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Resumen

Titulo: Identificacion molecular y caracterizacion del patrén de distribucién de estados
larvales de Astaena pygidialis Kirsch (Coleoptera: Melolonthidae) en cultivos de aguacate cv. Hass
en Antioquia, Colombia®”

Autor: Jests David Rueda Reyes?™"

Palabras Clave: Barcoding, Marcefios, Aguacate Hass, Edafico, Hospedero.
Descripcion:

La composicion de comunidades vegetales, habitats, microclimas y propiedades del suelo
inciden en la distribucion de las especies. Estos aspectos son un componente de alto valor en
agricultura de precision que permiten establecer medidas de manejo y control de plagas en cultivos.
La exportacion de aguacate cv. Hass en Colombia ha crecido significativamente debido a una alta
demanda en mercados como Europa y Estados Unidos. El departamento de Antioquia es uno de
los principales productores, sin embargo, recientemente el escarabajo A. pygidialis Kirsch se ha
identificado alimentandose de hojas y frutos jovenes, generando lesiones en la corteza de la fruta
que imposibilitan su exportacion. El desarrollo de métodos de monitoreo y control para esta plaga
actualmente es limitado, ya que se desconocen los factores que inciden en la distribucion de los
estados larvales del insecto en cultivos de aguacate, ademas de la dificultad para la identificacion
de estadios inmaduros. Por ende, en 4 lotes o0 Unidades Productivas Comerciales ubicados en el
oriente Antioquefio, se determind el patron de distribucion espacial, relacion fisica y quimica del
suelo con abundancia de larvas y la incidencia de plantas hospedantes y hospederos adyacentes en
relacion con la presencia de larvas. Ademas, se evaluo la efectividad de la identificacion de estados
larvales mediante codigo de barras genético. Los resultados de los andlisis de distribucion
evidenciaron un patron de distribucién agregado, identificando que la humedad, conductividad
eléctrica y pH en uno de tres lotes (UPC D) estaban significativamente asociadas a las mayores
abundancias de larvas de A. pygydialis. El hospedante predominante fue el pasto kikuyo y junto
con las malezas cadillo y siempre viva tuvieron un efecto significativo en la abundancia de larvas
A. pyidialis. Finalmente, el analisis del codigo de barras genético presentd un buen desempefio,
recuperando todas las especies de marcefios de referencia y agrupando como un solo clado 4 de
las 5 secuencias de ejemplares A. pygidialis. Los resultados de este estudio permiten concluir que
este método es una alternativa viable de identificacion de larvas a nivel de especie.

Y Trabajo de Grado

2 Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Director: Sergio Marchant Rojas. Bi6logo Marino Ph. D. Codirectora:
Claudia Maria Holguin Aranzazu. Ingenieria Agronémica Ph. D.
3Codirectora: Tatiana Mallanin Rondon Salas. Ingenieria Agronémica Ms. C.
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Abstract

Title: Molecular identification and pattern distribution characterization of Astaena
pygidialis Kirsch larvae stages [Coleoptera: Melolonthidae] in Hass Avocado crops from
Antioquia, Colombia**

Author: Jests David Rueda Reyes™

Key Words: Barcoding, White grubs, Hass Avocado, Edaphic, Host.

Description:

The composition of plant communities, habitats, microclimates, and soil properties affect
species distribution. These aspects are highly valued in precision agriculture, allowing pest
management and control measures in crops. Avocado cv. Hass exportation in Colombia has grown
significantly due to high demand in markets such as Europe and the United States. The department
of Antioquia is one of the leading producers. However, the A. pygidialis Kirsch beetle has recently
been identified as feeding on leaves and young fruits, causing lesions on the fruit skin that make it
impossible to export. The development of monitoring and control methods for this pest is currently
limited since the factors that influence the distribution of the larval stages of the insect in avocado
crops are unknown, in addition to the difficulty in identifying early stages. Therefore, in 4 plots or
Commercial Production Units located in eastern Antioquia, the spatial distribution pattern,
physical and chemical soil relationship with larval abundance, and the incidence of host plants and
adjacent hosts in relation to the presence of larvae were determined. In addition, the effectiveness
of identifying larval stages by genetic barcode was evaluated. Data analysis showed an aggregate
distribution pattern, identifying that humidity, electrical conductivity, and pH in one of three plots
(UPC D) were significantly associated with a higher abundance of A. pygydialis larvae. Kikuyo
grass was the predominant plant host along with Cadillo and Siempre Viva weeds showing
significantly higher A. pygidialis larvae abundance. Finally, the analysis of the genetic barcode
presented a good performance, recovering all the reference Marcefio species and clustering the 4
of 5 sequences of A. pygidialis specimens as a single clade. The results of this study allow us to
conclude that this method constitutes a viable alternative for identifying larvae at the species level.

4 Degree work

™ Science faculty. Escuela de Biologia. Director: Sergio Marchant Rojas. Bidlogo Marino Ph. D.
Co-director: Claudia Maria Holguin Aranzazu. Ingenieria Agronémica Ph. D.

Co-director: Tatiana Mallanin Rondon Salas. Ingenieria Agrondémica Ms. C.
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Introduccion

Los sistemas agricolas presentan arreglos variables de suelos, habitats, microclimas y
comunidades de plantas que inciden en la distribucidn de especies de insectos y microorganismos
(Sciarretta'y Trematerra 2014). Algunas especies pueden distribuirse de acuerdo con su preferencia
a caracteristicas especificas del suelo, planta hospedera, y/o reflejar el resultado de interacciones
con otras especies, por lo que conocer sus patrones de distribucién en sistemas agricolas es un
tema de creciente interés para la ecologia y el manejo de plagas y enfermedades. En literatura se
han descrito multiples ejemplos de especies con distribuciones agregadas, incluyendo a
comunidades de nematodos fitoparasitos que son méas abundantes en suelos con tamafios de poro
superiores a 1000 um (Briar et al., 2011), al cucarrén plaga de cultivos de alfalfa Hypera postica
gue se encuentra en zonas de alta humedad (Moradi-Vajargah et al., 2011), el coledptero Diaprepes
abbreviatus que es mas abundante en suelos con bajas concentraciones de magnesio y calcio (Li
et al.,, 2004) vy, los escarabajos de la especie Oreina elongata que mostraron preferencia por
determinados hospederos en ensayos experimentales (Ballabeni et al., 2001). Estos hallazgos, han
sentado las bases para el desarrollo de nuevas alternativas para el monitoreo y control de plagas y
enfermedades en diferentes cultivos, conocido como manejo integrado de plagas por sitio
especifico (Plant et al., 2001; Karimzadeh et al., 2011; Sciarretta y Trematerra 2014), un

componente importante de la Agricultura de Precision.

El conocimiento de la ecologia y distribucion espacial de plagas permite predecir como,
cuando y donde se debe establecer el control fitosanitario. En cultivos de papa, la identificacion y
tratamiento localizado de las plagas Leptinotarsa decemlineata, Myzus persicae y Empoasca fabae

ha permitido usar entre 30 y 40% menos de pesticida que practicas tradicionales de aspersion total

[12]
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del cultivo (Weiz et al., 1996). En ese sentido, estudios que promueven alternativas de manejo por
sitio-especifico no solo reducen costos de produccion, sino que también ofrecen otros beneficios.
En Colombia, el desarrollo de estrategias de manejo de sitio-especifico de plagas son escasas pero
promisorias. En cultivos de cafia, la caracterizacion del lepiddptero Diatraea sp. permitié conocer
su distribucion espacial de forma agregada en los bordes del cultivo y determinar las edades de
cultivo en que son mas susceptibles al dafio; informacion de utilidad para el disefio de métodos de
monitoreo y mitigacion especificas y eficientes para este insecto (Leyton-Flor et al., 2018).
Experiencias similares fueron probadas en el cultivo de guayaba con resultados satisfactorios para

monitoreo y control de plagas (Pinchao y Carabali, 2019).

La produccién del cultivo de aguacate, cultivar (cv.) Hass (Persea americana Mill), ha
crecido de manera significativa en Colombia en los ultimos afios debido a una alta demanda de
este producto principalmente en Estados Unidos y Europa (AGRONET 2022). Antioguia es uno
de los 15 departamentos productores de esta variedad de aguacate (Ministerio de Agricultura y
Desarrollo Rural de Colombia 2018), con 16.004 hectareas sembradas en el afio 2020 (AGRONET
2022). Sin embargo, la presencia de plagas y enfermedades es uno de los factores limitantes para
la produccion y comercializacion del fruto. En este departamento, los escarabajos marcefios
(Scarabaeidae: Melolonthinae), denominados de esta manera por la emergencia de los adultos en
épocas de lluvia en marzo (Londofio et al., 2014), son de particular interés, porque se alimentan
de hojas jovenes y frutos de aguacate, esto afecta el valor del fruto en mercados locales e
imposibilita la exportacion a mercados internacionales por el dafio cosmético que causan a la fruta,
llegando a generar pérdidas entre el 40 y 60% (Londofio 2014; Arias et al., 2019). En especifico,
el agente causal del dafio en frutos, Astaena pygidialis Kirsch, fue identificado recientemente

(Holguin y Neita 2018, Holguin y Mira, 2021), por lo que la generacion de métodos de monitoreo
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y control para esta especie representan un importante aporte para la cadena de produccion de

aguacate cv. Hass en el departamento de Antioquia.

Astaena es uno de los géneros de los escarabajos marcefios que son considerados plaga de
impacto econdémico en diferentes regiones del pais. En cultivos como café, maiz, pastizales, yuca,
entre otros, se han encontrado sus larvas de manera agregada con abundancias desde 1 a 36
larvas/m? (Pardo-Locarno et al., 1999; Pardo-Locarno et al., 2007). Sus larvas son abundantes
hasta los 15 cm de profundidad (Pardo-Locarno et al. 2003b), en un rango de temperatura del suelo
entre 22.7 °C a 24.7 °C y humedad cercana al 80% (Garcia-Atencia et al., 2015). En frutales
perennes como la fresa, del 30% de los recursos asignados a control de plagas, cerca del 17% son
para el manejo de escarabajos marcefios (larvas y adultos), lo que representa gastos de 49 millones
de pesos por hectarea al afio (Bernal 2011). Sin embargo, en aguacate el dafio es ocasionado por
los adultos y para el caso de los estados inmaduros se desconoce la estrategia de establecimiento
en el cultivo ya que no se ha evidenciado alimentacion de las larvas en las raices de la planta
(Londofio, 2014; Holguin y Neita 2018). Estudios recientes indican la asociacién de las larvas de
este escarabajo con otros hospedantes cercanos al cultivo de aguacate como pastos (Holguin y
Neita, 2018, 2019). No obstante, aln se requiere mayor evidencia para confirmar esta asociacion,
asi como la relacién de los estadios larvales con otros factores (p. €j. tipo suelo), que puedan
predecir la presencia de la plaga en cultivos de aguacate de la region. Por esta razon, en aguacate
cv. Hass, a pesar de los avances en el reconocimiento de la distribucién del dafio de esta plaga en
campo (Arias et al., 2019) y efectos en el cultivo (Londofio 2014, Holguin y Neita 2018, 2019,
Holguin y Mira 2021), el desarrollo de métodos de monitoreo y control sigue siendo insuficiente

(Arias et al., 2020), necesidad agravada por la dificultad en la identificacion de estados larvales

[14]



IDENTIFICACION Y DISTRIBUCION DE LARVAS

que precisan de personal altamente calificado y el mantenimiento de las larvas hasta la adultes

(Pardo-Lorcano 2000, Pardo-Lorcano et al. 2002a, 2002b).

La identificacion de larvas de Astaena a nivel de especie es un proceso lento que, debido a
la falta de caracteres diagnosticos macroscépicos en estados tempranos, requiere del montaje de
crias para su diagnostico en etapas adultas (Bran 2005, Palacio 2010). Las larvas de Astaena se
reconocen morfoldgicamente porque carecen de la zona estriduladora ventral, y la laciniay la galea
mandibular estan separadas distalmente y fusionadas proximalmente, con un punto sensorial en la
seccion dorsal del artejo antenal final y la apertura anal puede ser en forma angulosa o de Y
(Ritcher 1966). En estado larval, solo es posible identificar efectivamente este grupo hasta género
por su abertura anal en forma de Y (Pardo-Lorcano et al., 2002b). Debido a esto, el diagnostico
molecular a partir de muestras de tejido se propone como una opcion oportuna y eficiente para la
identificacion de conespecificos del género (Magoga et al., 2018), siendo los genes mitocondriales

buenos candidatos para su uso como codigos de barras.

El uso del gen mitocondrial citocromo ¢ oxidasa | (COI) como codigo de barras para la
identificacion de especies ha mostrado una alta capacidad para distinguir especies estrechamente
relacionadas (Harvey et al., 2003), asociar especimenes desconocidos con especies conocidas y
facilitar la identificacion, particularmente en especies cripticas o especies con morfologia compleja
(Frezal y Leblois 2008). Su efectividad se basa en la existencia de una brecha (o “gap” en inglés)
en las distancias genéticas entre especies, sin un solapamiento de las distancias genéticas
intraespecificas con las interespecificas (Hebert et al., 2003a; Hebert et al., 2004; Barrett y Hebert
2005; Casiraghi et al., 2010). Estudios en aves y algunos artropodos, incluidas las arafias, han
respaldado la existencia de esta brecha (Hebert et al., 2004; Barrett y Hebert 2005; Hajibabaei et

al., 2006). Ademas, otros estudios han validado el uso de codigos de barras de ADN para asignar
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etapas larvales a adultos (Miller et al., 2005; Ahrens et al., 2007; Sipek y Dirk 2011; Mgocheki et
al., 2012), en la identificacion de lepiddpteros (Hebert et al., 2003a; Hajibabaei et al., 2007),
escarabajos (Hendrich et al., 2014), pulgones (Hemiptera) (Rui et al., 2013), dipteros (Wallman y
Donnellan 2001; Harvey et al., 2003), y arafias (Barrett y Hebert 2005). Debido a esto, evaluar la
efectividad de esta metodologia en la identificacion de larvas de marcefios es una oportunidad para

apoyar y acelerar el diagndstico de esta plaga en cultivos de aguacate.

Con base en los antecedentes mencionados, la caracterizacion de la distribucion espacial
de A. pygidialis y su relacién con factores de suelo y tipo de hospedante se presenta como un paso
importante y necesario para el desarrollo de estrategias de monitoreo y manejo de esta plaga. Se
espera que la generacion de informacion Gtil basada en métodos de Agricultura de Precision para
el monitoreo y control de esta especie, permitirdn aumentar los rendimientos y disminuir el
impacto ambiental ocasionado por técnicas de control de plagas generalistas, proceso que se vera
acelerado por la implementacién de un método de diagnostico basado en el ADN de estados

inmaduros de este insecto.
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1. Preguntas de investigacion

1. ¢Las caracteristicas del suelo y el tipo de hospederos pueden explicar la abundancia y
distribucion de larvas de A. pygidialis Kirsch en cultivos de aguacate?
2. ¢Esel uso de cddigos de barra del ADN es una estrategia efectiva para la identificacion de

larvas de A. pygidials en cultivos de aguacate?

2. Hipdtesis

La abundancia de larvas de A. pygidialis Kirsch en suelo se puede explicar por factores fisicos y

quimicos del suelo.

El uso de codigos de barras de ADN acelera el proceso de identificacion de A. pygidialis Kirsch

en cultivos de aguacate.
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3. Objetivos

3.1.1 General

e Contribuir al desarrollo de métodos para la identificacion y monitoreo de Astaena

pygidialis Kirsch en estados larvales presentes en cultivos de aguacate.

3.1.2 Especificos

e Caracterizar el tipo de distribucion espacial de larvas de A. pygidialis Kirsch y su relacion
con factores fisicos y quimicos del suelo en cultivos de Aguacate Hass.

e Determinar hospederos alternos y su incidencia en la presencia de larvas de A. pygidialis
Kirsch en cultivos de Aguacate Hass.

e Evaluar la efectividad del uso de cédigo de barras de ADN en la identificacion de A.

pygidialis Kirsch en estados de desarrollo tempranos.

[18]
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4. Marco teorico

4.1.1 Importancia del cultivo del aguacate en Colombia

De acuerdo con datos del Departamento Administrativo Nacional de Estadistica (DANE),
el aguacate es el tercer frutal mas importante del pais y su cultivo, el de mayor crecimiento por la
amplitud del rango altitudinal (0 a 2500 msnm) en el que puede ser cultivado con fines comerciales
(Mejia 2015). En 2010 en Colombia habian 21.590 ha cultivadas, los departamentos del Eje
Cafetero y Antioquia los de mayor crecimiento por la alta demanda del aguacate cv. Hass, principal
variedad de exportacion (Vega 2012). Desde el 2014 hasta el 2017 el area sembrada de cv. Hass
en el pais aumentd en un 40% (FINAGRO 2018, Granados y Valencia 2018), con un incremento
de 190 veces pasando de 20 toneladas exportadas en la temporada 2008 y 2009, a 3800 toneladas
en la cosecha del 2014-2015 (Mejia 2015), con un crecimiento que ha sido sostenido. Durante el
2017 se presento, respecto al afio anterior, un incremento del 9% en las exportaciones (FINAGRO
2018, Granados y Valencia 2018). Para el 2020 el departamento de Antioquia paso a ser el
principal productor de Aguacate en el pais con 16.000 ha cultivadas y una produccion de 290.000
t (AGRONET 2022). Sin embargo, la tendencia de crecimiento en la produccion y exportacion del
aguacate puede verse gravemente afectado cuando no se cuentan con medidas eficientes en el
control y manejo de plagas como A. pygidialis Kirsch, un escarabajo que afecta directamente la

estética de los frutos, imposibilitando su exportacion (Holguin y Neita 2018).
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4.1.2 Distribucion espacial de insectos

La distribucién geogréfica de los insectos estd mayoritariamente mediada por
disponibilidad de alimento y la capacidad de soportar las condiciones ambientales (Schowalter
2016). La temperatura, disponibilidad de agua y caracteristicas quimicas del ambiente son los
principales promotores o limitantes de la supervivencia de insectos (Curry 1994), los cuales debido
a su relativamente elevada proporcion area-volumen, tienden a vivir en microhabitats que
minimizan las fluctuaciones ambientales, habitando refugios como madera, hojarasca y suelo
(Seastedt y Crossley 1981). En consecuencia, los insectos frecuentemente presentan patrones de
distribucion agregados como ha sido evidenciado en varios estudios realizados en nematodos
(Briar et al., 2011), sinfilidos (Johnson et al., 2013), dipteros (Benefer et al., 2016) y muchos
escarabajos como especies de los géneros Oreina (Ballabeni et al., 2001), Hypera (Moradi-
Vajargah et al., 2011) y Diaprepes (Li et al., 2004) entre muchos otros casos. Sin embargo, la
distribucion agregada no es una constante para todos los insectos, observandose en algunos grupos
un rango de tolerancia amplio, con especies que pueden sobrevivir en condiciones gélidas de -50

°C (Lee et al., 2006) y otros grupos a temperaturas altas de hasta 50 °C (Whitford 1992).

Para los insectos que desarrollan completa o parcialmente sus ciclos de vida en el suelo, su
distribucion puede estar fuertemente relacionada a las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo.
Algunos ejemplos incluyen la humedad, puede influir en el lugar y la cantidad de huevos
depositados (Allsopp et al., 1992, Brill et al., 2013), el contenido de humus o profundidad del
horizonte A en el suelo (Hann et al., 2015), las concentraciones de algunos elementos como Mg,
Ca, Fe (Li et al., 2004) y los hospederos, que se refleja como un cambio en la abundancia

dependiendo de la preferencia del insecto hacia sus hospederos (Pardo-Locarno et al., 2003).
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4.1.3 Los escarabajos como plagas de cultivos

Mantener y cuidar los cultivos es muy importante pues aportan alimento, contribuyen al
desarrollo cultural y crecimiento demogréfico (Bellwood 2011; Fuller y Castillo 2015). Una
estrategia para la manutencion y cuidado de cultivos es estudiar y reconocer los patrones de
distribucion espacial de las plagas para la toma de decisiones en el control de estas (Hughes 1996).
El manejo por sitio especifico es efectivo para el control de plagas, como se evidencié con el
escarabajo Plectorias aliena el cual, a través de estudios sobre su ecologia y distribucién espacial,
lograron disefiar medidas de control para disminuir el dafio en plantaciones de papa dulce (Brill et
al., 2013). Aunque las medidas de manejo que han sido empleadas hasta hoy en cultivos son muy
variadas, tales como el uso de pesticidas (Oberemok et al. 2015), control biolédgico y rotacion de
cultivos (Akter et al., 2019) entre otras; las estrategias disefiadas partiendo de la biologia de las
especies, como el uso de luz UV para afectar la orientacion y navegacion de los insectos (Fennell
etal., 2019) pueden ser mas efectivas, teniendo en cuenta que la mayoria de las medidas de control
no son especie-especificas, por lo que se pueden estar afectando otros grupos con importantes roles
ecologicos como la polinizacion y el ciclo de nutrientes (Brown et al., 2010; Oberemok et al.,

2015; Chagnon et al., 2015).

Los insectos son el grupo biolégico con mayor riqueza de especies, entre 850.000 y
1.000.000 de especies descritas actualmente, dentro de las cuales, alrededor de 400.000
corresponden al orden Coledptera en el que se agrupan todos los escarabajos (Stork 2009); algunos
de estos, tanto sus larvas como adultos, pueden producir dafios a los cultivos, los primeros
alimentandose de las raices y los ultimos de hojas y frutos, asi como también afectando granos

almacenados (Levine y Oloumin-Sadeghi 1996, Cao et al., 2002). Los escarabajos pueden afectar
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ademas el sabor, color y aroma de los productos (Grimaldi y Engel 2005), generando dafios que
se pueden traducir en pérdidas econdmicas multimillonarias (Oliveira et al. 2014). En Colombia,
datos de la Cooperativa de Cultivadores de Fresa de Soratd, indican que aproximadamente el 20%
del costo asociados al cultivo de fresa son destinados al control de plagas y enfermedades, de los
cuales; cerca del 17% son para el manejo de escarabajos Melolontidos, lo que representa 49

millones de pesos por hectarea al afio (Bernal 2011).

En cultivos de aguacate (Persea americana cv. Hass) del departamento de Antioquia, se
ha evidenciado dafio de frutos y hojas por parte de Melolonthidos, cuyo dafio presenta una
distribucion similar a la aleatoria que va desde los bordes hacia el centro de los cultivares, con
pérdidas de entre 120 y 380 USD (Arias et al., 2020). En el caso concreto del Marcefio A. pygidialis
Kirsch, los adultos se alimentan de las hojas jovenes y la cascara de los frutos en primeras fases
de desarrollo (Holguin y Neita 2018, Holguin y Mira 2021), lo que representa una limitante para
la exportacion del fruto a mercados de Europa y Estados Unidos. Es importante destacar que,
aunque el estadio larval de A. pygidialis no ocasiona dafios directos en las raices o frutos del
aguacate, comprender la distribucién espacial de las larvas en el cultivo se presenta como una
estrategia para el control efectivo de esta plaga. Este conocimiento contribuira a la implementacion
de medidas preventivas y correctivas dirigidas a minimizar el impacto econémico y a garantizar la
calidad de los cultivos destinados a la exportacion, fortaleciendo asi la sostenibilidad y

competitividad del sector agroindustrial.

4.1.4 Familia Melolonthidae

La familia Melonthidae, es un grupo descrito inicialmente por Endrddi en 1966 con

representacion en casi todas las regiones biogeogréaficas, con alrededor de 1800 especies dentro de
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la familia. Presentan coloracién variada y tallas que van desde los 3 y 170 mm, frecuentemente
con dimorfismo sexual y con larvas de tipo escarabeiforme. Son reconocidos ampliamente por su
dieta fitdfaga o fitosapréfaga, donde los adultos consumen secreciones, restos o tejidos vegetales
y los estados inmaduros usualmente son xiléfagas, rizéfagas o fitosaprofagas (Cherman y Morén
2014). En la actualidad, la validez de esta clasificacion es debatida ya que algunos autores, guiados
por la clasificacion realizada por Lawrence y Newton en 1995, reconocen este grupo como
subfamilia de Scarabaeidae y dentro del grupo Pleurosticti (subfamilias fitofagas). Otros autores
siguen la clasificacion hecha por Balthasar en 1963 y modificada por Paulian en 1988, en la que
Pleurosticti es considerada familia y Melolonthidae una subfamilia de esta. Sin embargo, en
Latinoamérica se sigue la clasificacion hecha por Endrodi en 1966 y modificada por Morén en
1997, donde Melolonthidae es una familia. Esta clasificacion es ampliamente utilizada por los
especialistas del grupo en la region (Cherman y Mor6n 2014), y como no es objetivo de esta
investigacion dilucidar dichas relaciones filogenéticas, este proyecto tomara como referencia la

clasificacion tradicional para Latinoamérica.

En el pais se tienen registradas aproximadamente 580 especies pertenecientes a esta familia
(Restrepo-Giraldo et al., 2003). De las 113 especies para Antioquia, alrededor de 50 especies son
registradas en el oriente antioquefio (Vallejo y Orduz 1996). Las especies fitofagas de este grupo
presentan ciclos de vida anuales o bianuales, y en algunos casos grandes explosiones poblacionales
de adultos hacia las temporadas lluviosas (principalmente los meses de abril a mayo en
Latinoamérica), coincidiendo con la proliferacion y crecimiento de plantas, como también con la
renovacion foliar, esta Ultima propiciada por las condiciones ambientales favorables (Carrillo y

Morrén 2003, Martinez-Hernandez et al., 2010).
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415 Subfamilia Melolonthinae

Las especies de esta subfamilia se pueden identificar morfolégicamente debido a que los
bordes del clipeo ocultan la mandibula y ocasionalmente parte de esta Ultima sobresale
lateralmente. Adicionalmente en las patas presentan ufias tarsales bifidas o dentadas que en
algunos casos pueden ser simples (Neta y Gail 2008). En los estados larvales la zona estriduladora
ventral de la mandibula esta generalmente ausente. la lacinia y la galea mandibulares estan
separadas distalmente y fusionadas en la region proximal. Ademas, se reconocen porgque poseen
un punto sensorial en la seccidn dorsal del artejo antenal final (Figura 1). Regularmente la apertura

anal denota forma de Y o de lineas angulosas (Ritcher 1966).

Una particularidad de este grupo es que en una seccion del colon se desarrolla una camara
de fermentacion dilatable conocida como region proctodeal del tubo digestivo en larvas, la cual,
debido a sus caracteristicas histoldgicas, da fuertes indicios sobre estrechas relaciones con
microorganismos al momento de las larvas obtener nutrientes para su desarrollo, lo que conlleva a
un ineficiente aprovechamiento de nutrientes a partir de su dieta, obligando a las larvas a procesar
mayores cantidades de alimentos, por lo que eventualmente sus heces contienen elevadas

cantidades de nutrientes, siendo esto de gran valor ecolégico (Moron 1994).
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FIGURA 1

Aspecto general del melolontido Phyllophaga obsoleta

Nota: 1) Vista lateral de un macho y algunas partes del melolontido P. obsoleta. 2) vista dorsal de
cabeza y pronoto. 3) seccion latero-distal del apice de la metatibia. 4) Aspecto lateral de la ufia
protarsal. 5) vista ventral del extremo posterior del abdomen. 6) vista lateral del extremo posterior
del abdomen. 7) region distal de parametros, sin edeago. 8) vista lateral de la capsula genital con
el edeago extendido. 9) vista ventral del apice del edeago. 10) Aspecto dorsal de la capsula genital
con edago extendido. Tomada de Morén 2006.
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416 Género Astaena

Las especies de este género se distinguen de los demés por su abertura anal en forma de Y,
cabeza de color amarillo y presentar una palidia Unica transversal (Pardo-Lorcano et al., 2002b).
Para el afio 2007 Evans y Smith reportan la presencia de 131 especies de este género para Centro
y Sudamérica, siendo Brasil y Colombia los de mayor riqueza, este Gltimo con aproximadamente
30 especies. Estos escarabajos son conocidos por alimentarse de las hojas en cultivos como trigo,
citricos, café y aguacate, entre otros, distribuyéndose altitudinalmente desde 1.000 hasta los 3.000
m.s.n.m, (Pardo-Lorcano 1994). En el pais, las larvas se han encontrado en distinto cultivos como
café, fique, maiz, pastizales, yuca, entre otros, encontrandose de manera agregada en el suelo con
densidades que van de 1 hasta 36 larvas/m?, aunque las larvas son dificiles de ver en las primeras
etapas de su desarrollo debido al reducido tamafio (Pardo-Locarno et al., 1999; Pardo-Locarno et
al., 2007). Las mayores abundancias de larvas se han encontrado asociadas a pastizales, cultivos
de yucay café a una profundidad de suelo de 15 cm, temperaturas entre 22.7 °C a 24.7 °C, humedad
alrededor del 80% y temperaturas ambientales de aproximadamente 29 °C (Pardo-Locarno et al.,

2002b; Garcia-Atencia et al., 2015)

4.1.7 Astaena pygidialis Kirsch
Esta especie solo ha sido reportada en Colombia (Evans y Smith 2007). Sus larvas
desarrollan 3 estados o instares cuyo desarrollo sucede exclusivamente en el suelo, tienen un ciclo

de vida anual con picos poblacionales de adultos hacia los meses de marzo a mayo durante su

emergencia (Pardo-Locarno et al., 2007). Pese a su relevancia economica por ser plaga de diversos
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cultivos, tanto sus larvas como su estado adulto (Pardo-Lorcano et al., 2007), es muy poco lo que

se conoce sobre la especie.

En el afio 2010 Palacios identifico A. aff pygidialis Moser, con ejemplares recolectados en
Rionegro, Antioquia, con las siguientes caracteristicas diagndsticas: presencia de 12 a 14 plegmas
en el Plegmatium, 12 a 14 setas Acanthoparias, conjunto de setas finas y robustas de color negro
en los segmentos abdominales VII'y VIII, ademas con un par de setas grandes de color negro en

la region pedal.

4.1.8 Efecto de A. pygidialis kircsh en cultivos de aguacate cv. Hass

Estudios realizados al complejo de especies que conforman el grupo Melolonthidae
presentes en Antioquia respecto al impacto econémico, distribucién espacial y dafio generado a
los cultivos evidenciaron que estos escarabajos afectan las hojas y corteza de los frutos
principalmente en la primera etapa de desarrollo de estos; los dafios se presentan inicialmente en
los bordes, luego se dispersa por el borde y posteriormente hacia el interior de los cultivos con

distribucidon similar entre el dafio producido a hoja y frutos (Arias et al., 2020).

Recientemente, a partir de monitoreos nocturnos se logré establecer que el dafio en los
cultivos no es generado por varias especies del complejo Melolontinae como se pensaba, si no, por
una especie en concreto, adultos de A. pygidialis Kirsch, los cuales fueron encontrados
alimentandose de las hojas y corteza de los frutos; ademas, se logré establecer que las larvas no se

alimentan de las raices de los arboles de Aguacate (Holguin y Neita 2018; Holguin y Mira 2021).
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4.1.9 Métodos de diagnostico del grupo

En estados larvales las caracteristicas del raster y el labro-epifaringe son determinantes
para separar el género Astaena de los demas géneros de la familia Melolonthidae, y para las pupas
se tienen en cuenta caracteristicas toracicas y cefalicas (Pardo-Locarno et al., 2007). Muchas
especies de Melolontidos se suelen agrupar en complejos de especies, como el denominado
complejo “Gallina ciega” en México, en el que se han logrado diferenciar cerca de 16 especies, lo
cual requiri6 de realizar seguimiento al desarrollo de las larvas hasta llegar a adultos para poder
asociarlas a estos ultimos y determinar su identidad (Aragon et al., 2010). En muchos casos, como
en el complejo de “Chizas” para Colombia, debido a las intrincadas claves taxondmicas y falta de
personal entrenado con experticia en el grupo, los estudios se ven obligados a separar los
individuos por morfotipos y utilizar entre 4 y 5 propuestas de claves taxonémicas distintas (Garcia-
Atencia et al., 2015; Garcia-Atencia y Martinez-Hernandez 2015), lo que hace necesario trabajar
con un gran nimero de ejemplares de los cuales se pueda obtener o apreciar un patrén morfolégico

distintivo para cada especie (Bran et al., 2006).

Identificar especies es una labor ardua y con un estimado de entre 10 a 15 millones de
especies en la tierra, el contar con solamente 1 millén de estas descritas (Hammond 1992),
demuestra su dificultad. La presencia de variabilidad genética (Chen y Dorn 2010), especies
cripticas (Collins y Paskewitz 1996), claves taxondémicas complejas y cambiantes durante su
ontogenia (Aragon et al., 2010; Cherman y Mordn 2014; Garcia-Atencia et al., 2015), hacen de la
clasificacion taxondémica una tarea muy demandante en tiempo y experticia (Magoga et al., 2018),
que conlleva a que en muchos casos las asignaciones basadas solo en morfologia resulten erroneas

(Avise 1989). En los casos de dificil identificacion por escasa diferenciacion morfologica, entre
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especies cercanamente emparentadas y tiempos prolongados de desarrollo para identificacion en
etapa adulta, las herramientas moleculares han demostrado un buen desempefio con diagnosticos
rapidos (Benefer et al., 2010; Lefort et al., 2014; Magoga et al., 2018) hasta en casos en los que se

trabaja con material altamente degradado como en contenidos estomacales (Pompanon 2012).

4.1.10 Caodigo de barras genético o “barcoding”

El barcoding es una herramienta molecular que permite diferenciar especies entre si, a
partir de secuencias de ADN Unicas y distintivas, las cuales fungen a modo de identificadores
propios para cada especie (Hebert et al., 2003). El principio subyacente del Barcoding esta en el
porcentaje de diferenciacién entre las secuencias, entendiéndose que la varianza entre secuencias
de la misma especie es mucho menor respecto a la de otra; este porcentaje de diferenciacion o
“gap” es generalmente una distancia genética mayor a la intraespecifica pero menor a la
interespecifica (Hebert et al., 2003; Hebert et al., 2004; Casiraghi et al., 2010). Estos cddigos son
obtenidos principalmente del gen mitocondrial Citocromo C Oxidasa | (COI), mas especificamente
el fragmento de aproximadamente 650 pares de bases hacia el extremo 5° del mismo (Hebert et
al., 2003; Hebert et al., 2004; Barrett y Hebert 2005), que posteriormente son reportados por la
publicacién asociada a bases de datos especializados como BOLD y Genbank (Krishnamurthy y

Francis 2012).

Esta técnica ha demostrado alta eficiencia en diferenciar especies estrechamente
emparentadas (Harvey et al., 2003), asociar especimenes desconocidos con especies conocidas y
facilitar la identificacion entre especies (Frezal y Leblois 2008) ademas de reducir los tiempos y
aumentando el nimero de especies que pueden ser discriminadas con poco esfuerzo muestral

(Petersen et al., 2014; Kowalska et al., 2019). En ciertos casos, las herramientas moleculares como
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el barcoding son indispensables para una oportuna y efectiva identificacion de las especies como
insectos considerados plaga, ya que, en muchos casos la identificacion a nivel de especie a partir
de huevos y estados larvales no es factible (Valentini et al., 2009). Un ejemplo de la efectividad
de estos métodos corresponde al estudio de 93 especies de Lepidopteros pertenecientes a la familia
Lymantriidae, las cuales, debido a la dificultad de su identificacion en estados larvales, y
considerando que muchas de estas especies son consideradas plagas, el estudio de los codigos de
barras genéticos a partir de muestras de ADN de adultos se logré hacer su identificacion precisa
(Ball et al., 2006). En Rwanda, la técnica ha sido validada con éxito al lograr la asociacidn exitosa
de secuencias obtenidas a partir de larvas con secuencias de adultos de Melolonthidos previamente

identificados (Nyamwasa et al., 2016).

5. Materiales y métodos

Objetivo Especifico 1: Caracterizacion del tipo de distribucion espacial de larvas de A. pygidialis

Kirsch y relacion con factores fisicos y quimicos del suelo en cultivos de aguacate Hass.

5.1.1 Sitios de estudio y disefio de muestreo espacial

Para la caracterizacion de la distribucion espacial de larvas A. pygidialis, se seleccionaron
4 Unidades Productivas Comerciales (UPC) de aguacate cv. Hass con historial de dafio de la plaga,
ubicadas en los municipios de La Ceja (UPC A y B), El Retiro (UPC C) y San Pedro de los

Milagros (UPC D) en el departamento de Antioquia (Tabla 1, Figura 2).
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Tabla 1
Ubicacion de muestreo en fincas ubicadas en el oriente antiogquefio

. HABITATS O
LOTE AREA
MUNICIPIO (UPC) (HA) CULTIVOS LATITUD LONGITUD

ADYACENTES
LA CEJA A 29 Kikuyo 6°01'51.5" 75°22'45.6"
LA CEJA B 1 Kikuyo 6°02'02.1" 75°22'54.7"
Kikuyo +
EL RETIRO C 2.6 vegetacion 6°01'46.7" 75°27'43.7"
boscosa
SAN PEDRO o " 0Tt "
DE LOS D 0.56 Kikuyo 6°0146.7 715°2743.7
MILAGROS
FIGURA 2

Ubicacidn geografica de las areas de estudio

77°17T'W

Ant:ioquia

San Pedro

Antioquia

COLOMBIA

Nota: Unidades Productivas Comerciales de Exportacién (UPC) de Aguacate consideradas en el
estudio. Ubicacion de las parcelas representadas por un triangulo.
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El muestreo de larvas se desarrollo estableciendo, en el suelo del cultivo, 6 transectos con
5 puntos de colecta separados por distancias de 2 metros para un total de 30 puntos, ubicando los
puntos en las calles de los cultivos de aguacate, iniciando desde el borde de cada lote, considerando
que hacia el borde es donde se ha reportado el mayor dafio y abundancia de larvas en cultivos
(Figura 3) (Arias et al. 2020; Holguin y Neita, 2019). Dado a la mayor abundancia de larvas
Astaena hasta los 15cm de profundidad, (Pardo-Locarno et al. 2003b) en cada punto, la unidad de
muestreo en el suelo consistio en un metro lineal x 30 cm de ancho y 15 cm de profundidad
comprendiendo un area superficial de cada punto de 0.3 mts?. En estos se obtuvieron los datos
necesarios para determinar abundancia de larvas, caracteristicas fisicas y quimicas del suelo y las
plantas hospederas. Los muestreos se realizaron en 2 periodos de tiempo T1 (julio-septiembre) y

T2 (octubre-noviembre) del afio 2020.
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FIGURA 3

Puntos de muestreo dentro de las unidades productivas

a) b

im

30 em

15em

Nota: Esquema de muestreo dentro de cada UPC. (a) Area de establecimiento de transectos dentro
del lote, (b) Transectos de muestreo en campo (lineas) y sitios de recoleccién de larvas (cuadrados
rojos), (c) Dimensiones de cada punto de recoleccion de larvas.

5.1.2 Abundancia e identificacién de larvas

En cada punto de muestreo del suelo descrito anteriormente (5.1.1) se colectaron y contaron
el numero de larvas “chisas” presentes, seguidamente fueron almacenadas en bolsas plésticas
sellables debidamente rotuladas con un poco de suelo del mismo punto de muestreo y se
transportaron al laboratorio de entomologia del Centro de Investigacién La Selva de la
Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA) para la identificacion de
estas a nivel de género. Las larvas recolectadas fueron preservadas mediante un tratamiento de
inmersion en agua caliente (100° C aprox.) durante 5 minutos y posteriormente depositadas en
viales rotulados con etanol al 70% para permitir conservar las caracteristicas morfoldgicas de los

individuos. La identificacion se realizd mediante el uso de claves taxondémicas y comparacion con
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morfotipos afines a géneros reportados para la zona presentes en la coleccion taxondémica de
trabajo del CI La Selva, que cuenta con especimenes previamente identificados por un taxénomo
especialista (Pardo-Lorcano et al., 2002; Pardo-Lorcano et al., 2007; Neita-Moreno et al., 2012).
Los caracteres considerados para la identificacion de las larvas fueron forma de la abertura anal,
patrén de setas en capsula cefélica y palidia en el raster (Figura 4) y morfologia de espiraculos

(Pardo-Lorcano et al., 2002; Pardo-Lorcano et al., 2007).

FIGURA 4

Larva del género Astaena
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Nota: Vista esquematica de los caracteres morfoldgicos diagnosticos del género Astaena. Setas de
capsula cefalica formando un trapecio (izquierda), palidia simple formada por una hilera arqueada
de pali y apertura anal en forma de Y (derecha).

Algunas de las larvas recolectadas, entre 3 a 5, fueron preservadas en viales de vidrio con
etanol al 96% para analisis moleculares en el laboratorio de Fisiologia, Genomica y
Transcriptdmica del grupo de investigacion CINBIN de la Universidad Industrial de Santander. Se
realizd un andlisis descriptivo de la abundancia de larvas de A. pygidialis por lotes (UPC) y fecha
de muestreo. El promedio de las densidades poblacionales fue comparado mediante un andlisis de
varianza (ANOVA) de dos vias con lotes (UPC) y fecha de recolecta como factores, en el software

JMP v.16.2. La fecha de muestreo fue incluida como una medida repetida en una estructura de
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covarianza autoregresiva de primer orden (ANOVA, PROC MIXED). Los valores de abundancia
fueron transformados utilizando Log10 (x+1) para homogeneizar la varianza de los datos previo a

los analisis estadisticos de ANOVA.

Las densidades poblacionales fueron visualizadas utilizando mapas de contornos utilizando
JMP v.16.2 (SAS Institute INC., Cary, NC). El patron de distribucién de las larvas fue estimado
para cada unidad productiva mediante la funcion Dispinmorisita del paquete Vegan (Oksanen et
al., 2020) en R debido a su facil implementacion, interpretacion y robustez frente a diferentes
escalas espaciales (Morisita 1959; Vivas y Notz 2011). Este indice permite identificar un patrén
uniforme cuando los valores del indice son entre 0 y 1, la inexistencia de un patrén o aleatoriedad
se da con valores iguales a 1 y valores mayores a 1 indican un patron de dispersion espacial
agregado. Se calcul6 la relacion de varianza sobre la media como un indice de dispersion (ID) para
determinar la distribucion de las densidades de larvas por lote en cada fecha de muestreo (Taylor
1961: Taylor y Woidwod 1982). Este indice toma en consideracion los conteos de las larvas por
unidad de muestreo y provee una indicacion sobre el patrén de distribucion de los conteos. Para
conteos distribuidos de manera uniforme, la varianza es cercana a cero y el indice ID es cercano a
cero; para una distribucion aleatoria, la varianza y la media son similares, por lo que el indice ID
se aproxima a uno; y para una distribucion agregada, la varianza es relativamente grande, por lo

que el indice DI es mayor a 1.
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5.1.3 Caracterizacion fisica y quimica del suelo y relacion con la abundancia de las larvas de

A. pygidialis

Para determinar las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo, se realizé inicialmente un
levantamiento de linea base de cada unidad productiva utilizando un muestreo completamente al
azar. La linea base se construy6 considerando dos profundidades (0-5 y 10-15cm), y recolectando
aleatoriamente 12 submuestras disturbadas de suelo que fueron empleadas para formar 4 muestras
compuestas, 2 por cada profundidad evaluada. Ademas, se recolectaron muestras no disturbadas
utilizando un tomador de muestras tipo Ujhland, el cual, almacena las muestras en cilindros de
aluminio (5cm de alto y 4.86 cm de diametro: con un volumen de 92.75 cm?) para un total 16
muestras de suelo compuesto y 48 cilindros. En las muestras de suelos no disturbadas se
determinaron las variables fisicas, densidad aparente mediante método de cilindro con volumen
conocido (Forsythe 1975), distribucion del tamafio de particulas con hidrometro (Day 1965),

porosidad total y distribucion de tamafio de poros por mesa de tension y humedad (Walter 1986).

El porcentaje de humedad (%H) del suelo se determin6 por humedad gravimétrica en estufa
a 105 °C por 24 horas hasta alcanzar peso constante. Las muestras compuestas (500g aprox.) se
transportaron en bolsas plastica sellables debidamente marcadas y fueron tendidas en papel Kraft
dentro de marcos de madera enmallados en el fondo hasta secar a temperatura ambiente y a la
sombra, de las cuales, en recipientes plasticos individuales se agregaron 10 g de suelo + 25 mL de
agua destilada que fueron agitados por 10 min en agitador automatico y se determino el pH y
conductividad eléctrica (Pla 1969). Las variables quimicas fueron determinadas a partir de
muestras compuestas de suelo disturbadas y consistieron en la medicion de pH y conductividad

eléctrica (Pla 1969).
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Posteriormente, para determinar la relacion entre las caracteristicas fisicas y quimicas del
suelo y la abundancia de larvas “chisas”, en cada punto de muestreo (ver seccion 5.1.1y 5.1.2), se
colectaron muestras de suelo las cuales fueron transportadas al laboratorio del CI La Selva para
determinar las variables Densidad aparente (Da), Porosidad total (PT), macro y microporos,
Distribucion tamafio de particulas (DTP) y humedad. Ademas, en el caso de la UPC B, también se
realizd la separacion de las fracciones de arena, muy gruesa, gruesa, media, fina y muy fina,
mediante lavado sobre bateria de tamices con tamafio de poro de 1000mm, 500mm, 250mm,

125mm, y 75mm (Day 1965).

Objetivo especifico 2: Determinacion de hospederos y su incidencia en la presencia de larvas de

A. pygidialis Kirsch en cultivos de aguacate Hass.

5.2.1 Muestreo de larvas de A. pygidialis Kirsch en hospederos alternos

Para determinar el efecto de las plantas hospedantes alternas (especies vegetales en los
puntos de muestreo) de A. pygidialis, en cada sitio de muestreo descrito en el punto 5.1.1 de la
seccion de métodos se realizo una prueba estadistica para evaluar su relacion con la abundancia de
larvas presentes. Se realizaron muestreos de forma aleatoria (puntos de igual dimension a los
realizados para la seccion 5.1.1) en hospederos adyacentes (areas contiguas a los lotes de estudio)
al cultivo de aguacate. EI nUmero de muestras colectadas fue proporcional al area del hospedante,
variando entre 10 y 15 puntos de muestreo por hospedero. Las larvas se contaron y clasificaron

por género mediante analisis morfoldgicos descritos en la seccion 5.1.2.
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5.2.2 Analisis estadistico de hospederos de larvas de A. pygidialis Kirsch

Con los promedios de larvas en los diferentes hospedantes encontrados, se realizd un
analisis de varianza de una via para identificar el efecto de los hospederos en la abundancia de
larvas utilizando JMP v.16.2 previa transformacion de la varianza de los datos empleando log10
(x+1). El efecto de los hospederos alternos se evaluo adicionalmente mediante analisis de varianza
no paramétrico Kruskal-Wallis y posterior prueba post hoc con correccion de Bonferroni
disponible en el paquete STATS (R Core Team 2020). Ademas, se exploro la relacion entre la
presencia de larvas Phyllophaga, Cyclocephala, Plectris y el total de las larvas con la incidencia
de A. pygidialis mediante un modelo lineal multiple con la técnica stepwise para identificar la

relacion entre sus abundancias.

Objetivo especifico 3: Evaluacién de la efectividad del uso de cddigo de barras de ADN en la

identificacion de A. pygidialis Kirsch en estados de desarrollo tempranos.

5.3.1 Obtencidn de larvas y adultos de A. pygidialis Kirsch

Se obtuvieron larvas provenientes de los puntos de muestreo para determinar la
distribucion espacial y los hospederos a las unidades productoras de aguacate. Algunas larvas
Astaena obtenidas en muestreos exploratorios durante el afio 2018 fueron mantenidas en cautiverio
hasta su etapa adulta para posteriores analisis moleculares. Ademas, muestras de escarabajos
adultos de las especies Cyclocephala sexpuntata (2 ind), C. fulgurata (2 ind), Phylophaga obsoleta
(2 ind), Plectris pavida (2 ind), Charioderma sp (2 ind), Isonychus sp (2 ind) y A. pygidialis (3
ind) provenientes del oriente antioquefio, fueron provistos por AGROSAVIA para su inclusion en

los analisis de identificacion de especies y como ejemplares de referencia.
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5.3.2 Extraccion y amplificacion de ADN

El ADN de larvas y adultos se extrajo mediante protocolo CTAB (Bromuro de Cetil
Trimetil Amonio) (Martin et al., 2017, Swamy et al., 2019). La extraccion en adultos se realizo a
partir del macerado de individuos completos y para las larvas estas primero fueron diseccionadas
en dos partes y se utilizaron los tejidos de la seccion anterior para el macerado. Todos los tejidos
previamente a iniciar el proceso de extraccion de ADN fueron lavados con agua destilada para
retirar el exceso de alcohol. La calidad de las extracciones de ADN se verifico mediante
electroforesis horizontal a 100v durante 35 minutos en gel de agarosa al 1% y medicion de la

relacion de absorbancia a 260 nm a 280 nm (Martin et al., 2017).

El marcador molecular mitocondrial COI (Citocromo oxidasa subunidad 1) fue amplificado
utilizando los cebadores LCO1490 (5’-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’) vy
HCO2198 (5’-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAATCA-3’) (Folmer et al., 1994) en reacciones
de 20 uL constituidas por 2 uL de Buffer10x de reaccion, 0.8 uL de MgCl,, 1 uL de DNTPs, 0.12
uL de Taqg Polimerasa, 0.2 uL de cada primer, 1 uL de ADN y 14,68 uL de agua tipo 1; mediante
PCR, iniciando con 5 minutos de desnaturalizacion inicial a 95 °C seguido de 35 ciclos de 30 s a
95°C,30sa46 °Cy45sa72 °C, finalizado por 5 minutos de elongacién a 72 °C. Los productos
de la amplificacion se enviaron a los laboratorios de CORPOGEN en Bogota para su purificacion

y secuenciacion en ambas direcciones.
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5.3.3 Identificacion molecular de especies

Luego de inspeccionar la calidad de los cromatogramas y el llamado de bases en
Sequencher v5.0, se construyeron secuencias de consenso. Con la herramienta del NCBI, BLAST
(Altschul et al., 1990), se buscaron posibles inserciones, deleciones, o codones de parada
producidos por desplazamiento del marco de lectura y asi remover potenciales pseudogenes.
Ademas, se afadieron a posteriores andlisis secuencias de los posibles géneros a los que estan
asociados los individuos colectados, grupos de referencia y out group segun disponibilidad en
GenBank. Luego a través del software BioEdit (Hall 1999) fueron sometidas a alineamiento

multiple mediante el algoritmo ClustalW y subsecuente edicion.

La aproximacion inicial para la delimitacion molecular de las especies de larvas
encontradas consistié en realizar un andlisis de brecha (Gap), mediante un agrupamiento
Neighbor-Joining con el método de distancias (p) en MEGA X (Kumar et al., 2018), estableciendo
el porcentaje de diferenciacion entre grupos de larvas. Posteriormente teniendo en cuenta el
modelo K2P se establecieron las frecuencias de distancias intraespecifica e interespecifica para
identificar el Gap (espacio o rango de distancias con menores frecuencia intra e interespecificas)
para el establecimiento del umbral (limite de distancia genética) con el cual se estimo el niUmero
de especies con el paquete SPIDER (Species Identity and Evolution in R) de R (Boyer et al., 2012;
R Core team 2020) y con el procedimiento (ASAP) Assamble species by automatic partitioning

(Puillandre et al., 2021).

Adicionalmente, fue verificada la efectividad del marcador en la delimitacion de especies
a traves de la generacion de arboles filogeneéticos. A través del servidor online de 1QTree (Nguyen
2014), se estimo el modelo de sustitucion nucleotidica con mejor ajuste para la posterior obtencion

del arbol filogenético con maxima verosimilitud (Trifinopoulos et al., 2016). Adicionalmente se
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reconstruyeron las relaciones filogenéticas usando inferencia bayesiana (IB) en BEAST 1.8.4
(Drummon et al., 2012) con 100 millones de pasos en la cadena de Mote Carlo (MCMC) y 4
réplicas. Cada corrida se visualizo en TRACER (Rambout et al., 2018) y se compararon mediante
el criterio AICM para seleccionar la mejor cadena de inferencia. Con estos datos en TreeAnnotator
se construyé el arbol de mayor credibilidad con 10.000 pasos de descarte. Los arboles fueron

visualizados y editados en FigTree 1.4.2.

6. Resultados

Objetivo especifico 1: Tipo de distribucion espacial de larvas de A. pygidialis Kirsch y relacion

con factores fisicos y quimicos del suelo en cultivos de aguacate Hass.

6.1.1 Identificacion morfolégica de larvas

En las muestras colectadas se identificaron 4 morfotipos. EI morfo 1 (afin al género
Phyllophaga), se caracterizo por espiraculos en forma de “C” abierta, 2 pali verticales paralelos
entre si (a veces curvados a modo de paréntesis) y apertura anal en forma de “Y”, ademés de
presentar las larvas de mayor tamafio con ensanchamiento hacia el raster (Figura 5 a). EI morfo 2
(afin a Plectris) presento apertura anal recta, espiraculos en forma de “C” poco profundos y un par
de pali verticales enfrentados con forma de “V” alargada hacia el abdomen y con un ligero
ensanchamiento hacia el raster (Figura 5 b). EI morfo 3 (afin a Cyclocephala) también presenta
sus espirdculos en forma de “C” pero cerrada y profundos, un patron de setas en el raster en forma
triangular (algunas veces truncado) con la base hacia la apertura anal, la cual, era recta; estas larvas
fueron las segundas de mayor tamafio (Figura 5 c). Finalmente, el morfo 4 es el afin al género
Astaena, estas larvas fueron las de menor tamafio, la coloracion en vivo del cuerpo es crema-claro

a blanco con capsula cefalica amarillo-oscuro a rojizo. En el raster presentaban solo una hilera de
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pali horizontal arqueado (algunas ocasiones acusado hacia el centro) con los extremos apuntando
hacia la apertura anal, la cual, era en forma de “Y”. Los espiraculos poco profundos con forma
arqueada y una hilera de puntos hacia el exterior. La capsula cefalica presentaba 4 setas formando
un trapecio hacia la mandibula (Figura 5 d). Estas larvas al ser depositadas en los recipientes de
transporte tenian gran movilidad y comportamiento agresivo hacia larvas de igual morfo,
provocando graves lesiones en el cuerpo llegando a matar con sus mandibulas a otras larvas al

cortarlas en dos secciones.

FIGURAS

Caracteres morfologicos para identificacién de marcefios
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Nota: morfologia para identificar morfotipos de marcefios encontrados. De derecha a izquierda:
Capsula cefélica, raster y espiraculo. Afin a: Phyllophaga (a), Plectris (b), Cyclocephala (c) y
Astaena (d).
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6.1.2 Analisis de abundanciay patrén de distribucion espacial

En total se recolectaron 1900 larvas “chisas” de escarabajos melolonthinos en los puntos

de muestreo. Las larvas de A. pygidialis representaron el 35% (675 larvas) del total de individuos

recolectados. La unidad productiva B presento la mayor abundancia de larvas con 342 larvas,

seguido por la unidad productiva A con 182 larvas y las unidades D y C con abundancia de larvas

de 78 y 73, respectivamente (Tabla 2).

TABLA 2

Abundancia de larvas de Astaena y marcefios capturados

MUNICIPIO LOTE ESTADISTICO TIEMPO 1 TIEMPO 2
LA CEJA A Promedio + EE 4,37 £0,93 1,7+04
Rango 0-21 0-7
Total 131 51
LA CEJA B Promedio + EE 553+1,67 5,87 +1,38
Rango 0-36 0-26
Total 166 176
EL RETIRO C Promedio + EE 1,83+0,5 0,6 £0,22
Rango 0-10 0-5
Total 55 18
SAN PEDRO DE
LOS D Promedio + EE 1,47 £ 0,97 1,13+ 0,45
MILAGROS
Rango 0-29 0-13
TOTAL 44 34

En cada lote y fecha de muestreo, la abundancia de larvas de A. pygidialis vario entre 1y

36 individuos en 0,2 m?. La estimacion de los componentes de la varianza mostré una estimacion

del componente de la varianza para efectos aleatorios de los transectos equivalentes a 0.13. El test
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de ANOVA, PROC MIXED considerando medidas repetidas para los factores de efectos fijos
mostré diferencias significativas al evaluar el factor lote (UPC) (P<0,0001) e interaccion entre el
factor fecha de muestreo y lote (UPC) (P<0,0267). El factor tiempo no mostro diferencias
significativas en la abundancia de larvas (P=0,1195) (Figura 6).

FIGURA G

Variacion espacio temporal de larvas Astaena pygidialis
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Nota: Variacion temporal y espacial de la poblacion de larvas A. pygidialis recolectadas en 4
unidades productivas (lotes A, B, C y D) de aguacate cv. Hass en dos fechas de colecta (tiempo 1
y 2). Las densidades (+ E.E) por 0,2 m2 de suelo encontrado para todas las fechas de muestreo
(n=240).

6.1.3 Patron de distribucién espacial
Las larvas de A. pygidialis recolectadas en los diferentes lotes y fechas presentaron un
patron de distribucion agregado, observandose una variacion temporal en el tamafio y ubicacion

de parches (areas con mayor densidad de larvas). Los lotes A y D mostraron una clara disminucion
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en larvas mientras que en el lote B se observd un incremento del tamafio de los parches (Figura
7). Aunqgue el lote C mostro una disminucion en la densidad de larvas con el tiempo, este no fue
evidente como en los demas lotes. Los parches de larvas presentes en las unidades se ubicaron

cerca de los bordes, siendo més evidente en los lotes B y D durante los dos periodos de muestreos.

FIGUurA 7

Mapas de Contornos de densidades de Astaena pygidialis en 4 unidades productoras de
aguacate y dos fechas de colecta
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Nota: Mapas de contornos a partir de la densidad poblacional de larvas Astaena observadas en las

unidades productivas A, B, C y D durante el tiempo 1 (a,c,e,g) y tiempo 2 (b,d,f,h). Gradiente de
abundancia desde punto sin larvas (areas de color azul) hasta mayor nimero de larvas (areas de
color rojo).
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El patron de distribucion espacial agregado fue confirmado en las unidades productivas
empleando el indice de Morisita (Imor), presentando valores mayores a 1 (Tabla 2), siendo este
notablemente marcado en la UPC D, con una baja incidencia de larvas en la mayoria de los puntos
y una abundancia de 29 larvas en 1 solo punto de muestreo. De manera similar, el indice de

dispersion fue congruente con una distribucion espacial agregada (Tabla 2).

TABLA 2

Patron de distribucion de larvas segun el indice de morisita (imor) e indice de dispersion (id)

MUNICIPIO LOTE (UPC) ESTADISTICO TIEMPO1 TIEMPO 2
LA CEJA A Imor 2.1 2.07
ID 5.95 2.85
LA CEJA B Imor 3.49 2.44
ID 15.2 9.74
EL RETIRO C Imor 2.66 3.52
ID 4.1 2.48
SAN PEDRO Imor 13.3 4.8
DE LOS MILAGROS D o 10 e

Nota: Valores Imor entre 0 y 1 indican una distribucion uniforme y superiores a 1 patrones
agregados. Para conteos uniformemente distribuidos, la varianza es alrededor de cero y el ID
esperado es cercano a 0; para una distribucion aleatoria, la varianza y la media son similares, por
lo que DI es aproximadamente 1; y para una distribucion agrupada, la varianza es relativamente
grande, por lo que DI es mayor que 1.

6.1.4 Relacion del suelo en la abundancia de larvas
La correlacion lineal (Pearson) entre las variables de suelo y la abundancia de larvas de
Astaena fue baja y no significativa en la mayoria de los casos. pH mostro la de mayor relacion

positiva con un coeficiente de correlacion de 0.25 (p-valor < 0.05) y el contenido de arcilla la de
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mayor correlacion negativa -0.19 (p-valor < 0.1). Entre las variables explicativas, se encontraron
fuertes correlaciones entre las mismas, donde la temperatura, el contenido de arcilla y limo
mostraron las mayores correlaciones con las otras variables predictoras (Figura 8). Las fracciones
gruesa y muy gruesa del contenido de arena en la unidad productiva B presentaron correlacion

negativa con la abundancia de larvas, -0.10 (P=0.63) y -0.11 (P= 0.62) respectivamente.

FIGURA 8

Matriz de correlacion de Pearson entre variables
lim '
are ' 075

cond 0.38 -0.45 0.53 Corr
wn
% 05
& pH 0.2 -0.54 0.57 -0.55
= 0.0
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hum 0 0.69 0.17 -0.21 0.26 . -1.0

temp -0.52 0.3 -0.61 -0.41 0.47 -0.51

n_Ap -0.03 0.1 025 0.14 -0.13 0.16 -0.19

temp hum pH cond are lim arc
Variables

Nota: Matriz de correlacion lineal (Pearson). Abundancia de larvas Astaena (n_Ap), temperatura
(temp), humedad (hum), pH, conductividad (cond), porcentaje de arena (are), limo (lim) y arcilla
(arc).

Los modelos predictivos en los cuales de manera conjunta las variables temperatura de
suelo, contenido de limo y arcilla explican la incidencia de larvas en el suelo para las tres unidades
productivas aguacate cv. Hass presentaron bajo poder explicativo y no fueron significativamente

distintos al azar (Tabla 3). La humedad (P= 0.005), conductividad eléctrica (P= 0.03) y pH (P=

0.01) presentaron efecto significativo (bajo-moderado) sobre la abundancia de larvas para la
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unidad D ubicada en San Pedro de Los Milagros (Figura 9), con un poder explicativo del 30%,
19% y 26% respectivamente. En la UPC B el contenido de arena en los suelos presento
significancia (P=0.03) con un poder explicativo bajo, solo el 14% (Figura 9).

FIGUrRA 9

Relacion abundancia de larvas con propiedades del suelo
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Nota: Relacion entre contenido de particulas, humedad, pH, conductividad y temperatura del suelo
con la abundancia de larvas en las diferentes UPC. Recta de mejor ajuste (linea azul) con intervalo
de confianza (sombreado gris) y namero de larvas A. pygidialis (n_Ap).
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A partir de un modelo multiple de prueba, en el cual se incluyen a todas las variables
explicativas como predictores de la abundancia de larvas Astaena, se sometio a seleccion del
modelo con mejor ajuste (menor valor AIC) mediante la técnica stepwise; dando como modelo
con mejor ajuste en el que las abundancias son explicadas por el pH, conductividad, contenido de
arena y contenido de limo (modelo 1; AIC = 314.23; R?= 0.13; P= 0.02). Este modelo solo tiene
un poder explicativo del 13% de las abundancias en el que el pH presenta el mayor efecto (PpH =
2.7, P=0.16) dado que cada unidad de pH en que aumenta o disminuye, en promedio se pueden
encontrar entre 2 0 3 larvas, sin embargo, el modelo no fue significativo. La conductividad eléctrica
fue la unica variable con efecto significativo (Bce. = 0.009, P= 0.018) pero con una correlacion
muy baja. Al validar los supuestos mediante la funcion gvima para el modelo 1, se identificé no
cumplimiento en la estadistica global (p-valor < 0.001), oblicuidad (P= 3.57e'%), curtosis (p-valor
<0.001) y homocedasticidad (P=5.3e%). Debido a esto, para aproximar el modelo a los supuestos,
se realizé una transformacion de los predictores mediante logaritmo natural méas 1 (log + 1), dando
como modelo con mejor ajuste al modelo 2 (abundancia de larvas explicado por la transformacion
logaritmica del pH, la conductividad y el contenido de arcilla) cuyo poder explicativo es
aproximadamente del 15% (AIC = 310.38; R? = 0.15; P= 0.004). Sin embargo, luego de
transformar no se cumplio con los supuestos de estadistica global (p-valor < 0.001), oblicuidad
(P=1.09e1Y), curtosis (P= 3.3e’1%) y homocedasticidad (P= 5.27¢%). También se sometié a prueba
un tercer modelo (modelo 3; AIC =-3.58; R>=0.11; P=0.01) con los predictores y las abundancias
(variable dependiente) transformadas, en este caso se cumplioé con los supuestos de estadistica
global (P= 0.17), oblicuidad (P= 0.12), curtosis (P= 0.31), funcion de enlace (P= 0.38) y
homocedasticidad (P= 0.12); con un modelo que explica aproximadamente el 11% de la variacion

de las larvas (Tabla 3).
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TABLA 3.

Poder explicativo y significancia de modelos lineales

UPC B C D
r2 P r2 P r2 P
TEMPERATUR | 0.006 0.6 8.15e% 0.9 0.09 0.1
A

HUMEDAD 7.6e% 0.9 0.004 0.7 0.30  0.005*

CONDUCTIVI | 0.02 0.4 0.03 0.3 0.19 0.03*

DAD

PH 0.01 0.5 0.0004 0.9 0.26 0.01*
CONT. ARENA | 0.14 0.03* 0.02 0.4 0.05 0.2
CONT. LIMO 0.05 0.2 0.03 0.3 0.001 0.8
CONT. 0.03 0.3 0.01 0.5 0.003 0.7

ARCILLA

Nota: Prueba de modelos lineales entre las variables explicativas y la abundancia de larvas
discriminado por unidad productiva.

Objetivo especifico 2: Hospederos alternos y su incidencia en la presencia de larvas de A.

pygidialis Kirsch en cultivos de aguacate Hass.

6.2.1 Determinacién de hospederos de larvas de A. pygidialis Kirsch en campo

A partir de las larvas recolectadas en los puntos de muestreo dentro de las UPC de aguacate
y en las éareas adyacentes a los cultivos, se encontrd que en general las abundancias en estos
hospederos adyacentes fueron menores a las presentadas dentro de las unidades productivas, con
un maximo de 50 larvas de Melolonthidos registradas en el hospedero adyacente de la UPC D del
municipio de San Pedro. La abundancia de larvas A. pygidialis en estos hospederos fue aiin menor,
con un maximo de 24 larvas en el hospedero adyacente a la UPC A durante el segundo periodo de
tiempo (Tabla 4), representando el 76.2% de las larvas encontradas en la unidad y el 12% del total
de larvas encontradas en todos los hospederos adyacentes. Durante el primer periodo de tiempo
las areas adyacentes a las UPC A y C presentaron una abundancia de 9 larvas Astaena,

representando el 18% y el 37% respectivamente del total de larvas encontradas. El hospedero de
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la unidad B present6 abundancia de larvas del género Astaena de 8 individuos durante el primer
muestreo, siendo el 100% de larvas encontradas. En el caso de la UPC D las larvas Astaena (1 ind)
constituyo el 2% del total de larvas Melolontidos (47 ind) encontrados en dicho hospedero. En
total para los 3 hospederos alternos se encontraron en conjunto 27 y 38 larvas Astaena
respectivamente para cada periodo de muestreo. Para el tiempo 2 en las UPC A y D se present6 un
incremento en la abundancia de larvas Astaena y una disminucién en la unidad B (Tabla 4). El
género Astaena represento el 32% de las 199 larvas de chizas encontradas en los 4 hospederos

adyacentes durante los dos periodos de muestreo.

TABLA4.

Abundancias de A. pygidialis Kirsch en hospederos adyacentes

NO ABUNDANCIA
UPC LOCALIDAD MATRIZ PUNTOS ASTAENA / TOTAL
TIEMPO1 TIEMPO 2
A La Ceja K 10 950 35| 46
B La Ceja K 12 818 0|14
C El Retiro K+ V.B. 10 9|24
D San Pedro K 15 1147 3|10

Nota: Abundancia promedio de larvas encontradas en los potenciales hospederos adyacentes para
los dos tiempos de muestreo. (K) pasto Kikuyo. (v.b) vegetacion boscosa.

La relacion entre los hospederos alternos y las abundancias no cumplié los supuestos de
estadistica global (p-valor < 0.001), oblicuidad (p-valor < 0.001), curtosis (p-valor < 0.001) y
homocedasticidad (P= 3.2e'%). Igualmente, al transformar las abundancias (Log + 1) no se
aproximaron a los supuestos de normalidad, violando estadistica global (p-valor < 0.001),
oblicuidad (p-valor < 0.001), curtosis (p-valor < 2.22e'%) y homocedasticidad (P= 6.94e"). La
varianza (Kruskal-Wallis) de la abundancia de larvas A. pygidialis entre los hospederos alternos

(Figura 10) no mostré efecto (n? = -0.0075) significativo (X?k-w = 0.37; P= 0.53), siendo estos 3
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hospederos estadisticamente iguales entre si. La presencia de larvas Phyllophaga, Cyclocephala,

Plectris y el conjunto de estas no presento ningun efecto sobre la presencia o abundancia de larvas

Astaena.

FiGcura 10.

Varianza de larvas Astaena respecto hospedero alterno
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Nota: Andlisis de varianza (Kruskal-Wallis). Comparacion de las abundancias de larvas A.
pygidialis segun el hospedero alterno (matriz de plantas en las areas contiguas a los cultivos).
Mediana (punto rojo). K (matriz de Kikuyo) y KB (matriz de Kikuyo y area boscosa).

En los puntos de muestreo dentro de las unidades productivas se identificaron 6 plantas
hospederas (pastos o “malezas”) presentes en cada punto de muestreo de larvas. Las especies
vegetales identificadas fueron kikuyo (Pennisetum clandestinum), cadillo (Bidens pilosa), siempre
viva (Commelina diffusa), diente de Leon (Taraxacum officinale), gramalote (afin a Paspalum

fasciculatum) y jaragua (afin a Hyparrehnia rufa). En cada UPC se presentd dominancia de una

de estas especies vegetales, siendo el kikuyo y el cadillo la predominantes para la unidad B, el
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pasto gramalote en El Retiro (C) y en San Pedro de Los Milagros exclusivamente hubo presencia
del pasto Jaragua. No se encontraron diferencias significativas en la abundancia de larvas
dependiendo del hospedero al analizar las muestras combinando los datos de tiempo 1y 2 en un
mismo analisis, por lo que los datos fueron analizados en funcion de cada periodo de muestreo
(Figura 11). Se observaron diferencias significativas en la abundancia de larvas por efecto del
hospedero (ANOVA, P<0,0001). El test post-hoc de Tukey-Kramer HSD permitid identificar a los
hospederos C, C+K y C+SV como los que mostraron una mayor abundancia, aungque estos
hospederos no fueron significativamente mayores a todos los demas hospederos. El test ANOVA
para el tiempo 2 fue congruente con los resultados del tiempo 1, mostrando un efecto significativo
del hospedero en la abundancia de larvas de Astaena pygidialis (ANOVA, P<0,0001), siendo los
hospederos K+SV, C, C+SV y C+K los que mostraron mayor abundancia; sin embargo, estas
diferencias no fueron significativas al comparar entre todos los pares de hospederos (Tukey-

Kramer HSD).
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FIGURA 11.

Varianza de larvas respecto plantas hospederas alternas en los cultivos de aguacate
A
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Nota: Comparacion de las abundancias de larvas segun la planta hospedero estimadas para tiempo
1 (A)y tiempo 2 (B) utilizando ANOVA de 1 via. Rangos intercuartilicos en diagrama de caja 'y
bigotes en color rojo. Diamantes con promedios en color verde y valores observados como puntos
en color negro. K (Kikuyo), C (Cadillo), G (Gramalote), Y (Jaragua), SV (Siempre viva), SH (sin
planta huésped) y D (Diente de Ledn).
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Objetivo especifico 3: Efectividad del cddigo de barras de ADN en la identificacion de A.

pygidialis Kirsch en estados de desarrollo tempranos.

6.3.1 Extraccion y amplificacion del ADN

En total se realiz6 extraccion de ADN a 32 larvas provenientes de los muestreos realizados
en la distribucion espacial dentro de los cultivos y de los hospederos adyacentes, las cuales, fueron
utilizados posteriormente para la amplificacion del gen COIl. Estas extracciones estaban
compuestas por 8 individuos para cada uno de los morfotipos identificados en las unidades
productivas de estudio, ademas, 2 individuos de cada especie de los adultos previamente

identificadas por un experto. En la mayoria de las extracciones en larvas fue posible obtener ADN

de alto peso molecular (

Figura 12, carriles 2-25), sin embargo, en los adultos la cantidad de material genético fue

mucho menor y se observé alto grado de degradado (
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Figura 12, carriles 27-38). Las muestras a partir de los adultos se evidencido material

genético en al menos 1 individuo de cada especie (

Figura 12, linea roja punteada). Los individuos de larvas y adultos utilizados fueron
posteriormente almacenados en la coleccion del centro de investigacion La Selva de

AGROSAVIA en Rionegro, Antioquia.
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Figura 12.
ADN gendmico de larvas y adultos
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Nota: ADN genomico de larvas (carriles 2-25) y adultos (carriles 27-38) de Melolontidos.

Escalera de peso molecular (carriles 1y 12). Referencia para tamafio molecular de 1kb (linea roja
punteada).

Todas las extracciones de ADN efectuadas fueron utilizadas para la amplificacion del gen
COl, incluso aquellas en las no fue posible observar bandas en las electroforesis. Los amplicones
obtenidos y visualizados en gel de agarosa presentaron bandas con un peso molecular de alrededor
300 pares de bases (Figura 13, carriles 3, 5y 7), estos fueron enviados al centro de investigacion

CORPOGEN de Bogotéa para su secuenciacion.
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FIGURA 13.

Amplicones del gen mitocondrial COI

Nota: Productos PCR con aproximadamente 300 pb (linea roja punteada) del gen COI
correspondiente a las larvas de marcefios 5CM2L2 (Plectris Aff.), LCM3L1 (Cyclocephala Aff.)
y 4CM4L2 (Astaena Aff.), en los carriles 3, 4 y 7 respectivamente, muestreados en el area de
estudio.

En total, fueron secuenciadas con éxito 16 muestras, 5 de estas afines a A. pigydialis Kirsch,
y 11 larvas correspondientes a otros marcefios encontrados en los puntos de muestreos; en el caso
de los adultos las secuencias obtenidas presentaron mala calidad con lo cual no fueron incluidas
en los siguientes analisis. Las secuencias presentaron peso molecular de 690 pb aproximadamente.
Posteriormente fueron reportadas en la base de datos GenBank del NCBI (Tabla 5). Al momento
de realizar los analisis de las secuencias moleculares no se encontraron reportadas previamente en
la literatura secuencias COI de referencia para el género Plectris y la especie A. pigydialis. La
disponibilidad de secuencias de Melolontidos en Latinoamérica fue baja y enfocada a pocos

géneros, con lo cual se tomaron 173 secuencias de referencia del GenBank correspondientes a 46
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especies presentes en Africa de los géneros Hydroporus, Anomala, Melolontha, Phyllophaga,

Cyclocephala, la gran mayoria de estas pertenecian a los ultimos dos géneros.

Los subsecuentes andlisis se desarrollaron con 189 secuencias tomando como outgroup

secuencias de la especie Hydoporus dentellus. Las secuencias presentaron tamarios de entre 650

pb y 1517 pb, las cuales, posterior al alineamiento fueron cortadas por los extremos a 452 pb

evitando de esta manera la presencia de gaps. 242 sitios fueron invariantes y 204

parsimoniosamente informativos. Las frecuencias nucleotidicas mostraron mayor abundancia de

T (34%), seguida de A (27%), C (20%) y G (17%). EI modelo de sustitucion nucleotidica con

mejor ajuste fue GTR+F+R4 por sus siglas en inglés, general time reversible (Kalyaanamoorthy

etal., 2017).

TABLAD.

Numero de acceso Genbank de larvas de marcefios

GENBANK  ID MUESTRA  MORFOTIPO  GENERO AFF. LOCALIDAD
14DM4L1 San Pe_dro de Los
Milagros
14DMA4L2 Astaena
13BM4L1 La Ceja
13BM4L2
4CM4L2 El Retiro
1CM3L1 La Ceja
10GM3L1 Cyclocephala San II?/Ie_dro de Los
ilagros
10GM3L2
San Pedro de Los
2obMzL2 Plectris Milagros
sl El Retiro
19DM1L2 San Pe_dro de Los
Milagros
3CM1L2 El Retiro
3CM1L2-2 Phyllophaga
7GM1L1 La Ceja
7GM1L1-2
7GM1L2
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Nota: Numero de acceso GenBank del gen mitocondrial COI de marcefios encontrados en cultivos
de Aguacate del oriente antioquefio, Colombia.

6.3.2 Identificacion molecular de especies

En promedio la distancia genética entre todas las secuencias analizadas fue del 24% (+ 37%
- 0%). La media intraespecifica rondé el 1.5% con maxima del 12% y sin distancia (0%) como
minima. Para las secuencias de estudio, el promedio fue del 22% con un méximo de 33%. A partir
de estas distancias y el agrupamiento Neighbor-Joining se identificaron 4 clados (Tabla 7)

conformados de la siguiente manera (Tabla 6):

Clado 1 (C1) compuesto por 2 individuos del morfo 2 (1 proveniente de San Pedro de Los
Milagros y el otro de El Retiro), un individuo del morfotipos 4 (La Ceja), uno del morfo 3 (El
Retiro) y uno del morfo 1 (La Ceja), afines al género Phillophaga. Clado 2 (C2) constituido por
dos secuencias de un individuo del morfotipo 1 y 2 individuos del morfotipo 3 de la misma
localidad, La Ceja. Clado 3 (C3) conformado por 4 individuos identificados morfoldgicamente
como morfo 4 (afines al género Anomala), 2 individuo de San Pedro, 1 individuo de La Cejay
otro de El Retiro, junto a un individuo del morfo 1 de La Ceja. Clado 4 (C4) formado por dos
secuencias de un individuo del morfotipo 1 proveniente de El Retiro, los cuales estas asociados a

Cyclocephala.

Dentro de los clados la distancia fue baja, entre C2 y C4 no se encontrd distancia intragrupal
por tanto las secuencias para cada caso fueron idénticas. C1 tuvo la mayor distancia con
aproximadamente el 1.2% y para C3 fue de apenas el 0.4%; dada esta baja distancia intragrupal no
es adecuado considerar cada secuencia como correspondiente a una especie diferente. Entre estos

clados el promedio de distancia fue del 26% y la mayor diferencia se encontr entre C4 y C2 con

[60]



IDENTIFICACION Y DISTRIBUCION DE LARVAS

32%, en tanto que la menor distancia hallada fue entre C4-C1 y C3-C2 del 20% en cada caso

(Tabla 6).

TABLA 6.

NUmero promedio de sustituciones por sitio entre los grupos

Clado Clado 1 Clado 2 Clado 3
Clado 2 | 0.27

Clado 3 | 0.29 0.20

Clado 4 | 0.20 0.32 0.30

Nota: Distancia genética entre los grupos de larvas identificado

A partir de las frecuencias de las distancias intra e interespecifica se identifico un gap en
el rango entre el 2% y el 5% de diferenciacion genética (Figura 14 a), dentro del cual se registro
la menor tasa de error acumulado dado por la sumatoria entre los casos de falsos positivos (sobre
estimacion) y los falsos negativos (subestimacion) (Figura 14 b). El umbral de distancia genética
6ptimo calculado fue de 2.99%, el cual estd dentro los porcentajes del rango de diferenciacion
genética en que se encontrd el gap, ademas, esté umbral esta igualmente asociado a los valores de
menor error acumulado (Figura 14). Partiendo de este umbral como referencia, SPIDER calcul6
la presencia de 50 unidades taxondmicas operativas molecularmente o MOTU’s por sus siglas en

inglés.
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FIGURA 14.

Gap de distancias genéticas intra e interespecificas
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Nota: Frecuencia de distancias genéticas K2P (a) y tasas de error acumulado (b) a distintos
umbrales para la identificacion de la distancia genética 6ptima para la diferenciacion de especies
mediante el paquete SPIDER.

Igualmente, a partir de las distancias genéticas K2P entre todas las secuencias, ASAP
(Pulliandre et al., 2021) identific 10 posibles agrupamientos entre las secuencias analizadas con
estimaciones que van desde 37 hasta 56 especies o MOTU’s en total. EI agrupamiento con mejor
desempefio, aquel con menor valor de score ASAP, identifico la presencia de 51 especies (ASAP-
score = 7.0) entre las secuencias analizadas y estimé como umbral de diferenciacidn genética una

distancia de 3.5% (Figura 15 c). Dado este umbral, las secuencias de las larvas formaron 4
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MOTU?’s, los cuales se corresponden igualmente a los grupos hallados con el arbol filogenético de

méaxima verosimilitud (Figura 16).

FIGURA 15.

Gap y estimacion de especies
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Nota: Especies hipotéticas representadas en cajas verticales para cada particionamiento de todas
las secuencias (a), larvas Astaena afin y otros marcefios (b) presentes en cultivos de aguacate en
el oriente Antioquefio mediante particionamiento automatico (ASAP). Distribucion de distancia
genética pareada entre las secuencias y el umbral (linea roja) calculado para la delimitacion de
especies (c). Particionamiento con mejor desempefio (rectangulo rojo, a-b).

El andlisis filogenético mediante Maxima Verosimilitud (ML) en total mostro la presencia
de 52 clados, entendidas como agrupaciones de secuencias, de las cuales, la gran mayoria de las
secuencias tomadas de Genbank a nivel de especie fueron monofiléticas. A nivel genérico
Phyllophaga fue parafilético con la presencia de 3 clados estrechamente relacionados entre si, 1
de estos estuvo mas relacionado con las secuencias de la especie Melolontha melolontha. El clado
formado por el género Cyclocephala fue monofilético con alto soporte Bootstrap (BTP) de 98,
siendo este el grupo mas derivado entre todas las secuencias analiadas. En total, se recuperaron
molecularmente las 46 especies (42 especies de referencia obtenidas de Genbank), de las cuales,
las larvas de este estudio formaron 4 grupos (C1, C2, C3 y C4), cada uno con BTP de 100 donde
presentaron un comportamiento parafilético respecto a la previa identificacion morfoldgica en 4

morfotipos (Figura 16).
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FIGURA 16.

Arbol de maxima verosimilitud (ML)
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Nota: Arbol ML inferido mediante el modelo evolutivo GTR+F+I+G4 (Kalyaanamoorthy et al.,
2017) basado en la subunidad | del gen COI de larvas afines a la especie A. pygidialis y otros
géneros melolontidos presentes en cultivos de aguacate del oriente antioquefio. 1000 repeticiones

de Bootstrap.
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El clado 1 estuvo cercanamente emparentado con las secuencias de C4 (BTP >95), ambas
a su vez estaban mas relacionadas con las especies del clado en el que se agruparon las especies
del género Phyllophaga 1 (parafilético en esta reconstruccion); lo que da indicios de que las larvas
de C4 correspondan a especies de dicho género y que C1 en realidad corresponde a una sola especie
posiblemente del género Phyllophaga. El clado 2 presento alto soporte (BTP 100) y se relaciond
en mayor medida (BTP 100) con las secuencias de la especie Anomala dimidiata; este grupo
ademas presentdé mayor relacion con el clado formado por C3 y Cyclocephala (Figura 176).
Finalmente, el clado 3, conformado por las secuencias del morfotipo asociado al género Astaena,
presentd alto soporte BTP del 100%. Ademas, presentd bajo soporte (BTP 40) con el clado

formado por las secuencias de las especies Cyclocephala (Figura 16).

Bajo el enfoque bayesiano las relaciones entre las secuencias fueron similares a las
encontradas con maxima verosimilitud, en su mayoria con alta probabilidad posterior (Figura 17).
Las secuencias de los géneros Phyllophaga (pp = 22%) y Cyclocephala (pp = 100%) bajo este
enfoque presentaron monofila, aunque en el primer caso con bajo soporte. C4 y C1, ambos con
soporte del 100%, formaron un clado hermano respecto las demas secuencias (pp = 90%), que a
su vez presentaron mayor relacion con el clado Phyllophaga. Las secuencias de A. dimidiata, M.
melolontha, C2 y C3 se agruparon en 1 clado con probabilidad posterior del 84%. Ademas, con
probabilidad posterior del 27% este se relaciond mas estrechamente con el grupo formado por las
secuencias del género Cyclocephala. El clado 2, al igual que los andlisis anteriores, se relaciono
cercanamente con las secuencias de la especie A. dimidiata (pp = 100%). En el caso de C3, con un
muy alto soporte (pp = 100%), mantuvo las relaciones encontradas anteriormente con las otras
aproximaciones. Ademas, con probabilidad posterior del 88% C3 estuvo mas cercanamente

emparentadas con las secuencias de la especie M. melolontha (Figura 17).
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Los diferentes métodos de aproximacion a las relaciones filogenéticas y agrupamientos
exhibidos entre las secuencias del gen COI pertenecientes a los escarabajos y larvas analizadas en
este estudio fueron similares entre si, dando un fuerte indicio de la presencia de 4 especies entre
las larvas de melolontidos presentes en los cultivos de aguacate analizados. La recuperacion
correcta de todas las especies reportadas para las secuencias de referencia obtenidas de la base de
datos Genbank demostr6 un buen desempefio del marcado para la identificacion de especies de los
géneros Phyllophaga y Cyclocephala. Esta técnica de diagndstico molecular en el caso de las
larvas afines morfol6gicamente al género Astaena, con excepcion de 1 individuo, las agrup6 en un
solo clado o grupo mediante los métodos de asignacion de especies ASAP, andlisis filogenético de

méaxima verosimilitud y la filogenia por inferencia bayesiana.
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FIGURA 17.
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7. Discusion

Objetivo especifico 1: Caracterizar el tipo de distribucion espacial de larvas de A. pygidialis

Kirsch y su relacion con factores fisicos y quimicos del suelo en cultivos de aguacate Hass.

7.1.1 Distribucion espacial

Los Melolontidos dentro de las distintas UPC de aguacate muestreadas durante el primer
periodo de tiempo presentaron una abundancia media entre 1.47 en San Pedro y 5.53 en La Ceja
(Figura 6). La abundancia media de Astaena respecto el total de chizas fue inferior y presenté un
rango desde 0.03 en San Pedro hasta 0.3 en La Ceja y El Retiro. Durante el segundo periodo de
muestreo se encontrd que la media de Melolontidos decreci6 en La Ceja (UPC A), El Retiro y San
Pedro de los Milagros salvo la unidad B donde se mantuvo (Figura 6). La media mas baja de larvas
Astaena para el tiempo 2 se encontrd nuevamente en la unidad D (0.1 larvas / 0.3 m?), y la maxima
en UPC A con 1.16 larvas / 0.3 m?. Esta densidad en La Ceja fue similar a lo reportado para los
melolontidos Diloboderus abdurus, Eutheola humilis, Plectris triticophaga y Lyogenys fusca,
considerados plaga en la pampa brasilera, hallados en densidades poblacionales promedio de 1.46

larvas / m? y de 4.48 larvas / m? en pastizales naturales (Valmorbida et al., 2018).

Se confirmo un patrén agregado (Tabla 2) para la distribucion espacial de las larvas Astaena
dentro de los cultivos de aguacate muestreados en el oriente antioquefio (Figura 7), lo que
concuerda con lo exhibido por otros grupos de invertebrados presentes en el suelo (Briar et al.,
2011; Johnson et al., 2013; Benefer et al., 2016) e igualmente como algunas especies de
escarabajos del género Oreina (Ballabeni et al., 2001). Otro aspecto relevante para considerar es
la maxima densidad poblacional registrada para el género Astaena en este estudio, hasta 36 larvas

en un area de tan solo 0.3 m?, siendo esta 5 veces mayor a la reportada previamente (36 larvas /
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m?) para A. valida por Pardo-Lorcano y colaboradores (2007) en frutales. Esta capacidad de A.
pygidialis de presentar densas abundancias representa la posibilidad de un alto riesgo y gran
impacto econdémico a los cultivos de aguacate por el potencial dafio que puede generar la
emergencia de muchos adultos que perjudiquen el cultivo y la imposibilidad de exportacion del
fruto. Estas altas abundancias pueden ser propiciadas por la casi inexistente intervencion del suelo
con técnicas como el arado, ya que se ha evidenciado en algunos escarabajos que las mayores
abundancias de larvas presentaban alta preferencia de ovoposicion en habitats poco disturbados o

intervenidos (Blubaugh y Kaplan, 2015).

7.1.2 Relacion del suelo en la incidencia de larvas

En este estudio se encontro diferenciacion de las variables del suelo entre las UPC,
principalmente la unidad D en San Pedro de Los Milagros fue significativamente diferente de las
otras unidades respecto a temperatura, pH, conductividad y contenido de particulas de arena y
arcilla. Esta unidad presentd el suelo con la menor temperatura (Figura 23), mayor humedad
(Figura 24), acidez (Figura 25), conductividad eléctrica (Figura 26) y porcentajes de arcilla
(Figura 29) y arena (Figura 27) esto junto con la menor abundancia de larvas Astaena. En
contraste, para el municipio de La Ceja se encontraron las mayores abundancias de inmaduros
Astaena donde el suelo presentdé mayor contenido de limo (Figura 28), bajos porcentajes de arcilla
(Figura 29) y arena (Figura 27), por tanto, se evidencié una coincidencia entre las mayores
abundancias de larvas Astaena con altos contenidos de limo, bajo porcentaje de arcilla 'y arena en
el suelo de las diferentes unidades productivas analizadas. Esta asociacion no se reflejé en una

relacion significativa entre estas y la abundancia de inmaduros.
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La abundancia de larvas A. pygidialis Kirsch presentaron baja correlacion negativa
con el contenido de arcilla (r = -0.19), estée comportamiento es similar, pero en mucha menor
proporcidn de covarianza, al exhibido por la abundancia de larvas en el melolontido Lepidiota
negatoria, la cual, también present6 una correlacion inversamente negativa con los contenidos de
arcilla (-83%) en el suelo (Cherry y Allsopp 1992). Esta relacion no es constante, el también
melolontido de la India Lepidiota albistigma, en ecosistemas silvestre del valle Assam del bajo
Brahmaputra, presentd una tendencia contraria ya que para dicho caso se evidencio alta correlacion
de la abundancia de sus larvas con el contenido de arcilla (r = 0.839) (Gogoi et al., 2019); también
es posible que no exista ninguna correlacion significativa con las particulas del suelo, como lo

sucedido en la especie Lepidiota crinita (Cherry y Allsopp 1992).

En general el efecto de las variables fisicas y quimicas del suelo sobre la abundancia
fue bajo (Figura 9) y en los casos en los que fue significativo (Tabla 3), fue discreta y se presento
Unicamente en la unidad D; con lo cual, a pesar de evaluar multiples parametros del suelo de
manera conjunta e individual, la presencia y abundancia de larvas pudiera estar sujeta a otros
factores distintos a los evaluados en el presente trabajo. Investigaciones como las realizadas por
Wang et al., 2020, sefialan algunos parametros como materia organica, fosforo total, porcentaje de
suelo con cobertura vegetal y nimero de plantas por metro cuadrado, como parametros que
guardan relacion positiva con la presencia de los carabidos Carabus sculptipennis, C. vladimirskyi,
Poecillus gleberi, P. fortipes. Por lo tanto, encontramos que pueden ser evaluados estos parametros

en Astaena en futuras investigaciones.
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Objetivo especifico 2: Determinar hospederos alternos y su incidencia en la presencia de larvas

de A. pygidialis Kirsch en cultivos de aguacate Hass.

7.1.3 Determinacion de hospederos de larvas de A. pygidialis Kirsch en campo

La relacion entre las abundancias de larvas Phyllophaga, Cyclocephala, Plectris, el total
de las larvas, los hospedantes y las unidades productivas no fue significativa. EI modelo multiple
con las variables abundancias, hospederos y unidades explica el 10% de la variacion de Astaena.
Este modelo, aungue tiene el mayor efecto, es limitado frente a los demas modelos por tener el
mayor nimero de pardmetros (AIC = 43.75). El modelo dado por el total de larvas y el hospedero
pese a tener el mejor ajuste (AIC = 38.68) su efecto sobre abundancia de larvas fue muy bajo (R?
=0.06). El segundo modelo con mejor ajuste (AIC = 38.7) dado por el total de larvas, abundancia
de Phyllophaga y el hospedero presentd un efecto del 9%. Estas relaciones no fueron significativas
y pueden obedecer a factores no contemplados en este estudio. Los puntos de muestreos en los que
se encontraban los hospedantes kikuyo, cadillo y siempre viva estuvieron asociados con el mayor

numero de larvas Astaena presentes en el suelo.

Estudios asocian las mayores abundancias del género Astaena a pastizales, cultivos de café
y yuca (Pardo-Lorcano et al., 2002), lo cual concuerda con la presencia de pastos kikuyo,
gramalote y jaragua dentro de los cultivos de objeto de estudio. Pese a que no hubo un efecto
significativo del tipo de planta hospedera sobre las abundancias (Figura 11), cabe resaltar que las
temperaturas del suelo entre las unidades productivas analizadas oscilaron poco, entre los 14.9
hasta 20.9 °C, y presentaron humedades proximas al 80%, lo cual fue similar a previos registros
realizado por Garcia-Atencia y colaboradores (2015). Estas condiciones ambientales muy

parecidas entre si pueden propiciar la presencia de las larvas sin que se dé una asociacion con una
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pastura en especifico. La posible preferencia hacia una de las pasturas puede ser indagadas

posteriormente a mayor profundidad para esclarecer la relacion larva-planta hospedante.

Segun informacidn provista por trabajadores de los cultivos de aguacate, las UPC ubicadas
en los municipios de La Ceja y San Pedro de los Milagros fueron anteriormente utilizados para
ganaderia, en esta Ultima se continda con actividades de ganaderia, especificamente produccion de
leche en conjunto con cultivo de aguacate. Caso contrario de la UPC ubicada en El Retiro, la cual
no presenta antecedentes de actividad ganadera. Las unidades presentes tanto en La Ceja y en San
Pedro de los Milagros son cultivos establecidos sobre una matriz de pasto kikuyo, ademas, tienen
areas contiguas con este mismo pasto, pese a esto, en esté estudio no se pudo concluir que dichas
areas efectivamente fueran el origen de diseminacion de A. pygidialis Kirsch hacia los cultivos de

aguacate ya que la abundancia de larvas eran inferiores a las encontradas dentro de los cultivos.

Objetivo especifico 3: Evaluar la efectividad del uso de codigo de barras de ADN en la

identificacion de A. pygidialis Kirsch en estados de desarrollo tempranos.

7.2.1 Extraccién y amplificacion del ADN

La extraccidn de material genético se realizo con éxito para las 46 muestras (32 larvas y 14
adultos). EI ADN genomico de los adultos presenté alta degradacion o fragmentacién (Figura 12)
evidenciada por la electroforesis. La amplificacion del gen COI presentd una efectividad de
amplificacion muy baja (34%) para el total de las muestras y del 50% en larvas. Estos cebadores
anteriormente (LC0O1490 - HCE2198) han mostrado baja efectividad (61%) de amplificacion (Ma
etal., 2022) y en algunos escarabajos frecuentemente se pueden obtener secuencias de baja calidad
para posteriores analisis moleculares (Albo et al., 2019). Los productos de PCR con baja calidad

de secuenciacion y los que no amplificaron fueron excluidos para posteriores analisis; los cuales
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se realizaron a partir de 16 secuencias, todas estas correspondientes a larvas (5 afines a A.
pygidialis). Las secuencias obtenidas presentaron fuerte sesgo en su composicion nucleotidica con
dominancia de timina-adenina del 65% (T= 34%, A= 27%), de manera similar a lo encontrado en
otros estudios para escarabajos (Ma et al., 2022; Magoga et al., 2018). Para facilitar los analisis
seria recomendable utilizar mas de 1 pareja de cebadores, de esta manera, maximizar la posibilidad

de obtener secuencias de alta calidad en todas las muestras.

7.2.2 ldentificacion molecular de especies

Mediante el arbol filogenético ML se recuperaron 46 especies, dentro de las cuales, las
secuencias objeto de estudio se agruparon en 4 clados formando 4 MOTU’s, estos fueron
correspondientes a los mismos 4 grupos identificados anteriormente mediante ASAP y distancias
genéticas K2P. Dos de estos cercanamente emparentados al género Phyllophaga (C4 y C1), uno
(C2) presentd alta relacion con el género Anomala y con el MOTU de individuos identificados
como A. pygidialis Kirsch (Figura 16). Esta relacion cercana entre Anomala y Cyclocephala ya
ha sido reportada anteriormente (Ahrens y Vogler 2018) pero estos mismos autores también
encontraron mayor relacion entre las tribus Sericini (Astaena) y Melolonthini (Phyllophaga,
Melolontha). En este Gltimo, aunque estuvieron cercanamente relacionados, presentaron parafilia.
Estas discrepancias pueden deberse a la poca representacién en nimero de secuencias y de especies
de las tribus Anomalini, Sericini y otros Melolonthini diferentes a Phyllophaga disponibles en las
bases de datos moleculares. Para los morfotipos 1, 2 y 3 los caracteres morfolégicos no fueron
suficientes y por tanto estos grupos no mostraron correspondencia con las relaciones filogenéticas,
ya que los clados formados presentaron mezcla entre individuos de diferentes morfotipos como en

C1y C2 donde no se encontrd ninguna dominancia clara de un morfotipo especifico.
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En el caso de las secuencias correspondientes a larvas identificadas para el género Astaena
si se encontrd una dominancia (4 secuencias de las 5) de estas secuencias en el clado que formaron
(Figura 16). Aunque la asociacion en estados larvales de escarabajos melolontidos desconocidos
con adultos previamente identificados sustentado por analisis de secuencias del gen COIl a partir
de arboles filogenéticos ha sido validado anteriormente con éxito (Nyamwasa et al., 2016), en este
estudio dada la ausencia de secuencias de adultos previamente identificados para los cuatro
morfotipos establecidos, posiblemente debido a la degradacion y fragmentacion del material
genético extraido, no fue posible realizar una asociacion directa larvas-adultos. Pese a esto, las
relaciones obtenidas para las secuencias de las larvas ofrecen fuertes indicios sobre su género y la

correspondencia de los individuos a un grupo especifico o una especie potencial.

La distancia promedio entre las secuencias de las larvas capturadas en este estudio y todas
las secuencias fue del 22% (+ 33% - 0%) y 24% (x 37% - 0%) respectivamente, siendo estas muy
similares entre si y denotando ademas la gran variabilidad que puede existir entre especies
cercanamente emparentadas con diferenciacion genética de hasta el 37%. A nivel intragrupal el
promedio de diferenciacion fue del 1.5% (£ 12% - 0%) para el total de los grupos y para las larvas
del 0.4% (x 1.2% - 0%). ElI amplio rango de distancia intraespecifica no es inusual ya que en
aproximadamente el 25% de insectos, como también de escarabajos, se ha encontrado variacion
genética intraespecifica superior al 3% (Zhang y Bu 2022), como se evidencid en algunos casos

para las especies de referencia tomadas del Genbank en este estudio.

Pese a la poca diferenciacion entre frecuencias de las distancias Inter e Intraespecifica
menores al 10%, mediante la funcion threshOpt del paquete SPIDER se evidencio la presencia de
un gap en el rango del 2 hasta aproximadamente el 10% de distancia genética (Figura 14a). Para

determinar el umbral de diferenciacion de especies, una de las principales dificultades para
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establecerlo esta relacionada precisamente a la variabilidad de las distancias intra e interespecificas
gue en muchas ocasiones pueden sobreponerse (Ma et al., 2022) y en algunos casos han hallado
que la distancia maxima media intraespecifica es mayor a la media minima interespecifica (Zhang
y Bu 2022). Lo que hace que los umbrales puedan variar notablemente entre grupos, por ejemplo,
para Entiminos (Coleoptera: Curculionidae) la distancia con mejor desempefio para delimitacion
general de especies fue del 9%, pero se evidencio que dicho umbral variaba en un rango del 7%
hasta el 13% segun el género (Ma et al., 2022); y en escarabajos de las subfamilias Melolonthini
(Melolontha, Phyllophaga) y Ruteline (Anomala) también se encontraron umbrales distintos para

cada grupo (Nyamwasa et al., 2016).

Dada la variabilidad entre las frecuencias de distancias, el gap encontrado fue bastante
amplio y no se asocio a una distancia en especifico, por tanto, mediante la funcion LocalMinima
de SPIDER, que identifica dentro de la matriz de distancias la transicion de estas de Intra a
Interespecifica, se calculd la distancia umbral en 2.99%, la cual, se encuentra dentro del gap
identificado. Otro factor que soporta esta distancia es que estuvo asociada a una de las menores
tasas de error acumulado en la asignacion de especies encontradas (Figura 14b). Al implementar
un analisis de agrupamiento con la funcion tclust del mismo paquete con una distancia del 2.99%
se estimaron la presencia de 50 MOTU’s entre las secuencias, conservando las unidades
taxonomicamente C1, C2, C3 (afin a A. pygidialis) y C4. Este umbral es muy cercano al 3%, que
es en promedio la distancia encontrada entre especies de lepidopteros (Hebert et al., 2003b) y que
ha tenido muy buen desempefio en la identificacion de diferentes grupos de insectos incluyendo a

los escarabajos (Zhang y Bu 2022).
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El agrupamiento con mejor desempefio estimado por ASAP calculé un umbral del 3.5%,
estimando 51 especies en total, de las cuales, A. pygidialis (C3) y los otros clados de larvas no
variaron su composicién de secuencias; manteniéndose acorde a lo reportado por los otros analisis.
Se debe tener en cuenta que con un umbral del 3% se ha encontrado en insectos aproximadamente
un 7% de sobrestimacion en la riqueza de especies respecto a mayores umbrales, en este caso, para
los melolontidos de este estudio tanto SPIDER como ASAP presentaron sobrestimacion del 8.6%
y 10.8% respectivamente, cercana a lo estimado en general para insectos (Zhang y Bu 2022). Esta
sobrestimacion obedece principalmente a la separacion de individuos de una especie en 2 0 mas
MOTU’s, especificamente aquellas cuya variabilidad intraespecifica es superior al umbral. Estos
umbrales son similares a los registrados para otros escarabajos, como los del género Turanium
(Cerambycidae): T. losi y T. pilosum, separados por una distancia estimada por SPIDER y ASAP
del 3% aproximadamente (Karpinski et al., 2021). Estos han mostrado un desempefio del 80% de
coincidencia respecto a la clasificacion morfolégica. Mediante SPIDER se tiende a subestimar la
riqgueza y con ASAP es frecuente una sobrestimacion de especies. Ambos métodos tienen baja

incidencia de mezcla entre individuos de especies morfoldgicamente (Magoga et al., 2021).

A partir del enfoque bayesiano los MOTU’s se mantuvieron y en todos los casos con 100%
de probabilidad posterior, confirmando de esta manera la correspondencia de las larvas A.
pygidialis Kirsch a una misma especie. En este andlisis, Phyllophaga presenté monofila al igual
que Cyclochephala, pero la tribu Melolonthini no lo fue, pues M. melolontha present6 estrecha
relacién con clado 3 (88% PP), estas a su vez formaron un clado (84% PP) con las cercanamente
emparentadas Anomala dimidiata 'y C2 (100% PP). Nuevamente Anomala estuvo relacionada con
Cyclocephala al igual que han reportado otros autores mediante inferencia bayesiana (Ahrens y

Vogler 2018; Neita et al., 2019) pero en este caso se presentd, como anteriormente se encontrd, la
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insercion C3 sumado esta vez a la de Melolontha melolontha (Figura 17). Se debe tener en cuenta
que estudios en 8 ordenes de Insecta, incluido coledptera, han encontrado alta cohesidn entre estos,
exceptuando esté ultimo que se subdividid en 3 grandes sub-clados (Hebert et al., 2003b) aunado
a la variabilidad genética, riqueza de escarabajos y el hecho de que un arbol de especies no siempre

corresponde a un arbol de genes (Zhang y Bu 2022) este tipo de discordancia son frecuentes.

La sobreposicion de divergencia inter e intraespecifica sumado a la parafilia por posible
introgresion por hibridacién del gen COIl pueden representar hasta el 20% de los casos de
identificacion errénea (Talavera et al., 2013). En coleopteros de Europa central han encontrado
que especies diferentes morfolégicamente no presentaron distancia genética intergrupales
(Hendrich et al., 2014) y en algunos escarabajos del grupo Curculionidae también se han
encontraron entre especies totalmente distintas, pero cercanamente emparentadas, casos de
secuencias COI idénticas (Astrin et al., 2012); lo que puede ser relativamente comun en insectos
(Whitworth at al., 2007). También se ha encontrado que un mayor nimero de haplotipos se
relaciona a menor eficiencia en la identificacion de los principales métodos de identificacion
molecular y que la presencia de especies de dificil identificacion morfol6égica puede generar la
mezcla entre miembros de diferentes especies (Magoga et al., 2021) como ocurre en esté estudio
para las larvas de melolontidos. Con lo cual, la no correspondencia entre los morfotipos
establecidos y las relaciones genéticas obtenidas pudo estar influenciada a la ya mencionada
dificultad para su identificacion morfol6gica durante los estados juveniles, sumado a la ausencia

de secuencias para adultos.

Las aproximaciones integradas de metodologias como SPIDER, ASAP, inferencia
bayesiana, maxima verosimilitud y caracteres morfologicos brindan fuertes indicios para la

delimitacion de especies a partir de secuencias del gen mitocondrial COI (Karpinski et al., 2021).
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En aquellos casos en que la identificacion morfoldgica sea especialmente dificil como sucede en
los estados larvales y ademas en los casos en que se requiera implementar métodos de
identificacion de manera rapida y oportuna, como en sistemas de produccion agricola; los enfoques
a partir de distancia genéticas apoyados en analisis filogenéticos brindan grandes luces en la
identificacion de especies potenciales 0 MOTU’s que puedan ser posteriormente sometidos a

contrastacion con aspectos ecologicos.

8. Conclusiones

La relacién entre la temperatura, humedad, conductividad eléctrica, pH, contenido de
arena, arcilla y limo en el suelo con la abundancia de larvas de Astaena pygidialis en cada unidad
productiva fue distinta; posiblemente a causa de la variabilidad de suelo en términos de orden
presentes en las unidades productivas. Por otra parte, factores como tipo de uso de la tierra presente
en las unidades productivas antes del establecimiento de las plantaciones de aguacate, altitud,
condicionan la presencia de ciertas especies consideradas hospederos de Astaena. No obstante, la
baja o alta asociacidn con variables de suelo tales como H, C.E, Y % a permitieron el ajuste de los
modelos de estimacidn de abundancia de larvas, es probable que al incluir nuevas variables de
suelo distintas a las contempladas en este estudio puedan darse meyor ajuste a los modelos

estudiados.

En los cultivos de aguacate cv. Hass con presencia cercana o dentro de la plantacion de
vegetaciones hospedantes como Kikuyo (Pennisetum clandestinum) y Cadillo (Bidens pilosa)
muestra que existe un efecto significativo sobre la abundancia de larvas A. pygidialis , por lo cual,
la presencia de este tipo de hospederos puede servir de indicativo a la presencia de A. pygidialis.
Asi mismo, en el establecimiento de nuevas plantaciones de aguacate la aparicion e incidencia de

esta plaga pudiera estar condicionada por la presencia de dichos hospederos.
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La identificacion de especies mediante marcadores moleculares es un método apropiado
para el diagnostico rapido de los estados larvales del escarabajo melolontido A. pygidialis Kirsch,
siempre y cuando se logre obtener la relacion filogenética entre secuencias de larvas y adultos
plenamente identificados por un experto. Esto facilita la deteccion temprana de A. pygidialis
Kirsch en los cultivos de aguacate cv. Hass y de esta manera la implementacion oportuna de
medidas de control que disminuyan la incidencia de Astaena en los cultivos de aguacate, no solo

en cultivar Hass, sino en otros cultivares y otros cultivos afectados por este escarabajo.

Estos hallazgos representan un avance hacia el desarrollo de nuevas técnicas agricolas de
precision, constituyéndose en bases fundamentales sobre las cuales se puedan disefiar medidas de
manejo y control orientadas a disminuir el impacto ambiental, tanto en cultivos de aguacate como
en otros cultivos afectados por escarabajos marcefios. Estudios de este tipo, aportan al sector
agronémico de nuevas herramientas para ser implementadas sobre otros modelos bioldgicos de
caracteristicas similares, en busqueda de mejorar la productividad y la sostenibilidad de los

sistemas productivos del pais.

La diversidad en las relaciones entre las variables ambientales, como temperatura,
humedad, conductividad eléctrica, pHy composicion del suelo (contenido de arena, arcillay limo),
y la abundancia de larvas de Astaena en cada unidad productiva sugiere una compleja interaccion
suelo-plaga, posiblemente influida por las variaciones en los 6rdenes de suelo presentes en dichas
unidades. Aunque estas relaciones fueron estadisticamente significativas y explicaron el 11% de
la variabilidad en la abundancia de larvas, la modesta proporcion resaltada subraya la presencia de

factores adicionales aun no explorados que demandan una consideracion mas exhaustiva.
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La influencia significativa de variables como el tipo de uso de suelo previo y la presencia
de vegetacion hospedante, como Kikuyo (Pennisetum clandestinum) y Cadillo (Bidens pilosa),
cerca o dentro de las plantaciones de aguacate cv. Hass, resalta la necesidad de abordar aspectos
mas amplios del entorno agricola en futuras investigaciones. Estos hallazgos sugieren que la
presencia de hospederos especificos puede actuar como indicador predictivo de la presencia de
larvas de A. pygidialis, subrayando la importancia de examinar las interacciones entre la

vegetacion circundante y la dinamica poblacional de la plaga.

La aplicacion exitosa de marcadores moleculares para la identificacion de especies, aunque
prometedora, estd condicionada por la necesidad de establecer relaciones filogenéticas precisas
entre secuencias de larvas y adultos debidamente identificados por expertos. Este enfoque permite
la deteccion temprana de A. pygidialis en los cultivos de aguacate cv. Hass, lo que impulsa la
implementacién oportuna de medidas de control. Este aspecto es crucial para reducir la incidencia
de Astaena no solo en el cultivar Hass, sino también en otras variedades de aguacate y en cultivos

afectados por este escarabajo.

Estos resultados representan un progreso significativo hacia el desarrollo de técnicas
agricolas de precision, estableciendo cimientos sélidos para la formulacion de estrategias de
manejo y control. La orientacion de estas estrategias hacia la reduccion del impacto ambiental no
solo es relevante para los cultivos de aguacate, sino que también presenta aplicaciones potenciales
en otros cultivos afectados por escarabajos marcefios. En este contexto, los resultados de este
estudio no solo contribuyen al conocimiento cientifico, sino que también proporcionan
herramientas practicas para mejorar la productividad y sostenibilidad de los sistemas agricolas,

destacando la importancia de las dinamicas ecoldgicas entre especies plaga, suelo y cultivos.
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Apéndices

Apéndice A. Linea base del area de estudio

La textura del suelo encontrada en las dos profundidades (0 a 5 cm y de 10 a 15 cm) fue
predominantemente franco-limosa, con alto porcentaje de contenido de limo (superior al 70%), sin
superar en ningun caso el 30% de contenido de arenas ni el 10% de arcillas (Tabla 4). La porosidad
total en las unidades C y D fue en general aproximada al 70% en promedio; en el caso de la UPC
B en promedio fue del 65% y presentd la porosidad total méas baja (49%). La porosidad total no
mostré diferencias significativas entre las unidades de estudio (p = 0.19), entre las dos
profundidades de muestreo (p = 0.25) o la interaccion entre estas (p = 0.64). El porcentaje de
microporos tampoco presentd diferencias significativas entre las unidades (p = 0.4), las
profundidades (p = 0.7) y la interaccion entre estas (p = 0.059); cabe mencionar que el efecto de

este Glltimo caso fue bajo (2=0.16 CI[0.00, 0.30], ®>=0.10 CI [0.00, 0.27]).
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TABLA Y.

Caracterizacion fisica y quimica de suelos

LOCALIDAD LA CEJA EL RETIRO SAN PEDRO
UNIDAD PRODUCTIVA ‘ B D
PROFUNDIDAD (cm) ‘ 0-5 10-15 0-5 10-15 0-5 1015
‘ Arena 18,8 20,0 238 25,0 18,8 17,5
TEXTURA ‘ Limo 78,8 77,5 73,8 71,3 78,8 80,0
(%)
‘ Arcila 2,5 2,5 2,5 3.8 2,5 2,5
CLASE TEXTURAL
F-L F-L F-L F-L F-L L
(USDA)
POROSIDAD TOTAL (%) | 6731%478  6368+953 6921320  6957%226  7183+283  °oot*
MACROPOROS (%) 4045:160  2648+376  3356+250  3037£240 3220114 000F
73,51 + 61,92 +
0) Y ]
MICROPOROS (%) 59,54 + 3,37 Tro 6643+244  6062+132  67,79+277 678
DENSIDAD 043005 047007 038001  035:002 047005 0,55+
APARENTE (g cm™) 0,07
PH (H20) 525+0,05  504+000 480016 4724007  457+005 Y
CONDUCTIVIDAD 162,16 + 82,33 +
, 172,16 + 60,45 ’ 10642071  595+558 136,33+ 3845 *
ELECTRICA (uS/CMm) 13,29 19,69
4 0,30 +
K-SATURADO (cmH1) | 022£010 0214015  035+010 034014  011+010 o
79,50 + 65,10 +
(o) 1 1
HUMEDAD (%) 87,04 + 12,48 b 99,67+11,96 11575+12,26 75,32 + 14,24 o
CA (cmolc KG-1) 680£2,60  490+014  160+07L  060£050  2,40+0,99 Lo
MG (cmolc KG-1) 210+1,13  112+040  055+0,14 0254012  0,78+0,32 S
K (cmolc KG-1) 098+017  064+005  040£008 027001 0,51 £ 0,07 O
NA (cmolc KG-1) 005:001  003+000  005:000  006+001 0,05%0,01 s
CICE 090+396  665:049  260£071L  165%0,07 375+ 1,34 Los
N (%) 121£010  084+033  102£009 0,96 0,02 1,09+ 0,23 0oL
SUATERIA 2125+134  1425+488 2275+021  1970+156  1700+325  ~010%
ORGANICA (%) 0,71

Nota: Caracterizacion general de algunas propiedades fisicas y quimicas de los suelos en dos

rangos de profundidades para cada unidad productiva de estudio. F-L (Franco-Limoso).
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El porcentaje de macroporos presentd diferencias significativas (Figura 18) segun las UPC
(P=0.028), la profundidad (p = 0.0002) y la interaccion entre ambas (p = 7.26e%"). La diferencia
entre unidades la presentaron By D (p = 0.044). Dentro de las unidades, solo las dos profundidades
de la unidad B presentaron diferencias significativas (p = 2.5e 7). Entre las profundidades, de B:0-
5cm fue significativamente distinta de C:10-15cm (p = 0.001) y D:10-15cm fue diferente de C:10-
15cm (p = 0.01). La profundidad como mayor diferencia fue B:10-15cm respecto C:0-5¢cm (p =
0.0007), D:0-5cm (p = 0.0009), C:10-15cm (p = 0.04) y D:10-15cm (p = 4.0e™). El efecto de las
unidades fue moderado (n>=0.07 CI [0.05, 0.44], ©?=0.14 CI [0.00, 0.32]), el de la profundidad
(12=0.16 CI [0.46, 0.75], ®*>=0.31 CI [0.10, 0.50]) y de la interaccion entre la profundidad y las
unidades productivas (1>=0.46 CI[0.38, 0.71], ®>=0.56 CI [0.33, 0.69]) fueron en ambos casos un

efecto grande con un poder explicativo del 31% para la profundidad y del 56% para la interaccion.

FIGURA 18.

Porcentaje de macroporos
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£ 10-45m

% Macroporos

T
Profundidad
‘ E 0-5cm

B c D
Unidad Productiva

Nota: Diagrama de cajas y bigotes del porcentaje de macroporos del suelo a la profundidad de 0 a
5cmy de 10 a 15cm para cada una de las unidades productivas de aguacate.
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La densidad aparente oscilo entre 0.38-0.47 g cm™y 0.35-0.55 g cm™ en las profundidades
0-5 cm y 10-15 cm respectivamente; siendo la UPC C con el registro de la menor densidad y la
UPC D la de mayor (Tabla 4). Al comparar la densidad entre las dos profundidades dentro de cada
unidad, no se encontré diferenciacion en la unidad B (p = 0.37), pero si se evidencio diferenciacion
en las unidades C (p = 0.01) y D (p = 0.04) (Figura 19). En las unidades B y D la densidad fue
mayor en el rango de profundidad 10-15 cm, mientras que en la unidad C ocurrio lo contrario, la
profundidad 0-5 cm registr6 mayor densidad respecto el rango 10-15 cm (Tabla 7).

FIGURA 19

Densidad aparente
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Nota: Diagrama de cajas y bigotes de la densidad aparente del suelo a la profundidad de 0 a 5 cm
y de 10 a 15 cm para cada una de las unidades productivas de aguacate.

El pH en las unidades fue 4cido (Tabla 7.

Caracterizacion fisica y quimica de SUELOS), siendo los terrenos de San Pedro de los
Milagros los de mayor acidez ([lo5cm = 4.58 pH £ 0.02; [110-15cm = 4.56 pH £ 0.01) en ambas

profundidades, seguido por el suelo en El Retiro ([o-5cm = 4.80 pH + 0.06; [110-15cm = 4.72 pH *
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0.03) y por ultimo La Ceja ([Jo-5cm = 5.26 pH + 0.02; [J10-15cm = 5.05 pH + 0.04); con lo cual, las
unidades D y C pueden ser considerados como muy fuertemente &cido, y la unidad B como
fuertemente acido (USDA 1999). Se encontraron diferencias significativas (Figura 20) entre las
unidades (p = 2e%), la profundidad (p = 0.0008) y la interaccion entre unidad-profundidad (p =
0.024). La principal diferenciacion se dio entre las unidades B-C (p = 4.5e’6), B-D (p = 4.6e%%) y
C-D (p = 9.9¢’%). Solo la unidad B presenté diferencias en el pH entre sus profundidades (p =
0.0018). El mayor efecto de las unidades fue muy grande (1>=0.87 CI [0.78, 0.91], ®>=0.89 ClI
[0.83, 0.93]), seguido del efecto grande de la profundidad (1?=0.38 CI [0.16, 0.55], ©?=0.26 CI
[0.06, 0.46]) y un efecto moderado el ocasionado por la interaccion entre la profundidad y las

unidades productivas (n2=0.22 CI [0.02, 0.38], ®?=0.15 CI [0.00, 0.33]).

FIGURA 20
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Nota: Diagrama de cajas y bigotes de pH en suelo a una profundidad de 0 a 5cm y de 10 a 15cm
para cada una de las unidades productivas de aguacate.
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Los suelos no superaron conductividad eléctrica de 980 puS/cm, con lo cual, se pueden
considerar como no salinos (USDA 1999). La unidad B presentd la mayor conductividad en ambas
profundidades (0-5cm = 172.17 puS/cm; 10-15cm = 162.17 uS/cm), seguido del UPC D (0-5cm =
136.33 uS/cm; 10-15cm = 82.33 uS/cm), finalmente la unidad C presenté la menor conductividad
en las dos profundidades (0-5cm = 106 puS/cm; 10-15cm = 59.5 uS/cm). Las unidades presentaron
diferencias significativas (Figura 21) entre si (p = 1.4e%) y las profundidades (p = 0.001). Las
diferencias fueron entre las UPC B-C (1.2e%) y B-D (p = 0.0003). La profundidad B:0-5cm fue
distinta respecto C:05cm (p = 0.01), C:10-15cm (p = 1.5e-%) y D:10-15cm (p = 0.0004); seguida
por D:0-5cm respecto C:10-15¢cm (p = 0.003) y B:10-15cm respecto D:10-15cm (p = 0.002). El
mayor efecto lo presentd las UPC (n>=0.30 CI [0.06, 0.46], ®?>=0.54 CI [0.31, 0.67]) y las

profundidades (1>=0.01 CI [0.00, 0.13], ®>=0.23 CI [0.05, 0.43]).

FIGURA 21
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Nota: Diagrama de cajas y bigotes de conductividad eléctrica del suelo a una profundidad de 0 a
5cmy de 10 a 15cm para cada una de las unidades productivas de aguacate.
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En las 3 UPC los suelos presentaron altos porcentajes de humedad (Tabla 7) en un rango
que va desde 65% en la profundidad 10-15cm en la unidad D, siendo esta la menor, hasta 115%
en la unidad C a la profundidad de 10-15cm. Estos altos porcentajes de humedad concuerdan con
la gran proporcion de limo y microporos en los suelos, esto reforzado por la baja densidad aparente
reportada (Tabla 4) que contribuyen a una mayor capacidad de retencion de agua por parte del
suelo. El efecto de las unidades (p = 1.77e¢"%) y la interaccion entre las unidades y la profundidad
(p = 0.009) presentaron diferencias significativas (Figura 22).

FIGURA 22
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Nota: Diagrama de cajas y bigotes del contenido de humedad del suelo a la profundidad de 0 a
5cmy de 10 a 15cm para cada una de las unidades productivas de aguacate.
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Respecto la humedad, las unidades productivas fueron diferentes significativamente entre
si, B-C (p = 4.4¢’%), B-D (0.013) y D-C (1.1e™®). La interaccion entre UPC y profundidad fue
significativamente distinta entre C:10-15cm con B:0-5¢cm (p = 0.0005), C:0-5¢cm con D:0-5¢cm (p
=0.014), C:0-5cm con D:10-15cm (p = 0.0002), D:0-5¢cm con C:10-15¢m (p = 5.8e%), B:10-15cm
con C:10-15cm (p = 0.0001) y D:10-15cm con C:10-15cm (p = 8.2e). El mayor efecto fue por
parte de las UPC (n>=0.30 CI[0.06, 0.45], ®®>=0.65 CI [0.46, 0.76]) seguido de la interaccion UPC-

Profundidad (n?=0.27 CI [0.04, 0.43], ©2=0.20 CI [0.01, 0.38]).
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Apéndice B. Fisicas y quimicas de los puntos de muestreo

La menor temperatura de suelo en los puntos de muestreos de larvas fue de 14.9° C y la
méaxima de 20.9° C, estas fueron registradas en la unidad D y B respectivamente. En promedio en
la UPC con el suelo que registro la de mayor temperatura fue C en el municipio El Retiro con
18.2° C, mientras que el suelo mas frio con la temperatura méas baja fue en San Pedro de los
Milagros (D) con 15.7° C. (Tabla 8). Todas las unidades productivas presentaron en promedio un
porcentaje de humedad en suelo superior al 80%, indicando una alta capacidad de retencion de
agua, siendo D la de mayor humedad promedio con 106% y C la unidad con suelos menos humedos
con un promedio de 83%; el menor contenido de agua (43.4%) se registrd igualmente en la UPC
C y porcentaje de humedad maés alto fue 158% en la unidad D (Figura 24). Los porcentajes de
humedad encontrados son tipicos de los suelos del Orden Andisol (Referencia) el cual es el orden
predominante que se encuentra presente en las unidades productivas estudiadas exceptuando la UP

de San Pedro.

Los suelos presentaron un pH entre los rangos catalogados como extremadamente a
fuertemente acidos oscilando entre 3.8 a 6.1, ambos registrados en San Pedro de Los Milagros,
que en promedi6 con un pH de 4.4 presento el suelo mas acido, mientras que las unidades By C
presentaron un pH promedio cercano a 5 (Figura 25). La conductividad eléctrica por su parte fue
la condicion del suelo con el mayor rango y variacién debido principalmente al valor maximo de
1421 (uS/Cm) registrado en la unidad D, este valor no es limitante para el desarrollo del cultivo,
en comparacion con las otras unidades también fue la de mayor conductividad promedio con 535.4
HS/Cm. En la UPC C se obtuvo la menor conductividad con 38.67 uS/Cm (Figura 26). Excepto
el valor maximo registrado, los suelos al no superar los 980 pS/cm se consideran suelos no salinos

(USDA 1999).
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TABLA 8.

TEMPERATURA, HUMEDAD, POTENCIAL DE HIDROGENO (PH) Y CONDUCTIVIDAD ELECTRICA DEL SUELO
DE LAS UNIDAD PRODUCTIVA. MEDIA Y DESVIACION ESTANDAR

UNIDAD PRODUCTIVA

B C D
TEMPERATURA (°C) 17,69 + 0,94 18,23 + 0,96 15,76 + 1,08
% HUMEDAD 92,81 + 18,12 83,14 + 17,46 106,66 + 17,08
PH 4,99 +0,28 5+0,45 4,4 + 0,56
COND. ELECTRICA (uS/Cm) 247,57 + 44,46 70,11 + 25,71 535,41 + 37,33
% ARENA 30,77 + 6,43 37,88 +5,37 48,75 + 6,43
% LiMmo 62,06 + 7,41 52,88 + 6,84 35,93 + 8,62
% ARCILLA 7,15+ 2.38 9,23+2,9 15,31+ 2,79
TEXTURA Franco-Limoso Franco-Limoso Limoso

Los suelos en las unidades de muestreo presentaron una textura media, la cual, de acuerdo
con los porcentajes de arena, limo y arcilla las unidades B y C compartieron la clase textural Franco
Limoso, la cual fue la predominante en la mayoria de las muestras, en tanto que la UPC D presento
suelos Limosos (USDA 1999). ElI menor contenido de arena se registrd en B con un 15% vy el
mayor fue en D con 62%, igualmente estas unidades presentaron en promedio el menor (30.7%) y
mayor (48.75%) contenido de arenas respectivamente. Este comportamiento se invierte respecto
los contenidos de limo (62%) y arcilla (7.15%) en los que en promedio B present6 las mayores

concentraciones de estas particulas y la UPC D las menores con 35.9% de limo y 15.3% de arcilla.

La violacion de los supuestos de estadistica global (P= 1.38e°7), skewness (P= 3.04e"%) y
Kurtosis (P= 1.13e®) en los residuales del modelo lineal de prueba en el que se explora la
existencia de diferencias en el comportamiento de la temperatura del suelo entre las unidades
productivas, imposibilita el uso de pruebas estadisticas de comparacion paramétricas (ANOVA).
Seguidamente se procedi6 a la comparacion mediante su equivalente no paramétrico (Kruskal-
Wallis) en el cual, se identifica que al menos la temperatura de una de las unidades es

significativamente diferente respecto las demas (X?«-w = 39.8; p-valor = 2.22¢%°). EI tamafio del
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efecto producido por las unidades productivas sobre la temperatura es grande de acuerdo con el
calculo de eta cuadrado (n? = 0.49) y épsilon cuadrada (g2 = 0.51), explicando aproximadamente
el 50% de la variacion. La prueba post hoc indica que la UPC D presentd temperatura

significativamente diferente respecto B (p-valor = 2e %) y C (p-valor = 2.4e%) (Figura 23).

FIGURA 23
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Nota: Andlisis de varianza (Kruskal-Wallis). Comparacion de la temperatura de suelo entre las
unidades productivas. Mediana (punto rojo), Significancia (corchete superior).

La prueba de los supuestos estadistica global (P=0.55), oblicuidad (P= 0.25), curtosis (P=
0.65), funcion de enlace (P= 1.00) y heterocedasticidad (P= 0.21) fueron cumplidos. El analisis
comparativo de medias (ANOVA) indica que hay diferencias significativas (F = 11.22; P=5.37¢
%) entre la humedad de las unidades productivas. Con un intervalo de confianza del 95% la prueba

de comparacion multiple Tukey mediante el método HSD (Honestly significant difference) sefiala
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diferencias significativas de la UPC D (Figura 24) frente la unidad B (P= 0.01) y C (P= 3.1e™%),
con un efecto moderado (n? = 0.22; w2 = 0.21) en el que las unidades productivas explican cerca

del 21% de la variacion de la humedad en el suelo.

FIGURA 24.
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Nota: Analisis de varianza (ANOVA). Comparacion de humedad de suelo entre las
unidades productivas. Media (punto rojo), Significancia (corchete superior).

El pH en el suelo viola los supuestos de estadistica global (P= 6.83e%), curtosis (P=1.411¢e"
%4) y oblicuidad (P= 2.41e). Al comparar el pH de las unidades se encontraron diferencias
significativas (X?k-.w = 23.53; P= 7.7e-%) en al menos una de las UPC (Figura 25), siendo D
distinta de B (P=5.3e"%) y C (P=7.8e"®). El efecto de las unidades es grande (n? = 0.28; €2 = 0.30)

y explica aproximadamente el 30% de la variacion presente en el pH (Figura 25).
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FIGURA 25

Varianza potencial de hidrogeno (ph)
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Nota: Andlisis de varianza (Kruskal-Wallis). Comparacién de pH de suelo entre las unidades

productivas. Mediana (punto rojo), Significancia (corchete superior).

Los supuestos de estadistica global (p-valor < 0.001), oblicuidad (p-valor < 0.001), curtosis
(p-valor < 0.001) y heterocedasticidad (P= 0.008) no se cumplen satisfactoriamente. El analisis
Kruskal-Wallis indica diferencias entre las UPC (X%«-w = 59.54; P= 1.17e®). Esta diferenciacion
obedece principalmente a la alta conductividad en San Pedro de Los Milagros y la baja
conductividad en la unidad C de El Retiro, siendo esta tltima significativamente diferente de B
(P=7.01e%) y D (P=1.56e*%). Las unidades productivas B y D también presentaron diferenciacion
significativa (P= 4.96e%4). Las UPC (Figura 26) explicaron cerca del 75% de la variabilidad de la

conductividad eléctrica, presentando un efecto grande (n? = 0.75; £ = 0.76).
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FIGURA 26
Varianza conductividad eléctrica
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Nota: Analisis de varianza (Kruskal-Wallis). Comparacion de la conductividad eléctrica del suelo.

Mediana (punto rojo), Significancia (corchete superior).

El analisis de varianza indica diferenciacion significativa en el contenido de arena entre las
unidades (F = 55.41; P=1.44¢%%). Con un intervalo de confianza del 95% la prueba de comparacion
multiple Tukey HSD sefiala diferencias significativas de la UPC C (Figura 27) frente la unidad B
(P= 1.8 y D (P= 8.4e’%), también diferenciacion entre las unidades D y B (p-valor < 2¢6),
Los valores eta? (n> = 0.59) y omega® (o? = 0.58) indican un efecto en las unidades sobre el

contenido de arena en el suelo, explicando alrededor del 58% de la variacion de los porcentajes.
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FIGURA 27
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Nota: Anélisis de varianza (ANOVA). Comparacion del contenido de arena en suelo entre

las unidades productivas. Media (punto rojo), Significancia (corchete superior).

La prueba de varianza de medias (F = 78.15; p-valor <2e%) indica diferenciacion
significativa entre las unidades productivas respecto a sus contenidos de limo en suelo (Figura
28). La comparacion maltiple (Tukey HSD) entre las unidades sefiala diferenciacion de la UPC B
con C (P=8.2e%) y D (p-valor < 2¢7%%), como también entre D y C (p-valor < 2¢71%). La magnitud

del efecto fue grande (n? = 0.67; »? = 0.66) explicando al menos el 66% de la variacion del

contenido de limo en suelos segun las unidades de produccion.
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FIGURA 28.

Varianza contenido de limo
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Nota: Analisis de varianza (ANOVA). Comparacién del contenido de limo en suelo entre las
unidades productivas. Media (punto rojo), Significancia (corchete superior).

La varianza del contenido de arcilla en el suelo de las UPC present6 diferencias
significativas (F = 63.81; p-valor <2e): entre las unidades la diferenciacion de arcilla en el suelo,
siendo D distinta de C (p-valor <2e'®) y B (p-valor <2e%%), y B distinta de C (P= 0.01). El efecto

de las unidades es grande (n? = 0.62; »? = 0.61), explicando por lo menos el 61% del contenido de

arcilla en las muestras de suelo (Figura 29).
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FIGURA 29.

Varianza contenido de arcilla
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Nota: Anélisis de varianza (ANOVA). Comparacion del contenido de arcilla en suelo entre las
unidades productivas. Media (punto rojo), Significancia (corchete superior).

{n

[120]



