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  Resumen 

  
    Este
      trabajo tuvo como objetivo resumir los aportes de investigadores y 
      profesores del Ministerio de Educación Superior (MES) en el desarrollo y
      uso de los nematodos entomopatógenos (NEP), como agentes de control 
      biológico, en la práctica social en Cuba. Se revisaron más de 80 
      artículos y capítulos de libros publicados en el país y el exterior, se 
      pudo constatar que el Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA) y 
      la Universidad Central “Marta Abreu” de las Villas (UCLV) hicieron las 
      mayores contribuciones desde mediados de los años 90s hasta la 
      actualidad. Numerosos insectos plaga de los órdenes Lepidoptera, 
      Coleoptera y Homoptera se estudiaron en laboratorios y condiciones 
      semicontroladas y, en menor cuantía, en campo, para determinar su 
      susceptibilidad a diversas especies y cepas del género Heterorhabditis. Importantes plagas de cultivos relacionados con la seguridad alimentaria, como maíz (Zea mays L.) y boniato (Ipomoea batantas (L.) Lam), y otros con relevancia como rubros exportables, como tabaco (Nicotiana tabacum L.) y cafeto (Coffea spp.), se trataron en campo con NEP de forma efectiva, por lo que 
      fueron incorporados como agentes de control biológico en programas de 
      manejo. Se evidenciaron las potencialidades del establecimiento de 
      alianzas de trabajo en diversos temas relacionados con el desarrollo y 
      el uso eficiente de NEP en Cuba, en los que los especialistas del MES 
      pueden contribuir, así como los retos de la temática, que pudieran ser 
      objetivos de investigaciones en las alianzas universidad-empresas.
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  Abstract

  
    The
      objective of this work was to summarize the contributions to the 
      entomopathogenic nematode (EPN) development and use as biological 
      control agents in the social practice in Cuba by researchers and 
      professors from the Ministry of Higher Education (MES). More than 80 
      articles and book chapters published in the country and abroad were 
      reviewed. The National Center for Plant and Animal Health (CENSA) and 
      the Central University "Marta Abreu" of Las Villas (UCLV) have been the 
      greatest contributors since the mid-90s. Numerous pest insects of the 
      orders Lepidoptera, Coleoptera, and Homoptera were studied under 
      semi-controlled conditions in the laboratory and, to a lesser extent, in
      the field to determine their susceptibility to EPN, especially to 
      various species and strains of the genus Heterorhabditis. Effective results were obtained when important pests of food-security crops, such as corn (Zea mays L.) and sweet potato (Ipomoea batantas (L.) Lam), and others with relevance as exportable items, such as tobacco (Nicotiana tabacum L.) and coffee (Coffea spp.), were treated with EPN in the field, and the studied EPN species 
      and strain were incorporated as biological control agents in management 
      programs. The potential to establish working alliances on various issues
      related to the development and efficient use of EPN in Cuba, to which 
      MES specialists can contribute, was made evident, and so were the 
      challenges of the subject, which could be research objectives in 
      university-business alliances. 

    Key words:  

    biological control, Heterorhabditis amazonensis, Heterorhabditis indica, pest management

  

  
    Recibido: 13/10/2020; Aceptado: 19/1/2021

    Declaración de conflicto de intereses: La autora declara que no posee conflicto de intereses.

    Contribución de los autores: Conceptualización, investigación, Escritura - borrador original, Redacción: revisión y edición.

    Este artículo se encuentra bajo licencia Creative Commons Reconocimiento-NoComercial 4.0 Internacional (CC BY-NC 4.0)

  

  CONTENIDO

  
    
      
        	Introducción

        	Parte especial

        	Inicios del estudio de los nematodos entomopatógenos en Cuba. Homenaje a las fundadoras

        	¿Cuáles fueron los aportes de entidades del MES al desarrollo de los NEP en Cuba a partir de los años 90s?

        	Prospecciones,
          identificación, caracterización y selección de aislamientos cubanos de 
          nematodos entomopatógenos y sus simbiontes bacterianos realizados por 
          grupos del MES

        	Desarrollo de cepas como ACB

        	Ensayos de laboratorio y condiciones semicontroladas

        	Ensayos de campo

        	Estudios para la reproducción masiva y formulación de NEP impulsados por personal del MES

        	Agradecimientos

        	Notas

        	Referencias

      

    
  





  
    
      Introducción

       ⌅
      Los
        nematodos entomopatógenos (NEP) son nematodos parásitos que poseen una 
        relación mutualista con bacterias simbiontes (ƴ-Proteobacteria) y cuyo 
        ciclo de vida transcurre dentro de los insectos parasitados, excepto el 
        estadio juvenil infectivo (JI), única fase que tiene vida libre en los 
        suelos (1) naturales y agrícolas de todos los continentes, excepto en Antártica (2, 3, 4).

      Estos
        organismos desempeñan una importante función en los ecosistemas como 
        agentes de control biológico (ACB) de diversos insectos plaga (5); exhiben numerosos 
        atributos positivos, pues son seguros para los humanos y, generalmente, 
        los son también para organismos no diana y el ambiente; poseen un amplio
        rango de hospedantes, tienen un estadio perdurable que puede ser 
        aplicado con equipos estándares de uso agrícola y es posible su 
        reproducción masiva, in vivo (utilizando larvas de insectos) e in vitro (por fermentación sólida y líquida) (6).
        Los JI constituyen ingredientes activos de productos comerciales, cuyas
        formulaciones son sólidas, geles, cadáveres de insectos o soluciones 
        acuosas contenidas en esponjas, entre otras (7, 8, 9). 

      Se describieron cuatro géneros de NEP (Steinernema, Neosteinernema, Heterorhabditis y Oscheius); sin embargo, solo Steinernema y Heterorhabditis poseen importancia como ACB (3); se describieron, a escala mundial, más de 100 especies del género Steinernema y 20 de Heterorhabditis (4).

      En
        Cuba, los NEP representan un componente importante del Manejo Integrado
        de Plagas (MIP); la generalización de su producción masiva in vivo (utilizando Galleria mellonella L.) y su uso en el manejo de diversas plagas, se produjo en Cuba desde 
        hace más de 20 años; estos organismos fueron objeto de estudio de 
        entidades de los Ministerios de la Agricultura (MINAG) y de Educación 
        Superior (MES) (8, 10, 11, 12). No obstante, aun cuando 
        en Cuba se aplican agentes de control biológico en 1,7 millones de 
        hectáreas, de las más de 6 millones dedicadas a la agricultura (12), y los NEP forman parte del grupo de biopreparados que se producen y aplican (8), las cantidades que se obtienen de estos ACB no satisfacen las demandas nacionales. 

      En
        el marco del Año Internacional de la Sanidad Vegetal decretado por la 
        FAO en 2020, se elaboró este trabajo, para socializar resultados 
        obtenidos por entidades del MES en el desarrollo y el uso de NEP en la 
        agricultura en Cuba; se sintetizan contenidos relacionados con los 
        grupos de trabajo del MES, las metodologías que emplearon y los temas de
        los artículos, tesis de maestría y doctorado presentadas o en proceso, 
        entre otros aspectos, que pudieran interesar a especialistas y decisores
        del país en la búsqueda y materialización de alianzas para continuar 
        avanzando en la temática.

      El trabajo tuvo como objetivos i)
        agrupar los aportes que, investigadores, profesores y estudiantes del 
        MES, ofrecieron desde sus entidades, al desarrollo de la Nematología 
        Entomopatogénica en Cuba y ii) exponer las necesidades de 
        investigación para consolidar la obtención de productos cuyos 
        ingredientes activos sean cepas de NEP. Este artículo pretende, además, 
        realizar un homenaje y expresar gratitud a profesores y colaboradores 
        cubanos y extranjeros, así como recordar a los colegas que perecieron y 
        dejaron un preciado legado de ética e integridad. 

    
    
      Parte especial

       ⌅
      
        Inicios del estudio de los nematodos entomopatógenos en Cuba. Homenaje a las fundadoras

         ⌅
        La historia del desarrollo de los nematodos como agentes de control biológico comenzó, en el mundo, con el uso de Steinernema glaseri (Steiner), en un programa de aplicaciones (control biológico por 
          aumento) contra el escarabajo japonés en Estados Unidos de América en 
          1935. Se considera que hay más de 30 descubrimientos, entre 1923 y 2000,
          que marcaron hitos en el desarrollo hasta llegar a las producciones 
          masivas y formulaciones de nematodos entomopatógenos; 10 de ellos se 
          produjeron entre 1970 y 1990 (13). 

        En los años de efervescencia, se 
          iniciaron en Cuba los estudios de nematodos entomopatógenos cuando, a 
          finales de los 70s, dos distinguidas mujeres se vincularon, muy jóvenes,
          a las investigaciones en los sectores citrícola y frutícola del país. 
          En esa época, la Dra. Magda Montes estudiaba el picudo verde-azul de los
          cítricos (Pachnaeus litus Germar (Coleoptera: Curculionidae)) y 
          encontró, de modo casual, que numerosos nematodos emergían de larvas y 
          pupas muertas de este insecto. La investigadora sugirió que se trataba 
          de representantes del género Neoaplectana, que podían ser reproducidos en larvas de Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) para obtener suficientes cantidades para el manejo del picudo en los viveros (14, 15).

        La
          Dra. Montes laboraba en la Estación de Sanidad de los Cítricos y 
          recibió a la Licenciada Eva Arteaga en su equipo de trabajo; esta 
          estación, posteriormente, formó parte del Instituto de Investigaciones 
          de Fruticultura Tropical (IIFT), institución que contribuyó, de manera 
          esencial, al desarrollo de esta temática de trabajo en Cuba. Desde los 
          años 70 y 80, este grupo de investigación estableció una fructífera 
          cooperación con prestigiosos investigadores de instituciones 
          extranjeras, entre los que sobresalieron los doctores Zdenek Mrácek 
          (Academia de Ciencias de Checoslovaquia) y Noël Boemare (UMII/INRA, 
          Montpellier, Francia). Estas colaboraciones permitieron la 
          identificación y caracterización de la población cubana de Heterorhabditis indica Poinar, Karunakar & David (Rhabditida: Heterorhabditidae) (16, 17) y el informe de una nueva especie, Steinernema cubana Mrácek, Hernández & Boemare (Rhabditida: Steinernematidae) (18).

        Ambas investigadoras aportaron,
          a la literatura del NEP en Cuba y el mundo, valiosos elementos 
          relacionados con la identificación de nuevas especies, así como a la 
          producción y el uso de nematodos en el manejo de plagas de cítricos (Citrus spp.) y arroz (Oryza sativa L.) en ambientes tropicales, entre otros. Posteriormente, durante los 
          90s e inicios de este siglo, estas especialistas se mantuvieron activas;
          la Dra. Montes, investigando y formando jóvenes desde el IIFT y la Dra.
          Arteaga, compartiendo labores en la Dirección de Ciencias en el MINAG; 
          las generaciones de nematólogos que les sucedieron agradecemos sus 
          enseñanzas y contribuciones.

        A partir de los años 90, la agricultura cubana se orienta hacia el uso de bajos insumos y un enfoque agroecológico (19). Ya por esos años, se poseía una rica historia en el desarrollo y uso de ACB en el país desde los años 30-40 del siglo XX (12) y fuerza técnica muy 
          preparada teórica y prácticamente que, desde las universidades y centros
          de investigaciones del MES e institutos del MINAG, podían desarrollar y
          generalizar medios biológicos para apoyar la producción de alimentos.

        Según Altieri (20), al comienzo del “Periodo Especial”, en
          la agricultura el esfuerzo se centró en una estrategia de sustituir los
          insumos químicos por biológicos y, ese enfoque del uso de bajos 
          insumos, estableció las bases para el desarrollo y escalonamiento de 
          estrategias agroecológicas de diversificación de las fincas, integración
          animal, reciclaje y control biológico, entre otros. Fue en esa etapa 
          que, numerosos grupos de investigación del MES, desplegaron estudios de 
          prospección, selección, desarrollo y uso de ACB, pues se requería 
          incrementar esas opciones para el manejo de plagas. 

        A inicios de 
          los 90s, el Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA) inició los 
          estudios encaminados a la búsqueda y desarrollo de NEP, teniendo como 
          líder a la entonces Maestra en Ciencias Lourdes Sánchez Portales† (1956 -
          2004) (Fig. 1) quien, 
          junto al Ingeniero Ibrahim Rodríguez Gómez, realizaron una prospección 
          buscando nuevos aislamientos, obtuvieron cepas, evaluaron su acción 
          sobre diversas plagas diana y desarrollaron, junto a otros miembros del 
          equipo de trabajo, la metodología de producción masiva de NEP que se 
          introdujo en el Centro de Reproducción de Entomófagos y Entomopatógenos 
          (CREE) de Quivicán en 1994 (21) y que se encuentra generalizada en el país (8). 

        
          
            
               
            
          

        

        Figura 1.  Dra. Lourdes Sánchez Portales†, 
          iniciadora de la temática de NEP en el CENSA y que dirigió el equipo de 
          trabajo que logró desarrollar una metodología de producción masiva 
          adaptada al uso de bajos insumos (22), utilizando como base los elementos de la técnica descrita por Dutky et al. (23).
          / Dr. Lourdes Sánchez Portales†, initiator of the EPN subject at CENSA 
          and the leader of the work team that succeeded in developing an adapting
          a low input methodology for mass rearing production (22) by using the technique described by Dutky et al. (23) as a base.

      
      
        ¿Cuáles fueron los aportes de entidades del MES al desarrollo de los NEP en Cuba a partir de los años 90s?

         ⌅
        En
          una búsqueda efectuada recientemente, en diversas bases de datos y 
          repositorios de universidades, se comprobó la existencia de más de 150 
          documentos generados desde Cuba en el tema de los NEP, mayormente 
          artículos científicos y otros resultados recogidos en tesis de 
          doctorado/maestría, trabajos de diploma y resúmenes de ponencias en 
          seminarios y congresos en Cuba y el exterior, que se originaron en más 
          de 20 entidades (instituciones de investigación, universidades, centros 
          universitarios municipales y centros de producción de controles 
          biológicos, entre otros). 

        Dos instituciones del MES produjeron 
          los mayores porcentajes de contribuciones, el CENSA y la Universidad 
          Central “Marta Abreu” de Las Villas (UCLV). Ambas entidades también 
          colaboraron con otros centros, por ejemplo, el CENSA apareció en 
          artículos y ponencias con el Instituto de Investigaciones de Viandas 
          Tropicales (INIVIT), Cuba; Centro de Ciencias Medioambientales (CSIC), 
          España; Instituto de Investigaciones Agrícolas (INIA) e Instituto 
          Venezolano de Investigaciones Científicas (IVIC), ambos de Venezuela; el
          Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria para la Montaña (CNRFM, 
          MINAG), Cuba y el Instituto de Investigaciones de Caña de Azúcar 
          (INICA), Cuba. Por su parte, la UCLV se acompañó con investigadores, 
          profesores y estudiantes de la Universidad de Ciego de Ávila (UNICA), 
          Cuba; del INIVIT y estaciones provinciales de sanidad vegetal. 

        Otras
          entidades del MES que evidenciaron algún nivel de investigación en el 
          tema de NEP fueron la Universidad “José Martí Pérez” de Sancti Spíritus,
          Universidad de Matanzas “Camilo Cienfuegos”, UNICA, Centro 
          Universitario Municipal Trinidad, la Universidad Agraria de La Habana 
          (UNAH) y la Universidad de Oriente, así como sedes universitarias de 
          varios municipios del país. 

        Las relaciones del CENSA con 
          instituciones internacionales fueron transcendentales para lograr 
          avances sustanciales en tópicos como la identificación de poblaciones, 
          la incorporación de herramientas moleculares y la reproducción y el uso 
          de NEP; se destacan los intercambios y las conferencias, la elaboración 
          de ponencias/capítulos de libros y artículos conjuntos, la revisión de 
          tesis de doctorados y la ejecución de proyectos binacionales con 
          destacados investigadores de España, Estados Unidos de Norteamérica y 
          Venezuela (Fig. 2). Cada 
          uno de estos colaboradores extranjeros contribuyeron al desarrollo del 
          trabajo en Cuba, por ello las actuales y las nuevas generaciones de 
          nematólogos del país deben, además de estudiar sus artículos y libros, 
          recordarles y agradecer su desinteresada y oportuna colaboración. 

        En
          la actualidad, esa colaboración internacional continúa impulsando las 
          investigaciones de los NEP en el CENSA, pues desde 2018 en esa 
          institución se desarrollan estudios en el marco de un proyecto 
          financiado por la Unión Europea denominado “ Microbial Uptakes for Sustainable management of major bananA pests and diseases  ” (MUSA), dirigido por el Dr. Aurelio Ciancio del Istituto per la Protezione Sostenibile delle Piante, Italia. El proyecto MUSA pretende robustecer el manejo sostenible de plagas de nematodos y picudo del banano - plátano (Cosmopolites sordidus Ger.) con enfoque integrado, combinando agentes de control biológico 
          endófitos y la resistencia/ tolerancia de las plantas; los NEP 
          representan objeto de estudio dentro del proyecto MUSA, para su uso en 
          el manejo de poblaciones de picudo del banano-plátano.

        A pesar de 
          la fortaleza alcanzada en las alianzas internacionales en el tema de 
          NEP, el análisis primario de esta información evidenció que aún es 
          escasa la colaboración entre instituciones nacionales, lo que resultaría
          favorable y necesario para aprovechar las fortalezas de cada 
          institución, optimizar el uso de recursos, acortar el tiempo de las 
          investigaciones y la obtención de formulados competitivos para cubrir 
          las demandas de NEP en Cuba.

        
          
            
               
            
          

        

        Figura 2.  Investigadores vinculados al estudio 
          de nematodos entomopatógenos cuya colaboración, a través de intercambio 
          de información y/o proyectos conjuntos, contribuyó, de manera 
          ostensible, al desarrollo de la temática en instituciones de la 
          educación superior (MES) en Cuba / Researchers involved in 
          entomopathogenic nematode studies, whose collaboration, through 
          information exchange and / or joint projects, contributed to the subject
          development ostensibly in Cuban higher education institutes (MES)

      
    
    
      Prospecciones,
        identificación, caracterización y selección de aislamientos cubanos de 
        nematodos entomopatógenos y sus simbiontes bacterianos realizados por 
        grupos del MES

       ⌅
      Aun cuando en Cuba, en los años 70 y 80 se avanzó con las investigaciones de la cepa nativa P2M de H. indica,
        las especies y cepas obtenidas no provenían de encuestas o 
        prospecciones, que representan tipos de investigaciones muy valiosas en 
        la exploración de la biodiversidad de determinados grupos de interés. 

      La
        obtención de aislamientos nativos puede proveer aislados más apropiados
        para aplicaciones inundativas contra plagas locales, debido a su 
        adaptación al clima y a los reguladores presentes en estos ambientes, 
        por lo que la selección se convierte en una necesidad; por ello, a 
        escala mundial, se desarrollaron prospecciones durante décadas, con el 
        objetivo de descubrir cepas más adaptadas a condiciones locales e 
        insectos plaga (5). En América Latina y Caribe, estudios de prospección y hallazgos fortuitos proveyeron una docena de especies nuevas de Steinernema y cuatro de Heterorhabditis;
        sin embargo, recientemente se sugirió que existe una reserva de 
        especies y aislamientos que no fueron aún descritos en esta zona 
        geográfica (11). 

      Se
        encontró evidencia publicada de prospecciones realizadas por el CENSA y
        la UCLV. Entre 1992 y 1994, el CENSA desarrolló la primera prospección,
        evaluando más de 250 muestras provenientes de 27 cultivos que se 
        fomentaban en nueve de las 15 provincias del país, informando el 
        hallazgo de seis aislados de Heterorhabditis y uno de Steinernema, lo que representó 2,8 % de muestras positivas a NEP (24).

      Los aislados de Heterorhabditis se denominaron HC1, HC2, HC3, MC1, MC2 y MC3 y se depositaron en una 
        incipiente colección en el CENSA y las letras de sus denominaciones se 
        corresponde con H y M, significando la inicial de la provincia donde se 
        hallaron, H de Habana (actual provincia Mayabeque) y M, correspondiente a
        la provincia Matanzas, seguidas de la letra C, inicial de la sigla del 
        CENSA, y el número en el cepario. Este equipo de trabajo realizó 
        estudios morfológicos, moleculares (análisis de ADN Polimórfico (RAPDs))
        y los relativos a la caracterización y selección de cepas descritos por
        Glazer y Lewis (25). 

      Los estudios iniciales sugirieron que la cepa HC1, seleccionada por sus atributos como ACB, pertenecía a la especie Heterorhabditis bacteriophora Poinar (24, 26); sin 
        embargo, la Dra. Raquel Campo Herrera analizó las secuencias de la cepa 
        de nematodo, tanto de la región ITS como de la D2D3, e informó al equipo
        del CENSA que coincidían con Heterorhabditis amazonensis Andaló et al. (99 % ID, 99 % cover), y esta colaboradora realizó el depósito en GenBank con el identificador KU870321 para la cepa cubana de H. amazonensis HC1. Los valores del estudio morfométrico de la cepa HC1 (26) están dentro de los rangos ofrecidos por Andaló et al. (27) para H. amazonesis.
        En la actualidad, resulta necesario realizar un estudio morfológico más
        detallado de la cepa HC1 y la publicación de imágenes; esto, junto al 
        estudio molecular que se realizó en años recientes, debe quedar de forma
        pública para los especialistas en el ámbito nacional, como elementos 
        distintivos de una de las cepas de mayor uso en Cuba.

      Estudios del
        impacto de factores abióticos seleccionados sobre la viabilidad e 
        infectividad de la cepa HC1 se desarrollaron recientemente (28, 29)
        y se determinó el efecto de las temperaturas, pH y aguas de diferentes 
        características sobre el comportamiento de los JI, estudios básicos para
        la formulación y el desempeño en campo de los juveniles. 

      Otros estudios de la cepa HC1 evidenciaron que es compatible con Beauveria bassiana Bals.) Vuill., Endosulfan (Thiodan) (30) y Lecanicillium lecanii (Zimm.) Zare & W. Gams (31);
        se informó también que la viabilidad de los JI no se afectó por los 
        herbicidas Diuron 80 % PH, Glufosinato de Amonio (Asta 15 % 
        CS),Isoxaflutol (Merlin 75 % WGD) y propaquizafop (Agil 10 % CE) a 
        concentraciones similares a las utilizadas en campo (29). 

      Por
        su parte, se hicieron estudios de las bacterias simbiontes de los 
        aislados de nematodos: formas de aislamiento, estudio bioquímico, 
        serológico, diferencias entre las fases fenotípicas I y II del simbionte
        de la cepa HC1 (Photorhabdus luminescens), entre otros (32, 33, 34). 

      Hacia finales de los años 90s, Rodríguez et al. (35) hicieron una 
        limitada prospección en sitios seleccionados de zonas de Buey Arriba, 
        provincia Granma, cuando evaluaban el efecto de los nematodos 
        entomopatógenos en la broca del café (Hypothenemus hampei Ferrari), plaga que arribó al país en 1995 (www.ecured.cu>broca_del_cafe) y encontraron un aislamiento de Steinernema; sin embargo, esa población no se adaptó a su reproducción y mantenimiento en G. mellonella y no se pudo concretar su identificación y estudio. 

      Recientemente, en el marco del proyecto MUSA, el equipo de trabajo del CENSA realizó una nueva prospección en los años 2018 y 2019 en banano / plátano (Musa spp.), establecidos en cuatro provincias (Pinar del Río, Mayabeque, Matanzas y Granma) y se obtuvieron cinco aislados de Heterorhabditis. Utilizando la técnica del cebo (36),
        se pudieron extraer estos nuevos aislados a partir de muestras de 
        suelos de Pinar del Río, lo que incrementó el número de aislados de este
        género mantenidos en la colección del CENSA. Se estudian estos 
        aislamientos, tanto nematodos como sus bacterias simbiontes, para 
        establecer su identificación definitiva. 

      Otras prospecciones 
        desarrollaron el equipo de investigación del Centro de Investigaciones 
        Agropecuarias (CIAP) dirigido por el Dr. Edilberto Pozo (37). En el primer estudio, estos autores 
        analizaron suelos de la Estación Experimental «Álvaro Barba Machado» de 
        la UCLV, región central de Cuba, donde tomaron 13 muestras. El estudio 
        se efectuó en los cultivos de boniato (Ipomoea batatas (L.) Lam), arroz (Oryza sativa L.), Musa spp. y sorgo (Sorghum bicolour (L.) Moench); se hallaron dos aislados de Heterorhabditis en sorgo, denominados por los autores como CIAP-DEY-6 y CIAP-DEY-7. Los
        investigadores acotaron que, a pesar de ser aislados de un mismo campo,
        estos se nombraron por separado porque demostraron comportamientos 
        desiguales en cuanto a la cantidad, viabilidad y factibilidad de su 
        manejo.

      En un trabajo de diploma que se desarrolló en 2014 en la UCLV, su autor Félix Hernández
      1, describió que en la Empresa Agropecuaria de 
      Jibacoa, en el campo “Pretiles”, encontró tres muestras con nematodos 
      entomopatógenos. El estudiante, de conjunto con sus tutores, los 
      Doctores Edilberto Pozo y Roberto Valdés, sugirieron que los 
      aislamientos representaron al género Heterorhabditis y, a pesar 
      de ser aislados en un mismo campo y profundidad, los nombraron por 
      separado como Pretiles-01, Pretiles-02 y Pretiles-03, pues demostraron 
      comportamientos desiguales en cuanto a la cantidad y viabilidad.
      

      Los
        resultados publicados en Cuba evidenciaron que resultan aún 
        insuficientes los estudios de prospección que se realizaron, existiendo 
        posibilidades de hallar nuevos aislados nativos en ecosistemas de la 
        isla, pues solo se han evaluado suelos cultivados y se conoce que hay 
        presencia de NEP en zonas forestales, costeras, reservas naturales y 
        otros hábitats. De igual modo, se puso de manifiesto que resulta 
        imprescindible realizar la secuenciación de cepas y el depósito de las 
        secuencias en GenBank, así como el establecimiento de las condiciones 
        materiales para la conservación de un cepario de NEP en Cuba, con 
        propósitos científicos, productivos y educativos.

      Otra vertiente 
        del trabajo con NEP es la oportunidad de conformar equipos de trabajo 
        multidisciplinarios en el abordaje del estudio de complejos simbióticos 
        nematodos-bacterias, lo que no fue aprovechado convenientemente por 
        todos los grupos de investigación en Cuba y que, en el marco de 
        universidades y centros de investigación, sería una plataforma de 
        trabajo para diversas especialidades en proyectos nacionales e 
        internacionales.

      En lo referente a cepas de NEP, resulta 
        indispensable establecer y mantener una colección en algún laboratorio 
        del MES, para preservar el material con fines docentes y de 
        investigación; el CENSA custodia la cepa HC1 para aprovisionar, 
        frecuentemente, a los Centros de Reproducción de Entomófagos y 
        Entomopatógenos (CREE) que reproducen esta cepa en el país. 

      
        Desarrollo de cepas como ACB

         ⌅
        En
          junio de 2002, el colectivo del CENSA recibió en sus instalaciones la 
          visita del experto mundial en el tema de NEP, Dr. Randy Gaugler
        2. Este investigador ofreció una conferencia 
        sobre aspectos relevantes para el desarrollo de productos cuyos 
        ingredientes activos fueran NEP.
        

        En su conferencia, el Dr. 
          Gaugler diagramó el proceso como un embudo o triángulo invertido donde, 
          en su parte superior y más ancha, colocó la Colección (librería) de aislados y el extremo inferior y más estrecha el Producto y, entre esos dos extremos, se ubicaron de arriba hacia abajo los términos Aislamiento, Rango de hospedantes, Virulencia y Producción masiva,
          los que fueron explicados, por el eminente investigador, como etapas de
          investigación. Este esquema se adoptó por el grupo de trabajo del CENSA
          y, a partir de la colección de aislados, se hicieron los estudios que 
          permitieron seleccionar una cepa para desarrollar un producto a base de 
          NEP. 

        Debido a que los nematodos difieren en su comportamiento, un
          único bioensayo no puede ser utilizado como una medida universal de la 
          virulencia para todas las especies y cepas (38). Los ensayos recomendados por Glazer y Lewis (25),
          para la caracterización de cepas, son bastante simples y permitirían 
          evaluar, cuantitativamente, la respuesta de comportamiento como criterio
          específico de la virulencia del nematodo y ubicar la actividad de los 
          mismos en los diferentes pasos del proceso de infección. Estos son, 
          tiempo de exposición, que refleja la proporción de penetración (de JI) 
          de una población dada; columnas de arena, que evalúa el rango de 
          penetración y se manifiesta la habilidad para localizar y penetrar el 
          insecto diana y la prueba uno en uno, que representa el proceso de 
          infección completo (39, 40, 41).

        En el CENSA se efectuaron estos estudios utilizando larvas de último instar de G. mellonella inoculadas con IJ de cada aislamiento y se empleó, como cepa de referencia internacional, Heterorhabditis bacteriophora (Poinar) HP 88 (24). En este estudio, los valores más altos de mortalidad y de JI producidos se obtuvieron con la cepa HC1 (24). 

        Gómez et al. (42) evaluaron la virulencia y el potencial
          reproductivo de tres aislamientos de NEP (los denominados MC-1, MC-2 y 
          MC-3), procedentes de suelos citrícolas de Jagüey Grande que se 
          compararon con la cepa HC1 y H. bacteriophora cepa HP88. Los 
          autores informaron que la cepa HC1 resultó ser la más virulenta y obtuvo
          altos rendimientos (número de JI) por larva de G. mellonella.

        Señaló Gaugler (2002)2 que el estudio de rango de hospedantes resulta importante, luego de 
          hacer la colecta de especies / aislamientos de NEP; Poinar y Thomas (43) acotaron que es 
          necesario explorar el rango de hospedantes de un parásito y que, si no 
          se conoce cómo el parásito entra al huésped en el entorno natural, 
          resulta beneficioso evaluar la infección, colocando al hospedante y los 
          nematodos juntos en una cámara de infección; así como que, a veces, la 
          infección se puede alcanzar colocando ambos organismos entre piezas de 
          papel de filtro humedecido. Los resultados de esos ensayos varían, desde
          no tener efecto hasta provocar el 100 % de mortalidad en el insecto 
          evaluado.

      
      
        Ensayos de laboratorio y condiciones semicontroladas

         ⌅
        Los
          bioensayos en laboratorio y condiciones semicontroladas se 
          desarrollaron en Cuba desde finales de los años 90 hasta la actualidad, y
          muchos de ellos los realizaron colectivos del MES o del MINAG con la 
          participación, como tutores o asesores, de especialistas de la educación
          superior. Estos estudios poseen relevancia como base para los ensayos 
          en condiciones de campo y se pueden desarrollar con relativa facilidad 
          en los laboratorios disponibles en universidades y centros de 
          investigación del MES, pues solo se necesitan las condiciones mínimas de
          cristalería, estéreo-microscopio, la cepa de nematodo bien 
          identificada, la población del insecto a evaluar y cierto entrenamiento 
          del personal en la preparación de soluciones de concentración definida 
          de JI, la inoculación y evaluación de mortalidad. Estos tipos de ensayos
          pueden ser incluidos en trabajos de diploma para desarrollar, en los 
          estudiantes y tutores, habilidades para el trabajo con NEP y aportarían 
          al conocimiento y uso de NEP en Cuba.

        De manera general, los 
          experimentos de laboratorio se centraron en el estudio de la eficacia de
          cepas de NEP sobre una o pocas especies de insectos plagas y solo 
          Sánchez (24)
          evaluó, en un mismo ensayo y para una sola cepa, ocho especies de 
          insectos representantes de cuatro familias (Lepidoptera, Coleoptera, 
          Hemiptera e Hymenoptera). 

        En estudio reciente, publicado por 
          especialistas de América Latina, se recogen detalles de las plagas 
          estudiadas en Cuba, los estadios de los insectos evaluados y los 
          porcentajes de mortalidad exhibidos por diversas especies y cepas de NEP
          (11). 

        De
          manera general, los especialistas del MES o de equipos mixtos, donde 
          participaron investigadores de ese ministerio, estudiaron, 
          mayoritariamente, insectos de los órdenes Lepidoptera, Coleoptera y 
          Homoptera, debido a que incluyen plagas importantes para la agricultura 
          en Cuba (44).

        La
          mayoría de los estudios utilizaron larvas (de diferentes estadios) de 
          los insectos seleccionados, pues se conoce la susceptibilidad de este 
          estado; mientras que, los porcentajes de mortalidad fueron variables en 
          los casos de adultos, ninfas o pupas. Generalmente, los autores 
          utilizaron, como arenas experimentales, placas Petri con papeles de 
          filtro; sin embargo, en algunos ensayos se utilizaron bandejas, envases 
          plásticos, placas con suelo y un olfatómetro (24, 45, 46). 

        En el orden Lepidoptera, equipos de investigación del MES evaluaron el efecto de JI de NEP sobre Spodoptera frugiperda (J. E. Smith), Heliothis virescens (F.), Manduca sexta (L.), Plutella xylostella (L.) y Diaphania hialinata (L) (24, 47, 48, 49, 50, 51, 52). 

        Por otra parte, el efecto de NEP en especies de Coleoptera se evaluó en plagas de cultivos importantes como boniato (Ipomoea batatas (L.) Lam), plátanos y banano (Musa spp.), cafeto (Coffea spp.) y otros cultivos y plantas de uso en jardinería, entre otras. Así se evaluaron las especies de Curculionidae, Cylas formicarius (F), Cosmopolites sordidus (Guer.), Metamasius hemipterus sericeus (L.) e Hypotenemus hampei (F); así como los representantes de Scarabaeidae, Phyllophaga y Cyclocephala (24, 45, 53, 54, 55, 56, 57). Representantes del Orden Hemiptera, evaluados por especialistas del MES, fueron Planococcus spp., Planococcus minor Maskell y Dysmicoccus brevipes (Cockerell) (Pseudococcidae); todas resultaron parasitadas por NEP (24, 58, 59). Otras especies, como Piezodorus guildinii W Small y Nezara viridula L. (Heteroptera: Pentatomidae), fueron susceptibles, a escala de laboratorio, a la cepa HC1 de H. amazonensis (60).

        Insectos sociales (Formicidae), como Solenopsis geminata Fabricius y Atta insularis Guér, se confrontaron con H. amazonensis cepa HC1; en la primera especie, los nematodos parasitaron a los adultos, no así los otros estados (61). En la bibijagua (A. insularis)
          solo se produjo mortalidad de los adultos, en porcentajes que variaron 
          entre 30 (cuando se usó papel de filtro en la placa) y 70 % (con el uso 
          de suelo en la placa) (24). Otro insecto social, de importancia en ambientes agrarios y domiciliarios, fue Nasutitermes sp. (Hexapoda; Isoptera), donde diferentes estadios resultaron parasitados por H. indica cepa P2M (62).

      
      
        Ensayos de campo

         ⌅
        Señaló Waage (63) que uno de los principales problemas en 
          la transferencia de plaguicidas biológicos fue de naturaleza técnica, 
          pues muchos organismos se desempeñaron excelentemente en laboratorio o 
          pequeñas parcelas y fallaron cuando se aplicaron a escala de campo. Por 
          ello, los estudios de campo resultan importantes en varios sentidos, 
          para determinar la eficacia de los NEP en el manejo de plagas en esas 
          condiciones, establecer dosis, momento y frecuencia de las aplicaciones.
          Este tipo de estudio resulta relevante también para demostrar a los 
          agricultores los atributos de estos organismos como ACB; sin embargo, 
          fueron más escasos que los estudios de laboratorio y condiciones 
          semicontroladas. 

        Estudios de eficacia de NEP en campo 
          desarrollaron diferentes colectivos de universidades y centros del MES 
          en diversas partes del país, donde se constató que numerosas 
          especies/cepas de NEP fueron efectivas en el manejo de plagas de 
          Lepidoptera, Coleoptera, y Hemiptera. 

        En Lepidoptera, se estudiaron insectos como D. hyalinata (49); Homeosoma electellum (Hulst) (64); Keiferia lycopersicella (Walsingham) (65); P. xyllostella (52, 66, 67); H. virescens y S. frugiperda en garbanzo (Cicer arietinum L.) (8); mientras que, el complejo H. virescens y M. sexta en tabaco, se manejó con H. amazonensis cepa HC1 en Las Tunas, con resultados satisfactorios (51). Por su parte, S. frugiperda, plaga clave del maíz (Zea mays L.), resultó manejada favorablemente con NEP en condiciones de campo (68, 69, 70),
          aspecto que debe ser socializado, con mayor intensidad, entre 
          agricultores para propiciar el uso de NEP en este importante cultivo 
          para la seguridad alimentaria. 

        En Coleptera, cepas de NEP disminuyeron las poblaciones de C. formicarius var. elegantulus (69, 71, 72);
          se corroboraron así las potencialidades de estos organismos para el 
          manejo de esta plaga. Adicionalmente, una investigación de la 
          Universidad de Granma a fines de los 90s (73), evidenció que Heterorhabditis sp. permanecía entre 30 y 35 días después de ser aplicado en campos sembrado con boniato (I. batabas). Otros miembros de Coleoptera, como Phyllophaga sp., Cyclocephala sp. y M. hemipterus sericeus, mostraron susceptibilidad a NEP (74).

        Otra importante plaga de coleópteros en Cuba es la broca del café (H. hampeii); para su manejo se evaluaron en campo y se sugiere el uso de los NEP como parte del MIP (8, 75, 76). Meses después de ser aplicada al suelo, se demostró la permanencia de poblaciones de H. amazonenesis cepa HC1 en área cafetaleras (77).

        Plagas de Hemiptera, como chinches harinosas del cafeto y del cultivo de mariposa (Hedychium coronarium Koenig), también se manejaron satisfactoriamente en campo (59, 78).

        Debido a la importancia que revisten los estudios de campo, se debían planificar y desarrollar este tipo de investigaciones (Fig. 3)
          aprovechando las estancias de prácticas laborales de los estudiantes de
          facultades de agronomía en entidades productivas, los que aportarían 
          datos valiosos y podrían establecer parcelas demostrativas para la 
          capacitación y la divulgación de resultados científicos. 

        
          
            
               
            
          

        

        Figura 3.  Imágenes del trabajo de evaluaciones 
          de impacto de NEP en el manejo de plagas en experimentos de campo 
          desarrollados por el equipo del CENSA, con estudiantes y agricultores en
          zonas agrícolas de La Habana, Mayabeque (Cuba) y Chalatenango (El 
          Salvador) / Images of the evaluation work of the EPN impact on pest 
          management in field experiments developed by CENSA`s team with students 
          and farmers in agricultural areas of Havana, Mayabeque (Cuba) and 
          Chalatenango (El Salvador)

      
      
        Estudios para la reproducción masiva y formulación de NEP impulsados por personal del MES

         ⌅
        Los NEP se pueden producir in vivo, utilizando diferentes insectos como bioreactores, donde el hospedante más utilizado es G. mellonella y/o in vitro (cultivos sólidos o líquidos), empleado diferentes medios de cultivo y 
          equipos de fermentación. La selección del método para la reproducción 
          está determinada por elementos de disponibilidad de capital, costos de 
          la mano de obra, materiales, bienes y maquinarias, la factibilidad de 
          escalado, experticia técnica requerida, requerimientos de 
          investigación-desarrollo, disposición de deshechos, disponibilidad de 
          manufactureros, requerimiento de espacio, facilidad de la cosecha y 
          confiabilidad de materias primas (79), entre otros elementos. 

        La producción de NEP in vivo requiere de muy poco capital y baja experticia técnica, resultando fácil el manejo y la cosecha de JI (79); este tipo de producción utiliza G. mellonella.
          Los detalles de este tipo de producción en Cuba, los centros en los que
          se producen y de la tecnología preparada por el CENSA (24), se ofrecieron antes en diversos artículos (8, 10, 11). Esa metodología posibilitó la producción anual de más de 907 000 millones de JI en el país (12). Otro estudio para la reproducción masiva in vivo realizó un equipo de trabajo en la UCLV, que estudió la posibilidad de reproducir NEP utilizando como biorreactor a S. frugiperda, mantenida en laboratorio sobre hojas de Sorghum halepense Pers. (Poales: Poaceae) y determinó que el V instar de S. frugiperda fue el más productivo cuando se inoculó con 250 - 500 JI/larva (80). 

        La reproducción in vitro del complejo nematodo-bacteria se abordó por especialistas del CENSA (22, 24, 81, 82), con resultados modestos, pero que sentaron la línea base para el desarrollo del cultivo in vitro de NEP en Cuba. 

        Otra
          arista del trabajo con NEP es la transferencia de tecnologías y de 
          cepas seleccionadas dentro y fuera del país. Además de la transferencia 
          hecha en los años 90s al CREE de Quivicán (21), el equipo de trabajo del CENSA (Fig. 4) transfirió las metodologías de reproducción de G. mellonella y NEP a la Organización No Gubernamental PROBIOMA de Bolivia en 
          1996-1997, al Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria para la 
          Montaña (CNRFM) entre 2005 y 2007, al Instituto de Investigaciones 
          Agrícolas (INIA) (2007-2012) y al Instituto Nacional de Investigaciones 
          Científicas (IVIC) (2015), ambos de Venezuela (8, 11, 83, 84), así como a una cooperativa agroecológica de El Salvador (2015-2016) (11). 

        
          
            
               
            
          

        

        Figura 4.  Miembros del equipo del CENSA, Cuba, 
          que desarrollan los estudios moleculares de cepas de NEP y 
          caracterización de bacterias simbiontes; compatibilidad de nematodos con
          productos naturales; optimización de la producción masiva y formulación
          de H. amazonensis cepa HC1 / Members of CENSA`s team, Cuba, in 
          charge of molecular studies of EPN strains and characterization of 
          symbiotic bacteria and studies on compatibility of nematodes with 
          natural products and optimization of mass production and formulation of H. amazonensis strain HC1

        En cuanto a la formulación, Sánchez et al. (22) calcularon la 
          cantidad de JI a colocar en esponjas de poliéster-poliuretano en bolsas 
          de polietileno transparente, donde los JI de H. amazonensis cepa 
          HC1 se conservan a temperaturas frescas (22-25ºC) por 60 a 90 días. La 
          generalización de esta formulación evitaría pérdidas de calidad del 
          producto que, numerosos CREE, comercializan en recipientes con agua. 

        Los NEP son eficaces ACB que poseen como ventaja adicional, en las condiciones de Cuba, de que no necesitan ser registrados (85) y son recomendados y utilizados en la actualidad en el manejo de diversas plagas (86, 87, 88), teniendo como base teórica-metodológica, en gran medida, los estudios desarrollados por entidades del MES.

        La
          preparación de capital humano, relacionado con el estudio y uso de ACB,
          en el caso de los NEP, tuvo fuerte componente del trabajo realizado por
          instituciones científicas y universidades del MES; así como la 
          conducción y ejecución de trabajos de diploma, tesis de posgrado, 
          cursos, talleres y la edición de materiales para los agricultores.

        Retos de las instituciones del MES para contribuir al fortalecimiento de los estudios de NEP en Cuba

        
          
            	
              Creación de la Red de Universitaria de Nematología Agrícola (RedUNemA)
                que aglutine a los nematólogos y estudiantes de la Educación Superior, 
                como plataforma para la comunicación y el crecimiento de la masa crítica
                dedicada a la especialidad.

            

            	
               Incrementar el número (y 
                calidad) de materiales de consulta para especialistas, estudiantes y 
                agricultores; así como la publicación de resultados de investigaciones e
                innovaciones vinculadas a la especialidad en revistas arbitradas 
                cubanas y extranjeras

            

            	
              Elevar la preparación de profesionales, productores, decisores y la sociedad en el tema de nematodos entomopatógenos. 

            

            	
              Fortalecer
                el vínculo entre el sector académico del MES y los Centros de 
                Reproducción de Entomófagos y Entomopatógenos (CREE), para el suministro
                de asistencia técnica sistemática y la elevación de la preparación 
                técnica del personal de esos centros.

            

            	
              Lograr la 
                homogenización de protocolos y el uso de ensayos establecidos por la 
                literatura internacional en los laboratorios de investigación del MES. 

            

            	
              Desarrollar la tecnología de producción masiva in vitro (líquida) con un eficaz sistema de aseguramiento de calidad en la 
                producción de NEP, para su transferencia al sistema empresarial, como 
                parte del vínculo universidad-empresa.

            

            	
              Estudiar el impacto de las aplicaciones del NEP sobre las comunidades de nematodos del suelo. 

            

            	
              Desarrollar
                estudios de todas las cepas seleccionadas con el empleo de técnicas de 
                biología molecular para el estudio de nematodos y sus bacterias 
                simbiontes, como elementos importantes en el proceso de obtención y 
                protección de formulados comerciales. 

            

            	
              Estudiar las 
                toxinas de origen proteico y metabolitos secundarios de los simbiontes 
                bacterianos de las cepas que demostraron alta eficacia en el manejo de 
                plagas, los que pudieran tener nuevas aplicaciones agrícolas.

            

            	
              Lograr
                el establecimiento y mantenimiento de colecciones especies/ cepas, así 
                como una página web con información relevante, con fines docentes y 
                científicos. 

            

            	
              Mejorar las formulaciones de nematodos 
                entomopatógenos para facilitar las aplicaciones e incrementar su vida en
                anaquel y la persistencia de estos organismos luego de ser aplicados. 

            

            	
              Continuar
                estudios relacionados con las aplicaciones en campo como: dosis, 
                frecuencia y momento de aplicación para cada diana, equipos de 
                aplicación, compatibilidad con otros productos (químicos y biológicos) y
                su uso en nuevas dianas. 
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