los huevos son colocados en la superficie de las cajas, entre los restos de
la manzana (figura 16). Si la cria se hace a pequefia escala, lo mds sencillo
es recoger los huevos con un pincel fino, uno por uno. En caso de realizar
produccién a gran escala, se sugiere el siguiente método:

1. Sesacan los adultos y se colocan en un recipiente aparte.

2. En el recipiente, se lavan los adultos con agua corriente del grifo; el agua
se echa en la caja de oviposicion, con los residuos de la manzana. Este
procedimiento remueve los huevos que a veces quedan adheridos al
cuerpo de los adultos.
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Foto: Bernhard Leo Lohr

Figura 16. Huevo de Rhynchophorus palmarum en caja de cria, puesto encima de la piel de una
rodaja de manzana.

3. Elliquido se decanta con cuidado en un recipiente de plastico transparente
para evitar pérdida de huevos. Como los residuos de manzana son menos
densos que los huevos, al decantar se pueden separar.

4. Seagrega agua tres o cuatro veces mds, pues con la dilucién se ven mucho
mejor los huevos.

5. Revolviendo cuidadosamente la mezcla de agua, huevos y residuos de
manzana, se retira la manzana hasta dejar solamente los huevos en el
fondo del recipiente (figura 17ay 17b).

6. Estos se pueden verter en un cernidor para remover el resto de agua, para
después depositarlos en papel filtro. Ahi se pueden separar con pincel y
contar con facilidad.



Manual de cria del picudo negro de las palmas, Rbhynchophorus palmarum

Foto: Bernhard Leo Lohr

Figura 17. Recoleccién de huevos de Rhynchophorus palmarum. a. Proceso de decantado de una
suspension de huevos para separarlos de los restos de manzana; b. Huevos en una esquina de la caja
de cria después de separarlos de los restos de manzana.

La viabilidad de los huevos no estd afectada por este proceso de lavado; sin
embargo, un alto contenido de cloro en el agua aparentemente puede danar
el corion, y la siguiente pérdida de humedad mata a los huevos. Tampoco
se pueden desinfectar los huevos con el método de lavado en solucién de
hipoclorito de sodio, ya que los huevos simplemente se disuelven. No obstante,
el método de lavado con agua apropiada es util, pues reduce el tiempo de
recoleccién a 5 o 6 minutos por caja, con respecto a los 10 a 20 minutos con
pincel. Para evitar que el cloro dafe los huevos, estos se pueden enjuagar
después de la separacion de los residuos con agua desionizada.

Loshuevos se colocan en papel toalla himedo, en cajas Petri paralaincubacién
(figura 18). A una temperatura de 25 °C, los huevos empiezan a eclosionar a
los tres dias.
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Foto: Bernhard Leo Lohr

Figura 18. Huevos de Rhynchophorus palmarum recogidos de la caja de oviposicién. Notese los
restos de material esponjoso usado por las hembras para sellar el lugar de postura.

Eficiencia de produccién de huevos

La oviposicién de hembras recién capturadas generalmente comienza
entre el tercer o cuarto dia. Como las trampas colectan machos y hembras
por igual, en las trampas hay amplia oportunidad para la cépula. No se
sabe mucho sobre la frecuencia de cépula de R. palmarum, pero nuestra
experiencia indica que la oviposicién es muy baja si se mantienen igual
numero de machos y hembras, porque los machos estin montados en las
hembras casi continuamente y no permiten la oviposicién. En un pequeno
experimento con 20 hembras solas, 20 hembras con cinco machos y 20
hembras con diez machos, no se vio afectado el nimero total de huevos
puestos ni la tasa de eclosion. En condiciones de laboratorio con hembras
capturadas en trampas, la oviposicién comienza baja, aumenta durante una
semana, se reduce signiﬁcativamente y aumenta otra vez a un segundo pico
mis alto que el primero (figura 19).
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Figura 19. Oviposicion de Rhynchophorus palmarum en cautiverio.

En tres semanas de observacion, no hubo una reducciéon en la tasa de eclosién,
aun sin presencia de machos (figura 20).
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Fuente: Elaboracion propia

Figura 20. Porcentaje de eclosion de huevo de Rhynchophorus palmarum puestos en cautiverio.
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La viabilidad de los huevos en general parecié poco satisfactoria: al inicio de
los trabajos eclosionaron entre 20 y 35 % de los huevos, aunque la apariencia
de estos era completamente normal y solamente una pequena proporcion tenfa
defectos visibles. Aparte dela fertilizacién de los huevos, el manejo de los mismos
podria también tener influencia sobre el porcentaje de eclosién y se investigaron
diferentes métodos de manejo de los huevos después de la recoleccion.

Los huevos puestos de forma mas natural, en pedazos de peciolos de palma
de coco cortados y colocados en la caja de ovoposicidn, tenfan una fertilidad
superior: en 15 fechas fueron colectados 134 huevos en peciolo. De estos, 110
eclosionaron, es decir, el 82 %. De los 24 que no lograron eclosionar, solo dos
mostraron un crecimiento negro parecido a lo que se observé con frecuencia
en las cajas de ovoposicién. Los demds no tenfan ningtn indicio de dano.
Otra observacién sorprendente es que existe un porcentaje apreciable de
depredacién (canibalismo) de los huevos. De un total de 160 posturas que
se podian identificar sin duda, en 26 casos (12,5 %) se pudo observar que el
tapdn por encima de la postura habia sido abierto o empujado hacia adentro,
y del huevo solamente sobraba el corion.



Capitulo III

Dietas

Cria de larvas en dieta artificial

La cria de estos insectos en dieta artificial ofrece varias ventajas sobre la
cria en estacas de cafia o en la planta hospedera. Probablemente la ventaja
miés grande es la disponibilidad continua de una dieta artificial, asi como
la posibilidad de evitar enfermedades en la cria y el control absoluto de las
condiciones de cria. A eso se suma el crecimiento mdas uniforme y ripido de
las larvas.

Sin embargo, la cria de barrenadores en dieta tiene una gran diferenciaala cria
de comedores de follaje: los barrenadores hacen uso de la dieta como alimento
y de sustrato en el que viven; mientras que comedores de follaje generalmente
usan toda la dieta ofrecida solamente para su alimentacién. Por eso, la tasa de
conversion de dieta en peso del insecto es mucho menor con barrenadores,
porque se mezcla la dieta sin usar con los excrementos y se forma una masa
revuelta donde se desperdicia un porcentaje considerable de la dieta original.

g
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Desarrollo de dietas artificiales para la cria de
R. palmarum

En un intento por acumular experiencia con la crfa in vitro y para determinar
dietas artificiales apropiadas para la cria del picudo, se hicieron varios ensayos
exploratorios con dietas desarrolladas para especies relacionadas. Tanto la dieta
de Martin y Cabello (2006), usada para la cria de Rhynchophorus ferrugineus,
como tres de las dietas desarrolladas para Rhynchophorus cruentatus por
Weissling y Giblin-Davis (1995) fueron ensayadas (tabla 1). Las cuatro dietas

permitieron el desarrollo normal de las larvas pequenas.

Tabla 1. Cuatro dietas artificiales para la cria de R. palmarum (cantidades para un litro de agua)

Agar, vitaminas y preservativos: (lo mismo para todas las dietas)

20 g de agar

5 g de acido ascorbico

1,5 g de nipagina

0,5 de tetracyclina

2,5 g de complejo de vitamina B (puede ser eliminado sin consecuencias en la produccion

de larvas)

1,0 g de biotina (1/2 capsula)

2,5 g de acido sérbico

15 g de sal de Wesson (puede ser eliminado sin consecuencias en la produccion de larvas)

Ingredientes sélidos

Dieta 1 (modificada de Martin y Cabello 20006)

45 g de germen de trigo

45 g de harina de maiz amarillo

45 g de levadura

150 g de coco ralado

Dieta 14a (modificada de Weissling y Giblin-Davis 1995)

160 g de pina enlatada

25 g de levadura

50 g de azucar

30 g de melaza

25 g de germen de trigo

<
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Dieta 14b (modificada de Weissling y Giblin-Davis 1995)

100 g de pifa en latada

25 g de levadura

50 g de azucar

30 g de melaza

25 g de caseina

Dieta 15a (modificada de Weissling y Giblin-Davis 1995)

25 g de levadura

60 g de azucar

30 g de molasa

50 g de harina de maiz amarillo

100 g de avena

Fuente: Elaboracién propia

Las dietas se preparan en lotes de 1 L de agua. El agua de la llave se vierte
en una olla de tamano apropiado y se agregan los ingredientes sélidos con
excepcidn del agar, las vitaminas, la sal de Wesson y los preservativos. Cuando
comienza a hervir la mezcla, se agrega el agar y se deja hervir por tres minutos.
Después, se remueve la olla de la estufa y, revolviendo con una pala de cocina,
se espera a que se reduzca la temperatura hasta alcanzar los 65 °C, para agregar
las vitaminas y los preservativos. Después de mezclar bien todo, se saca la
mezcla en una fuente y se deja enfriar. Todas las dietas con los ingredientes
listados resultan en una masa sélida de consistencia parecida a natilla y facil
de cortar en porciones con cuchillo.

La consistencia de la dieta es de suma importancia. Observamos que un
cambio de agar, aun de la misma marca, a un lote diferente puede tener graves
consecuencias para la consistencia de la dieta y causar mortalidad elevada,
especialmente de larvas recién nacidas. Por eso, es muy importante hacer
pruebas cuando se cambia el agar.

Todos los solidos se mezclan con el agua y se ponen a hervir. Cuando el agua
empieza a hervir se le agrega el agar, se dejar hervir por tres minutos y se retira la olla
de la estufa. Se revuelve la mezcla hasta que la temperatura haya bajado a 65 °Cy se
agregan las vitaminas, el antibi6tico y los preservativos, revolviendo fuertemente la
mezcla. Inmediatamente después se puede distribuir la mezcla en los recipientes.
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Eso se hace con la dosis recomendada en 1 L de agua. Si la masa no queda
firme y sin liquido visible hay que aumentar la cantidad de agar hasta que
el resultado sea aceptable. La gran ventaja con agar es que el proceso es
reversible, es decir, una dieta malograda se puede volver a calentar y se puede
mezclar con otra dieta que tiene una cantidad adicional de agar para corregir
el defecto de la primera.

Las dietas son muy costosas, principalmente por las vitaminas del complejo
By el agar. Otra complicacion es la dificultad de conseguir la mezcla de sales
llamada sal de Wesson. Con el objetivo de reducir el costo de las dietas, se
hicieron otros ensayos exploratorios, reduciendo la concentracion de vitaminas
del complejo By de salesa 50 %, 25 %y 10 % de lo recetado, asi como sin ningtin
complemento vitaminico del complejo B/sal de Wesson. Se puede constatar
que el crecimiento larval no fue impedido de ninguna manera: tanto la medida
de la cdpsula cefélica como el peso de las larvas a las dos y cinco semanas no
fueron afectadas por la reduccién en vitamina (tabla 2). Lo mismo se puede
constatar de la sal de Wesson (tabla 3). También, parece que el desarrollo de la
pupa no fue afectado y los primeros adultos empezaron a emerger sin problemas
aparentes. Con machos y hembras de la dieta sin vitamina B, se comprobé que
estos producen huevos fértiles.

Tabla 2. Crecimiento de larvas de R. palmarum en dietas con suministro variable de vitaminas del
complejo B*

% de 2 semanas 5 semanas

vitamina B ] _— 2 _—
capsula cefalica peso (mg) capsula cefalica peso (mg)

3,6+ 1,02 3,6+ 1,02

3,6+ 1,02 3,6+ 1,02

44 +151 44+1,51 44+1,51 44 +151
48+ 14 48+ 14 48+ 14 48+ 14
45+ 1,51 45+ 1,51 45+ 1,51 45+ 1,51

45+ 137 45+ 137 45+ 137 45+137

“Segun dicta de Martiny Cabello (2006),

Fuente: Elaboracién propia
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Tabla 3. Crecimiento del peso y de la cdpsula cefélica de larvas de R. palmarum criadas en dieta
artificial, con diferentes concentraciones de sal de Wesson*

Concentracion de sal de Wesson

Edad de la
larva 17, 17g/1 17g/1 17g/1 17g/1
Peso
7 dias 0,17+0,1 0,17+0,1 0,17+0,1 0,17+0,1 0,17+0,1
21 dias 538+142 | 538+142  538+142  538+142  538+142
35 dias 8,03+1,16 | 8,03+1,16  803t1,16  8,03*1,16  8,03+1,16

Ancho de la capsula cefélica
7 dias 1,28%0,27 1,28%0,27 1,28%0,27 1,28%0,27 1,28%0,27

21 dias 3,93%0,58 3,93%0,58 3,931+0,58 3,93%+0,58 3,931+0,58

35 dias 4,45+0,31 4,45%+0,31 4,45%+0,31 4,45%+0,31 4,45%+0,31

“Segtin dicta de Martiny Cabello (2006).

Fuente: Elaboracion propia

Aunque la reduccién de la cantidad de sal de Wesson no tuvo efecto aparente
en el desarrollo de las larvas, hubo un efecto sobre las pupas: ninguna de las
pupas del tratamiento sin sal emergié como adulto. Este fendmeno requiere
mds investigacion, sobre todo si hay que criar los picudos hasta adulto por
falta de disponibilidad de hembras a colectar en trampas de feromona.

Una dieta producida fécil y econdmicamente serd esencial para desarrollar
un programa de cria de enemigos naturales para el control bioldgico de la
plaga. La disponibilidad fécil de picudos en la sede del CIAT, rodeada de cana
de azticar con abundancia de estos coledpteros (en un solo dia se pueden
capturar >2.000 picudos, con solo cuatro trampas), es un caso muy particular
y no se repite en los lugares donde existen los enemigos naturales y donde
eventualmente hay que iniciar crias de estos.
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Capitulo IV

Proceso de cria

Estados larvales

En los primeros intentos de cria en dieta, se cortaron cubos de 10 a 15 g de
esta y se colocaron en recipientes plasticos transparentes de un volumen
de aproximadamente 150 ml. En el centro de la superficie superior de la dieta
se abrid un hueco pequefio con la punta desechable de una micropipeta (figura
21) y se introdujo una larva neonata (figura 22).

Foto: Bernhard Leo Lohr

Figura 21. Apertura de hueco en la dieta para la insercién de una larva recién eclosionada.
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Foto: Bernhard Leo Lohr

Figura 22. Introduccion de una larva de primer estado en la dieta. Notese el cuerpo crecido de la
larva en relacién con la cdpsula cefdlica; esta larva se debe haber comido una o dos larvas inmedia-
tamente después de eclosionar.

En la dieta 1, las larvas de cinco dias ya median >10 mm, el crecimiento en
la dieta 14ay 14b fue algo mds lento, pero la actividad de las larvas llevé a los
cubos a derretirse y varias larvas aparentemente se ahogaron durante la ecdisis
en la dieta licuefactada. Los cubos de las otras dietas sufrieron por disecacién
y, en general, a los cinco dias ya habia que renovar la dieta. Otro problema fue
que las larvas se cafan de los cubos y no conseguian insertarse nuevamente en
la dieta y morian. Por eso, el método de cubos se abandoné y se cambi6 por
la dieta todavia caliente, vertida directamente en los recipientes (figura 21). Al
mismo tiempo, se aumentd la cantidad a 25 g, resultando en una copa pequena
con la dieta en una masa sélida con superficie lisa. Aunque inicialmente no se
tomaron datos de crecimiento y sobrevivencia, parece que la tasa de crecimiento
en dieta es superior al crecimiento en palmas o en cana de azdcar.

También, se observé que tanto en la dieta 14a y 14b la consistencia de la
dieta se deterioraba considerablemente con la actividad alimenticia de las
larvas. Este efecto llegaba a tal punto que las larvas se ahogaban en la dieta
licuefactada durante la ecdisis y se decidié solamente usar la dieta propuesta
por Martin y Cabello (2006) en trabajos posteriores.
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Debido al alto grado de canibalismo y el gran desperdicio de dieta en caso
de la muerte de la larva a los pocos dias de edad, se cambi6 el sistema de cria
de larvas neonatas a microjaulas. En este proceso las larvas recién nacidas se
introducen con pincel en un hueco abierto en la dieta con la punta desechable
de una micropipeta (figuras 21 y 22). Después de introducir la larva, se
encierra dentro del pitillo (figura 23). Las microjaulas consistian en pitillos
de didmetro grande (5 mm, aproximadamente), cortados a una longitud
apropiada para caber dentro de un recipiente con 10 cm de didmetro. De esta
forma se pueden confinar hasta 100 larvas en un recipiente (figura 24) y se
pueden mantener por una semana.

Foto: Bernhard Leo Lohr

Figura 23. Recipiente con dieta listo para recibir larvas neonatas de Rhynchophorus palmarum.
Notense los agujeros para insertar las larvas y el pitillo que servird como microjaula.
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Foto: Bernhard Leo Lohr

Figura 24. Recipiente con >60 larvas neonatas y microjaulas conformadas por pitillos de gran didmetro.

La insercion de las larvas neonatas en la dieta requiere mucho cuidado por su
tamano reducido. El exceso de humedad o la condensacién de agua ahogan
las larvas. También se recomienda colocar el pitillo inmediatamente después
de insertar la larva, para evitar que esta se introduzca hasta el fondo del hueco
y, al colocar el pitillo, la dieta aplaste la larva.

Dos centimetros de dieta en el pitillo proveen comida suficiente para una
semana. Al término de este tiempo, el tamano de las larvas ha aumentado
tanto, que ya no caben en el pitillo y se salen. En ese momento, otra vez se
presenta el problema de canibalismo, y hay que transferir las larvas a un
recipiente individual con 5 ¢cm de didmetro y 25 g de dieta (figura 25).



Manual de cria del picudo negro de las palmas, Rbhynchophorus palmarum

Foto: Bernhard Leo Lohr

Figura 25. Recipiente de 8 cm, con dicta de larva de Rhynchophorus palmarum de dos semanas de

edad y alrededor de 3 g de peso.

En los pitillos, las larvas alcanzan un peso de aproximadamente 200 mg, que
aumenta en la primera semana en recipiente pequefio, con 20 g de dieta, a 1,5
ga2 g Con una adicién de 25 g de dieta, las larvas se pueden mantener otra
semana en los recipientes pequefios, alcanzando un peso de 4,5 a 5,5 g En este
estado ya son tan grandes que hay que transferirlas a un recipiente de 15 cm de
didmetro con 100 g de dieta (figura 26), y la dicta se complementa a la semana
con la misma cantidad. A las cinco semanas de edad, las larvas se transfieren
a cafa de azucar (estaca de 60 cm o mds) para empupar. Este perfodo puede
variar considerablemente, entre una y cuatro semanas, y hay que controlar
constantemente el estado de la cafa, para evitar que se agote la comida, se salgan
las larvas a buscarla en otra estaca, y se presente canibalismo nuevamente.
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Foto: Bernhard Leo Lohr

Figura 26. Recipiente de 15 cm, con dieta y larva de Rhynchophorus palmarum de cuatro semanas

de edad y alrededor de 7 g de peso.

Formacion de capullos

Para la formacién de capullos, es indispensable que las larvas tengan acceso
a fibra. Esta es ampliamente disponible en tallos y hojas de palma y cana de
azucar. Sin embargo, en dieta artificial es complicado agregar fibra en una
forma usable para las larvas. Por esta razén, se deben transferir las larvas a
cana de aztcar después de que cumplan cinco semanas en dieta. Para este
propdsito se cortan estacas de cafia de un largo de 60 cm aproximadamente.
Se abre un hueco en uno de los extremos de la estaca, con un taladro eléctrico,
y se introduce una larva por cada cafia (figura 27). Después de que se ha
introducido por completo la larva, se tapa el hueco con aserrin, producido
cuando se hizo el hueco con el taladro. Posteriormente, los dos extremos de
la estaca se sellan con parafina, para evitar que la estaca se deshidrate y que
crezcan hongos saprofitos. A las dos semanas, las larvas empiezan a formar
capullos para empupar.
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Foto: Bernhard Leo Lohr

Figura 27. Trozo de cana de azicar con larva de Rhynchophorus palmarum. Nétese la parafina
usada para sellar la cana y el aserrin producido por la larva en el orificio de insercién de la misma.

Es importante no remover los capullos inmediatamente después de su
formacion, porque las larvas se demoran varios dias en empupar. Si los capullos
se mueven, muchas veces se salen las larvas, no logran la formacién de un nuevo
capullo y se mueren. La duracién de la pupa varia entre 18 y 21 dias.

Emergencia de adultos

Después de la ecdisis a adulto, los picudos se demoran entre tres y cinco dias
para emerger del capullo; es recomendable esperar que emerjan por si solos.
Al emerger los adultos, ya se pueden integrar en la cria, aunque se demoren
algunos dias hasta la produccién de huevos.

Una dieta alternativa no artificial es la cafia de aztcar. Para producir picudos en
cafia, se empieza colocando pedazos de 10 cm de largo junto con las hembras,
para que estas ovipositen. Es importante que los pedazos tengan un corte liso
de los dos lados. Estos pedazos se deben cambiar diariamente y, después de
removerlos de la caja con las hembras, se sellan los extremos con parafina (figura
27), de tal manera que se pueden conservar ficilmente de dos a tres semanas.
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En seguida, hay que abrir los pedazos, extraer las larvas y transferirlas a estacas
frescas (de aproximadamente 60 cm de largo), abriendo un hueco en un extremo.
Esta metodologfa funciona bien, pero tiene dos desventajas principales: 1) las
larvas crecen de manera muy lenta y desigual y, aunque no tenemos informacién
detallada, 2) debe haber un alto porcentaje de canibalismo que aumenta con la
permanencia de varias larvas en la misma estaca.

Otra desventaja es el cambio de estaca que hay que hacer aproximadamente
cada dos semanas, de acuerdo al crecimiento de las larvas. Este es un proceso
muy laborioso que produce muchos desechos.

Una forma de reconocer la necesidad de cambiar la estaca es viendo el estado de
consumo o el peso de las estacas. Es importante controlar el estado de las estacas
con cuidado, porque en caso de escasez de comida, las larvas se salen de su estacay
se meten en otra, lo que siempre resulta en una larva comiéndose a otra.

Para completar el ciclo de huevo a capullo, una larva necesita ser cambiada
de estaca por lo menos cuatro veces y, en total (incluyendo la estaca de
oviposicién), se puede calcular que se requieren alrededor de 200 cm de estaca
parallegara tener un capullo. Al obtener el capullo, uno puede seguir —como
ya fue descrito— para cria en dieta.

Otro problema grande con la produccién en cana de azucar es la baja
supervivenciay el lento crecimiento de las larvas (figura 28). En un estudio de
laboratorio con 150 larvas neonatas transferidas a cafia de azticar, solamente
supervivieron 68 (45,9%) y 26 (173%) la primera y segunda semana,
respectivamente. El crecimiento de las larvas fue muy inferior a la dieta. El
peso promedio en dieta a la semana fue de 0,097 g + 0,070 g (n = 251) y a
las dos semanas de 1,54 g + 0,93 g (n = 92), mientras que en caia los pesos
correspondientes fueron apenas de 0,013 g+ 0,0170 g (n = 78) y 0,039 g + 0,033 g
(n =26), respectivamente (figura 28).
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Figura 28. Peso (en gramos) de larvas de Rhynchophorus palmarum criadas en dieta artificial y en
cana de aztcar.

Uso de estados inmaduros para
experimentacion

Una de las alternativas para estudiar el parasitismo de las larvas es el uso de
material vegetal de palmas infestado artificialmente con larvas producidas en
el laboratorio. Consecuentemente, investigamos la posibilidad de transferir
larvas de la dieta a peciolos de palma de coco y de aceite.

Uso de larvas criadas en dieta para
experimentacion en palmas

Una serie de experimentos requiere la exposiciéon de larvas vivas en
diferentes densidades o especies de plantas hospederas, para medir la
influencia de la planta sobre los depredadores y parasitoides. La exposicion
de material infestado (centinelas) en el campo también tiene su aplicacién
en la coleccién de enemigos naturales. La manera mas eficiente de preparar
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material infestado con larvas es transfiriéndolas de la dieta, a una edad o
peso definidos, directamente a la planta hospedera deseada (figura 29). Con
el fin de acumular experiencia, con esta metodologia se hicieron algunos
experimentos exploratorios con larvas de diferentes edades y dos especies de
palmas hospederas (palma de coco y palma africana).

Laslarvas de dos a tres semanas de edad fueron transferidas de dieta a peciolos
de palma de coco y palma de aceite de aproximadamente 60 cm de largo
(figura 30). Estas fueron retiradas de la dieta, lavadas bajo un chorro de agua
en el lavamanos, secadas en papel toalla, pesadas y luego insertadas en un
agujero hecho con una broca de acero inoxidable y un taladro eléctrico. Los
huecos se hicieron de acuerdo al tamafo de la larva y con una profundidad
y didmetro apropiados para acomodarla sin generar presién sobre ella. El
orificio de insercién se tapd con el aserrin producido al abrir el orificio (figura
30). Los peciolos se guardaron en una bolsa pléstica después de trasferidas las

larvas y se colocaron en la sala de cria a una temperatura de 25 + 2 °C y una
humedad relativa de >85 %.

Figura 29. Larva de Rhynchophorus palmarum procedente de dicta artificial después de transferida
a peciolo de palma de coco.

Foto: Bernhard Leo Lohr
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Figura 30. Peciolos de palma africana con larvas de Rhynchophorus palmarum, procedentes de la
cria en dieta artificial.

Las evaluaciones del establecimiento se hicieron a las 24 horas y a las dos
semanas de la insercion, revisando la presencia de aserrin (figura 31). En la
segunda evaluacion se retiraron las larvas y se pesaron.

Foto: Bernhard Leo Lohr

Figura 31. Aserrin producido por larvas de Rhynchophorus palmarum transferidas de dieta artificial a
peciolo de palma africana.
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Conclusiones

El establecimiento inicial de las larvas fue bueno, pero en la primera serie
de larvas en peciolos, la edad de las hojas utilizadas ya era muy avanzada. La
evaluacién final se hizo a las dos semanas cuyo resultado, probablemente a
causa de la edad de las hojas, fue la pérdida de la gran mayoria de las larvas
en las dos especies de palma. De 46 larvas transferidas a palma africana, a las
dos semanas solamente se encontraron 14 vivas y el peso promedio de estas se
habia reducido de un inicial de 4,5 ga 3,6 g, a pesar de haberse alimentado y
abierto una galerfa de 9,7 cm de largo.

Serepitid este experimento con peciolos masjévenesy conunaevaluacion después
de una semana. En palma africana se encontraron 12 de 14 larvas expuestas,
cuyo peso promedio aumenté de 1,8 a 2,8 g, y las larvas abrieron galerfas y
comieron 13,5 cm de tejido. En peciolos de coco, de 51 larvas transferidas, se
recuperaron 35 y su peso cambid de 3,6 a 4,1 g, comiendo 11,3 cm de tejido.
Estos resultados son preliminares, pero ya indican que la transferencia es un
método prometedor en vista de la dificultad de trabajar en la corona de palmas.
Seguramente muchos de los procedimientos descritos en este documento estin
sujetos a mejoras, pero se espera que sirvan para asegurar un buen comienzo de
las labores en proyecto de control biolégico de R. palmarum.
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