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PROSPECCION DE PATOGENOS CON POTENCIAL PARA EL CONTROL
BIOLOGICO DE LA POLILLA GUATEMALTECA DE LA PAPA (Tecia solanivora,
FAM Gelechiidae)

1. RESUMEN

En este trabajo de investigacion se buscaron patdgenos, naturalmente presentes en el
suelo, con potencial para el control biolégico de la polilla guatemalteca de la papa Tecia
solanivora. Se uso el método de colecta de patdégenos desarrollado por Bedding con
larvas de la polilla de la cera Galleria mellonela y muestras de suelo provenientes de
sistemas agricolas de Cundinamarca. Para el aislamiento de hongos se usaron camaras
humedas para inducir la esporulacion y medio PDA para sembrarlos. No se trabajo con
virus ni con bacterias por la complejidad en cuanto a busqueda y manejo. Con los
patdgenos (nematodos y hongos) se hizo una primera evaluacién de patogenicidad
usando larvas de G. mellonela. Las cepas que mostraron mortalidades superiores al
80% fueron evaluadas en un ensayo de patogenicidad sobre la polilla de la papa Tecia
solanivora. Se logro determinar las condiciones (de humedad, temperatura y material de
recipientes), adecuadas para el montaje y evaluacion de cepas de patégenos en
bioensayos con Galleria mellonela y de Tecia solanivora. Las cepas V (USTATENJO I-
15) y VII (USTABOYACA I1I-15) mostraron una alta mortalidad en larvas de Galleria
mellonela y de Tecia solanivora siendo promisorias para el desarrollo de investigaciones
posteriores que lleven al desarrollo de bioplaguicidas.
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2. INTRODUCCION

El continuo crecimiento de la poblacion humana requiere la busqueda de nuevos
caminos para incrementar la produccion de alimentos. Una forma de conseguir este
objetivo es la reduccion de las pérdidas en cultivos provocadas por organismos
causantes de enfermedades o dafios en las plantas [1]. Uno de los métodos que mas
se utilizan para contrarrestar estas pérdidas es el uso de agroquimicos, los cuales
representan un papel muy importante en la reduccion de los dafios econémicos en los
cultivo, pero la toxicidad elevada de algunos de ellos ocasionan dafios a la salud de
productores, consumidores y produce enfermedades como el cancer, trastornos
endocrinos y problemas neuroldgicos, debido a los residuos téxicos [2]. Por otra parte
su persistencia en el medio genera resistencia a los pesticidas en las plagas y dafios
ambientales por la contaminacion de suelo, de agua, afectacion de las redes troficas,
reduccién de la biodiversidad y desbalances en los mecanismos naturales de control
biolégico de las plagas entre otros [3].

Una de las plagas objeto de control es la polilla guatemalteca de la papa Tecia solanivora
(Fam. Gelechiidae), por su importancia econémica en Colombia. Esta plaga afecta la
calidad del tubérculo no solo en su apariencia que reduce su valor comercial, si no en
una afectacion total que hace que el tubérculo no se pueda utilizar para semilla, ni para
su comercializacién puesto que no sirve para su consumo humano, ni animal. T.
solanivora causa grandes pérdidas econdémicas, tanto por las pérdidas en la cosecha
como por los gastos que implica su control. Efectivamente el manejo exclusivamente
con insecticidas quimicos supera el 10% de los costos de produccién, reduciendo la
ganancia para los productores [4].

La polilla guatemalteca de la papa es una plaga lepidéptera del suelo que en su fase de
larva ataca el tubérculo dejando exuvias y excremento causando dafio directo y
facilitando la entrada de organismos saprofitos. Esta plaga fue registrada por primera
vez en Colombia en el afio 1985 en cultivos de papa en el norte de Santander en donde
ocasioné pérdidas en un 50% a finales de los afios 80, en el resto del pais se han
registrado pérdidas hasta el 100% de la cosecha [5]. En consecuencia los agricultores
aplican grandes cantidades de insecticidas para su manejo [4] y con frecuencia este
control quimico es poco eficiente [5]. Frente a las dimensiones del impacto econémico
de la polilla de la papa, a la baja eficacia y a los altos costos ambientales de las
alternativas quimicas para su control, se hace necesario investigar opciones de control
biol6gico. Este trabajo de investigacion pretende entonces buscar patdgenos
naturalmente presentes en el suelo, evaluar su patogenicidad y su potencial como
controlador bioldgico de la polilla guatemalteca de la papa Tecia solanivora.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La polilla de la papa es probablemente la peor plaga entomoldgica de este cultivo ya
gque causa pérdidas que alcanzan, bajo ciertas condiciones, hasta el 100% lo que se
traduce en miles de millones de pesos de pérdida a nivel nacional. Esta plaga se
combate principalmente mediante la aplicacién de insecticidas quimicos, sin embargo
estos muestran poca eficacia, principalmente cuando la larva ya penetré6 el tubérculo ya
gue los insecticidas no pueden traslocarse a este tejido. El manejo de estos insecticidas
quimicos tiene serias implicaciones sobre el ambiente y la salud de productores y
consumidores. Frente a esta situacion es necesario desarrollar alternativas tecnoldgicas
mas eficaces desde el punto de vista agronédmico y menos nocivo desde lo ambiental.
En este contexto se pretende hacer una busqueda de patdgenos que tengan un
potencial como biocontroladores para la polilla guatemalteca de la papa Tecia
solanivora.
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4. HIPOTESIS EXPERIMENTAL

Los suelos del area andina (agricolas y no agricolas) contienen patégenos de insectos
con potencial para el control biolégico de la polilla guatemalteca de la papa Tecia
solanivora.
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5. JUSTIFICACION

Este proyecto es necesario ya que si se logra identificar patdgenos en suelos andinos
con potencial para el control biolégico de la polilla guatemalteca de la papa Tecia
solanivora se podria llegar a utilizar como instrumento para la implementacién de un
control bioldgico en zonas donde se cultiva papa y son afectadas por la plaga causando
pérdidas e impactos al ambiente y la salud humana. Al ser un tema de investigacion que
no se ha efectuado antes en la universidad Santo Tomas, servirA como base para
nuevas investigaciones y para el desarrollo futuro de tecnologias de control bioldgico.

6. OBJETIVOS
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6.1 GENERAL

Aislar cepas de patdgenos (nematodos y hongos) con potencial para el control
biol6gico de la polilla guatemalteca de la papa.

6.2 ESPECIFICOS

e Establecer una cria de larvas de Galleria mellonella como insecto trampa para
la prospeccion bioldgica.

e Dar mantenimiento a la cria de Tecia solanivora de la Universidad Santo Tomas.

o Evaluar muestras de suelo provenientes de diferentes regiones agricolas de
Cundinamarca para aislar patégenos de insectos.

o Determinar las condiciones experimentales adecuadas para la realizacion de
bioensayos que permitan establecer la efectividad de los patégenos de interés.

¢ Realizar bioensayos para comprobar la patogenicidad de las cepas aisladas en
larvas de Galleria mellonella.

e Hacer pruebas preliminares para evaluar la patogenicidad de las cepas aisladas
en Tecia solanivora.

18



7. MARCO TEORICO

7.1 CONTROL BIOLOGICO DE PLAGAS

El control biolégico es un método que emplea organismos vivos o sus derivados para
reducir la densidad de la poblacion de organismos plaga lograndose con ello un
equilibrio poblacional. Este método natural compite con los métodos convencionales de
origen sintético aunque los agroquimicos por su alta eficiencia y bajo precio siguen
siendo preferidos por muchos agricultores a pesar de los dafios ambientales que puedan
causar. Para lograr un desarrollo sostenible en el cultivo aparte de implementar un
controlador de origen natural se debe capacitar al agricultor y brindar la proteccién total
en el momento de manipular el producto para finalmente mantener un ambiente sano y
con menor riesgos ambientales a las personas [6], [7], [8], [9].

Entre controles naturales de plagas se puede distinguir la lucha microbiolégica donde
se utilizan microorganismos entomopatégenos (virus, bacterias, hongos, nematodos,
etc.) y lucha microbiol6gica si se usan enemigos naturales artropodos (insectos, acaros,
arafias), todos estos se encuentran de manera espontanea en la naturaleza, por lo que
son capaces de hacer disminuir los niveles de poblacion de sus presas hasta valores
mas bajos de los que alcanzarian sin su presencia [7], [6].

Basicamente hay tres tipos de control biol6gico de acuerdo a la estrategia de manejo
del controlador: Conservativo, Clasico y Aumentativo.

7.1.1 El control bioldgico clasico

En este sistema los microorganismos antagonistas se obtienen en un medio natural y
se utilizan en otro, donde ellos no existian antes. En este lugar la plaga o enfermedad
se habia establecido porque ha vencido a los microorganismos autéctonos que existian
y ya no tiene enemigos naturales. El controlador bioldgico introducido lograra, en el largo
plazo reducir la poblacion de la especie plaga. Por lo tanto este método es
especialmente adecuado para los casos en que una especie se establece en areas fuera
de su rango nativo donde no estan presentes los enemigos naturales que la regulan
normalmente [7], [8], [10].

7.1.2 El control biol6gico conservativo

Consiste fundamentalmente en favorecer la abundancia de los enemigos naturales de
las plagas, mediante medidas para proteger, aumentar la abundancia y mejorar las
actividades de estos controladores biol6gicos ya presentes en el area. Para esto, es
importante identificar cuales son los factores que limitan a la poblaciébn de enemigos
naturales o que influyen de manera negativa en su actividad. De este modo se busca
proporcionar habitats alternativas para que los enemigos naturales tengan alimentacion
y un lugar para reproducirse. [7], [8], [10].
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7.1.3 El control biol6gico aumentativo

Tiene como objetivo inmediato aumentar la abundancia de los enemigos naturales que
ya estan presentes en un area afectada por una plaga, aunque en un nimero tan bajo
gue no alcanzan un control efectivo. Para lograrlo se pueden seguir dos tacticas el
control inoculativo y el control inundativo. El control inundativo consiste en favorecer la
llegada y el desarrollo de los enemigos naturales de las plagas. Se pueden introducir
estos agentes bioldgicos a lo largo del ciclo de cultivo para prevenir dafios. Por otro lado
la estrategia inundativa consiste en liberar en grandes cantidades y en forma repetitiva
los enemigos naturales durante el ciclo de cultivo [7], [8], [10].

Para el control biolégico existen diferentes grupos de agentes, los artropodos que
pueden ser depredadores (insectos y aracnidos), que atrapan a su presa devorandolas;
o los parasitoides, que de forma interna o externa se alimentan de un hospedante (la
plaga) y limitan su estabilidad. Los entomopatdégenos que pueden ser hongos,
bacterias, virus, nematodos u otros microorganismos, provocan enfermedades en los
insectos. No obstante, actualmente se sefialan dos tipos adicionales: los antagonistas,
que interfieren con otros microorganismos patégenos, limitando su desarrollo y por
tanto, limitando su capacidad para generar enfermedades; y el grupo de los promotores
de crecimiento y los inductores de resistencia sistémica, siendo los microorganismos
antagonistas los que comprenden cualquier organismo que interfieren en la
supervivencia o desarrollo de los patégenos [10], [7], [8].

Los artrépodos depredadores constituyen uno de los grupos mas importantes de
enemigos naturales, se conoce que la mayor parte de ellos son carnivoros. En el caso
de plagas de artrépodos controladas por otros artrépodos, el control es llevado a cabo
mediante dos procesos fundamentales: la depredacion y el parasitismo. Los artropodos
depredadores se alimentan de todos los estados de la presa: huevos, larvas (o ninfas),
pupas y adultos. Ademas, la variedad de presas que pueden llegar a consumir cambia
mucho en funcién de la especie que se trate, pueden alimentarse tanto de la planta
como de presas, lo gue se conoce como zoofitofagia [8], [11], [12].

Los parasitoides son insectos que en su estado inmaduro se alimenta y desarrolla dentro
0 sobre el cuerpo de un solo insecto hospedante al cual mata lentamente para completar
su desarrollo aunque también se desarrolla dentro de los huevecillos de este. Sin
embargo pasan inadvertidos por su pequefio tamafio, este grupo de organismos posee
una tremenda importancia econdmica, ya que actian como reguladores poblacionales
de sus hospedadores, representando herramientas Utiles para el manejo de insectos
plaga. Por su localizaciéon en el hospedante, se clasifican en ectoparasitoides, aquellos
gue se ubican y alimentan en el exterior del hospedante [13], [8], [14].

Los entomopatégenos son cualquier agente bidtico que puede ser infeccioso 0 no
infeccioso, normalmente son microscopicos y causantes de enfermedades, por lo que
limitan la actividad de su hospedero o lo matan, liberando posteriormente millones de
esporas u otros propagulos que son dispersados por el agua, viento u otros insectos
causando en muchos casos epizootias. Dentro de este grupo se encuentran los hongos,
los nemétodos, las bacterias, los protozoos y los virus [15], [16], [8], [17], [18].
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Las bacterias son microorganismos simples con células procariontes individuales que
se reproducen por fision binaria. Algunas bacterias son patégenos obligados, aunque
se han reportado pocas especies que atacan insectos. El potencial patogénico de las
bacterias sobre insectos ha despertado el gran interés para su uso en plagas agricolas,
las especies mas reconocidas pertenecen a las familias: Bacillaceae,
Enterobanteriaceae y Streptococcaceae. Prosperan en ambientes aerobios y
anaerobios; en condiciones célidas o frias, lugares obscuros o luminosos, secos o
humedos. Hoy en dia existe una necesidad critica de contar con herramientas seguras
y efectivas para el control de plagas, alternativas a los insecticidas quimicos. Esto
estimula considerablemente el interés en usar patégenos como agentes de biocontrol.
El patégeno mas exitoso en cumplir este objetivo, que ademas mantiene potencial para
seguir desarrollandose, es la bacteria con cualidades insecticidas Bacillus thuringiensis,
un bacilo Gram positivo, aerobio facultativo, esporulado, cuyo tamafio oscila entre 1 a
1.2 micrémetros de ancho y de 3 a 5 micrometros de largo (2, 3), nativo del suelo y
catalogado como cosmopolita (4-6) la cual se ha aislado de ecosistemas como bosques
tropicales y templados, zonas desérticas, sabanas, archipiélagos, frutales, suelos
agricolas, arena y cuevas en los cinco continentes. Esta bacteria posee una toxicidad
selectiva alta debido a la produccion de endotoxinas que tienen un estrecho rango de
especificidad lo que reduce su dafio ambiental en especies no blanco [19], [20].

Los hongos son microorganismos unicelulares o multicelulares que constan de células
alargadas provistas de una pared que contiene celulosa y quitina, ademas de otros
carbohidratos y proteinas. Estas estructuras vegetativas son llamadas hifas, también
los hongos poseen una gran variabilidad genética y un amplio rango de hospederos.
Dentro de este grupo, destacan los hongos entomopatégenos por lo que son
microorganismos capaces de infectar y provocar enfermedades en insectos
causandoles finalmente la muerte. Esta caracteristica los convierte en una herramienta
con gran potencial como agente de control biolégico. Existen en el mundo mas de 700
especies de hongos entomopatdgenos, y en los habitats mas variados, destacamos los
géneros Beauveria y Metarhizium de numerosas plagas en el mundo. El ciclo de
desarrollo de un hongo entomopatégeno comienza con la adhesion de las conidias
(esporas asexuales) a la cuticula del insecto, para luego germinar, formar un haustorio
y penetrar al interior del cuerpo del insecto huésped. Posteriormente comienza la
colonizacién y reproduccion del hongo lo que causa la muerte y momificacion del
insecto. La presencia de hongos y otros patégenos de insectos plaga dentro de la
biodiversidad natural de los ecosistemas silvestres también puede ser considerada
como un servicio de gran utilidad para la humanidad, ya que de estos ecosistemas se
pueden aislar patégenos con un alto potencial de regulacién de las plagas agricolas.
[16], [17], [21], [22].

Para el aislamiento de los hongos se utiliza el agar de agua el cual es un medio pobre
en el cual el micelio crece en forma muy rala. Es especialmente usado para hacer
aislamientos de punta de hifa. De acuerdo a la consistencia que se quiera dar al medio,
se puede hacer con mayor o menor cantidad de agar [23], [24], [25]. Sin embargo otro
muy utilizado es el (PDA) papa dextrosa agar el cual es un medio muy usado que sirve
para aislar todo tipo de hongos. Beauveria, Paecilomyces, Lecanicillium (Verticillium) y
Metarhizium, los més importantes hongos parasitos de insectos, al igual que los
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parasitos de plantas y los hongos saprofitos crecen muy bien y esporulan en este medio.
Cuando se aislan hongos a partir de insectos colectados del suelo, es recomendable
acidificar el medio con &cido lactico al 25% [23], [25], [26] [18].

Los nematodos entomopatdgenos son organismos pseudocelomados vermiformes muy
similares a los que parasitan plantas y que pueden asociarse con los insectos de tres
formas: forecia (adherencia pasiva y transporte), parasitismo obligado y parasitismo
facultativo. Por lo general presentan una estrecha asociacion (simbiosis) con bacterias
especificas, las cuales son los agentes primarios que inician la infeccion en el
hospedante. Los nematodos transportan internamente bacterias especificas que son
liberadas en el interior del cuerpo del insecto después de que el nematodo penetra a
través de aberturas naturales como boca, espiraculos y ano. Estas bacterias se
multiplican dentro del insecto y lo matan al causarle septicemia (infeccion generalizada).
Los principales grupos de nematodos de interés pertenecen al orden Rhabditida, y
dentro de éste a las familias Steinernematidae y Heterorabditidae [21], [27], [28], [17],
[29].

Las familias Steinernematidae y Heterorabditidae de los hematodos entomopatégenos
son parasitos obligados de un gran niUmero de especies de insectos que se caracterizan
por vivir asociados en mutualismo con bacterias de la familia Enterobanteriaceae, del
género Xenorhabdus y Photorhabdus respectivamente, que llevan en su intestino. El
ciclo de las dos familias de nematodos entomopatdégenos es similar. El Gnico estadio
que vive fuera del insecto es el tercero estado juvenil, forma infectiva juvenil o larva
“dauer”. Durante este periodo tiene boca y ano cerrados y no se alimenta. El tercer
estadio juvenil, también conocido como juvenil infectivo (JI) es el responsable de la
localizacién e infeccion de los insectos hospedadores. Estos juveniles buscan los
hospederos activamente en el suelo atraidos principalmente por un rastro de CO2. Las
formas infectivas juveniles llevan células de la bacteria simbionte en su interior,
formando lo que se conoce como complejo nematodo-bacteria. La infeccién por
nematodos entomopatdgenos causa un cambio de color en los cadaveres producido por
la bacteria asociada. Generalmente los insectos parasitados por especies de la familia
Steinernematidae adquieren una coloraciébn marronosa, que va desde el ocre al casi
negro, mientras que los parasitados por Heterorabditidos toman un tono rojizo, naranja,
amarillo o verde. Por otra parte se han identificados los nematodos de forma natural en
todo el mundo, se han utilizado tradicionalmente contra parasitos de suelo porque son
sensibles a la luz ultravioleta y sequedad, por lo tanto son utilizados como controles
biol6gicos en los cultivos agricolas [21], [27], [28], [17], [30].

Los virus son entidades microbiol6gicas, no celulares, que tienen un genoma con
capacidad de replicarse y adaptarse a los cambios ambientales. Sin embargo, los virus
se caracterizan por no poder capturar y almacenar energia libre y no ser funcionalmente
activos fuera de las células de sus huéspedes. Los virus entomopatdgenos tienen
particulas cuya morfologia es muy variable tanto en forma como en tamafio y pueden
ser de DNA o RNA de hebra simple o doble. La familia Baculoviridae ha evolucionado
de forma independiente como un mecanismo de proteccion contra la degradacion
ambiental, que les confiere una gran ventaja como bioplaguicidas, por lo tanto estos son
especialmente Utiles para la agricultura, pues son muy seguros y eficientes en el control
de plagas [31], [17].
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7.2 Galleria mellonela

La polilla de la cera se desarrolla en panales de abejas alimentandose de la cera. Tiene
metamorfosis completa, donde pasa por cuatro fases: huevo, larva, pupa y adulto. La
larva de G. mellonella pasa, a su vez, por cuatro instares. El dltimo instar es el 6ptimo
para ser hospedero de NEPs y ser utilizado en la multiplicacion de estos controladores
biolégicos, [32], [33].

7.3 Tecia solanivora

Tecia solanivora o polilla guatemalteca pertenece a la familia Gelechiidae, orden
Lepiddptera, suborden Dytrisia, superfamilia Tinoidea, genero Tecia [34]. Se desarrolla
en un ciclo de vida de 4 fases pasando por huevo, larva, pupa y polilla en donde se
demora el ciclo aproximadamente 60-65 dias dependiendo de las condiciones
ambientales [35]. La polilla guatemalteca es originaria de América central, ha sido
introducida en varias zonas gracias a la comercializacion de productos entre paises. El
primer reporte fue registrado en Venezuela en 1983, seguido por la introduccion en
Colombia en 1985, en el departamento de Norte de Santander y de ahi se disperso al
resto de las zonas paperas del pais. En 1996 la polilla se propago hacia el Ecuador [36],
[37], [38]. El dafo causado al cultivo de papa se presenta en estado larval de la plaga,
en donde apenas eclosiona entra al tubérculo por un orificio muy pequefio y va haciendo
galerias, dejando su excremento al interior de la misma y que junto con patégenos
secundarios ayudan a la pudricion del tubérculo [35], [36], [39].

La plaga causa picaduras al tubérculo bajando la calidad del producto reduciendo su
valor comercial y en los peores casos cuando el tubérculo estd muy afectado no sirve
para semilla ni para la venta, ocasionando pérdidas hasta en un 100%. Afios atras el
porcentaje afectado del tubérculo en campo fue entre el 0 y 43%, pero en condiciones
de almacenamiento el dafio aparecié entre 0 y 37,5% [5]. Como medida de control
histéricamente se han utilizado agroquimicos, que basicamente son de facil acceso en
el mercado como los plaguicidas que son sustancias quimicas que son utilizadas para
combatir, destruir, controlar o prevenir una plaga; en donde se incluyen los insecticidas,
nematicidas, fungicidas, bactericidas entre otros [40], [41], [42]. Pero al realizar un
control quimico se afecta el medio ambiente por su grado de toxicidad tanto en el aire
porqué al aplicarse se liberan particulas que quedan suspendidas en el causando
contaminacién y deterioro de la capa de ozono, también el agua se ve afectada por la
contaminacion de las fuentes hidricas, incluidas las subterraneas al filtrarse el
plaguicida, por lo tanto el suelo se deteriora ya que causa pérdidas de fertilidad,
nutrientes, reducen la biodiversidad y la fijacion de nitrégeno , alterando el equilibrio
ecoldgico y su incorporacion a la cadena de alimentos causando dafio a la salud de los
seres humanos [43], [44], [45].
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llustracion 1. Tecia solanivora en el tubérculo

‘

Fuente: las autoras

7.3 CONTROL BIOLOGICO DE LA POLILLA DE LA PAPA

Debido a la contaminacion ambiental que producen los insecticidas quimicos se ha
originado el uso de insecticidas microbiolégicos, dentro del grupo de los patégenos
controladores de plagas como bacterias, hongos y virus, quizas los que mas interés han
generado son los baculovirus, debido a que poseen la capacidad de controlar varias
especies de insectos plaga sin ocasionar dafios a otras especies que no son el blanco,
ya que tienen un estrecho rango de huéspedes. Ademas el dafio ambiental que generan
es minimo y hasta el momento no existe ningun reporte de resistencia.

Los baculovirus son una familia de virus de ADN de doble cadena que infectan
especificamente insectos y algunos crustaceos. Por lo tanto pueden actuar como
enemigos naturales de las mismas plagas. En Colombia, los baculovirus se usan para
controlar cultivos de la papa, el algodén y la palma de aceite, ya que constituyen un
grupo diverso de virus especificos que infecta solo invertebrados, particularmente
insectos, al igual que los demas virus, los baculovirus necesitan obligatoriamente de un
huésped para multiplicarse, no pueden replicarse en medios sintéticos y requieren
células vivas como hospederos. Los baculovirus se caracterizan por ser altamente
seguros y potencialmente efectivos. Pero un gran inconveniente es que algunos son
relativamente lentos en matar a su insecto hospedante. Dependiendo de la edad del
insecto, las condiciones ambientales, la dosis viral, la especie de virus y la
susceptibilidad del huésped, entre otros, el virus puede tardar de dias a semanas para
matar el insecto [46], [47], [48], [49].

Se encuentra otro insecticida microbioldgico para control de plagas, el cual es el uso de
hongos entomopatégenos para la exterminacion de insectos que atacan a las plantas
cultivadas presentandose como enemigos naturales que parasitan y matan durante su
permanencia en el tubérculo una vez cosechado, produciendo asi una reduccién
considerable en su poblacién. Los principales hongos que se conocen Beauveria spp.,
Metarhiziumanisopliae, Lecanicillium (Verticillium) lecanii y Paecilomycesspp., son
comunes en el campo [22]. Estos hongos tienen un amplio rango de hospedantes y han
sido utilizados para controlar diversas plagas en diferentes lugares. Los hongos
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entomopatégenos poseen caracteristicas que les permiten sobrevivir en forma
parasitica sobre los insectos y en forma saprofita sobre material vegetal en
descomposicion por lo tanto son los que han recibido mayor atencion por la gran
variedad de especies y amplio rango de hospedantes asi como por su crecimiento
microscopico sobre la superficie de su huésped [22], [23], [24], [16].

La utilizacion de los nematodos entomopatégenos es otro método de lucha biolégica
para el control de plagas de insectos. Estos presentan una combinacion de
caracteristicas intermedias entre los depredadores y parasitos, y los patdgenos de
insectos. Por una parte poseen la capacidad de busqueda del huésped de los
depredadores y parésitos, pero ademas se pueden producir de forma masiva, almacenar
y aplicar de forma semejante a los demas patdgenos microbianos de insectos. Las dos
principales especies que se utilizan son Heterorhabditis y Steinernema demoran 10 a
16 dias descomponiendo el cadaver del insecto, el tiempo necesario para que ocurran
tres generaciones del nematodo. Al agotarse el alimento los individuos en el tercer
estado juvenil abandonan el cadaver, emergiendo en forma paulatina durante dos a tres
semanas, para ir en la busqueda de nuevos hospedantes [25], [50], [21].

7.4 PROSPECCION BIOLOGICA DE PATOGENOS DE INSECTOS

La prospeccion biolégica de insectos plaga del cultivo de la papa pretende obtener el
maximo nuamero de especies y referencias de patogenos para aumentar la
biodeviersidad ecoldgica por medio de la deteccion de este, teniendo en cuenta que
se deben limitarse a los ciclos de vida de las principales plagas de insectos y
enfermedades autoctonas de una zona determinada para asegurar una adecuada
sincronizacion de las prospecciones en coincidencia con la aparicion de la plaga o su
dafio correspondiente. Esta actividad consistira en la basqueda de patogeno en zonas
donde ésta no ocurre a fin de demostrar permanentemente su no-ocurrencia, o donde
existe informacion no confirmada de su ocurrencia [51], [52], [53].

Se realiz6 una prospeccion biolégica de patogenos de insectos con la biodiversidad de
Ecuador. Finalmente se manifesto la presencia de microorganismos como los
nematodos entomopatégenos, donde se encontraron 28 aislamientos de NEPs
correspondientes a los generos Heterorhabditis y Steinernema. Estos aislamientos han
sido caracterizados y utilizados en pruebas de control de plagas en los cultivos de papa
y frutales andinos [33].

7.5 REINFECCION SEGUN LOS POSTULADOS DE KOCH

Los postulados de Koch plantean la necesidad de la asociacion constante de un agente
bidtico con el hospedero enfermo, para proceder luego a su aislamiento, su
caracterizacion y su cultivo in vitro. Una vez lograda esta segunda fase bajo condiciones
axeénicas, la inoculacion de un hospedero sano con microorganismo (células, esporas,
etc.) debe reproducir y desencadenar el mismo cuadro patol6gico inicial, es decir, el
mismo sindrome de la enfermedad con su tipica sintomatologia y alteraciones en el
hospedero y, finalmente, los dos aislamientos del agente biético —el natural y el cultivado
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deben coincidir en sus rasgos morfoldgicos y biologicos relevantes. En sintesis, son
cuatro los elementos criticos en este proceso probatorio: asociacion especifica del
microorganismo putativo con la enfermedad; concordancia cientifica entre las
evidencias microbiolégicas, patoldgicas y clinicas; su aislamiento en medios de cultivo
artificiales y, finalmente, la reproduccion de la enfermedad por inoculacién del organismo
cultivado en un hospedero sano [54], [55], [56].
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8. METODOLOGIA

Para esta investigacion el disefio experimental que se us6 fue un DCA (disefio completo
al azar) en el cudl los tratamientos se asignaron al azar entre las unidades
experimentales, suele presentarse en experimentos de laboratorio donde casi todos los
factores estan controlados. Este disefio no impone ninguna restriccién en cuanto a las
unidades experimentales, estas deberan ser, en todo caso, homogéneas [69].

La metodologia que se sigui6 fue la de aislamiento de patégenos de insectos de
Bedding & Akhurst (1975), que segun lo que reporta la literatura especializada es un
método estandarizado para este tipo de aislamiento. Este consistié en tomar muestras
de suelo de Cundinamarca para ser expuestas a las larvas de Galleria mellonella como
trampa para la obtencién de patégenos (G. mellonela es altamente susceptible a los
patdgenos), las larvas fueron criadas para obtener una abundancia de larvas de tercer
instar. Posteriormente las muestras de suelo se introdujeron en cajas de petri cerradas
junto con las larvas de G. mellonela para encontrar el patdégeno y se incubaron a
temperatura ambiente hasta la muerte de las larvas. Las larvas muertas fueron puestas
en cdmara hiumeda durante una semana y luego trasferidas a trampa de White para la
coleccion de infectivos juveniles cuando se encontraron nematodos y cuando se
encontraron hongos se mantuvieron en camara humedad para inducir la esporulacion
[57], [58], luego se sembraron en cajas de petri con agar de dextrosa de papa (PDA)
para aislar el hongo puro, para su posterior evaluacion de patogenidad primero en larvas
de Galleria mellonela y posteriormente con las cepas que causaron mas mortalidad se
evaluaron en larvas de la polilla guatemanteca de la papa Tecia solanivora [59].

La metodologia se encuentra representada en diagrama de flujo el cual se presenta a
continuacioén y posterior a él se presenta en detalle la explicacién de cada paso de dicha
metodologia.
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Diagrama 1. Diagrama de flujo de la metodologia
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8.1 CRIA DE Tecia solanivora

La cria de la polilla de la papa tecia solanivora se inicié a partir de huevos provenientes
de una cria de CORPOICA Tibaitata. En unas cajas plasticas de 50 cm de largo 40 de
ancho y 15 de profundidad se coloc6 una capa de arena cernida de un centimetro, una
reja plastica y sobre el mismo tubérculo para cubrir toda el area de la caja. Sobre los
tubérculos se colocaron trozos de papel en donde estaban las posturas de la polilla.
Una vez eclosionan los huevos, las larvas de primer instar se introducen al tubérculo
para alimentarse. La larva de cuarto instar salian del tubérculo hacia la arena en donde
formaban un capullo, en pupa la larva no se mueve ni se alimenta y al cabo de 10 dias
se evidenciaban polillas adultas. Las polillas, de 1.5 mm de largo, eran capturadas con
la ayuda de viales de vidrio usando el dedo indice para atraparlas dentro del vial. Los
adultos capturados fueron transferidos a tarros de vidrio de medio litro (tarro de
mermelada) como cdmara de oviposicién. Las polillas se alimentaron con un algodon
humedecido con agua miel y usando como tapa un papel filtro con el propésito de que
la polilla ovipositara en el. Para nuevamente iniciar el ciclo de reproduccién sacando el
papel y poniéndolo en el tubérculo nuevamente.

llustracion 2. Montaje cria de Tecia Solanivora

Fuente: las autoras
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llustracion 3. Montaje cria de Tecia Solanivora

Fuente: las autoras

8.2 CRIA DE Galleria mellonella

Inicialmente se compraron 200 larvas de Galleria mellonella (al laboratorio de insumos
agricolas Perkins, Palmira, Valle del Cauca) para iniciar el proceso de crianza y
reproduccién. El tiempo de metamorfosis de la larva dependié de algunas variables
como la humedad, dieta y temperatura que fue un factor importante ya que segun ella
fue variando el tiempo de crianza, donde con una temperatura aproximada a 20°C tardo
en pasar a polilla de veinte a treinta dias, pero con temperaturas superiores a 30°C el
tiempo fue aproximado de quince dias. También se debio controlar la humedad relativa
la mas recomenda fue de 80% la cual disminuyo la mortalidad de los individuos, otro
factor que altero el desarrollo fue la dieta que se le proporcionaba alalarva. Se realizé
de la siguiente manera ,para obtener un kilogarmo de la dieta se inicié con una mezcla
de los siguientes ingredientes 464 gramos de salvado de maiz y 69 gramos de levadura
seca. Aparte se derritieron 67 gramos de cera de abejas para adicionar a la primera
mezcla. También se agregé 207 gramos de glicerina 'y 193 gramos de miel de abejas,
para finalmente obtener una mezcla homogenea como alimento para la cria de las larvas
de la galleria [60], [61].Las larvas se ubicaron en recipientes plasticos con la dieta
descrita anteriormente dentro de un cuarto caliente manteniendo la temperatura a 30°C,
se uso un calentador ambiental. Las larvas permanecieron en estas condiciones hasta
gue alcanzaron el estado de pupa [33], [44]. Cuando la larva comenz6 su estado de
pupa dejo de alimentarse, en este estado los individuos se trasladaron a recipientes
plasticos diferentes pero manteniendo las condiciones de temperatura y humedad. El
capullo de color blaco se mantuvo en estas condiciones por alrededor de 20 dias para
formar el adulto [44], [62].
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llustracion 4. Cria de Galleria mellonela en la dieta

—— -

Fuente: las autoras

Durante la fase adulta los individuos se trasladaron a otros recipientes de mayor tamafio
con una cubierta de tul, en donde se coloc6 algoddén empapado de agua-miel (disolucién
concentrada de azucar) como fuente de alimento. También se introdujo un pedazo de
papel encerado, el cual estaba doblado varias veces en forma de acordeén y engrapado
en varios sitios, para que sirviera como sitio de oviposicion. Finalmente se mantuvieron
aproximadamente en cada recipiente unas 60 polillas adultas. Posteriormente los
papeles con los huevos fueron trasladados a recipientes con la dieta previamente
preparada para continuar con una nueva generacion en el desarrollo de la cria [33], [62],
[59].

llustracién 5. Larva Galleria Mellonela vista al estereoscopio

Fuente: las autoras
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8.3 MUESTREO DE SUELOS

El aislamiento de patégenos estuvo determinado por la posibilidad de salir a campo para
recolectar muestras de suelo y la capacidad del laboratorio para procesarlas. No
respondié a un muestreo estadisticamente disefiado, debido a que el propésito de esta
investigacion no fue comparar la riqgueza de patdégenos entre los sitios muestreados. El
objeto del muestreo fue aislar patégenos en diferentes condiciones para luego
evaluarlos en bioensayos. El muestreo consistié en una mezcla de porciones de suelo
tomadas al azar de un terreno homogéneo, siendo seleccionadas con diferentes rangos
de elevacion, texturas y variedad de ecosistemas como campos, bosques, pastizales,
parques, zonas riberefias etc. En cada terreno muestreado se tomaron tres sub-
muestras del suelo a dos profundidades 1-10 cm y 10-25 cm en una area de 10m?,
utilizando una pala o de mano para la extraccion, se mezclaron en un recipiente hasta
homogenizarla. El volumen de la muestra fue de 1 kg de suelo, se almacenaron en una
bolsa plastica doble para evitar filtraciones, también se mantuvieron en un refrigerador
de 8-15 °C durante el transporte al laboratorio, entre muestras se debi6 lavar las
herramientas de recogida con agua y cuidadosamente desinfectar frotandolo con
alcohol o solucion de cloro al 0.5 % para evitar la contaminacion de las siguiente unidad
de muestra [32], [63].

Los materiales basicos que se utilizaron fueron el machete, pala, balde, Bolsas plasticas
limpias, marcadores y hojas para identificar las muestras. Por otra parte se tuvo en
cuenta la siguiente informacién de cada sitio muestreado: La ubicacién del sitio
incluyendo localidad, area, nombre del sitio y la de informacién GPS coordenadas, la
fecha, el tipo de ecosistema, la vegetacion asociada y la elevacion [64], [65].

8.4 AISLAMIENTO DE LOS PATOGENOS EN MUESTRAS DE SUELOS

En todos los ensayos los tratamientos se repitieron cinco veces para obtener una
precision en las medidas siendo manejables en terminos del espacio ocupado y en el
namero de organismos requeridos para el montaje de dichos ensayos. Tener menos
repeticiones hubiera implicado disminuir precisién en las medidas y tener mas hubiera
pruducido una dimensién de ensayos dificiles de manejar en términos de espacio y
materiales. Cada unidad experimental contd con 5 organismos, esto se debe a que las
unidades experimentales fueron pequefias y de acuerdo a observaciones preliminares
asignar mas larvar en un espacio pequefio hubiera generado que se atacaran entre si
e incluso matar. Cinco es el nUmero maximo de larvas que se pudieron colocar dentro
de un recipiente pequefio en los cuales se montaron las unidades experimentales.

Inicialmente para realizar el aislamiento de patégenos en las muestras de suelo se tuvo
que retirar los residuos como rocas, trozos de madera, corteza, hojas, o cualquier otro
residuo organico de la muestra, para eliminar y evitar la contaminacién con
microorganismos saprofagos. También a la muestra se le debi6é afiadir agua, para
conservar la humedad de origen.
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Se coloco6 aproximadamente 250 a 500 cm de suelo himedo en un recipiente limpio y
se afladio 5 larvas de G. mellonella en el Ultimo estadio sobre la superficie del suelo de
cada muestra con tapa cada recipiente por 5 dias, a una temperatura ambiente, por lo
general de 22 a 24 °C. Aunque se debi6 tener en cuenta la temperatura de origen y por
lo general una temperatura mas fria en las zonas templadas (por ejemplo, 15 °C) y uno
més calido en la zona tropical (por ejemplo, 30 °C). Después se retiraron los insectos
muertos de la tierra cada 2-3 dias, en donde las larvas sanas se afiadieron nuevamente
a la muestra de suelo para extraer mas patdgenos de él. [64], [65].

8.5 AISLAMIENTO DE LOS PATOGENOS EN LABORATORIO

Las larvas muertas encontradas en las muestras de suelo con sospecha de patégeno
fueron puestas en cAmaras humedas durante una semana y después transferidas a la
trampa de White para la coleccién de infectivos juveniles cuando se sospechaba que el
patégeno era un nematodo. En el caso de los hongos se mantuvieron en las camaras
himedas para inducir la esporulacion [58]. Se procedio a realizar el aislamiento
mediante la estilizacién de las cajas de Petri en una autoclave, al mismo tiempo se
introdujo en ella un Erlenmeyer con 500ml de agua destilada mas 19.5 gr de medio de
cultivo con agar de dextrosa de papa para ser repartido en las cajas de Petri, llevandoce
a acabo este proceso en la camara de flujo laminar hasta su estado sélido para proceder
con la siembra de los hongos aislados en el laboratorio. Se Observo su crecimiento
durante una semana logrando el aislamiento de cada sepa luego de varios
reaislamientos de los hongos, eliminando impuresas [32], [63].

llustracion 6. Montaje aislamiento de hongos-camara himeda
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8.6 AISLAMIENTO DE LOS NEMATODOS ENTOMOFAGOS

El aislamiento de los nematodos entoméfagos se hizo por medio de una trampa de White
(con suelo). Latrampa de White con suelo consistio en un plato Petri grande (15 cm de
didmetro) en el que se puso en 35 mililitros de agua destilada y otro plato Petri mas
pequefio (9 cm de didmetro), dentro del cual se colocd un papel filtro humedo y sobre
este 10gr del suelo de la muestra, fue importante mantener la humedad de las muestras
de suelo. Los nematodos entomopatodgenos, retenidos en el agua, fueron observados
a los 20 dias para verificar su existencia [32], [63].

Al encontrar en las trampas de Bedding cadaveres con evidencia de haber sido muertos
por nematodos, el cadaver presentd una coloracién café rojiza estos fueron colocados
en una trampa de White modificada. Esta es muy similar a la descrita en el parrafo
anterior pero en lugar de poner la muestra de suelo en la caja de petri del interior se
colocé el cadaver de la larva que se dese6 evaluar. Todas las larvas que se sospechd
gque contenian nematodos se sometieron a este procedimiento [32], [63], [58].

Si las larvas muertas tenian olores fuertes y desagradables, era posible que estuvieran
contaminadas con bacterias no deseadas, en este caso no se hizo ningin aislamiento.
Si las larvas tenian un aspecto duro, era probable que se encontraran infectadas con
hongos u otro tipo de organismos de descomposicion [32], [66], [67].

8.7 AISLAMIENTO DE LOS HONGOS ENTOMOPATOGENOS

Cuando se tuvo evidencia que una larva de la trampa de Bedding fue infectada y muerta
por un hongo el cadaver presento una apariencia de color verde y blanco, esta se coloco
en una camara de humedad para inducir el desarrollo del hongo y su posterior
esporulacion. Dicha cadmara consisti6 en una caja de Petri pequefia (de 5 cm de
diametro) en cuyo fondo se coloc6 papel filtro humedecido. Esta tapa/fondo de caja de
Petri se colocé dentro de una caja de Petri mas grande en el fondo donde se agregaron
4 ml de agua destilada y se sell6 con parafim. Las camaras de humedad fueron
colocadas en el laboratorio a temperatura ambiente durante una semana al cabo de la
cual se observé el desarroll6 del micelio y las conidias. Una vez esporuladas las larvas
se les asignaron un cédigo a la cepa aislada y se sembr6 en 5 cajas de Petri con PDA
por cada aislamiento. Dichas cajas se incubaron para inducir la esporulacion. Las
esporas fueron removidas del medio de crecimiento y transferidas a envases de vidrio
previamente esterilizadas para almacenar las esporas en un congelador. Parte de las
esporas producidas de esta manera fueron usadas para las pruebas de patogenicidad
siguiendo los postulados de Koch [32], [56], [55], [26].

Para conseguir un medio solido se agrego una sustancia solidificante como el agar
(gelatina vegetal). El cual no tuvo valor nutritivo sino que sirvio simplemente para
mantener la humedad por un tiempo mas o menos prolongado. La humedad es
fundamental para el desarrollo de los hongos, dedido que cuando comienza a disminuir,
la formacion de micelio tambien disminuye y el hongo tiene que asegurar su perpetuidad
formando estructuras propagativas (esporas y conidias) y de conservacion
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(clamidosporas). El agar empieza a derretirse a los 80°C y soporta temperaturas altas
sin descomponerse, solidificandose entres los 35 °C y 50°C [23], [24], [25], [26].

Una vez logrado el cultivo puro del hongo de interés se extrajeron las esporas para
introducirlas en tarros de vidrio con tapa de 100 ml adicionando 50 ml de agua destilada
y esterilizada mas una gota de tween 80, de la caja Petri se raspo el hongo con un asa
microbiologica para sumergir las esporas y agitar manualmente por 3 minutos para
homogenizar. Para hacer el conteo de esporas se adicion6 una gota de la suspension
en la lamina neubauer tapandola con el cubre objetos y observandola en el
microscopio, iniciando el conteo por la parte superior izquierdo en forma de espiral hasta
llegar a la zona inferior izquierda, al ser una cuadricula de cuatro secciones se conto la
cantidad de conidias en cada una de ellas, luego se saco el promedio de esporas por
cada solucidn. Las concentraciones obtenidas se multiplicaron por 10.000 [68].

Fuente: las autoras

llustracion 8. Preparacion de soluciones con las conidias esporuladas de los hongos aislados
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8.8 REINFECCION SEGUN LOS POSTULADOS DE KOCH

La metodologia de inoculacion de los patégenos aislados en bioensayos consistié en la
reinfeccion segun los postulados de Koch . Se tomé una suspension de nematodos o
de conidias (en el caso de los hongos) en concentraciones muy altas y con ellas se
infectaron larvas limpias de tercer estadio de G. mellonella. Se colocaron cinco larvas
infectadas en una caja de petri con papel filtro en el fondo y se incubaron a temperatura
ambiente durante 5 dias. Este procedimiento se repitié cinco veces, correspondientes a
las repeticiones, por cada patégeno evaluado. Para cada ensayo se mont6 un testigo
gue tuvo las mismas condiciones experimentales pero que no se inocul6 con patbgenos.
Durante el tiempo de observacion se anot6 cada 24 horas el nUmero de larvas muertas.

8.9 EVALUACION DE LOS PATOGENOS EN T. SOLANIVORA

Del ensayo descrito en la seccion anterior se seleccionaron los patégenos mas
promisorios, es decir los que causaron una mortalidad de por lo menos el 80% en las
larvas de G. mellonela. Estos patdgenos fueron evaluados en altas concentraciones en
un bioensayo con Tecia solanivora, de acuerdo con lo reportado en la literatura
especializada. En estos ensayos cada cepa promisoria constituia un tratamiento y se
tuvo un testigo y cada tratamiento se repitid cinco veces. La unidad experimental
consistio en tarros plasticos dentro de cada uno de los cuales se introdujo las larvas de
T. solanivora de tercer o cuarto instar. Sobre la larva se aplicaron tres gotas de la
suspension del patdgeno (hongo o nematodo) a una concentracién aproximada de 500
conidias/NEPS por ml. Esta alta concentracion tuvo el propdsito de maximizar la
probabilidad de infeccién. Se observo las larvas diariamente durante cinco dias y se
anoté la mortalidad de los individuos. Los cadaveres se trasladaron a una trampa White
en caso de los nematodos 0 a una camara humedad, en el caso de los hongos, para re-
aislar los patégenos y completar los postulados de Koch como ya se describié en los
apartados anteriores [54], [55], [56].

8.10 DESCRIPCION DE LOS ANALISIS ESTADISTICOS

Este proceso se inicié con los célculos de las areas bajo la curva de los datos de
mortalidad de los ensayos, usando el programa OriginPro 2016. Con el fin de obtener el
total de mortalidad en todo el periodo de tiempo del experimento y no en uno especifico.
Es decir que para cada una de las cinco repeticiones de cada ensayo se traz6 una curva
determinada por el tiempo (24, 48, 72, 96 y 120 horas) y el porcentaje acumulado de
mortalidad para cada periodo de evaluacion. Ya que no nos interesaba cuantos
individuos se morian en cada fase del tiempo sino maximizar la mortalidad para evaluar
la efectividad de los patdgenos en los cinco dias. Este nimero de dias se establecio
teniendo en cuenta que las larvas se tenian en condiciones artificiales dificiles de
superar a los cinco dias, al tener condiciones adversas tampoco se puede asegurar la
supervivencia del testigo a mas de este tiempo . Al calcular el area bajo la curva se
obtuvo un solo dato numérico que agrupo la tendencia de la mortalidad en el tiempo.
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Con estos datos se continu6 con los analisis estadisticos en el programa SPSS
Statistics, en donde se empezé haciendo un analisis de varianza de una via. Con el fin
de medir la discrepancia entre los grupos y la media global, de forma que si no hay habia
diferencia entre ellos (la hipétesis nula es cierta) se obtendria variabilidades pequerias,
si por el contrario la hipétesis nula es falsa se esperé que la variabilidad entre los grupos
fuera grande. siendo la mortalidad el Unico factor a evaluar. Porque el objetivo de este
proyecto es evaluar mortalidad con ensayos homogéneos. Cuando se encontraron
diferencias significativas (valor de probabilidad de F mayor al error alfa) se hizo prueba
de comparacion mdultiple Tukey que permiti6 comparar entre parejas de tratamientos
para verificar cuales fueron estadisticamente diferentes [56], [55], [70].

El valor de significancia utilizado fue de 0.05 el cual se tuvo de referencia porque las
condiciones de los ensayos estuvieron controladas en laboratorio y las unidades
experimentales fueron recipientes pequefios con micro condiciones ambientales.

En el caso que la significancia en el ANDEVA tuviera un valor mayor a 0.05 (que es el
valor de a), se acepté la hipétesis nula que indica que no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre los tratamientos aplicados. En estos casos se dio
por terminado el analisis estadistico. En el caso que la significancia tuviera un valor
menor a 0.05 se acepto la hipotesis alternativa que indica que si existe una diferencia
significativa entre los tratamientos [70], [71], [72]. Posteriormente se procedi a verificar
la homogeneidad de varianza usando la prueba de Levene. En el caso que la
significancia fuera menor a 0.05 se rechazé la hipotesis de igualdad de varianza y se
uso una prueba de Dunnett que permiti6 comparar todos los tratamientos entre siy con
el testigo [71]. Si en la prueba de Levene la significancia era mayor a 0.05 se acepto la
hip6tesis que indica que las varianzas son homogéneas. En este caso para la
comparacion multiple se utilizé una prueba de Tukey que permite comparar las medias
de los tratamientos después de haber rechazado la hip6tesis nula de igualdad de
varianzas [70], [71], [72].
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9. RESULTADOS

9.1 RESULTADO DE LA CRIA DE Tecia solanivora

Esta especie requiri6 de menos tiempo asi que se logré mantener esta cria con menores
inconvenientes y el aumento de la poblacion fue exitoso en un periodo de tiempo mas
corto.

9.2 RESULTADO DE LA CRIA DE Galleria Mellonela

Se inici6é la cria comprando el material biolégico en el laboratorio comercial Perkins
(Palmira, Valle del Cauca). Para lograr establecer la cria de larvas de Galleria mellonella
se tuvo que repetir por cuatro ocasiones la compra de 200 larvas, ya que esta especie
requiere de condiciones especificas de temperatura, humedad y una alimentacion
adecuada para su 6ptimo desarrollo. Inicialmente la temperatura fue el problema debido
a que las larvas provenian de una region de clima calido y por esta razén se debia
aumentar la temperatura ambiente de su habitat, se pensé en la adaptacion de una caja
con un bombillo pero como resultado en pocas horas se obtuvo la pérdida total de la
cria por el excesivo aumento de calor en la caja. Luego se adapté una mesa con una
cubierta oscura para conservar el calor del bombillo en la zona, aumentando la distancia
de las larvas a la fuente de calor, como resultado se presenté nuevamente la pérdida
total de la cria al cabo de una semana. Finalmente se adapté un pequefio laboratorio
como cuarto de cria donde se utilizé6 como fuente de calor un calentador doméstico el
cual funcioné perfectamente y se logré obtener una condicion estable de 26° C con una
humedad relativa de 40%, condiciones que favorecen a esta especie. Para aumentar la
humedad se mantuvieron baldes con agua [32], [60].

Durante el establecimiento de la cria se prob6 una dieta a base de cereal para bebés
como 187g nestum 5 cereales, 187g nestum miel, 120g de germen de trigo, 148g azlcar
granulado, 219cc glicerina liquida y138cc agua destilada para obtener un kilogramo de
dieta [61]. Esta dieta tenia el inconveniente de secarse rapidamente y tomar una textura
demasiado dura, deteriorando el crecimiento de las larvas y aumentado su muerte,
principalmente en los primeros estadios. Finalmente se utilizo la dieta reportada por
CENICAFE [60] a base de salvado de trigo (esto se cambi6 con respecto a la dieta
original que usa salvado de maiz), glicerina, cera de abejas, miel y levadura. Con esta
dieta se logr6 mantener la cria de Galleria mellonella exitosamente pasando por todas
las etapas del ciclo de vida de la especie obteniéndose una gran cantidad de larvas para
los ensayos. Las larvas de Gltimo instar obtenidas eran notablemente mas grandes que
las adquiridas como pie de cria [61], [32], [60] .

Se mantuvieron aproximadamente 5000 larvas en un kilogramo de dieta distribuida en
tarros plasticos iniciando desde la oviposicion con un conteo inicial de la cantidad
aproximada de huevos. La cria se distribuyé en 9 cajas plasticas rectangulares de
30x20cm y 10 cm de alto con tapa hermética. En cada caja se introdujo 500 gramos
de dieta, en la medida que las polillas adultas ovipositaban en el papel filtro provisto
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para este fin, se introducian los trozos de papel con las posturas dentro de las cajas, de
manera a que cuando las larvas de primer instar emergieran se introdujeran
directamente en la dieta. El ciclo total de la Galleria dura dos meses aproximadamente
con las condiciones descritas anteriormente, cuando pasan a la etapa adulta de polilla
su tiempo de vida es de una semana aproximadamente mientras ovipositan nuevamente
y contintia su desarrollo [60], [32] .

Se dio seguimiento al crecimiento de las larvas dentro de las cajas anteriormente
descritas. Al necesitar larvas para los ensayos se extraian de las cajas de cria. Las
larvas restantes se dejaron en las cajas para que completaran su ciclo de crecimiento.
Las larvas de ultimo instar empuparon en las paredes de los recipientes. Una vez
emergia el adulto de la pupa se transferia a un recipiente de oviposicion. Este recipiente
es un tarro plastico de aproximadamente un litro y medio con una boca ancha. Se
proveyo a las polillas adultas agua miel como fuente de alimento, empapando bolitas de
algoddn sostenidas dentro del tarro con alambre dulce. Dentro del tarro de oviposicion
se introdujeron trozos de papel de 12 cm x 6 cm doblados en forma de acordedn y sujeto
con una grapa. El recipiente de oviposicién se tapé con una papel filtro (de café)
sostenido por una banda elastica. Después de dos dias se recogian tanto los
acordeones de papel como la tapa de papel filtro para recolectar los huevos. Al inicio
del proceso de cria se hizo un conteo de huevos para tener una idea de la cantidad y la
velocidad de reproduccion. Se recortaron las porciones de papel con las posturas para
ser introducidas posteriormente a las cajas con dieta [60], [32].

Tabla 1. Ciclo de Galleria

Tarro Huevos Oviposicién Eclosién Pupa Polillas
1 2408 10/jul/2015 21/jul/2015 18/ago/0215 04/sep/2015
2 1661 10/jul/2015 21/jul/2015 18/ago/0215 04/sep/2015
3 2995 10/jul/2015 21/jul/2015 18/ago/0215 04/sep/2015
4 4064 13/jul/2015 24/jul/2015 22/ago/0215 10/sep/2015
5 3868 13/jul/2015 24/jul/2015 22/ago/0215 14/sep/2015
6 1990 15/jul/2015 29/jul/2015 27/ago/0215 18/sep/2015
7 3280 21/jul/2015 31/jul/2015 31/ago/2015 22/sep/2015
8 2980 24/jul/2015 03/ago/0215 01/sep/2015 26/sep/2015
9 2337 29/jul/2015 06/ago/0215 05/sep/2015 01/oct/2015

Fuente: las autoras
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llustracién 9. Montaje cria Galleria
Y ﬁ-'"-:——'v-—-

Fuente: las autoras

9.3 RESULTADO DEL PROCESO DE AISLAMIENTO

Las muestras de suelo traidas de campo referidas en la tabla 2 se pusieron en
recipientes transparentes plasticos con tapa de forma circular de diametro 6 cm y altura
5cm como se describe en la metodologia de Bedding introduciendo cinco larvas de G.
melonella [59]. Para cada muestra de suelo se hicieron 5 repeticiones identificadas por
el nombre del lugar y el nimero consecutivo de repeticion del 1 al 5 de la respectiva
muestra de suelo, se mantuvieron en observacion durante 5 dias para identificar
sintomas de infeccién por patégenos del suelo, [22], [16], se reconoce la larva infectada
por sospecha de hongo debido a los cambios de coloraciones rojizas, verdosas, blancas
y negras, en la tabla 3 referida mas adelante se muestra la mortalidad encontrada en
las trampas de Bedding [59].

Tabla 2. Muestra de suelos

Nombre del Fecha de L Coordenadas
Descripcion g
lugar la muestra geograficas
Huerta Es un lugar que cuenta con poco terreno y espacio pero donde se encuentra | 4°48'25.58"N
Multiparque via | 12/mayo/15 | gran variedad de cultivos en pequefias proporciones y suelos nutridos con -74°
Chia abono organico sin ningun control quimico. 2'11.20"0
Nacedero de o Es gna area limitada y encerrac_ifsl con .bastante humedad, la cual es 4°4823.67'N
. 10/julio/15 | considerada una zona de conservacién ambiental por ser un nacedero de agua o o .
agua Multiparque ; . o 74° 2'4.19"0
dulce donde se observa variedad de vegetativa tanto acuatica como terrestre.
. . Es zona de llanura con poco flujo de personas con bastante presencia de 4°59'5.90"N
Via Tocancipa 05/agosy15 pasto pero con pocas plantaciones de arboles y flores. 73°54'8.20"0
Drenaje embalse 05/a00st/15 Area densamente poblada de vegetacién con poco acceso a personas y con 5° 3'18.16"N
Tomine 9 alta humedad en el ambiente, también con plantas acuéaticas y terrestres. 73°49'9.40"0
Quebrada via Es un lugar bastante k?oscoso y con muF:'ha hl'Jmedad debido a la queprgda del 50 50.63"N
05/agost/15 | terreno, con gran variedad de vegetacion e insectos, pero acceso limitado a , N
Choconta . L o 73°44'24.20"0
personas por la pendiente inclinada y la montafia que la cubre.
MOaaVE | ocoocirc | presencia de iboles yvariadde vegeracin,con pendente medianamente | 5122840
Villapinzon 9 pres: y g sconp 73°36'9.80"0
empinada.
Cultivo de papa 05/a00st/15 Es una zona que presenta en los alrededores ganado y cosechas de papa, | 5°14'26.40"N
Villapinzon 9 una vivienda familiar y con poca variedad de vegetacion. 73°35'25.80"0
Cultivo de papa . - o o N
via puente de 05/agost/15 Es una area con actividad ganadero en pequefios terrenos y en donde hay | 5°14'26.40"N

Boyaca

cultivos de papa sin gran variedad vegetativa.

73°35'25.80"0
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Bosque Pacho

Es una zona con bastante presencia de vegetacién e insectos y con alta

5° 8'3.49"N

. m 15 . . o
Cundinamarca 30/mayo/ afluencia de personas aunque cercano a un area de montafa. 74° 9'11.26"0
Es un terreno aislado de la poblacién que cuenta con diversidad animal y 5°29'54.79"N
Samaca 07/oct/14 vegetal en cuanto a pequefias especies, pero con poca afluencia de U
L 73°28'14.28"0
actividades humanas.
Finca agricola 30/mavo/i5s Es un lugar himedo con presencia de biodiversidad animal y vegetacién, con 5° 8'46.27"N
Pacho Y zonas boscosas aledafia al rio Batan y con pequefias actividades agricolas. 74° 8'10.03"0
E - - -
Huerta casera S un &rea con poco t~erreno y espacio pero donde se.encuentra gran varlled.ad 4°52'49.65"N
Tenio 02/sept/15 | de cultivos en pequefias proporciones y suelos nutridos con abono organico 74° 7'20.90"0
I sin ningln control quimico y muy cerca una vivienda familiar. ’
. E ari h |
Bosque peaje S un terreno arido con poca umed_ad pero a sus areqedores bastantgs 2°51'59.67"N
Chia 02/sept/15 | arboles con alturas elevadas y poca diversidad de plantaciones en suelo, sin 74° 926,950
ninguna actividad agricola cerca pero con lugares de recreacion a la poblacion. ’
Es un suelo con alta humedad debido a la quebrada y la gran biodiversidad de
Quebrada via al 02/sent/15 la zona, teniendo a pocos metros un cultivo de calabazas rodeado por 4°50'3.88"N
peaje de chia P mdltiples arboles de gran tamafio, sin presencia de actividades humanas | 74° 2'39.90"O
cercanas.
Humedal Es un area protegida debido a su riqueza natural con biqdiver§idad acuatica y 2°36'18.54"N
S 23/agost/15 | terrestre, aunque se encuentra cerca de zonas residenciales, pero con on N
Tibanica ] 74°12'29.50"0
bastante zonas verdes y presencia de ganado
Es un lugar con zonas residenciales aledafias que cuenta con diversa
Quebrada la cobertura vegetal siendo una zona hiumeda pero con un terreno limitado por 4°39'2.91"N
s ) 16/sept/15 ) ., o . o o "
vieja Bogota la presencia de la poblacién y el pequefio flujo de agua que corre por la | 74° 2'58.66"O

quebrada.

Fuente: las autoras

llustraciéon 10. Montaje trampa Bedding

Fuente: las autoras
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Tabla 1. Numero de larvas infectadas de cada repeticion de ensayos

N° de Larvas
infectadas por
repeticién (1 aV)

Muestra de suelo (Ensayo)

| i {nmpiv v

Huerta Multiparque via Chia 2 0 4 2 0

Nacedero Multiparque 2 3 3 4 | 0
Via Tocancipa 0|4 |0 | 4] 4
Drenaje embalse Tominé 0|0 3 4 | 0
Quebrada via Choconta 0| O 2 3 2
Montafia via Villapinzon 01| O 0 4 | 0

Cultivo de papa Villapinzon 4 10| 5|01 4

Cultivo puente de Boyaca 2| 4 2 5 4

Bosque de Pacho
Cundinamarca

Samaca 0o|jo0|0}|0]O
Finca agricola Pacho ojo0|O0|0]|O
Huerta casera Tenjo 5130|213
Bosque peaje Chia 2 1 0 2 4

Quebrada peaje de Chia 3| 2 4 | 0 2

Humedal Tibanica 2 0 3 0 0

Quebrada la vieja Bogota o|(o0|O0|0]|O

Fuente: las autoras
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Las larvas con sintomas de infeccion se pasaron a cAmara humeda por medio de caja
petri grande con papel filtro humedecido con agua destilada y en su interior una caja
petri de menor tamafio con la larva infectada para finalmente sellarla con papel vinipel
dejandolas en observacion durante una semana para evolucion del patégeno y producir
la esporulacién del hongo [32], [55].

Después de varias repeticiones en la camara humeda solamente se pudieron aislar
hongos, no se logro aislar ningiin neméatodo entomopatdgeno. Se encontr6 un individuo
que presentaba sintomas de infeccién por nematodos (coloracion rojiza) pero al tratar
de aislarlos el cadaver se secd y se infecté por hongos saproéfitos por lo que no se logré
la extraccion de nematodos. Por esta razén se compré una cepa del nematodo
Heterorhabditis (Cepa Tumaco) y otra de Steinernema feltiae sp en el laboratorio de
insumos biolégicos Perkins, Palmira, Valle del Cauca. Los resultados de los ensayos
con estos nematodos se reporta mas adelante en esta seccién. En el caso de los
hongos si se obtuvieron cadaveres momificados en donde se formaron las esporas
caracteristicas de Beauveria spp (espora blanco perlado) y Metarhizium spp. (Espora
verde). Se logré el aislamiento de dichas esporas en cajas de Petri con agar de dextrosa
de papa (PDA). Se hicieron varios reaislamientos para limpiar las cajas de Petri de
contaminantes (bacterias y hongos saprofitos) [68], [18]. Una vez logrado el cultivo puro
del hongo de interés se extrajo las esporas para hacer las pruebas de patogenicidad
sobre larvas de Galleria melonella. En total se obtuvieron siete cepas de hongos 5 de
Metarhizium spp y 2 de Beauveria spp, como se muestra en la tabla 4 a continuacion.
Para confirmar los signos de la infeccion por hongos y para tener un testigo comercial,
se adquiri6é una cepa comercial de Beauveria bassiana y otra de Metarhizium anisopliae
[16], [48].
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Tabla 2. Descripcién cepas aisladas

Hongo

Descripcion

Suelo Imagen

Caddigo

Su forma es circular con
tonalidad verde pélido con
pliegues denotando el
crecimiento de adentro hacia
fuera

Huerta granja
Multiparque

USTABOGMULTIPARQUE I-
15

Presenta forma irregular que
tienden hace circular con un
aspecto esponjoso y diferentes
tonalidades de verde con un
borde blanco

Villa pinzon

USTAVILLAPINZON  I-15

Se aprecian pequefios circulos
separados, con coloracion verde
y borde amarillo mostaza en
comparacion a los demas
hongos su tamafio es menor.

Choconta

USTACHOCONTA 1I-15

Predomina una formacién blanca
de aspecto esponjoso y
traslucido con forma irregular
gue recubre unas pequefias
areas verdes del centro.

Chia

USTACHIA I-15

Se nota una mezcla de colores
de tonalidad pastel con
apariencia cristalina y cobertura
blanca delimitando la parte beis.

Tenjo

USTATENIJO 1-15

Su forma es irregular de
apariencia arenosa con pliegues
crecientes de colores verde
grisaceo y borde beis palido.

Boyaca 3

USTABOYACA I-15

Su apariencia es totalmente
fragmentada con aspecto
granular de coloracion curuba
distribuido uniformemente.

Boyaca 2

USTABOYACA 11-15

Fuente: las autoras
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9.4 RESULTADOS DE LOS ENSAYOS CON Galleria mellonella

9.4.1 Ensayos de las cepas | y Il en G. mellonella

Tabla 3. Ensayo de patogenicidad en larvas de G. melonella de las cepas | y Il (La cifra
corresponde al nimero acumulado de larvas muertas a partir de las cinco que conforman la
unidad experimental).

Primer dia Se%gndo Tercer dia Cuarto dia Quinto dia
Repeticion 1a

| nm|T | | T | Il T | Il T | Il T
A 0 0|0 0 1|{0| O 1 2 0 1 3 1 2 4
B 1 0|1 1 0|1 1 0 1 1 1 1 2 1 2
C 0 0|1 0 1|1 0 2 2 1 2 2 1 2 2
D 0 11]0 0 1|0 1 1 0 1 1 1 2 2 3
E 0 1|3 0 2|4 1 3 4 1 3 5 2 4 5

Tratamientos: I: USTABOGMULTIPARQUE [-15, Il: USTAVILLAPINZON I-15, T: TESTIGO
Fuente: las autoras.

Grafica 1. Ensayo de patogenicidad en larvas de G. melonella de las cepas 1y Il (expresado
en porcentaje de mortalidad acumulada)
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Tratamientos: I: USTABOGMULTIPARQUE I-15, Il: USTAVILLAPINZON [-15, T: TESTIGO
Fuente: las autoras

En la grafica 1 se pudo apreciar que el testigo tuvo una mortalidad de mas del 60%,
mientras que el tratamiento | solo alcanzo una mortalidad aproximada de 30% vy el Il
44%. La alta mortalidad del testigo invalido los resultados de este bioensayo, ya que es
imposible distinguir el efecto de la variable independiente de interés (la presencia de
esporas de patdgenos) de los efectos de las condiciones experimentales sobre la
mortalidad de los individuos. Estos efectos pudieron presentarse por un exceso de
humedad dentro de las cajas plésticas y la falta de aireacioén. En la gréafica se nota
visualmente una aparente diferencia entre los tratamientos.

Los resultados en ANDEVA mostraron que las diferencias en los tratamientos I, 11 y el
testigo no son estadisticamente significativas por el valor de probabilidad de F fue de
0.137.
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Esto pudo deberse a que fueron los primeros disefios de bioensayos y probablemente
las condiciones experimentales no favorecieron la supervivencia de las larvas
evaluadas. Ademas en la manipulacion de las larvas se montaron de Ultimo las
unidades experimentales correspondientes al testigo, por lo tanto los organismos fueron
los que tuvieron condiciones mas dificiles lo que pudo haber afectado su supervivencia.
En este ensayo la concentracion de las conidias fue baja en comparacion de los ensayos
posteriores (2.7*10° conidias/ml vs aproximada de 6 *10° conidias/ml).

9.4.2 Ensayos de las cepas I, IV, Vy Vlen G. mellonella
Tabla 4. Ensayo de patogenicidad en larvas de G. melonella de las cepas I, IV, V y VI aisladas

(La cifra corresponde al nimero acumulado de larvas muertas a partir de las cinco que
conforman la unidad experimental).

Repeticion Primer dia Segundo dia Tercer dia | Cuarto dia | Quinto dia

NHiv{iv(Iivi|T|iinh|NV|VIVI{T|UIH[INV|{V|VI|T|IH|N|V[VI|[T|IH[IV|V]|VI|T
A 0|1 0|0 0O(0|1 0|0 0|01 110 o012 3|1 11112 312 3
B 0|0 1)1 3(0(|0 111 4101|0 513 41010 513 4111 513 5
C 0|0 0|0 o(o0f|oO 0|0 11110 310 51211 3|1 5131 413 5
D 0|0 1|0 1110 110 2110 410 51112 5|0 51213 511 5
E 111 110 oOf(1]1 110 0|11 110 1121 2|1 21411 4 (1 2

Tratamientos: Il: USTAVILLAPINZON, IV: USTACHIA I-15, V: USTATENJO I-15, VI: USTABOYACA I-15, T:

TESTIGO
Fuente: las autoras
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Grafica 2. Ensayo de patogenicidad en larvas de G. melonella de las cepas II, IV, Vy VI
aisladas (expresado en porcentaje de mortalidad acumulada)
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Tratamientos: Il: USTAVILLAPINZON, IV: USTACHIA [-15, V: USTATENJO [-15, VI: USTABOYACA 1-15, T:
TESTIGO

Fuente: las autoras

En la gréfica 2 la cepa V visualmente presento un comportamiento diferente a los demas
tratamientos debido a que su porcentaje de mortalidad acumulada al quinto dia es mayor
al 84%, mientras que el testigo alcanzo el 56% y los demas tratamientos (El 11l un 44%,
el IV un 32% y el VI un 40%) muestran un comportamiento similar. Al igual que en el
ensayo anterior la mortalidad del testigo es inaceptablemente alta, lo que indica que las
condiciones experimentales siguen siendo un factor importante en la mortalidad de las
larvas.

La prueba ANDEVA muestro un valor de significancia de 0.010 que establecié que si
existen diferencias entre la mortalidad de los tratamientos analizados. Al aplicar la
prueba de Levene se encuentra una homogeneidad de varianza (la significancia del
estadistico fue de 0.349). Al realizar el andlisis de Tukey para comparacion multiple se
encontraron dos grupos estadisticamente diferentes entre si. En el primer grupo estan
el testigo y el tratamiento V, estadisticamente iguales entre si pero diferentes al segundo
grupo (tratamientos I, IV y VI) [55], [70].

A pesar de que los andlisis estadisticos muestran diferencias entre los tratamientos no
se puede determinar si el porcentaje de mortalidad es a causa del patégeno o
condiciones experimentales debido al alto porcentaje de mortalidad del testigo. La
mortalidad del testigo pudo ser causada por la humedad en el interior del recipiente ya
gue las larvas en el momento del montaje fueron humedecidas con la solucién dentro
de la caja dejando una condensacioén en el recipiente alterando su entorno habitual. A
pesar de la invalidez de este segundo ensayo se detecta que el tratamiento V si tiene
un efecto sobre la mortalidad por lo que esta cepa se volvié a evaluar con mejores
condiciones experimentales en otro ensayo. Los dos primeros ensayos fueron valiosos
ya que permitieron descartar algunas condiciones experimentales que incidieron sobre
la mortalidad: el exceso de humedad, el cierre hermético del recipiente, la temperatura
ambiente (los primeros ensayos se realizaron en un laboratorio a la temperatura
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ambiente de Bogota (19+ 2°C, los siguientes ensayos con G. melonella se realizaron
dentro del cuarto de cria que tiene una temperatura constante de 24 °C).

9.4.3 Ensayo de patogenicidad en larvas de G. melonella de las cepas VI, I, 1y
VI

Tabla 5. Ensayo de patogenicidad en larvas de G. melonella de las cepas VI, I, Il y VI (La
cifra corresponde al nimero acumulado de larvas muertas a partir de las cinco que conforman
la unidad experimental)

R Primer dia Segundo dia Tercer dia Cuarto dia | Quinto dia

VICT I [ [ Vi [T [ Vi [0 [V [T | vl [0 [ vi [T [vi[um [ [vi [T Jvijum [ [vi]|T
Aj1 |/O)|O}|O|O}|2|O|O]|O|O|3|O0O]|]O]|O}|O|4|]0]|]O0O]|]O]|O]|5]|0]|1|0]O
Blof(o|oj|ofoj|oj}ofo|lo|lo0o}|2|0|0O]|3|0|3|]0|]O0O]|3|0]|5 |1 ]|0]|0 |3
c|O 0|0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 3 0 1 0 0 5 0 1 0 0
p,ofo|oj|ojfoj|ojofofofoj|3jojojoj|oj|4|j0oj|jO0O]|JO]|O|5 |0 |0 |1 |O
E{2(0|O0O}|O|O]|212}|O0]|O0O]|O0O]|O0O]|2]|]O0O]|]O0O]|]12|0|4]|]O0O]|O0O]|2 |0 |5 |21 |0 |1 |1

Tratamientos: VII: USTABOYACA [I-15, lll: USTACHOCONTA |-15, Il: USTAVILLAPINZON 1-15, VI: USTABOYACA
I-15, T: TESTIGO

Fuente: las autoras
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Grafica 3. Ensayo de patogenicidad en larvas de G. melonella de las cepas VII, lil, Il 'y VI
aisladas (expresado en porcentaje de mortalidad acumulada)

120

100
T 80
o
£ 60
(@]
=
X 40
20
O /
1 2 3 4 5
Dia I Vil I V| —e——T

Tratamientos: VII: USTABOYACA II-15, Ill: USTACHOCONTA [-15, II: USTAVILLAPINZON 1-15, VI: USTABOYACA
I-15, T: TESTIGO

Fuente: las autoras

La grafica 3 resalta un comportamiento mas favorable debido a que la mortalidad del
testigo es minima y la mortalidad de la cepa VII es muy alta con el 100%, lo que
evidencia que las condiciones del ensayo son favorables para las larvas, ya que las
demas cepas mostraron mortalidades similares a las del testigo, de 8 a 16%.

Esta observacién se verifico con la prueba de varianza que dio un valor de significancia
menor a 0.0001, que indico que todos o algunos de los tratamientos son diferentes entre
si. Se identificé con la prueba de Levene que los datos no tienen varianzas homogéneas
con un valor de 0.018. Por esta razdn se realizé la prueba de T3 Dunnett para comparar
entre tratamientos. Esta prueba mostro que el tratamiento VII es diferente de los demas
con valores de significancia menores a 0.05 y los demas tratamientos (ll, 1ll, VI y testigo)
son estadisticamente iguales entre si. Estos resultados evidencian que la cepa VII
(USTABOYACA 11-15) tiene una alta patogenicidad, ademas las condiciones del
bioensayo fueron adecuadas porque el testigo tuvo una mortalidad baja. Esto pudo
deberse a que se controlé la humedad cambiando la manera de inoculacion del hongo.
A partir de este ensayo, y en los siguientes, la inoculacion se hizo por inmersién de las
larvas en la suspension de conidias durante 20 segundos y luego se dejaron secar a
temperatura ambiente para ser depositadas en cajas de petri. En los ensayos anteriores
se usaban recipientes plasticos pero las larvas de Galleria los perforaban y se salian de
los mismos. Finalmente en este ensayo se dejaron las unidades experimentales dentro
del cuarto de cria con el fin de continuar con las condiciones de temperatura adecuadas
para el desarrollo de las larvas [71], [72], [55].
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9.4.4 Ensayo de patogenicidad en larvas de G. melonella de las cepas
Metarhizium y Beauveria comerciales

Tabla 6. Ensayo de patogenicidad en larvas de G. melonella de las cepas Metarhizium y
Beauveria comerciales (La cifra corresponde al nUmero acumulado de larvas muertas a partir
de las cinco que conforman la unidad experimental).

Primer dia Segundo dia Tercer dia Cuarto dia Quinto dia
R B M T | B M T B M T B M| T B M T
A |0 0 0 2 0 0 2 1 0 2 1 0 2 0 1
B 0 0 0 ]0 0 0 0 2 0 0 3 0 0 4 0
c |0 0 0 ]0 0 0 0 1 0 0 2 0 0 3 0
D|O0 |O 1|0 0 1 1 0 1 1 0 |1 1 0 1
E |1 |0 0 |1 0 1 2 1 1 2 3 |1 2 3 1

Tratamientos: M: Metarhizium, B: Beauveria, T: Testigo
Fuente: las autoras

Grafica 4. Ensayo de patogenicidad en larvas de G. melonella de las cepas Metarhizium y
Beauveria comerciales (expresado en porcentaje de mortalidad acumulada)
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Tratamientos: M: Metarhizium, B: Beauveria, T: Testigo
Fuente: las autoras

En la gréfica 4 se observan mortalidades acumuladas al quinto dia de 40% y de 20%
para la cepa comercial de Beauveria y Metarhizium respectivamente, mientras que el
testigo mantiene su mortalidad baja lo que indica que las condiciones del ensayo son
las adecuadas. Es sorprendente encontrar mortalidades tan bajas en hongos que se
distribuyen comercialmente y que deberian provocar mortalidades altas.

Al aplicar un ANDEVA se presentd un valor de significancia de 0.436, donde los
tratamientos son iguales entre ellos, por lo tanto no fue necesario hacer una prueba de
comparacion multiple. Este ensayo no muestro diferencias estadisticas a pesar que
gréficamente si se puedo apreciar diferencias, esto pudo deberse a que los valores de
s diferentes repeticiones para el mismo tratamiento son muy distintos [72], [56].

Las tendencias en los resultados, al ser analizados visualmente y estadisticamente,
pudieron deberse a que los hongos comerciales pierden la eficiencia al ser

50



almacenados por ser organismos vivos. No se conocen las condiciones del
almacenamiento y aungque no se habia pasado la fecha de vencimiento, los resultados
sugieren que muchas de las esporas ya no eran viables. Es por esta razon que se
decidié sembrar en medio de cultivo esta formulacion comercial con el fin que las
esporas que si fueran viables produjeran micelio y conidias frescas para volver a usarlas
en otro ensayo y determinar la verdadera patogenicidad de las cepas comerciales.

9.4.5 Ensayo de patogenicidad en larvas de G. melonella de Nematodos
steinernemay Heterorhabditis comerciales

Tabla 7. Ensayo de patogenicidad en larvas de G. melonella de Nematodos steinernema y
Heterorhabditis comerciales (La cifra corresponde al nimero acumulado de larvas muertas a
partir de las cinco que conforman la unidad experimental).

Primer dia Segundo dia Tercer dia Cuarto dia Quinto dia
R S H T |S H T S H T S H T S H T
A |0 |3 |0 |2 3 0 5 4 0 5 4 |0 5 5 0
B |0 3 |0 |3 3 0 5 4 0 5 4 |0 5 5 0
c|1 |0 |0 |2 0 0 4 0 0 4 0 |0 5 5 0
D 1 1 0 1 2 0 2 1 0 4 1 0 3 3 0
E |0 |3 |0 |O 3 0 4 4 0 4 4 |0 5 5 0

Tratamientos: S: steinernema, H: Heterorhabditis, T: Testigo
Fuente: las autoras
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Grafica 5. Ensayo de patogenicidad en larvas de G. melonella de Nematodos steinernema 'y
Heterorhabditis comerciales (expresado en porcentaje de mortalidad acumulada)
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Tratamientos: S: steinernema, H: Heterorhabditis, T: Testigo
Fuente: las autoras

En la grafica 5 se evidencia la efectividad de los nematodos ya que la mortalidad fue de
92% al quinto dia del total de individuos experimentales. Pero el tratamiento de
steinernema  acelera la mortalidad de las larvas en menor tiempo. Mientras
Heterorhabditis el mas lento en el proceso, aunque finalmente consiguieron la misma
efectividad. El testigo tuvo una mortalidad una mortalidad de 0% lo cual verifica que el
bioensayo cumple las condiciones Gptimas.

La prueba de ANDEVA tiene un valor de significancia menor a 0.0001, que indica que
los tratamientos son diferentes entre si. La prueba de homogeneidad de varianza
(Levene) indicé que los tratamientos no tienen varianzas iguales (significancia de 0.03).
Al no tener homogeneidad entre las varianzas se hizo prueba de T3 Dunnett mostrando
que el testigo es diferente a los tratamientos (Steinernema y Heterorhabditis) pero entre
ellos son iguales [56], [55], [70].

La alta eficacia de estos nematodos probablemente esta asociada a su capacidad de
basqueda, que no tienen los hongos. Ademas en los ensayos se aplican los nematodos
en altas concentraciones para asegurar el contacto con la larva objetivo. No es de
extrafiarse que se encuentren altas tasas de mortalidad ya que estas dos cepas de
nematodos son usadas comercialmente para el control de plagas entomoldgicas en el
cultivo de cafia de azlUcar. Estas observaciones, asi como el hecho que el nematodo
Steinernema es mas efectivo en corto tiempo que el nematodo Heterorhabditis,
coinciden con lo encontrado por Baquero y Suarez (2014) en larvas de Tecia solanivora.
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9.5 ENSAYO FINAL CON tecia solanivora

Finalmente se realizd un ultimo ensayo con todas las cepas que fueron exitosas en los
ensayos anteriores mas las cepas y nematodos comerciales. Esto se hizo debido a que
algunas cepas habian sido evaluadas en condiciones experimentales poco adecuadas
para la supervivencia del testigo, por lo que se podia tener una sospecha de la eficacia
de las cepas evaluadas pero no una certeza. Este ensayo se desarroll6 al mismo tiempo
gue otro en donde se evaluaron los mismos patégenos sobre las larvas de Tecia
solanivora, que es la plaga a controlar en el proyecto del cual esta tesis de investigacion
hace parte. Los resultados de este ensayo con Tecia solanivora se muestran mas
adelante.

9.5.1 Ensayo de patogenicidad en larvas de G. melonella de cepas Vy VIl
aisladas, hongos Metarhizium y Beauveria comercial, Nematodo steinernema
comercial.

Tabla 8. Ensayo de patogenicidad en larvas de G. melonella de cepas V y VIl aisladas, hongos
Metarhizium y Beauveria, Nematodo steinernema comerciales (La cifra corresponde al nimero
acumulado de larvas muertas a partir de las cinco que conforman la unidad experimental).

" Primer dia Segundo dia Tercer dia cuarto dia Quinto dia
vIVTE T N VIV e o Nl v e [ I e (v [ e [ ] V][V E ™ [n]~
Al412]12]0]|0|0|4(3(2|01]4|0(4]|4|5|1|5/0(5|5|5|2|5|1|5|5|5|4|5|2
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Grafica 6. Ensayo de patogenicidad en larvas de G. melonella de cepas V y VIl aisladas,
hongos Metarhizium, Beauveria comercial y Nematodo steinernema comercial (expresado en
porcentaje de mortalidad acumulada).
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Fuente: las autoras

En el grafico 6 se observan mortalidades en un rango de 95% a 100% con todos los
patdgenos evaluados y una mortalidad acumulada en cinco dias de 20% en el testigo.
Lo cual favorece los resultados buscados bioldgicamente en donde la mortalidad de los
individuos infectados con las diferentes cepas sea efectiva y la mortalidad del testigo
sea minima.

Al aplicar el ANEVA se encontr6 un valor de significancia de 0.0001, para la cual los
tratamientos son diferentes entre si. La prueba de homogeneidad de varianza muestra
que los datos tienen varianzas iguales entre ellos ya que en la prueba de Levene se
encontré una significancia de 0.228. Por lo tanto se realiza prueba de comparacion
multiple por el método de Tukey en la que se encontraron dos grupos estadisticamente
diferentes entre si. En el primer grupo esta el testigo y el segundo todos los tratamientos
(V, VII, Metarhizium, Beauveria y Steinernema), diferentes al testigo pero iguales entre
si. Estos resultados nos muestran que las dos cepas aisladas en el presente trabajo (la
V y la VII) son tan efectivas como las cepas comercias de Metarhizium, Beauveria y
Steinernema. Sin embargo hay que tener en cuenta que las larvas de Galleria mellonela
son altamente susceptibles al ataque de cualquier patégeno. Es decir que si G.
mellonella presenta altas mortalidades esto no significa por fuerza que vaya a ser tan
efectiva cuando se aplica a otras especies blanco. Es por este motivo que se realiz6 un
bioensayo sobre larvas de tercer instar de Tecia solanivora, que es la especie plaga que
nos interesa controlar. Se tiene que tener en cuenta que las altas mortalidades
obtenidas en este bioensayo con las cepas comerciales de Metarhizium y Beauveria se
explican en gran medida porque las conidias utilizadas fueron las reaisladas y
producidas por nosotras mismas en el laboratorio, es decir que no se usoé el producto
comercial en su formulacion original ya que en ensayos previos se detectd la baja
viabilidad de las conidias.
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9.5.2 Ensayo de patogenicidad en larvas de Tecia solanivora de cepas Vy Vi
aisladas, hongos Metarhizium, Beauveria comercial y Nematodo steinernema
comercial.

Tabla 9. Ensayo de patogenicidad en larvas de Tecia solanivora de cepas V y VIl aisladas,
hongos Metarhizium, Beauveria y Nematodo steinernema comerciales (La cifra corresponde al
ndmero acumulado de larvas muertas a partir de las cinco que conforman la unidad
experimental).
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Grafica 7. Ensayo de patogenicidad en larvas de Tecia solanivora de cepas V y VIl aisladas,
hongos Metarhizium, Beauveria comercial y Nematodo steinernema comercial (expresado en
porcentaje de mortalidad acumulada).
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En el grafico se observa que los resultados en la mortalidad de larvas de T. solanivora
en el tiempo tienen exactamente las mismas tendencias que lo observado en larvas de
G. melonella. Efectivamente se identifica que los datos estan divididos en dos grupos,
siendo el testigo el que presenta menores porcentajes de mortalidad llegando a un
maximo 16%. Mientras que los tratamientos (M5, B7, BP y N tiene un porcentaje del
100%, pero el MP de 96%). Los tratamientos muestran una alta mortalidad desde el
segundo dia superando el 50% de los individuos experimentales siendo este efecto
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mortal mas rapido incluso que el encontrado en G. melonella. Esto probablemente se
deba a gque para este ensayo se usaron larvas de T. solanivora de tercer instar, mas
pequefias que las usadas por Suarez y Baquero (2014) [73]. Que usaron larvas de
cuarto instar. Se podria suponer entonces que las larvas mas jovenes y de menor
tamafio son mas propensas a morir por una infeccion por patégenos. En el ANDEVA se
encontré una significancia menor a 0.0001 por lo que se rechaza la hipotesis nula y se
acepta la alternativa, donde todos o algunos de los tratamientos son diferentes entre si.
Se identificd con la prueba de homogeneidad que los datos no tienen varianzas
homogéneas (significancia de 0.03) por esta razon se realiz6 la prueba de T3 Dunnett
que confirma la formacion de dos grupos estadisticamente distintos: por un lado el
testigo y por el otro todos los patdégenos, sin que se encuentre diferencias estadisticas
entre si.

El alcance de este estudio fue identificar nuevas cepas, aislada en campo, con potencial
para el control biolégico de Tecia solanivora. Esto se logr6 con las cepas V
(USTATENJO 1-15), y VIl (USTABOYACA II-15) sin embargo este es un esfuerzo que
esta muy lejos aun de una aplicacion en campo o de una formulacién comercial de estos
patdgenos. Se deben realizar ain muchos estudios en condiciones controladas en
laboratorio, en invernadero, en campo bajo condiciones controladas y en campo bajo
condiciones de produccién agricola. Esta es una consideracion muy importante si se
ven la experiencia de otros proyectos para encontrar patégenos de Tecia solanivora en
donde los organismos promisorios fueron descartados antes de tiempo al pasar
directamente de experimentos de laboratorio a aplicaciones en campo en condiciones
de produccion agricola [73], [74].
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10. CONCLUSIONES

e Se pudieron establecer crias exitosas de Galleria mellonela y de Tecia solanivora
con el fin de prospecciéon y pruebas biol6gicas, en las condiciones de los
laboratorios de la USTA con recursos financieros y de equipamiento modestos.

e La Galleria mellonela requiere para su 6ptimo desarrollo un cuarto de cria con
una temperatura de 24°C y una humedad relativa de 36%, mas una dieta de
salvado de trigo, con miel y cera de abejas como se describié en la metodologia
ya que es un alimento que permitié el crecimiento adecuado de las larvas en
grandes numeros.

e En la prospeccion de patdgenos de insectos se debe considerar un nimero mas
grande de sitios visitados y de muestras tomadas. Ya que de las dieciséis
muestras tomadas en esta investigacion se encontraron siete cepas de las
cuales dos fueron eficaces.

o En este estudio se logr6 determinar las condiciones (de humedad, temperatura
y material de recipientes), adecuadas para el montaje y evaluacion de cepas de
patdgenos en bioensayos con Galleria mellonela y de Tecia solanivora.

e Las cepas V (USTATENJO I-15) y VII (USTABOYACA II-15) mostraron una alta
mortalidad en larvas de Galleria mellonela y de Tecia solanivora siendo
promisorias para el desarrollo de investigaciones posteriores que lleven al
desarrollo de bioplaguicidas.

e Las mejores cepas encontradas V (USTATENJO I-15) y VII (USTABOYACA II-
15) sonigual de eficaces en el control de Galleria mellonela y de Tecia solanivora
que las cepas comerciales de nematodos y hongos evaluadas en esta
investigacion.
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11. RECOMENDACIONES

En el corto plazo se sugiere que se hagan evaluaciones para determinar los
mejores métodos para la conservacion de los patdogenos encontrados en las
condiciones de los laboratorios de la USTA. Ademas se pueden hacer ensayos
controlados para determinar la concentracion letal 50 de las dos cepas aisladas.
Se podria evaluar la eficacia de las cepas a diferentes concentraciones, en
diferentes estadios de la larva. Otros posibles estudios incluirian la aplicacién
de los hongos para evitar la infeccion de Tecia en papa almacenada.

Un propésito inicial de este estudio que no se logré alcanzar fue el aislamiento
de nematodos entomdéfagos (los que se usaron provinieron de un laboratorio
comercial), esto no significa que este grupo de organismos no se encuentre en
los suelos agricolas colombianos, simplemente que por errores experimentales,
inexperiencia en la identificacion de sintomas e incluso por mala suerte. Por este
motivo se recomienda perseverar en los esfuerzos de prospeccion en campo
para encontrar nuevas cepas tanto de hongos como de nematodos y virus que
tengan un potencial para el desarrollo de bioplaguicidas.
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12. Anexos

12.1 Resultados estadisticos ensayos de las cepas | y Il en G. mellonella

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.
1,749 2 12 ,216
ANOVA
Suma de
cuadrados sl Media cuadratica [F Sig.
Entre grupos 14430720,000 2 7215360,000 2,359 ,137
Dentro de grupos 36702720,000 [12 3058560,000
Total 51133440,000 (14

Comparaciones multiples

95% de intervalo de

confianza
(1) (J) Diferencia de |Error Limite Limite
Tratamiento Tratamiento [medias (I-J) estandar Sig. inferior superior
,00 1,00 2400,00000 1106,08499 [117 [550,8839 [5350,8839
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HSD 2,00 1296,00000 1106,08499 (491 -1654,8839 14246,8839
Tukey
1,00 ,00 -2400,00000 [1106,08499 |117 [5350,8839 [550,8839
2,00 -1104,00000 [1106,08499 |592  [4054,8839 [1846,8839
2,00 ,00 -1296,00000 [1106,08499 491 [4246,8839 [1654,8839
1,00 1104,00000 1106,08499 (592 -1846,8839 14054,8839
DMS ,00 1,00 2400,00000 1106,08499 [051 }9,9522 4809,9522
2,00 1296,00000 1106,08499 (264 }-1113,9522 [3705,9522
1,00 ,00 -2400,00000 [1106,08499 |051  [4809,9522 [9,9522
2,00 -1104,00000 [1106,08499 |338 [3513,9522 [1305,9522
2,00 ,00 -1296,00000 [1106,08499 |264  [3705,9522 [1113,9522
1,00 1104,00000 1106,08499 (338 }-1305,9522 [3513,9522

Subconjuntos homogéneos

Subconjunto para
alfa =0.05
Tratamiento N 1
HSD Tukey® 1,00 5 1200,0000
2,00 5 2304,0000
,00 5 3600,0000
Sig. ,117

12.2 Resultados estadisticos ensayos de las cepas I, IV, Vy VI en G. mellonella

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de
Levene

dfl

df2

Sig.

1,183

20

,349
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ANOVA

Suma de

cuadrados sl Media cuadratica [F Sig.
Entre grupos 36255744,000 |4 9063936,000 4,388 ,010
Dentro de grupos  }41310720,000 |20 2065536,000
Total 77566464,000 |24

Comparaciones multiples

66

95% de intervalo de
confianza
(1) (J) Diferencia de Error Limite Limite
Tratamiento Tratamiento |medias (I-)) estandar  [Sig. [inferior superior
HSD ,00 2,00 1440,00000 908,96337 |524 }-1279,9589 [4159,9589
Tukey
4,00 1632,00000 908,96337 |,403 [-1087,9589 [4351,9589
5,00 -1440,00000 908,96337 |524 }-4159,9589 [1279,9589
6,00 1584,00000 908,96337 |432 |-1135,9589 [4303,9589
2,00 ,00 -1440,00000 908,96337 |524 }-4159,9589 [1279,9589
4,00 192,00000 908,96337 [1,000{-2527,9589 [2911,9589
5,00 -2880,00000° 908,96337 |,035 [-5599,9589 |-160,0411
6,00 144,00000 908,96337 [1,000}-2575,9589 [2863,9589
4,00 ,00 -1632,00000 908,96337 |403 [-4351,9589 [1087,9589
2,00 -192,00000 908,96337 [1,000{-2911,9589 [2527,9589
5,00 -3072,00000" 908,96337 |022 }-5791,9589 |-352,0411
6,00 -48,00000 908,96337 [1,000{-2767,9589 [2671,9589
5,00 ,00 1440,00000 908,96337 |524 }-1279,9589 [4159,9589
2,00 2880,00000" 908,96337 |035 |160,0411 [5599,9589
4,00 3072,00000° 908,96337 |022 |352,0411 [5791,9589




6,00 3024,00000" 908,96337 |[,025 [304,0411 [5743,9589
6,00 ,00 -1584,00000 908,96337 |432 |-4303,9589 [1135,9589
2,00 -144,00000 908,96337 [1,0001-2863,9589 [2575,9589
4,00 48,00000 908,96337 |1,000-2671,9589 [2767,9589
5,00 -3024,00000" 908,96337 |,025 [-5743,9589 [-304,0411
IDMS .00 2,00 1440,00000 908,96337 |[,129 [-456,0644 (3336,0644
4,00 1632,00000 908,96337 |,088 |-264,0644 (3528,0644
5,00 -1440,00000 908,96337 |129 |-3336,0644 (456,0644
6,00 1584,00000 908,96337 |,097 |-312,0644 (3480,0644
2,00 ,00 -1440,00000 908,96337 |129 |-3336,0644 [456,0644
4,00 192,00000 908,96337 |,835 |-1704,0644 [2088,0644
5,00 -2880,00000" 908,96337 |,005 [4776,0644 [-983,9356
6,00 144,00000 908,96337 |[,876 [-1752,0644 [2040,0644
4,00 ,00 -1632,00000 908,96337 |,088 |-3528,0644 [264,0644
2,00 -192,00000 908,96337 |,835 [-2088,0644 (1704,0644
5,00 -3072,00000° 908,96337 |003 |-4968,0644 |-1175,9356
6,00 -48,00000 908,96337 |,958 |-1944,0644 (1848,0644
5,00 ,00 1440,00000 908,96337 |,129 [-456,0644 (3336,0644
2,00 2880,00000° 908,96337 |,005 [983,9356 [4776,0644
4,00 3072,00000" 908,96337 |,003 [1175,9356 [4968,0644
6,00 3024,00000 908,96337 |,003 [1127,9356 [4920,0644
6,00 ,00 -1584,00000 908,96337 |[,097 |-3480,0644 [312,0644
2,00 -144,00000 908,96337 |,876 |-2040,0644 (1752,0644
4,00 48,00000 908,96337 [958 [-1848,0644 (1944,0644
5,00 -3024,00000" 908,96337 |[,003 [-4920,0644 [-1127,9356

Subconjuntos homogéneos
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Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento N 1 2

HSD Tukey? 4,00 5 1440,0000
6,00 5 1488,0000
2,00 5 1632,0000
,00 5 3072,0000 3072,0000
5,00 5 4512,0000
Sig. ,403 ,524

12.3 Resultados estadisticos Ensayo de patogenicidad en larvas de G. melonella
de las cepas VI, I, 1y VI

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.
3,826 4 20 ,018
ANOVA
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos |162217216,000 (4 15554304,000 [26,320 ,000
Dentro de grupos ]11819520,000 (20 590976,000
Total 74036736,000 (24

Comparaciones multiples

) J) Diferencia de |Error 95% de intervalo de
Tratamiento Tratamiento [medias (I-J) |estandar [Sig. |confianza
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Limite Limite
inferior superior
HSD ,00 3,00 -
Tukey 96,00000 486,19996 |1,000 1358,8924 1550,8924
7,00 -4080,00000" |486,19996 |,000 |. i
: : : 5534,8924[2625,1076
2,00 -192,00000 |486,19996 994 | 1262,8924
: : : 1646,8924 :
6,00 -672,00000 |486,19996|,645 |. 782,8924
: : : 2126,8924 | °
3,00 .00 i
-96,00000  |486,19996 |1,000 1550,8924 1358,8924
7,00 -4176,00000" |486,19996 000 |. i
: : : 5630,8924[2721,1076
2,00 -288,00000 |486,19996 (975 |. 1166,8924
: : : 1742,8924 :
6,00 -768,00000 |486,19996 (526 |. 686,8924
: : : 22228924 ("
7,00 ,00 4080,00000" |486,19996 |,000 [2625,1076 [5534,8924
3,00 4176,00000" [486,19996 000 [2721,1076 |5630,8924
2,00 3888,00000" |486,19996|,000 [2433,1076[5342,8924
6,00 3408,00000" |486,19996 000 |1953,1076 [4862,8924
2,00 ,00 -
192,00000  [486,19996 [,994 1262.8924 1646,8924
3,00 288,00000 486,19996[,975 |. 1742,8924
: : : 1166,8924 :
7,00 -3888,00000" |486,19996 000 |. i
’ : ’ 5342,8924[2433,1076
6,00 -480,00000 |486,19996(,858 |. 974,8924
: : : 1934,8924[ "™
6,00 ,00 [672,00000 |486,19996|645 |-782,8924 [2126,8924
3,00 768,00000 486,19996|,526 |-686,8924 [2222,8924
7,00 -3408,00000" |486,19996 |,000 | i
’ : ’ 4862,8924/1953,1076
2,00 480,00000 [486,19996 858 |-974,8924 |1934,8924
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IpbmMs 00 3,00 lo6,00000 486,19996 |,845 |-918,1953 [1110,1953
7,00 -4080,00000" |486,19996 |,000 |. i
: : : 5094,1953 [3065,8047
2,00 -192,00000 |486,19996 (697 |. 822,1953
: : : 1206,1953[
6,00 -672,00000 |486,19996/182 |. 342,1953
' : : 1686,1953[
3,00 .00 i
-96,00000  [486,19996 |,845 1110,1953 018,1953
7,00 -4176,00000" |486,19996 |,000 |. i
: : : 5190,1953(3161,8047
2,00 -288,00000 |486,19996|,560 |, 726,1953
: : : 1302,1953| <"
6,00 -768,00000 |486,19996 /130 |, 246,1953
: : : 1782,1953[
7,00 .00 4080,00000" [486,19996 |,000 |3065,8047 [5094,1953
3,00 4176,00000" [486,19996 000 [3161,8047[5190,1953
8,00 3888,00000" |486,19996 /000 [2873,8047 [4902,1953
6,00 3408,00000" |486,19996|,000 [2393,8047 [4422,1953
2,00 .00 192,00000 |486,19996 (697 [-822,1953 [1206,1953
3,00 288,00000 |486,19996 /560 |-726,1953 [1302,1953
7,00 -3888,00000" |486,19996|,000 |, i
: : : 4902,1953 [2873,8047
6,00 -480,00000 |486,19996 (335 |, 534,1953
: : : 1494,1953[°
6,00 .00 672,00000 |486,19996|182 |-342,1953 |1686,1953
3,00 768,00000 486,19996|,130 |-246,1953 [1782,1953
7,00 -3408,00000" |486,19996|,000 | i
: : : 4422,1953 [2393,8047
2,00 480,00000  [486,19996 (335 |-534,1953 |1494,1953
Subconjuntos homogéneos
Tratamiento [N Subconjunto para alfa = 0.05
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1 2
HSD Tukey® 3,00 I5 96,0000
,00 |5 192,0000
2,00 |5 384,0000
6,00 3 864,0000
7,00 3 4272,0000
Sig. 526 1,000

12.4 Resultados estadisticos ensayo de patogenicidad en larvas de G. melonella
de las cepas Metarhizium y Beauveria comerciales

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.
1,687 2 12 ,226
ANOVA
Suma de
cuadrados I Media cuadratica [F Sig.
Entre grupos 3293653,333 2 1646826,667 ,890 ,436
Dentro de grupos 22211840,000 [12 1850986,667
Total 25505493,333 |14

12.5 Ensayo de patogenicidad en larvas de G. melonella de Nematodos
steinernema y Heterorhabditis comerciales

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de |[gl1 sl2 Sig.
Levene

71



9,936 2 12 ,003
ANOVA de un factor
Suma de sl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos [110645760,000 |2 55322880,000 [19,209 ,000
Intra-grupos |34560000,000 |12 2880000,000
Total 145205760,000 |14
Comparaciones multiples
(1) VAROOOO1 (J) VARO0O00O1 |[Diferenciade |[Errortipico [Sig.
medias (I-J)
1,00 -6048,00000° [549,38511  [,001
,00
2,00 -5424,00000° [1194,22611 |[031
,00 |leo48,00000" [549,38511 [001
Tamhane 1,00
2,00 |l624,00000 1314,53414 [958
,00 5424,00000° [1194,22611 |031
2,00
1,00 -624,00000 1314,53414 |958
1,00 -6048,00000° [549,38511  [,001
,00
2,00 -5424,00000° [1194,22611 [026
,00 |leo48,00000" [549,38511 [001
T3 de Dunnett 1,00
2,00 |l624,00000 1314,53414 |948
,00 5424,00000° [1194,22611 |026
2,00
1,00 -624,00000 1314,53414 |948
1,00 -6048,00000° [549,38511 [001
Games-Howell ,00
2,00 -5424,00000° [1194,22611 |[023
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,00 l048,00000"  [549,38511  |001
1,00

2,00 |624,00000 1314,53414 |,886

,00 5424,00000° |1194,22611 |[023
2,00

1,00 -624,00000 1314,53414 |,886

12.6 Resultado estadistico ensayo de patogenicidad en larvas de G. melonella de
cepas V y VIl aisladas, hongos Metarhizium y Beauveria comercial, Nematodo
steinernema comercial.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de [gl1 gl2 Sig.
Levene
1,498 5 24 ,228

ANOVA de un factor

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica

169960320,00

Inter-grupos o 5 33992064,000(16,044 |,000
Intra-grupos |50849280,000 [24 2118720,000
Total 320809600,00 bo
Comparaciones multiples
() J) Diferencia de medias (I- [Error tipico[Sig.

tratamiento tratamiento |J)

HSD de 1,00 -6720,00000° 920,59111|,000

Tukey 2.00 -6672,00000° 920,59111/,000

73



DMS

1,00

2,00

3,00

4,00

5,00

3,00
4,00

5,00

2,00
3,00
4,00

5,00

1,00
3,00
4,00
5,00
,00

1,00
2,00
4,00

5,00

1,00
2,00
3,00

5,00

1,00
2,00
3,00
4,00
1,00

-5616,00000
-4704,00000
-6672,00000°
|6720,00000
48,00000
1104,00000
2016,00000
48,00000
|6672,00000
-48,00000
1056,00000
1968,00000
,00000
5616,00000"
-1104,00000
-1056,00000
912,00000
-1056,00000
4704,00000"
-2016,00000
-1968,00000
-912,00000
-1968,00000
|6672,00000
-48,00000
,00000
1056,00000

1968,00000
-6720,00000°
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920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111

920,59111
920,59111

,000
,000
,000
,000
1,000
,833
279
1,000
,000
1,000
,857
,302
1,000
,000
,833
,857
,916
,857
,000
279
,302
,916
,302
,000
1,000
1,000
,857

,302
,000




2,00
3,00

-6672,00000

-5616,00000°

920,59111,000
920,59111|,000

Comparaciones multiples

Variable dependiente: porcentaje

(1) tratamiento

(J) tratamiento

Intervalo de confianza al 95%

|Limite inferior

Limite superior

HSD de Tukey

1,00

2,00

3,00

4,00

1,00
2,00
3,00
4,00
5,00
,00

2,00
3,00
4,00
5,00
,00

1,00
3,00
4,00
5,00
,00

1,00
2,00
4,00
5,00
,00

1,00
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19566,4044°
-9518,4044"
-8462,4044"
-7550,4044"
-9518,4044°
3873,5956"
-2798,4044
-1742,4044
-830,4044
-2798,4044
3825,5956"
-2894,4044
-1790,4044
-878,4044
-2846,4044
2769,5956°
-3950,4044
-3902,4044
-1934,4044
13902,4044
1857,5956"

-4862,4044

[3873,5956
|3825,5956
-2769,5956
-1857,5956
-3825,5956
9566,4044
2894,4044
3950,4044
4862,4044
2894,4044
9518,4044
2798,4044
3902,4044
4814,4044
2846,4044
8462,4044
1742,4044
1790,4044
3758,4044
1790,4044
7550,4044

830,4044




2,00 -4814,4044 878,4044
3,00 -3758,4044 1934,4044
5,00 -4814,4044 878,4044
,00 3825,5956" 0518,4044
1,00 -2894,4044 2798,4044
5,00 2,00 -2846,4044 2846,4044
3,00 -1790,4044 3902,4044
4,00 -878,4044 4814,4044
1,00 -8620,0067" -4819,9933
DMS ,00 2,00 -8572,0067" -4771,9933
3,00 -7516,0067" -3715,9933
Comparaciones multiples
Variable dependiente: porcentaje
() tratamiento (J) tratamiento |Diferencia de |Error tipico [Sig.
medias (I-J)
DMS ,00 4,00 -4704,00000" [920,59111 (,000
5,00 -6672,00000" [920,59111 |,000
,00 [6720,00000" [920,59111 |,000
2,00 48,00000" 920,59111 |,959
1,00 3,00 1104,00000° [920,59111 |, 242
4,00 2016,00000" [920,59111 |,038
5,00 48,00000 920,59111 (959
,00 [6672,00000 [920,59111 (,000
1,00 -48,00000 920,59111 (959
2,00 3,00 1056,00000 [920,59111 |,263
4,00 1968,00000° [920,59111 |,043
5,00 ,00000 920,59111 |1,000
3,00 ,00 5616,00000 [920,59111 (,000
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1,00
2,00
4,00

5,00

1,00
4,00 2,00
3,00

5,00

1,00
5,00 2,00
3,00

4,00

-1104,00000
-1056,00000
912,00000
-1056,00000
4704,00000
-2016,00000
-1968,00000
-912,00000
-1968,00000
|6672,00000
-48,00000
,00000
1056,00000

1968,00000

920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111
920,59111

920,59111

,242
,263
,332
,263
,000
,038
,043
,332
,043
,000
,959
1,000
,263

,043

Comparaciones multiples

Variable dependiente: porcentaje

(1) tratamiento

Intervalo de confianza al 95%

Limite superior

DMS

1,00

2,00

(J) tratamiento

|Limite inferior
4,00 -6604,0067"
5,00 -8572,0067"
,00 4819,9933"
2,00 -1852,0067"
3,00 -796,0067"
4,00 115,9933"
5,00 -1852,0067
,00 4771,9933
1,00 -1948,0067
3,00 -844,0067
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-2803,9933
-4771,9933
8620,0067
1948,0067
3004,0067
3916,0067
1948,0067
8572,0067
1852,0067

2956,0067




3,00

4,00

5,00

Subconjuntos homogéneos

4,00

5,00

1,00
2,00
4,00

5,00

1,00
2,00
3,00

5,00

1,00
2,00
3,00

4,00

|67,9933"
-1900,0067
3715,9933
-3004,0067
-2956,0067
-988,0067
-2956,0067
2803,9933
-3916,0067
-3868,0067
-2812,0067"
-3868,0067
4771,9933
-1948,0067
-1900,0067

-844,0067"

67,9933

3868,0067
1900,0067
7516,0067
796,0067
844,0067
2812,0067
844,0067
6604,0067
-115,9933
-67,9933
988,0067
-67,9933
8572,0067
1852,0067
1900,0067
2956,0067

3868,0067

porcentaje
tratamiento |N Subconjunto para alfa =
0.05
1
,00 I5 816,0000
4,00 I5 5520,0000
3,00 I5 6432,0000
HSD de Tukey?2,00 I5 7488,0000
5,00 I5 7488,0000
1,00 I5 7536,0000
Sig. 1,000 ,279
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12.7 Resultados estadisticos ensayo de patogenicidad en larvas de Tecia
solanivora de cepas Vy VIl aisladas, hongos Metarhizium, Beauveria comercial y
Nematodo steinernema comercial.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de [gl1 sl2 Sig.
Levene
4,956 5 24 ,003

ANOVA de un factor

Suma de sl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos J181357066,667 (5 36271413,333 |21,945 ,000
Intra-grupos [39668480,000 |24 1652853,333
Total 221025546,667 29

Comparaciones multiples

T3 de Dunnett

(1) VAROOOO1 (J) VAROOOO1 [Diferenciade [Error tipico |[Sig. Intervalo de
medias (I-J) confianza al
95%
Limite inferior
1,00 -6576,00000" [723,98895  [,003 -9941,9806
2,00 -6856,00000° [719,77774 002 -10234,6944
,00 3,00 -7152,00000° [711,95505 002 -10558,0921
4,00 -6144,00000° [1028,36569 |004 -10159,0553
5,00 -5328,00000° [1121,08519 |019 -9768,8504
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,00 le576,00000"  [723,98895 | 003 3210,0194
2,00 -280,00000 319,69986  |,995 -1525,1029
1,00 3,00 -576,00000 301,67532 |,612 -1761,7518
4,00 432,00000 801,03932  |1,000 -3357,7493
5,00 1248,00000 917,03871 |,881 -3175,2987
,00 |6856,00000"  [719,77774  [,002 3477,3056
1,00 280,00000 319,69986 995 -965,1029
2,00 3,00 -296,00000 291,42409 [,984 -1435,4330
4,00 712,00000 797,23522 (990 -3091,4134
5,00 1528,00000 913,71768 (742 -2909,3716
,00 7152,00000° |711,95505 |,002 3745,9079
1,00 576,00000 301,67532 |612 -609,7518
3,00 2,00 296,00000 291,42409 |984 -843,4330
4,00 1008,00000 790,17973  |912 -2823,7559
5,00 1824,00000 907,56818  |,580 -2641,5875
,00 |6144,00000" [1028,36569 |[004 2128,9447
1,00 -432,00000 801,03932 (1,000 -4221,7493
4,00 2,00 -712,00000 797,23522 990 -4515,4134
3,00 -1008,00000 [790,17973 (912 -4839,7559
5,00 816,00000 1172,32078 |,999 -3772,3476
,00 5328,00000° [1121,08519 |019 887,1496
1,00 -1248,00000 [917,03871 (/881 -5671,2987
5,00 2,00 -1528,00000 [913,71768 (742 -5965,3716
3,00 -1824,00000 [907,56818 (580 -6289,5875
4,00 -816,00000 1172,32078 |999 -5404,3476
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