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Seleccion de hongos entomopatogenos para controlar salivazos
(Hemiptera: Cercopidae) de la cafia de azucar en Colombia

Selection of entomopathogenic fungi to control spittlebugs (Hemiptera: Cercopidae) of sugar cane in Colombia

ANAMARIA GARCIA D.!, ALEX ENRIQUE BUSTILLO P2, ULISES CASTRO V. y YOLIMA ARENAS B.*

Resumen: Los salivazos (Hemiptera: Cercopidae) amenazan con convertirse en plagas de la cafia de aztcar en Colom-
bia. Desde el 2007, se detectd Aeneolamia varia en la zona central del Valle del Cauca, lo cual motivo a los productores
de cafia de azucar a tomar medidas de emergencia para controlar estas infestaciones. Otra especie Zulia carbonaria
también se registra atacando cafia de azlicar y se us6 en este estudio debido a restricciones cuarentenarias impuestas a 4.
varia. Se usaron larvas de Galleria mellonella como trampa en el suelo, para obtener los hongos entomopatégenos. Los
aislamientos se reactivaron sobre Z. carbonaria 'y se caracterizaron en relacion con su tasa de crecimiento, esporulacion,
germinacion y patogenicidad. Se obtuvieron 26 hongos entomopatogenos (15 aislamientos de Metarhizium anisopliae 'y
11 de Paecilomyces lilacinus). Solo ocho aislamientos de M. anisopliae 'y seis de P. lilacinus resultaron patogénicos al
salivazo. Las cepas de M. anisopliae CCMa0907 y de P. lilacinus: CCPL0801, CCPL0904, CCPL0802 y CCPL0805,
presentaron caracteristicas ideales de esporulacion, tasa de crecimiento y porcentaje de germinacion. Finalmente, se
desarrollo el protocolo para realizar bioensayos en invernadero, para evaluar el potencial patogénico de hongos para el
control de salivazos de la cafia de azticar.
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Abstract: Spittlebugs (Hemiptera: Cercopidae) can become into a menace to the sugar cane pest in Colombia.
Aeneolamia varia was detected in 2007 in the central area of Cauca Valley, which made sugar cane producers to
take emergency measures to control this pest. Another species Zulia carbonaria is also present infesting sugar cane,
but due to 4. varia quarantine restrictions, Z. carbonaria was used in this research. Galleria mellonella larvae were
used as a bait to obtain entomopathogenic fungi from soil samples. Fungi isolates were reactivated using adults of
Z. carbonaria and characterized by measuring the speed of development, sporulation, viability and pathogenicity.
Twenty-six entomopathogenic fungi were obtained 15 strains of Metarhizium anisopliae and 11 strains of Paecilomyces
lilacinus, but only eight strains of M. anisopliae and six of P. lilacinus, were pathogenic to adults of Z. carbonaria.
The isolates of M. anisopliae: CCMa0907 and P. lilacinus: CCPL0801, CCPL0904, CCPL0802, CCPL0805, had the
best characteristics of growth, viability and sporulation. Finally, a protocol to conduct a bioassay was developed, under

greenhouse conditions, to test strains of pathogenic fungi to control sugarcane spittlebugs.
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Introduccion

Los insectos conocidos como salivazos (Hemiptera: Cerco-
pidae), son una plaga muy seria de la cafia de azlicar en mu-
chos paises. A nivel mundial se han registrado cerca de 31
especies y en el continente americano existen 24 especies de
importancia econdmica en la cafia de aztcar (Fewkes 1969).
En 2002, en el municipio de Guatica (Risaralda, Colombia),
se encontr6 Mahanarva bipars (Walker, 1858) sobre cafia
de azicar sembrada para la produccion de panela, que causd
dafio en los lotes afectados (Gomez et al. 2007). En 2007, se
detecté Aeneolamia varia (Fabricius, 1787) en el Valle del
Cauca, Colombia (Gomez 2007), una especie presente en Ve-
nezuela en donde causa danos de importancia econdémica a
la industria azucarera. Sin embargo, existen registros de la
presencia de 4. varia de hace mas de 40 afios, como plaga en
pastos en los Llanos Orientales de Colombia (ICA 1973). La
especie A. varia se encuentra entre Buga y Tulué (Valle del
Cauca, Colombia) y abarca unas 20.000 ha de cafia de azticar
por lo cual fue declarada zona en cuarentena por la amenaza
econdmica para el resto del area plantada (Gomez 2007).

Especies de salivazos son frecuentes en varios paises y
causan cuantiosas pérdidas economicas en caiia de azticar. En
Ecuador Mahanarva andigena (Jacobi, 1908), ocasiona pér-
didas hasta del 34% en sacarosa (Mendoza 2001) y en Brasil,
pueden llegar hasta el 60% debidas a Mahanarva fimbriolata
(Stal, 1854) y Mahanarva posticata (Stal, 1855) (Mendonga
2001). Otras especies registradas como plagas potenciales en
cafia de azlicar para el Valle del Cauca son Zulia carbonaria
(Lallemand), Aeneolamia lepidior (Fowler, 1897) y Prosapia
simulans (Walker, 1858) y como exoéticas, M. andigena, M.
bipars y Aeneolamia reducta (Lallemand, 1924) (Peck et al.
2004; Castro et al. 2009).

El adulto del salivazo es una plaga que succiona la sa-
via del xilema y excreta una sustancia toxica que causa una
quemazon en el follaje de la planta, reduciendo asi su activi-
dad fotosintética. El estado de la ninfa se adhiere a las raices
superficiales y se alimenta de la savia, cubriéndose con una
espuma que excreta por su ano y dentro de la cual completa
su desarrollo, por lo cual ocasiona una reduccion en la pro-
duccién de biomasa (Castillo 20006).
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Entre los enemigos naturales estudiados en otros paises
para el control de salivazos que atacan la cafia de azucar, se
destaca el hongo Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin
(Alves 1986). Es asi como en México, Guatemala, Costa
Rica, Panama, Venezuela, Ecuador y Brasil se han seleccio-
nado cepas y preparado formulaciones de M. anisopliae para
llevar a cabo programas de aspersiones rutinarias para el con-
trol de especies como: Aeneolamia albofasciata Lallemand,
1939, A. jugata (Fowler) (Carvalho y Webb 2005), Aeneo-
lamia postica (Walker) (Carvalho y Webb 2005), 4. varia,
M. posticata, M. andigena 'y M. fimbriolata (Cenicafia 1999;
Mendonga 2001; Mendoza 2001; Torres de la Cruz et al.
2006; Alves y Lopes 2008).

En Colombia, el CIAT (Centro Internacional de Agri-
cultura Tropical) ha hecho evaluaciones en pasturas para el
control de 4. varia, A. reducta, Z. carbonaria 'y Z. pubescens
(F.), usando cepas de M. anisopliae con resultados de efica-
cia variables de acuerdo a la especie estudiada (Morales et
al. 2001). En relacion con la cafia de azlicar en Colombia,
se desconoce la eficacia del control de estos hongos. Es por
esta razon que este estudio tuvo como objetivo establecer un
bioensayo para evaluar y seleccionar aislamientos de hongos
entomopatogenos, para el control de salivazos de importan-
cia economica como A. varia 'y M. bipars y otros potenciales
como P, simulans 'y Z. carbonaria, que pueden afectar la cafia
en zonas azucareras y paneleras de Colombia.

Materiales y Métodos

El presente estudio se realizo en el laboratorio de Entomolo-
gia de la Estacion Experimental del Centro de Investigacion
de la Cafa de Azticar de Colombia, ubicado en el corregi-
miento de San Antonio de los Caballeros del municipio de
Florida, Valle del Cauca, Colombia. Se utilizo la especie Z.
carbonaria como modelo, debido a las imposiciones cuaren-
tenarias para criar la especie 4. varia en las instalaciones de
Cenicafia.

Coleccion y aislamiento de hongos entomopatogenos. Los
hongos entomopatogenos se obtuvieron mediante muestras
de suelo colectadas en los municipios de Guatica (Risaral-
da), Oiba, (Santander), Anapoima (Cundinamarca), Rioftio,
Buga, Tulua (Valle del Cauca) y sobre adultos de 4. varia y
Z. carbonaria, provenientes del campo con signos de la in-
feccion. Se visitaron dos fincas por localidad y se georeferen-
ciaron. Los lotes del predio de interés se muestrearon alea-
toriamente, obteniendo, con ayuda de una pala, 20 muestras
de 1 kg cada una por finca. La pala se desinfecto al cabo de
cada muestra con alcohol al 95%, para evitar contaminacion
cruzada de las muestras. En total se obtuvieron 40 muestras
por localidad.

Aislamiento. El suelo de cada muestra se proces6 por dupli-
cado y cada submuestra de 300 g se depositd en una tarrina
plastica transparente y se homogenizo6 con ayuda de un tamiz
N° 10, que tiene una apertura de 2,0 mm. Luego se humede-
ci6 hasta alcanzar la capacidad de campo y se depositaron en
la superficie cinco larvas de Galleria mellonella (L.) de IV
estadio. El recipiente se tapd y se gird 180° diariamente para
que las larvas se desplazaran a la superficie a través del suelo
y entraran en contacto con las esporas de los hongos que pu-
dieran estar presentes (Chandler ef al. 1997). A los ocho dias
se revisaron las tarrinas y se retiraron las larvas muertas y vi-

vas y, posteriormente, se desinfestaron con hipoclorito de so-
dio al 1%, durante 3 min. El exceso de hipoclorito se elimind
con un lavado triple en agua destilada estéril y para evitar el
exceso de humedad se colocaron las larvas sobre papel toalla
estéril. Luego, cada larva fue depositada en camara humeda
(90% HR) a 26 °C, durante ocho dias. Finalmente, cuando
se observo algun crecimiento de hongos sobre el cuerpo del
insecto, éste se aislé sembrandolo en un medio de PDA mo-
dificado (39 g/l de PDA, 4,5 g/l de extracto de levadura, 4,5
g/l de peptona y acido lactico al 25% adicionando el 1% del
volumen a preparar). El aislamiento se incubd durante ocho
dias a 26 °C, para permitir su desarrollo e identificar el micro-
organismo obtenido (Chandler et al. 1997).

Los salivazos infectados colectados en el campo, se co-
locaron en un vial estéril con papel filtro, y se llevaron al
laboratorio. Los insectos se desinfestaron superficialmente en
la misma forma descrita con anterioridad para G. mellonella,
para aislar el patogeno.

Conservacion e identificacion de los hongos entomopato-
genos. Una vez se obtuvo crecimiento de los hongos en los
medios de cultivo, se hizo un raspado de conidias para pre-
parar una suspension en 5 ml de solucién de NaCl (0,85%).
Con esta suspension se inocul6 una caja Petri con medio PDA
modificado, cubierta con trozos de papel filtrode  x 1 cm y
se incubd a 26 °C durante ocho dias (Fig.1). Luego, se retira-
ron los cuadrantes y se dejaron secar en una caja Petri estéril
a la misma temperatura de incubacion durante un mes para,
finalmente, almacenarlos en un sobre de papel glicina a -41
°C (CIAT 2001).

Para caracterizar e identificar los hongos, se tomaron
muestras preservadas en papel filtro y se depositaron en una
caja Petri con 20 ml de medio de cultivo PDA modificado. El
hongo se incubo durante siete dias a 26 °C y se registraron las
caracteristicas de crecimiento, aspecto de la colonia, pigmen-
tacion y morfologia de las conidias (Vélez ef al. 1999, 2001,
Bustillo y Marin 2002).

Desinfestacion de los adultos. Previo a la aplicacion de la
suspension de las conidias sobre los adultos de Z. carbonaria,
se realizo un ensayo para determinar la mejor concentracion
y tiempo de exposicion con hipoclorito de sodio (NaOCI)
para desinfestar los adultos sin causarles mortalidad (Marin y
Bustillo 2002). Se usaron las concentraciones: 0, 0,5 y 1,0%
de NaOCl durante tres tiempos de exposicion: 3, 5y 10 min.
El experimento se organizé bajo un disefo factorial 3 x 3 con
cuatro repeticiones. El testigo fue la concentracion 0 para la
cual se uso agua estéril. Después de la exposicion al hipoclo-
rito, los insectos se lavaron tres veces con agua destilada es-
téril. La unidad experimental se conformé por cuatro adultos
de Z. carbonaria. Se registrd diariamente la mortalidad. Los
datos se analizaron a través de un analisis de varianza.

Reactivacion de los aislamientos. Para evitar la atenuacion
de la virulencia de los hongos entomopatdgenos, cultivados
sucesivamente en medios sintéticos, se hizo necesario pro-
ceder a reactivarlos sobre adultos de Z. carbonaria (Bustillo
1993; Bustillo y Marin 2002; Gonzalez et al. 1993) proce-
dentes de una cria mantenida bajo invernadero. Una vez es-
porulado el hongo sobre el medio de cultivo PDA modifi-
cado, se le adicionaron 10 ml de tween 80 estéril al 0,1%,
para desprender las conidias con ayuda de un asa, obteniendo
una suspension madre de conidias, la cual se ajustd a una
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concentracion de 1 x 107 conidias/ml (Narvéez et al. 1997,
Vélez et al. 1997; Ezzati et al. 2009). Posteriormente, cada
aislamiento del hongo se reactivd infectando tres adultos de
cuatro dias de edad, colocando 1 ml de la suspension madre
en la superficie del insecto, con ayuda de una micropipeta.
Los insectos se individualizaron en una caja Petri, previa-
mente desinfectada con alcohol al 90%. Dentro de la caja, un
vial con agua y una porcion de hoja de cafia proporcionaron
alimento a los salivazos.

Durante 10-15 dias, se hicieron observaciones sobre
mortalidad y la aparicion de micelio de los hongos sobre el
cuerpo de los salivazos. De estas muestras reactivadas, se hi-
cieron aislamientos en PDA modificado y se incubaron a 26
°C durante siete dias, para luego almacenarlas mediante la
técnica del papel filtro (CIAT 2001; Marin y Bustillo 2002;
Gidin et al. 2009).

Los aislamientos de los hongos entomopatogenos, se ca-
racterizaron evaluando la tasa de crecimiento, y en estos cul-
tivos se estimo la produccion de conidias, pureza y viabilidad
al cabo de 20 dias de incubacion (Narvaez et al. 1997; Vélez
et al. 1997, 1999; Marin y Bustillo 2002).

Tasa de crecimiento. Se sembraron 10 ul de una suspension
(1x10° conidias/ml) de cada aislamiento de los hongos, en un
disco de papel filtro de 0,5 cm de didmetro, el cual se ubico
en el centro de una caja Petri que contenia 20 ml de PDA mo-
dificado. La unidad experimental fue la caja Petri y se tuvie-
ron cuatro repeticiones. El medio se incubd a 26 °C y al cabo
de 1, 5, 10, 15 y 20 dias después de la inoculacion, se midio
el radio de la colonia (Vélez et al. 1997; Parker et al. 2003).
Los datos se analizaron a través de un analisis de varianza y
los promedios de los tratamientos se compararon mediante la
prueba de Duncan (P = 0,05).

Produccion de conidias. Con la ayuda de una pipeta Pas-
teur de vidrio, se extrajeron del cultivo cuatro discos de agar
de 0,5 cm de diametro, se mezclaron en 10 ml de tween 80
(0,1%) estéril y se homogenizaron con la ayuda de un vor-
tex durante 1 min. De esta suspension madre se realizaron
diluciones seriadas en base 10, hasta 10, y se contaron las
conidias con ayuda de la cdmara Neubauer, para establecer su
concentracion (Narvéez et al. 1997; Parker et al. 2003). Esta
se llevd a cabo registrando el nimero de esporas presentes en
el cuadrante central, contando 5 de los 25 cuadrantes en el
que se divide, y aplicando posteriormente la formula:
conidias 2. conidias x factor de dilucion
# =

mm’

0,1 mm x 1lmmx1mm x 5/25

Los datos se sometieron a un analisis de varianza y los pro-
medios de los tratamientos se compararon mediante la prueba
de Duncan (P = 0,05).

Pureza. Se realizaron diluciones seriadas en base 10 de la
suspension madre de conidias hasta la dilucion 10, Se sem-
braron y homogenizaron por duplicado 100 pl de la suspen-
sion en PDA modificado (Vélez et al. 1997; Marin y Bustillo
2002). Dichas siembras, se incubaron a 26 °C durante siete
dias, al cabo del cual se estimaron las unidades formadoras de
colonia (UFC), estimando el nimero total, el naimero de UFC
correspondiente al entomopatdgeno de interés y el nimero
de UFC perteneciente a otros microorganismos, considerado

contaminantes, como bacterias, hongos y levaduras. El por-
centaje de pureza se estimo relacionando las UFC del hongo
con el total de UFC. Los datos se sometieron a un andlisis de
varianza y los promedios de los tratamientos se compararon
mediante la prueba de Duncan (P = 0,05).

Viabilidad. La suspension madre de conidias se diluyo hasta
107, de la cual se sembraron 5 pl sobre agar agua al 1,5% sin
acidificar, en cinco puntos previamente sefialados en la base

Figura 1. Unidades utilizadas en la seleccion de materiales para el bio-
ensayo. A. Sistema de cilindro - base de espuma de poliuretano. B. Sis-
tema de cilindro-base o soporte plastico con orificios, cubierto con malla
de muselina.
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de la caja Petri (Vélez et al. 1997; Marin y Bustillo 2002).
Estas siembras se incubaron a 25 + 2 °C y al cabo de 24 h, se
adicion6 a cada punto una gota de azul de lactofenol, se cortd
la muestra y se puso sobre una lamina cubierta con una lami-
nilla para observar al microscopio. En esta muestra se conto
un minimo de 100 conidias y se cuantifico la germinacion y
se expreso el resultado en porcentaje de germinacion. Los
datos se sometieron a un andlisis de varianza y los prome-
dios de los tratamientos se compararon mediante la prueba de
Duncan (P = 0,05).

Seleccion de materiales para el bioensayo de virulencia.
Para poder evaluar los hongos sobre adultos de Z. carbona-
ria, primero se determinaron las caracteristicas del recipiente
en cuanto a la humedad relativa y temperaturas apropiadas
para la supervivencia de adultos sin infeccion, bajo condi-
ciones de invernadero. Se evaluaron cilindros de acetato
transparente con un diametro de 23 cm y 53 cm de altura,
colocados individualmente sobre una base de espuma de
poliuretano (Fig. 1A) o en un soporte plastico con orificios,
cubierto con una malla de muselina (Fig. 1B). Cada juego de
cilindro y base se colocd en una bandeja de acetato (26,5 cm
de ancho, 33 cm de largo y 10 cm de profundidad) y dentro
de esta se le adicionaron 700 y 850 ml de agua, respectiva-
mente, para suministrar humedad al sistema. En la parte su-
perior, el cilindro se recubri6é con una muselina ajustada con
un resorte, para permitir la aireacion al sistema. En el interior
se coloco una plantula de cafia de la variedad CC 85 - 92 de
cuatro meses de edad, que proporcioné alimento al adulto del
salivazo para asegurar su sobrevivencia. El experimento con-
sisti6 en dos tratamientos (cilindro con la base de espuma y
cilindro con la base o soporte plastico con orificios, cubierto
con malla de muselina), con cinco repeticiones en un disefio
completamente aleatorio. Diariamente, durante 5 dias y cada
2 h, se midi6 la humedad relativa y la temperatura, dentro de
cada uno de los cilindros con la ayuda de un higrotermografo
digital. Los datos se sometieron a un analisis de varianza y
los promedios de los tratamientos se compararon mediante la
prueba de Duncan (P = 0,05).

Supervivencia de adultos de Zulia carbonaria. La super-
vivencia promedio de adultos de Z. carbonaria, se evalud
usando 50 unidades experimentales (cilindro mas la base mas
adecuada, seleccionada en el ensayo arriba mencionado), en
donde se colocaron, individualmente, 25 machos y 25 hem-

Promedio vida (dias)

Tl T2 T3 T4 TS T6 T7 T8 T9

Figura 2. Promedio de vida de los adultos de Z. carbonaria después de
ser expuestos a los diferentes tiempos y concentraciones de hipoclorito
de sodio: T1: 0% NaOCI 3 min; T2: 0,5% NaOCI 3 min; T3: 1% NaOCl
3 min; T4: 0% NaOC]l 5 min; T5: 0,5% NaOCI 5 min; T6: 1% NaOCl 5
min; T7: 0% NaOCI 10 min; T8: 0,5% NaOCI 10 min; T9: 1% NaOCl
10 min.

bras de Z. carbonaria recién emergidos. Las unidades expe-
rimentales se distribuyeron aleatoriamente en el invernadero,
evaluando diariamente su mortalidad para estimar el prome-
dio de duracion bajo estas condiciones. Aplicando el teorema
de Chebyshev se establecié el nimero de insectos optimo
para los bioensayos de virulencia de las cepas de interés.

Resultados y Discusion

Durante la época seca y de lluvias se visitaron 11 sitios (cul-
tivos de cafia y pastos afectados por salivazos), de donde se
obtuvieron 23 cepas de hongos potencialmente patogenos a
los salivazos, 4. varia y Z. carbonaria. Fue posible aislar, a
partir de suelo e insectos con signos de micosis, los hongos
Metarhizium anisopliae y Paecilomyces lilacinus (Tabla 1).
La identificacion de estos hongos se llevo a cabo mediante
caracterizacion morfoldgica en donde las cepas de M. aniso-
pliae, generaron colonias con pigmentacion verde-amarillosa
y al microscopio se observaron esporas tipicamente de mor-
fologia bacilar (Santos ef al. 2010) mientras que las cepas de
P, lilacinus, poseen una tipica morfologia de colonia atercio-
pelada, de crecimiento concéntrico y al microscopio se obser-
van conidioforos divergentes en forma de botella y sus coni-
dias dispuestas en forma basipétala (Barnett y Hunter 1998).

Muchos hongos entomopatogenos habitan el suelo y se
constituyen en un componente de muchos ecosistemas te-
rrestres, desempefiando un papel importante en la regulacion
de poblaciones de insectos. Entre los géneros mas comunes
se destacan Beauveria, Metarhizium, Conidiobolus y Paeci-
lomyces (Faria y Wraight 2001; Quesada ef al. 2007), sin em-
bargo son las cepas de M. anisopliae las que se han estudiado
en diversas regiones del mundo, demostrando su eficacia en
el control de salivazos en cana de azucar, como Mahanarva
fimbriolata en Brasil (Vieira et al. 2011).

Desinfestacion de los adultos. El promedio de vida de los
adultos de Z. carbonaria sometidos a diferentes tiempos de
exposicion al NaOCI fue variable y, en general, no se encon-
traron diferencias significativas entre los tratamientos (Fig.
2). Esto pudo deberse a la poca longevidad de los adultos de
Z. carbonaria durante el experimento como se muestra con
el testigo tratado solo con agua. No obstante, se observo que
al aumentar la concentracion del hipoclorito de sodio, la vida
media del insecto disminuye, debido a que el hipoclorito de
sodio al ejercer su accion, tiene la capacidad de reaccionar
facilmente con las proteinas y nucleétidos del insecto, para
producir una variedad de compuestos organicos clorados,

Cy Cey C¢ Cc C¢ Cey C¢ Cgy C C Cey Cey Cey Cey
"105, “PLogyy Progys PLosy, Maogyy Maogy, PLasgy Maog, Maog,, Maogy, Maogys Plog, Maogy, PLogy,

Figura 3. Tasa de crecimiento, en medio PDA modificado, de los hon-
gos patogénicos a adultos de Z. carbonaria.
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Tabla 1. Aislamientos de hongos entomopatogenos de muestras de suelo y sobre especies de salivazos.

Especie No. cepas Origen

Cepas

Aislamiento a partir de adultos de 4. varia con signos

de micosis

MaPP008,
MaPP004,
CCMa0802

Aislamiento a partir de adultos de Z. carbonaria con

signos de micosis

Metarhizium 15

CCMa0907,
CCMa0801,
MaCC001,
MaCC003

anisopliae

Aislamiento mediante método del insecto trampa

CCMa0905,
08015,
CCMa0803,
CCMa0906,
Ma0S021,
CCMa0904

Cepas proporcionadas por CIAT

CIAT 055
CIAT 054

Paecilomyces
lilacinus

11 Aislamiento mediante método del insecto trampa

CCPL0906
CCPL0802
CCPL0803
CCPLO0801
CCPLO0805,
PLPP008
PLSCO018
CCPL0904
PLOSO014
PLOS13

Cepas proporcionadas por CIAT

CIAT 009

mediante reacciones de oxidacion y sustitucion, los cuales
son altamente lipofilicos, persistentes y toxicos (Emmanuel
et al. 2004).

Reactivacion de los aislamientos. Seis cepas de P. lila-
cinus (CCPL0803, CCPL0805, CCPL0801, CCPL0802,
CCPL0904, CCPL0906) y ocho cepas de M. aniso-
pliae (CIAT 054, CCMa0801, CCMa0906, CCMa0803,
CCMa0904, CCMa0907, CCMa0802, CCMa0905) fueron
patdgenas a adultos de Z. carbonaria. La infeccion de los
hongos en estos insectos, pasa por varias fases: adhesion y
germinacidn, penetracion y desarrollo y colonizacion. Al-
gunas cepas que no muestran la patogenicidad hacia un in-
secto se debe a que fallan en penetrar y colonizar el insecto
probablemente debido a que las baterias enzimaticas que
poseen no son suficientes o a que el insecto se sobrepone a
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Figura 4. Produccién de conidias/cm? en medio PDA modificado de los
aislamientos de hongos entomopatogenos a adultos de Z. carbonaria.

estos ataques a través de sus mecanismos de defensa (Alean
2003; Gonzalez et al. 1993).

Tasa de crecimiento. Se encontrd que al evaluar el creci-
miento en medio de cultivo (Fig. 3), las cepas de P. lilacinus:
CCPL0805, CCPL0801, CCPL0802, CCPL0904 y las de M.
anisopliae: CCMa0803, CCMa0907 y CCMa0802, presen-
taron una mayor tasa de crecimiento significativamente su-
perior (P <0,0001) a las demas cepas evaluadas. Esto indica
que son cepas que bajo sistemas de produccion masiva, tie-
nen ventajas en comparacion con las otras. Ruiz et al. (2011),
demostraron que el crecimiento radial en cepas de M. aniso-
pliae vari6 entre 3,1 y 3,7 mm/dia, valores superiores a los
registrados en el presente estudio.
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Figura 5. Germinacion de las cepas de hongos entomopatdgenos en es-
tudio.
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Produccion de conidias. Las estimaciones sobre produccion
de conidias de las diferentes cepas (Fig. 4), fue muy variable
y, por lo tanto, no se presentaron diferencias estadisticas entre
los hongos evaluados, con excepcion de CCMa0904 que pre-
sentd la menor produccion con 2,88 x 10° conidias/cm?. Este
parametro es muy importante cuando se trata de usar comer-
cialmente una cepa de un hongo, ya que una alta produccion
de esporas hace mas viable su comercializacion y reduce los
costos de su implementacion en el campo. Por otra parte, una
cepa de alta esporulacion sobre un insecto permite una ma-
yor diseminacion del hongo con la consecuente infeccion en
otros individuos de la poblacion (Thomas y Jenkins 1997;
Narvaez et al. 1997).

Pureza. Todos los cultivos de las cepas patogénicas a Z. car-
bonaria, al momento de la evaluacidon, mostraron tener mas
del 95% de pureza. La pureza de los aislamientos de hon-

Tabla 2. Tamafio de muestra dptimo para bioensayos sobre tiempo de
vida de adultos de Zulia carbonaria. (Sin discriminar distribucion de los
datos de acuerdo con el teorema de Chebyshev).

Nivel de Error Tamaiio
confianza (dias) muestra
1 80 0,2 1514
2 80 0,4 379
3 80 0,6 169
4 80 0,8 95
5 80 1,0 61
6 80 1,2 43
7 80 1,4 31
8 80 1,6 24
9 80 1,8 19
10 90 2,0 16
11 90 0,2 3028
12 90 0,4 757
13 90 0,6 337
14 90 0,8 190
15 90 1,0 122
16 90 1,2 85
17 90 1,4 62
18 90 1,6 48
19 90 1,8 38
20 90 2,0 31
21 95 0,2 6056
22 95 0,4 1514
23 95 0,6 673
24 95 0,8 379
25 95 1,0 243
26 95 1,2 169
27 95 1,4 124
28 95 1,6 95
29 95 1,8 75
30 95 2,0 61

gos es un factor muy importante en el control de su calidad,
ya que se trata de certificar que el producto solo contiene el
organismo deseado y que no esta contaminado con otros or-
ganismos que puedan ser deletéreos o contaminantes en el
ambiente en el cual se depositan (Vélez ef al. 1997).

Viabilidad. Al evaluar la viabilidad a través de la germina-
cion (Fig. 5), se encontrd que con excepcion de las cepas
CCMa0803 y CCMa0802 que presentaron baja germinacion
(P <0,0001) a las 24 h, todas las demas tuvieron una germi-
nacion superior al 90%. Estas dos cepas no se consideraron
apropiadas debido a su baja viabilidad. En otros estudios con
cepas de M. anisopliae, Ruiz et al. (2011) encontraron germi-
nacion del 100% a las seis horas de incubacion; sin embargo,
Hernandez et al. (2007) y Khaskaveh ez al. (2008) registraron
porcentajes de germinacion mas bajos a las 24 h de incuba-
cion, que oscilaron entre 90 y 94%, muy similares a lo encon-
trado en el presente estudio.

Seleccion de materiales para el bioensayo de virulencia.
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
en cuanto a la temperatura en los dos tipos de sistemas eva-
luados. La temperatura en el interior de los dos sistemas fue
superior a la registrada en el invernadero, en donde el prome-
dio fue de 27,4 £ 2,8 °C, en los dias en que se llevo a cabo
la evaluacion. En relacion con la humedad relativa, tampoco
hubo diferencias significativas y estuvo alrededor de 88%,
muy apropiada para este tipo de bioensayos y fue superior
a la humedad promedia ambiental del invernadero (68,4%).
Con base en estos resultados cualquiera de los dos sistemas
es apropiado, pero se escogio el sistema cilindro - soporte
plastico, que lleva una base plastica con malla de muselina
debido a que es mas sencilla su instalacion y se mantiene
libre de contaminantes.

Supervivencia de adultos de Zulia carbonaria. Bajo el
sistema cilindro - soporte plastico con orificios cubierto con
malla de muselina, el tiempo de vida para las hembras (10,7
+ 2,0 dias) y para los machos (10,6 £+ 1,7 dias) es igual bajo
las condiciones del invernadero, por lo tanto, las cepas de los
hongos se pueden evaluar sobre los adultos del salivazo en
los bioensayos, sin tener en cuenta el sexo.

Al realizar el analisis de la supervivencia de los adultos
mediante la prueba de desigualdad de Chebyshev, se pudo
establecer el tamafio de muestra de insectos a utilizar en
bioensayos de virulencia de los aislamientos de los hongos,
teniendo en cuenta un nivel de confianza determinado y un
error preestablecido (Tabla 2). En este caso, a un nivel de
confianza de 95% y 1,2 dias de error, por ejemplo, se acon-
seja que se utilicen 169 insectos por cepa a evaluar, con el
fin de asegurar que la vida media de los insectos va a ser de
aproximadamente 10 dias y una reduccion en este valor sera
asociado a la accion del patogeno.
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