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	Resumen de la propuesta
	Palabras clave

	La polilla guatemalteca de la papa (Tecia solanivora, Fam Gelechiidae) es una de las principales plagas entomológicas de este cultivo.  Fue introducida a Colombia en el año 1983 y se reportó en los departamentos de Cundinamarca y Boyacá en 1991.  Esta plaga es responsable de una pérdida promedio del 30% de las cosechas de papa.  Además de los efectos económicos derivados de esta pérdida se generan impactos ambientales por el uso indiscriminado de insecticidas químicos para su control.  Existen opciones agronómicas, químicas y biológicas efectivas para el manejo de la plaga en la fase de pre cosecha y post cosecha, sin embargo no existe una alternativa que permita reducir el daño de la plaga de manera efectiva una vez se establece en campo durante la fase de tuberización.  En este proyecto se evalúa la efectividad de nematodos entomopatógenos de los géneros Steinernema y Heterorhabditis y de hongos de los géneros Beauveria y Metarhizium en larvas de Tecia solanivora.  Estos nemátodos del orden Rhabditida han mostrado una alta eficiencia para el control de plagas entomológicas del suelo, principalmente larvas de coleópteros, debido a su capacidad de profundización y de búsqueda de sus presas.  Los nematodos entomopatógenos tienen una interacción simbiótica con bacterias por lo que además del daño físico que causan al insecto hospedero por su acción parasítica, son vectores de infecciones letales.   Por otra parte los hongos Beauveria y Metarhizium también se usan ampliamente como agente de control biológico de diferentes especies de insectos plaga de diferentes cultivos donde han mostrado una alta efectividad, sin embargo la investigación sobre su uso en el cultivo de la papa es limitado.  En este proyecto se establecerán protocolos de bioensayos para la evaluación de la patogenicidad de nematodos y hongos entomopatótenos.  En función de los resultados se determinará el potencial de estos patógenos para el control de plagas en las condiciones de producción de la zona papera de Cundinamarca.

	Tecia solanivora; Steinernema; Heterorhabditis; Beauveria; Metarhizium; papa; polilla guatemalteca



	Problema de investigación

	La papa (Solanum tuberosum, Familia: solanaceae) es un cultivo de origen andino alrededor del cual se ha desarrollado una cultura agrícola desde épocas precolombinas en Colombia, Ecuador y Perú, y en otros países en donde se diversificó la especie como México y Guatemala.   En la región andina sigue siendo una de las principales fuentes de carbohidratos en la dieta de sus pobladores.  La papa fue llevada a Europa en el siglo XVI y de allí se expandió al resto del mundo, al punto de constituirse en la actualidad en el cuarto cultivo en importancia para la alimentación mundial después de trigo, el arroz y el maíz.   
El cultivo de la papa se ve afectado por varios problemas fitosanitarios entre los que destaca el tizón tardío (Phytophtora infestans), el virus del mosaico, el gusano blanco (Premnotrypes vorax) y las polillas (Tecia solanivora y Phthorimaea operculella).  Estas plagas causan reducciones considerables a las cosechas y daños a los tubérculos.  Estas plagas por lo general son manejadas con productos químicos que representan el 20 % de los costos de producción (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2005). La polilla de la papa Tecia solanívora provoca pérdidas en la productividad de 30% en promedio pero que en ocasiones puede ascender al 100% de la cosecha (Arias et al 2006). 
El manejo fitosanitario es un factor que reduce considerablemente la rentabilidad del cultivo y causa problemas ambientales por el uso excesivo de agroquímicos, que en el caso de las polillas de la papa son poco efectivos una vez las poblaciones están establecidos en el tubérculo en formación en el suelo.  Frente a este panorama es importante generar nuevas opciones tecnológicas que sean efectivas, baratas y ambientalmente inocuas tanto para el ambiente como para la salud del productor y de los consumidores. La gestión innovación ambiental de los procesos productivos que se desarrollan en el sector rural es un área que tradicionalmente se ha dejado en mano de los ingenieros agrónomos, sin embargo se necesita del concurso de otras profesiones, como la ingeniería ambiental para lograr un acercamiento al tan anhelado pero lejano paradigma de la producción sostenible.   Este proyecto está encaminado a la generación de tecnologías limpias de producción agropecuaria, esta es un área en donde la el desarrollo tecnológico y la transferencia de tecnologías son aún insuficientes. 





	Justificación

	La papa es el cuarto cultivo en importancia en la producción agropecuaria de Colombia con una producción de 2.9 millones de tonelada métricas para el 2003 y una superficie cultivada de más de 165,000 Ha.  Unas 90,000 familias colombianas están vinculadas directamente a su cultivo que genera unos 20 millones de jornales al año.  El 45% de la producción de papa está en manos de pequeños productores (en fincas de 3 Ha o menos) que representan el 90% de los cultivadores que tienen bajos niveles de tecnificación y bajos rendimientos.  El resto de la producción está a manos de medianos y grandes productores más tecnificados y que obtienen mejores rendimientos (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2005).  
Los nematodos entomopatógenos son agentes de control biológico con un alto potencial para el control de la polilla de la papa en la fase de tuberización ya que tienen la capacidad de desplazarse en suelo, buscar e infectar sus larvas.  Los hongos entomopatógenos también son organismos que atacan exclusivamente los insectos y que se usan ampliamente con insectos plaga de diversos cultivos.  A pesar de ello existe un vacío en la investigación y oferta tecnológica con relación a las especies mencionadas para el control de plagas entomológicas en el cultivo de la papa.



	Objetivo general

	Determinación experimental del potencial de nematodos entomopatógenos de los géneros Steinernema y Heterorhabditis y de hongos de los géneros Beauveria y Metarhizium como agentes de control biológico para el control eficaz de la polilla guatemalteca de la papa (Tecia solanivora).  



	Objetivos específicos

	· Desarrollar una metodología de bioensayos para determinar la patogenicidad y virulencia de los nematodos entomopatógenos
· Desarrollar una metodología de bioensayo para determinar la capacidad que tienen los nematodos para buscar e infectar las larvas de las polillas de la papa
· Establecer crías del material biológico necesario para el montaje de los bioensayos



	Estado del arte y marco conceptual

	Tecia solanivora o polilla guatemalteca pertenece a la familia Gelechiidae, orden Lepidóptera, suborden Dytrisia, superfamilia Tinoidea, género Tecia (Rincón y García, 2007). Se desarrolla en un ciclo de vida de 4 fases pasando por huevo, larva, pupa y polilla que dura de 60 a 65 días dependiendo de las condiciones ambientales (Herrera, 1998).  La polilla guatemalteca es originaria de América central, fue introducida en varias zonas gracias a la comercialización de productos entre países. El primer reporte fue registrado en Venezuela en 1983, seguido por la introducción en Colombia en 1985, en el departamento de Norte de Santander y de ahí se dispersó al resto de las zonas paperas del país.  En 1996 la polilla se propago hacia el Ecuador, en Tenerife en 1999 y en Galicia en el 2015  (Herrera, 1998); (Ríos, 2012); (Villanueva y Saldamando, 2013); (Scrader et al 2018).  El daño causado al cultivo de papa se presenta en estado larval de la plaga, en donde apenas eclosiona entra al tubérculo por un orificio muy pequeño y va haciendo galerías, dejando su excremento al interior de la misma y que junto con patógenos secundarios y organismos saprófitos que causan daños cosméticos y en casos extremos la pudrición del tubérculo (Rueda y Rincón, 2005); (Herrera, 1998); (CORPOICA, 1999). Los daños al tubérculo para consumo o para semilla puede ocasionar pérdidas de hasta el 100% de la cosecha (SIPSA, 2014).  Como medida de control históricamente se han utilizado agroquímicos de fácil acceso, baratos pero de eficacidad cuestionable.  
El control biológico de plagas entomológicas incluye el uso de depredadores, parasitoides, organismos antagónicos y patógenos.  Los patógenos pueden ser considerados como organismos microscópicos que invaden los hospederos causando su enfermedad y eventualmente su muerte ya sea por acción directa o por liberación de metabolitos tóxicos.  Los grupos biológicos considerados patogénicos son las bacterias, los virus, los hongos y los nematodos.  En Colombia, los baculovirus se han usado con éxito en el cultivo de la papa principalmente para proteger del ataque de las polillas a los tubérculos que se almacenan para semilla, sin embargo no han mostrado ser eficientes cuando la población de polilla ataca los tubérculos en formación (Ojeda, Rocha y Calvache, 2002) (Weber, 2013). Los hongos entomopatógenos también son comúnmente usados como agente biológico de control de plagas en cultivos como el café, la caña de azúcar y la papa entre otros.  Los géneros de hongos entomopatógenos más estudiados en el cultivo de la papa son Beauveria spp., Metarhizium anisopliae, Verticillium lecanii y Paecilomyces spp. (Cañedo y Ames 2004).  Los hongos entomopatógenos tienen un amplio rango de hospederos están comúnmente presentes en la naturaleza, al entrar en contacto con un posible insecto hospedero forman una estructura que permite la penetración de las hifas y la infección y muerte del hospedero en donde eventualmente esporulan pudiendo provocar una epizootia (Cañedo y Ames 2004); (Sepúlveda et . al. 2005).  Los nemátodos entomopatógenos pertenecen al Filo Nemátoda y al orden Rhabditida. Los dos géneros más estudiados son Heterorhabditis y Steinernema y se han usado con éxito para el control de plagas, principalmente insectos de suelo y algunos aislamientos están disponibles comercialmente (Caicedo et al 2004).  El éxito de estos patógenos para el control de plagas radica en que los estadíos juveniles tienen una capacidad de búsqueda activa de sus hospederos, a que tienen una simbiosis con bacterias que liberan dentro del hemocelo del insecto provocando una infección que causa la muerte del mismo y a que puede permanecer en el suelo por periodos largos antes de infectar a un hospedero (Hazir, et al 2003); (Ehler, 1990);  (Kaya, 1993); Kaya et al 1993); (Kaya et al 2006).  

Aunque los nematodos entomófagos no son usados comúnmente como un agente de control biológico en el cultivo de papa existen algunas investigaciones sobre su patogenicidad en plagas de este cultivo.  Hernández et al (sf) aislaron en campo 28 nemátodos provenientes de 4 provincias y seleccionaron 11 aislamientos promisorios después de pruebas con larvas de Galleria mellonella.  Estos 11 aislamientos fueron evaluados en larvas de Premnotrypes vorax (gusano blanco de la papa; FAM Curculionidae) encontrando mortalidades entre el 48 y el 68% de las larvas infectadas.  Por otra parte Castillo et al (sf) del Instituto Nacional Autónomo de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) de Ecuador han encontrado mortalidades en larvas de T. solanivora del 62% y 33% causados por nemátodos de los género Heterorhabditis y Steinernema, respectivamente en condiciones de bioensayo.  En Colombia los resultados de investigaciones de control biológico de nematodos se han realizado en condiciones de laboratorio, de invernadero y campo arrojando diferentes resultados, encontrándose mortalidades altas en el insecto plaga en condiciones de laboratorio pero bajas en condiciones de campo (Leguizamon et al, 2006); (Luque et al, 2006);  (Parada, 2004); (Universidad Nacional de Colombia, 2006).  La literatura reporta mortalidades muy altas (de 80 a 100%) de T solanivora infectadas por juveniles infectivos del nematodos entomófagos de las especies Steinernema feltiae y  Heterorhabditis en condiciones de laboratorio (Saenz, 2003); (Xuejuang, 2000).  Lacey y Kroschel (2009) reportan la alta efectividad de nemátodos y hongos entomopatógenos sobre Phthorimaea operculella que es una polilla del tubérculo de la papa que al igual que T. solanivora pertenece a la familia Gelechiidae.  Los estudios de estos patógenos en la polilla de la papa son insuficientes y presentan resultados contradictorios, por lo que es importante seguir explorando su potencial biológico y sus posibilidades de aplicación para generar tecnologías de control de plagas amigables con el ambiente.




	Metodología

	Este proyecto es la primera fase de un esfuerzo de largo aliento en el cual se hará una caracterización cuantitativa del potencial infectivo de los nematodos y de los hongos entomopatógenos sobre las polillas de la papa.  Se establecerá una serie de bioensayos a nivel de laboratorio que permitan evaluar bajo condiciones controladas la acción y eficacia de diferentes nematodos y hongos.  Se espera poder identificar variedades promisorias para el control de las polillas de la papa que tengan el potencia para ser desarrolladas como bioinsumos para el establecimiento de una tecnología viable, económica y atractiva para los productores de papa colombianos.  

Para el establecimiento de los ensayos se usará como material biológico larvas del insecto plaga, provenientes directamente del campo o que resulten de un proceso de cría.  Los patógenos a evaluar podrán provenir de cepas distribuidas comercialmente para el control de plagas agrícolas de la caña de azúcar (producidas y comercializadas por el laboratorio Perkins Limitada, Palmira, Valle del Cauca) del muestreo de suelos se aislarán patógenos usando la metodología de Bedding y Ahurst (1975).  El desarrollo de los bioensayos requiere la cría de la larva de la cera Galleria mellonella (Fam Pyralidae) y de la polilla de la papa Tecia solanivora. 

PROSPECCION DE PATÓGENOS DE INSECTOS
El muestreo de suelo para el aislamiento de patógenos se hará en diferentes regiones de producción de papa de Cundinamarca y Boyacá.  En cada punto muestreado se tomará una muestra compuesta de 1 Kg.  Para cada muestra se tomará de 300 gramos y se colocarán en una caja de Petri en la cual se añadirán 5 larvas de G. mellonella, se repetirá el proceso cinco veces por cada muestra y se dejarán las cajas a temperatura ambiente por 5 días.  Al finalizar este tiempo se retirarán las larvas muertas y se identificarán y aislarán los patógenos. Cuando se tenga evidencia que una larva de la trampa de Bedding fue infectada y muerta por un hongo (presencia de micelio o de esporas) esta se colocará en una cámara de humedad para inducir el desarrollo del hongo y su posterior esporulación. Los hongos se aislará y re aislarán en un medio de crecimiento (PDA) hasta obtener un cultivo puro que se usará para los ensayos de patogenicidad.
REINFECCIÓN CON LAS CEPAS AISLADAS Y COMERCIALES
Las cepas aisladas y comerciales de hongos y de nemátodos se suspenderán en agua destilada esterilizada y se aplicarán por inmersión a larvas de tercer estadío de Galeria mellonella.  Se determinará la patogenicidad de estos microorganismos sobre las larvas.  Una vez identificadas las cepas de hongos o aislamientos de nemátodos más promisorios se procederá a probarlos en un bioensayo sobre larvas de tercer instar de T. solanivora.  En todos los ensayos la unidad experimental será una caja de Petri con un papel filtro humedecido en donde se colocan 5 larvas tratadas.  Todo ensayo tendrá un testigo en las mismas condiciones que los tratamientos.
Se determinará la concentración letal 50 de los patógenos mediante un modelo estadístico probit.  Se hará una comparación de los tratamientos mediantes un análisis de varianza y una prueba de comparación múltiple.
CRIA DE GALLERIA MELONELLA
Se adquirirá como pie de cría pupas de Galleria mellonella provistas por el laboratorio Perkin limitada.  Al emerger los adultos estos serán aislados en un balde plástico dentro del cual se introducen tiras de cartón corrugado (que imitan la estructura de los paneles de abejas) para inducir a las hembras e ovipositar.  Los huevecillos serán cosechados cada dos días e introducidos en un recipiente plástico rectangular de 700 ml de volumen, dentro del cual se introdujo 300 gramos de dieta.  La dieta artificial para G. mellonella consistirá en una mezcla de salvado de trigo, miel de abejas, glicerina y cera de abejas.  Dentro de cada recipiente se dejará que las larvas se alimenten y crezcan.  Se extraerán las larvas necesarias para los bioensayos una vez alcancen el tercer instar.

CRIA DE TECIA SOLANIVORA
Se adquirirá como pie de cría huevos provenientes de la cría de la Corporación Colombiana de Investigación Agropecuaria, CORPOICA, sede Tibaitatá.  Estos huevos serán colocados sobre tubérculos y estos a su vez se colocarán dentro de cajas plásticas (dimensiones 30x20x15 cm) que se taparán con una tela de algodón.  Se dejará que las larvas eclosionen, penetren el tubérculo y se desarrollen.  Una vez que lleguen al último instar larval y empupen en el fondo del recipiente se cosecharán las pupas y se transferirán a un balde plástico tapado con una tela de algodón.  Los adultos se atraparán con ayuda de un tubo de ensayo y se colocarán en grupos de 25 en frascos de vidrio de 350 ml, estos frascos se taparán con una malla de tela gruesa se colocarán sobre círculos de papel servilleta para inducir la oviposición.  Con estos huevos se repetirá el proceso y se cosecharán larvas de tercer instar para hacer los bioensayos. 

	Resultados esperados

	Como resultados preliminares se espera establecer crías efectivas de Galeria mellonella y de Tecia solanivora que provean oportunamente el material biológico para los ensayos.  También se pretende establecer una metodología viable de bioensayo para probar la patogenicidad de los hongos y de los nemátodos. Una vez determinadas estas condiciones experimentales se montarán los bioensayos de patogenicidad.

Se espera identificar cepas de hongos y aislamientos de nemátodos, silvestres o comerciales, que tengan una alta patogenicidad sobre larvas de tercer instar de T. solanivora.  Con esto se pretende determinar el potencial de control biológico de estos microorganismos. 

En función de estos resultados se generarán los siguientes productos:
GENERACION DE NUEVO CONOCIMIENTO:
· Un artículo científico Q4

DESARROLLO TECNOLOGICO E INNOVACIÓN
· Un informe técnico sobre los hallazgos de la investigación y potencial de desarrollo futuro

PRODUCTO DE APROPIACIÓN SOCIAL 
· Participación en un evento científico

PRODUCTO DE FORMACIÓN DE RECURSO HUMANO
· Dos trabajos de grado en  pregrado 
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	FINANCIACIÓN
	RECURSO
	DESCRIPCIÓN
	Valor partida
	Valor contrapartida (Externa)
	Total ($)

	RUBROS
	Servicios Técnicos
	
	
	
	$ 0

	
	Salidas de campo
	
	
	
	$ 0

	
	Equipos
	
	3,500,000
	
	$ 3,500,000

	
	Materiales, insumos y software
	
	
	
	

	BOLSAS
	Papelería
	
	200,000
	
	200,000

	
	Fotocopias
	
	
	
	

	
	Material bibliográfico
	
	1,000,000
	
	1,000,000

	
	Auxilio de transporte
	
	
	
	$ 0

	
	Movilidad 
	Participación un congreso internacional
	6,000,000
	
	$ 0

	
	Publicaciones (Artículos, proceso editorial y traducción)
	Publicación de un artículo en revista internacional 
	1,000,000
	
	$ 0

	TOTAL DEL PROYECTO:
	4,500,000
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