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Resumen

Con el propdsito de validar el modelo de inhibicién de crecimiento in vitro del hongo patégeno Fusarium
oxysporum se trataron con él larvas de Galleria mellonella. La hemolinfa de larvas sobrevivientes a la
inyeccion de 10* y 10° conidias/mL del hongo, durante 48 horas a 37°C, fue extraida e incorporada a medio
PDA para cultivo de hongos, con el fin de evaluar la capacidad de la hemolinfa de inhibir el crecimiento del
hongo. Las pruebas estadisticas demostraron que las hemolinfas retadas inhibieron el crecimiento del
hongo, indicando que los lipidos y proteinas; principales constituyentes de la hemolinfa inmunizada,
continuan activos, impidiendo el crecimiento normal del hongo. La normalidad, independencia y
homogeneidad de los datos mostraron la rigurosidad del disefio experimental. El presente estudio contribuye
a consolidar a G. mellonella, como una herramienta para estudios de patogenicidad de este hongo, capaz de
atravesar la barrera de los reinos bioldgicos.
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Fusarium oxysporum TRANS-KINGDOM PATHOGEN INHIBITED BY Galleria mellonella LARVAE
HEMOLYMPH

Abstract

In order to validate the model for in vitro growth inhibition of the fungal pathogen Fusarium oxysporum, larval
hemolymph of the Galleria mellonella was used. Hemolymph of surviving larvae after being challenged with
injection of 10* and 10° conidia/mL from F. oxysporum and incubated at 37°C for 48 hours, was extracted and
incorporated into PDA fungal media, with the aim to evaluate the ability of the hemolymph for inhibiting fungal
growth. Statistical tests showed that the challenged hemolymph inhibited the growth of the fungus, indicating
that the lipids and proteins, main constituents of immunized hemolymph, remain active and prevent the
normal growth of the fungus. Normality, independence and homogeneity of the data showed the rigor of
experimental design. This study contributes to consolidate G. mellonella as a tool for studying the
pathogenicity of this fungus, capable to cross the barrier of the biological kingdoms.
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1. Introduccién

Fusarium oxysporum es un patégeno de
importancia econémica, que infecta a mas de 100
especies de plantas [1], monocotiledoneas vy
dicotiledéneas [2] en diversos nichos ecoldgicos en
todo el mundo [3, 4]. Se conocen F. oxysporum
patégenos y no patdégenos que no pueden ser
distinguidos morfolégicamente [5]. Los miembros
patégenos estan divididos en aproximadamente
120 formas especiales (formae speciales) de
acuerdo a la planta hospedante a la que cause la
enfermedad, [2, 6, 7, 8] invadiendo las raices y
causando enfermedades de marchitamiento a
través de la colonizacién de los tejidos del xilema
[2]. Las formas no patdgenas son mucho mas
diversas [9, 10]. Tanto los F. oxysporum patégenos
como los no patégenos infectan las raices de
plantas, pero los no patégenos estan a menudo
limitados al cértex donde sobreviven como hongos
endofiticos en raices de plantas, o como saprofitos
en la rizésfera o en la materia organica del suelo
[11]. El hongo patdégeno puede crecer como
sapréfito sobre muchas plantas no hospedantes,
dicha sobrevivencia saprofitica contribuye a la
longevidad del patdégeno en el suelo, por esta razén
se cuestiona su especificidad y su utilizacion como
biocontrolador [12]. F. oxysporum es un hongo
ascomyceto considerado cosmopolita [1], ubicuo
[13] y trans-reino [14, 15]. La capacidad de este
hongo para atravesar la barrera de los reinos se
evidencia en el estudio de Ortoneda et al. 2004
[16], donde se establecidé que un solo aislado de F.
oxysporum f. sp. lycopersici, causd enfermedad
tanto en plantas de tomate como en ratones
inmunodeprimidos.

F. oxysporum es también un patégeno emergente
de humanos [17] inmunocomprometidos y otros
mamiferos [16], F. oxysporum complejo y F. solani
complejo son las especies mas frecuentemente
aisladas a partir de muestras de laboratorio clinico
[15, 17, 18, 19, 20], llegando a constituir en algunos
centros, la segunda causa mas frecuente de
infeccion por hongos filamentosos después de
Aspergillus sp. [18, 21]. Rabodonirina et al. 1994
[22], plantearon que especies de Fusarium
consideradas previamente habitantes del suelo y
contaminantes del laboratorio, han emergido con
significancia en pacientes inmunosuprimidos, en los
cuales se presenta una alta mortalidad [21]. F.
oxysporum se ha relacionado especificamente con
infecciones de piel, meninges, sangre, cerebro,
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eso6fago, ano, recto y paladar duro [22] Las
infecciones en humanos pueden ir desde
superficiales o localmente invasivas, a la fusariosis
diseminada, dependiendo de la respuesta inmune
del individuo [17, 18, 19, 23]. Aislados patogénicos
de F. oxysporum en humanos tienen origenes
polifiléticos y responden mal a los agentes
antifingicos disponibles [18, 24]. La disponibilidad
de herramientas moleculares como la eliminacion o
disrupcion de genes especificos (genes knockout)
[11], o mutagénesis insercional aleatoria [25] asi
como la liberacion de la secuencia completa del
genoma [3], hacen de F. oxysporum un modelo
ideal para estudiar las bases genéticas de la
patogenicidad de hongos trans-reino [15].

Una limitacién en el estudio de la patogénesis de
Fusarium spp. es la disponibilidad de hospederos
apropiados para investigar la virulencia de hongos.
Dos modelos de ratén han sido desarrollados para
Fusarium spp. [26], sin embargo, las cuestiones
éticas y los gastos asociados a utilizar estos
modelos, puede impedir su uso en el laboratorio.
Para evitar estos problemas, las larvas de
lepidéptero Galleria mellonella (L. pyralidae), se
han desarrollado como un modelo hospedero para
investigar la virulencia de Fusarium. Este insecto ha
servido como modelo anfitrion para otros hongos
patégenos de importancia clinica [27, 28],
incluyendo Aspergillus [29, 30]. Es importante
destacar que en estos hongos clinicamente
importantes, muchos de los factores de virulencia,
que se requieren para infectar mamiferos, también
son necesarios para la infeccién de G. mellonella
[28, 31, 32]. Mediante el uso de este sistema
biolégico insecto-hongo, se ha descubierto que
aislamientos clinicos y ambientales de Fusarium
matan las larvas a 37°C, aunque la muerte ocurre
mas rapidamente cuando se incuba a 30°C, sin
embargo la muerte es dependiente de otros
factores, incluyendo la cepa de Fusarium, la
morfologia de las conidias y la cantidad inyectada.
También se ha encontrado que aislamientos
identificados como patdgenos de plantas, son
capaces de matar larvas de G. mellonella [23].

En el presente trabajo nos interesamos en la
interaccion entre el huésped animal no vertebrado y
el hongo patdgeno de plantas y humanos, evaluada
a la temperatura fisiolégica de mamiferos, la cual
nos permitié evaluar estadisticamente tanto la
capacidad del huésped para resistir el patégeno
fungico, como la habilidad del hongo para resistir la
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respuesta inmune del insecto. Para lograr este
propésito se utilizd hemolinfa de larvas de G.
mellonella retadas con diferentes concentraciones
de conidias del hongo, las cuales se colocaron en
medio de crecimiento del hongo y se evalud la
capacidad de las muestras de hemolinfa para
inhibir el crecimiento y desarrollo de F. oxysporum.
El estudio de la interaccion huésped-patégeno de
estos dos organismos considerados modelo,
contribuye a una compresién mas cercana de la
interaccion de los mamiferos con este patéogeno
fungico que es capaz de atravesar las barreras de
los reinos biolégicos.

2. Materiales y Métodos

2.1 Material Bioldgico

Tres grupos de larvas de G. mellonella criadas en
nuestro laboratorio con dieta artificial, con peso
corporal entre 230-330 mg y en el ultimo estadio de
desarrollo, se infectaron con la cepa de F.
oxysporum aislada por el GIEM en campo,
certificada por el CIMIC y mantenida en PDA. El
primer grupo de larvas se infectdé con 1x10*
conidias/mL, el segundo grupo, con 1x10°
conidias/mL y en el tercer grupo se hizo doble
estimulacién, primero se pre-inoculd con
Lactobacillus plantarum (ATCC 8014), se incubd a
25°C por 24 horas y después se infectd con 1x10°
conidias/mL del hongo. Los tres grupos de larvas
se incubaron por 48 horas a 37°C, en la oscuridad.
Se realizaron los experimentos en tres réplicas
independientes [23, 33]. Pasadas las 48 horas, se
extrajo la hemolinfa de las larvas retadas y se
proceso para obtener hemolinfa libre de hemocitos
[34, 35].

2.2 Identificacion de las muestras

Las muestras de hemolinfa retada y los controles
se denominaron tratamientos y se identificaron
como: Control para el control positivo de
crecimiento; Fluc (fluconazol) para el control
negativo de crecimiento; HF10* para la hemolinfa
retada con 1x10* conidias/mL; HF10° para la
hemolinfa retada con 1x10°® conidias/mL y HBF10°
para la hemolinfa inoculada con L. plantarum
seguido de inoculacién de 1x10* conidias/mL de F.
oxysporum.
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2.3 Determinacién de la actividad antifingica de
la hemolinfa de larvas retadas

Se incorporaron 100 yL de cada una de las
muestras de hemolinfa inmune de larvas de G.
mellonella en tubos que contenian 20 mL de PDA
mantenido a 45°C, para evitar su solidificacion.
Cada tubo se homogeneizé por agitacion manual y
se verti6 su contenido en cajas de Petri
esterilizadas. Se cortaron discos de micelio de 6
mm de diametro de un cultivo joven del hongo y se
inocularon sobre las cajas de forma invertida para
que el micelio tuviera contacto directo con el agar.
Las cajas se incubaron a 25°C en la oscuridad.
Pasados siete dias me midieron los diametros de la
zona de crecimiento. Se utilizd un control de
crecimiento del hongo en PDA (Control) y un
control de inhibicion del crecimiento con Fluc
(fluconazol) 100 pg/mL. Se determind el efecto
antimicrobiano de las muestras de hemolinfa sobre
F. oxysporum, mediante la medicion de la tasa de
inhibicién del crecimiento usando la formula de la
ecuacion (1) [36]:

Dk — DO
T=_"-_""

Dk X 100

€y

Dk: Diametro de la colonia de hongos del Control
(mm)

DO: Diametro de la colonia de hongos en presencia
de la hemolinfa (mm)

T: tasa de inhibicion del porcentaje de crecimiento
del micelio

2.4 Recuento de conidias.

Se tomo6 un area de 5 mm de diametro de la zona
de micelio uniforme de cada uno de los cultivos al
décimo dia de crecimiento, y se colocé en un tubo
esterilizado con 1 mL de agua peptonada, mas una
gota de Tween-20 y se sonicé durante 30 minutos
para asegurar la liberacion de conidias. Luego se
tomaron 10 uL de cada tubo y se realizé el recuento
de conidias con camara de conteo Neubauer
Improved [37].

2.5 Analisis estadistico

Se elabor6 un disefo experimental de un soélo
factor con efectos fijos, @ completamente
aleatorizado. Se realizdé un analisis de varianza de
una via, con su respectiva tabla y se probo la
significancia de los efectos de los tratamientos. Se
trabajé con a = 0.05. La validacion del modelo se
llevé a cabo mediante la verificacion de los
supuestos del modelo y se realizé por tres partes:
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la normalidad, la independencia y la homogeneidad
de la varianza. Primero se realizé el calculo de
normalidad y se graficé la banda de confianza en
un grafico QQplot. Igualmente se efectud la prueba
de Shapiro-Wilk para el calculo de normalidad con
hipotesis Ho: donde los errores tienen distribucion
normal y H71: donde los errores no tienen
distribucion normal. Luego se realizé la prueba de
Independencia donde se compararon residuales
contra indices con la prueba de Durbin-Watson.
Para medir la homogeneidad de la varianza
(homocedasticidad) se graficaron los residuales
versus los ajustados y se verificd con la prueba de
Levene para paramétricos, y la prueba de Fligner-
Killeen para no paramétricos. Una vez verificados
los supuestos, se plante6 la prueba F para las
medias del crecimiento de las muestras. Finalmente
se realizé la prueba de comparaciones multiples,
con la prueba de Dunnett. Para todo el analisis del
modelo se utilizé el paquete estadistico R [38]
version 3.1.0.

3. Resultados

3.1 Actividad anti-fungica de la hemolinfa de
larvas retadas

Se determind cuantitativamente la actividad
antimicrobiana de las muestras de hemolinfa y de
los controles, mediante la evaluacion de la tasa de
inhibicién, como se observa en la figura 1A. El gris
oscuro, representa el porcentaje de crecimiento del
hongo y el gris claro, indica la inhibicién que
produjeron las muestras de hemolinfa y el
fluconazol sobre el crecimiento de F. oxysporum.
La muestra de hemolinfa HBF10° presentd mayor
inhibicion del crecimiento del hongo, seguida de
HF10° y HF10* presentd la menor inhibicidn de las
tres muestras de hemolinfa retadas.

3.2 Recuento de conidias.

El recuento de conidias pasados diez dias de
desarrollo de F. oxysporum en PDA, con las
diferentes muestras de hemolinfa y los controles se
muestra en la figura 1B. Se observa descenso de la
concentracion de conidias de izquierda hacia
derecha.

3.3 Analisis estadistico

El analisis de varianza de la figura 2A, muestra el
diagrama de cajas y bigotes (boxplot) para los
datos. Ningun boxplot presenta valores extremos.
También se observa que las muestras de hemolinfa
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presentan distribuciones cuya mediana es diferente
de la mediana del Control (control positivo) y del
control negativo Fluc (fluconazol).
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Fig. 1. A. Efecto de las muestras de hemolinfa de
larvas de G. mellonella retadas con conidias de
hongo, sobre el crecimiento de F. oxysporum, en
gris oscuro se muestra el crecimiento y en gris claro
la inhibicion. B. Recuento de conidias/mL.

Control

Verificacion de los supuestos del modelo (con un
nivel de significancia de o = 0.05): los supuesto de
normalidad: de la figura 2B, muestra el grafico
Cuantil-Cuantil (QQ-plot) con 1C95%, se observa
que los residuales estan concentrados alrededor de
la recta de igualdad de cuantiles. Con el test de
Shapiro-Wilk, se obtuvo un valor-p = 0.2541 < 0.05
que indicé normalidad.

Supuesto de independencia: la figura 2C muestra la
gréfica de Residuales vs indices, no se observan
tendencias ni patrones, y los residuales estan
distribuidos homogéneamente alrededor del cero.
Con la prueba adicional de Durbin-Watson, se
obtuvo un valor-p = 0.1329 > 0.05 que indicé que
los datos eran independientes.
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Fig. 2. Analisis de varianza y verificacion de supuestos
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A. Diagrama de analisis de varianza que muestra la variabilidad de los diametros. B. La normalidad se
observa mediante el grafico Cuartil-Cuartil (QQ-plot) con intervalo de confianza de 95%. C. La independencia
de los datos se determin6 con la grafica de Residuales vs Indices. D. La homogeneidad de varianza se

observa en la gréafica de Residuales vs Ajustados.
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Supuesto de homocedasticidad: la figura 2D
muestra la grafica de Residuales vs Ajustados,
donde se aprecia variabilidad en los residuales de
HF10% se observa menor dispersion en HBF10°,
mientras que en HF10° no se presenta dispersion.
Con las dos pruebas adicionales para verificar
homocedasticidad se obtuvieron valores-p menores
que 0.05, Levene (valor-p = 0.5271) y Fligner-
Killeen (valor-p = 0.4933) Los valores-p indicaron
homogeneidad de varianza en los errores.

La prueba F para las medias del crecimiento de los
tratamientos, indicé que todas las medias fueron
diferentes y por lo tanto los efectos de los
tratamientos fueron significativos. Se construyé la
tabla ANOVA, con un nivel de significancia de o =
0.05, obteniéndose un valor-p < 0.01, que confirmo
que los efectos de los tratamientos no fueron nulos.

Df Sum Sq Mean Sq F wvalue Pr (>F)
Muestra 4 3831 957.7 684.1 3.83e-12
Residuales 10 14 1.4

Fig. 3. Analisis ANOVA, datos directos de programa
R.

Con la prueba de comparaciones multiples de
Dunnett (figura 4), se comparé la media de
crecimiento de cada tratamiento frente a la media
de crecimiento del Control positivo, el valor-t (t-
value) que se obtuvo fue mayor que el cuantil Q
esperado (Quantile = 2.8909). Se concluye que
todas las diferencias de medias son
estadisticamente significativas a un nivel de
significancia de o = 0.05.

Multiple Comparisons of Means: Dunnett Contrasts
Quantile = 2.8909

Estimate
Fluc - Control == 0 -48.0000
HBF10%6 - Control == 0 -19.3333
HF10%6 - Control == 0 -16.6667

Std. Errer
0.9661
0.9661
0.9661

t value
-49.69
-20.01
-17.25

Pr(>|t])
<le-06
<le-06
<le-06

HF10%4 - Control == 0 -10.6667 0.9661 -11.04 <le-06

Fig. 4. Prueba de comparaciones multiples de
Dunnett, datos directos de programa R

El IC95% para cada una de las diferencias de
medias respecto al Control positivo (figura 5),
muestra que el cero no esta en ningun 1C95%, lo
que confirma que la media de crecimiento de cada
tratamiento es diferente a la media de crecimiento
del control positivo (figura 6).
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4, Discusion

4.1 Actividad anti-fungica de la hemolinfa de
larvas retadas

Una alternativa para el estudio del versatil patégeno
fungico, F. oxysporum, es otro organismo
igualmente adaptable: G. mellonella, que gracias a
su eficaz respuesta inmune innata, ofrece varias
ventajas, entre ellas, desarrollarse a temperaturas
en los limites de 25 a 37°C. La posibilidad de
estudiar patdégenos a 37°C, permite el estudio de
rasgos de virulencia relacionados con la
temperatura. Las larvas son facilmente inoculadas
por inyeccion, lo que permite entregar una cantidad
exacta de células fungicas, que es mas ventajoso
que el método alimenticio de inoculacién usado con
otros huéspedes no mamiferos. La hemolinfa de G.
mellonella posee un complejo sistema celular
(hemocitos), que desempeia un papel fundamental
en la defensa contra patégenos fungicos. [33, 39,
40]. Ademas, la talla relativamente grande de estas
larvas las hace mas faciles de manejar y convierte
a Galleria en un modelo atractivo de usar, cuando
se requieren inyecciones repetidas de
microorganismos o de compuestos antimicrobianos.

IC95% Contraste de Dunnett
Muestras vs Control - Dia 7

Fluc - Control 1 —+—)

HBF10° - Control - )
HF10* - Control - —
HF10° - Control - ——

50 40 30 20 10

Diferencia de Medias
Fig. 5. Prueba de diferencia de medias. La grafica

se obtiene con el test de Dunnett, corrido y
graficado en R.
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95% family-wise confidence level

Estimate lwr upr
Flue - Control == 0 -48.0000 -50.7915 -45.2085
HBF10*6 - Control == 0 -19.3333 -22.1249 -16.5418
HF10%6 - Control == 0 -16.6667 -19.4582 -13.8751
HF10%4 - Control == 0 -10.6667 -13.4582 -7.8751

Fig. 6. IC95%. Datos directos del programa R

Los volumenes grandes de hemolinfa de las larvas,
facilitan los analisis bioquimicos, y el hecho de que
puedan ser incubados a 37°C, en ultima instancia,
los califica como modelos mas exactos de
interaccion [32, 33]. F. oxysporum se caracteriza
por producir colonias de rapido crecimiento, con
una tasa diaria cercana a un centimetro en medio
agar papa dextrosa a 25°C [1], por lo tanto el
método de contacto directo permitié la
cuantificacion de la actividad de la hemolinfa. La
muestra de hemolinfa procedente de larvas
inoculadas previamente con la bacteria lactica L.
plantarum, con posterior infeccion con 10°
conidias/mL de F. oxysporum (figura 1A), presento
el mayor porcentaje de inhibicion; de todas las
muestras de hemolifa en tanto que la muestra que
caus6 menor inhibicion fue la hemolinfa retada con
10* conidias/mL. El empleo de la bacteria lactica
sirve para estimular la respuesta inmune de las
larvas previamente a la infeccion fungica, como lo
realizan los estudios de Begin et al. 2006 [33],
quienes demostraron que la pre-exposicion de
larvas de G. mellonella a Saccharomyces
cerevisiae aumenté su respuesta inmune frente a la
infeccion con Candida albicans. Se encontro
igualmente que el fluconazol caus6é un efecto
fungistatico en la cepa de F. oxysporum aislada de
suelo, puesto que al inicio del ensayo (datos no
mostrados), se inhibié el crecimiento del hongo, sin
embargo pasados tres dias el hongo crecid, pero
en menor proporcion que el control positivo de
crecimiento, debido a la concentracién del
fluconazol empleada.

4.2 Recuento de conidias.

En la figura 1B, al comparar las muestras de
hemolinfa con reto fungico tanto con el Control de
crecimiento (maximo recuento de conidias) como
con el control de inhibicién Fluc (minimo recuento
de conidias), se encontré6 el mayor numero de
conidias/ mL en HF10*, el numero de conidias
disminuyé en HF10°, y fue menor en HBF10° se
observa una relacion inversamente proporcional al
porcentaje de la inhibicion producido por las
diferentes muestras de hemolinfa con reto fungico,
es decir, a mayor inhibicion del hongo, menor
recuento de conidias por mL. La cantidad de
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conidias por mL es directamente proporcional al
porcentaje de crecimiento del hongo.

4.3 Significancia estadistica

El diagrama de cajas y bigotes (boxplot) de la figura
2A para el analisis de varianza mostro, que ningun
boxplot presentd valores extremos. ElI boxplot
Control (control positivo) evidencié una distribucion
con valores de crecimiento muy altos, lo que es
consecuente con que el hongo no tiene ningun
agente antimicrobiano que lo haya inhibido; el caso
contrario se observé en el boxplot de Fluc (control
negativo), en donde el hongo crecié muy poco por
efecto del antimicético. Respecto a los
tratamientos, se observd que se presenté muy poca
variabilidad en HF10° y HBF10°, lo que indica un
efecto de inhibicion del crecimiento casi constante,
aunque HBF10° se presenta con valores menores,
como efecto de la inoculacién previa con la bacteria
lactica, desencadenando una mayor actividad
antimicrobiana en la hemolinfa y limitando el
crecimiento del hongo. El tratamiento HF10* es el
que presentd mayor variabilidad, lo que coincide
con el hecho de que ésta hemolinfa present6 la
menor actividad antimicrobiana.

Evaluacion del modelo estadistico: considerando
que se tiene un sélo factor el cual fue el crecimiento
del hongo, con 5 tratamientos (muestras vy
controles), y que en cada uno de éstos se tienen 3
observaciones, se puede decir que el disefio fue
balanceado. Se observé que el crecimiento (en
mm/dia) es funcién de una media global, también
del efecto asociado a cada uno de los tratamientos,
los cuales son significativos y de un error aleatorio
normal no controlable pero minimizado.

Verificacion de los tres supuestos del modelo (se
empled con un nivel de significancia de o = 0.05):

i- Supuesto de normalidad: “los errores fueron
normales e idénticamente distribuidos”.

En el grafico Cuantil-Cuantil (QQ-plot) con su
banda de confianza de 95%, mostrado en la figura
2B, se observd que los residuales estan
concentrados alrededor de la recta de igualdad de
cuantiles y no se observaron colas pesadas, lo cual
es indicativo de normalidad. Adicionalmente se
realizé el test de Shapiro-Wilk, cuya hipétesis nula
fue Ho: los errores tienen una distribucion normal,
obteniéndose un valor-p = 0.2541 siendo menor de
0.05, por lo tanto no se rechaza Ho, es decir, se
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concluye que los errores del modelo estuvieron
normalmente distribuidos.

ii- Supuesto de independencia: “los datos son
independientes’.

La figura 2C corresponde a la grafica de Residuales
vs Indices, en la que no se observé tendencias ni
patrones, y se ve que los residuales estuvieron
distribuidos casi homogéneamente alrededor del
cero, lo que indica que los datos muestrales fueron
tomados aleatoriamente. Asi, podemos concluir que
el supuesto de independencia se cumplié y esto se
debidé a que se hizo una adecuada aleatorizacion
para llevar a cabo el experimento. Adicionalmente
se realizd el test de Durbin-Watson, cuya hipotesis
nula fue Ho: la autocorrelacion de los datos es igual
a cero y la hipotesis alternativa fue Ha: la
autocorrelacion de los datos es diferente de cero (lo
que por la normalidad de los errores implica que los
datos son independientes), donde se obtuvo un
valor-p = 0.1329 que es mayor de 0.05, lo cual
indica que no se rechaza Ho, es decir, concluimos
que se considera que los datos fueron
incorrelacionados, y por tanto los datos fueron
independientes.

iii- Supuesto de homocedasticidad: “existe
homogeneidad de varianza en los errores”.

La figura 2D muestra la grafica de Residuales vs
Ajustados, en la que se observé que no se presento
variabilidad en los residuales de HF106, y que se
presentd menor dispersion en los residuales de
HBF106, aunque no fue muy distinta a la
presentada por los otros tratamientos, lo que indico
que hubo homogeneidad en la Vvarianza.
Adicionalmente se realizaron dos pruebas para
verificar ~ homocedasticidad, cuya hipotesis
alternativa fue Ha: existen al menos dos muestras
con varianza diferente, una paramétrica (prueba de
Levene, valor-p = 0.5271) y una no paramétrica
(prueba de Fligner-Killeen, valor-p = 0.4933). Los
valores-p menores que 0.05 indicaron que no se
rechaza Ho, es decir, concluimos que se presento
homogeneidad en la varianza en los errores.

Una vez verificados los supuestos, se planted la
prueba F para las medias del crecimiento de los
tratamientos, la cual fue Ho: las medias de
crecimiento de todos los tratamientos son iguales, y
Ha: existen al menos un par de tratamientos con
medias de crecimiento distintas, que seria los
mismo que decir que en Ho: todos los efectos de
los tratamientos son iguales y nulos y Ha: existen al
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menos un tratamiento con efecto no nulo. Se valida
que todas las medidas de crecimiento fueron
diferentes y que los efectos de los tratamientos no
fueron nulos.

Se procedio a construir la tabla ANDEVA, Figura 3
(0 ANOVA, por sus siglas en inglés) con un nivel de
significancia de a = 0.05, en donde vemos que el
valor-p < 0.01, lleva a rechazar Ho, concluyéndose
que a un nivel de significancia de o = 0.05 los
efectos de los tratamientos no fueron nulos, es
decir fueron significativos, dicho de otra forma, las
medias de crecimiento en cada tratamiento fueron
distintas para al menos una pareja de tratamientos.

Posteriormente se realizé la prueba de
comparaciones multiples de Dunnett (figura 4), la
cual se debe utilizar cuando se pretende comparar
los tratamientos con un control, como fue nuestro
caso. Se observd que al comparar la media de
crecimiento de cada tratamiento frente a la media
de crecimiento del Control positivo, el valor-t (t-
value), en valor absoluto, fue mayor que el cuantil
Q esperado (Quantile = 2.8909), por lo tanto todas
las diferencias de medias resultaron ser
estadisticamente significativas a un nivel de
significancia de o = 0.05, lo cual fue confirmado por
los valores-p < 0.01. Ademas, los signos negativos
de los valores de diferencias de media estimados
confirmaron que el promedio de crecimiento del
control fue el mas alto de todos los tratamientos.

Se calculd ademas el IC95% para cada una de las
diferencias de medias respecto al Control positivo
(figura 5). Se observd que el cero no estuvo
incluido en ningun 1C95%, lo que confirma que la
media de crecimiento de cada uno de los
tratamientos del hongo fue diferente a la media de
crecimiento del control positivo de crecimiento del
hongo, como se observé en la figura 6.

5. Conclusiones

Los extractos de hemolinfa inmunizada de G.
mellonella, por reto fungico producen inhibicion in
vitro del crecimiento de F. oxysporum en medio
clasico para hongos (PDA), aun tratdndose de
muestras crudas de hemolinfa, es decir, sin ningun
tipo de tratamiento posterior a la extraccion y que
se encuentran en el medio PDA bastante diluidas,
estas hemolinfas impiden el normal crecimiento del
hongo.
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El analisis de varianza, la evaluacién de supuestos,
las pruebas de Dunnett y F, de los datos de
diametros tomados al dia 7, y la homogeneidad o
poca dispersion de las medias, nos permiten
concluir, que los ensayos de inhibicion fueron
consistentes y que el valor de inhibicién fueron
significativos. De esta forma esta investigacion
permite encarar un estudio mas complejo que
incluya dosis dependencia y concentracion minima
inhibitoria.

El presente estudio contribuye a consolidar el
modelo patdgeno-huésped entre F. oxysporum y G.
mellonella, como una herramienta para estudios de
patogenicidad de hongos trans-reino. Los
resultados y los analisis estadisticos muestran que
el modelo es equilibrado y reproducible.

Ensayos previos in vivo, mostraron que G.
mellonella sobrevive el ataque del hongo hasta 10°
conidias/mL, y la posibilidad de que los extractos de
hemolinfa funcionen fuera del organismo, abre una
perspectiva frente al estudio del control del
patégeno trans-reino F. oxysporum.
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