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Seleccion de cepas de Metarhizium anisopliae para el control de Aeneolamia varia

(Hemiptera: Cercopidae)

Selection of strains of Metarhizium anisopliae to control Aeneolamia varia (Hemiptera: Cercopidae)
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Resumen: El salivazo de la cafa de azlcar, Aeneolamia varia (Hemiptera: Cercopidae), es plaga de importancia eco-
némica en el valle del rio Cauca, Colombia, desde 2007. Aislamientos nativos de M. anisopliae mantenidos en el
Centro de Investigacion de la Cafia de aziicar de Colombia (Cenicaia), y otros obtenidos a partir de larvas de Galleria
mellonella, usadas como cebos en muestras de suelo, y aislados de salivazos con signos de infeccion, se caracterizaron
en relacion con su virulencia, produccion de conidias, crecimiento radial, germinacion y aspectos de la colonia. Con el
fin de evaluar y comparar la virulencia de estas cepas, se llevaron a cabo bioensayos sobre adultos y ninfas de 4. varia.
La eficacia sobre adultos se evaluo6 en laboratorio infestando plantas de braquiaria con adultos tenerales (< 24 horas),
asperjando 15 ml de una suspension de conidias de los hongos a una concentracion de 1 x 107 conidias/ml. La evalua-
cion de la virulencia sobre ninfas se realizé en un invernadero, asperjando 4 ml de suspension de conidias de las cepas
de los hongos, a una concentracion de 1x10° conidias/ml sobre la rizosfera de la planta. Las cepas nativas CCMa0906,
CCMal005 y CCMal008 produjeron mortalidades entre 76,0% y 90,7% sobre el estado adulto. Para el control de nin-
fas la mayor eficacia se presento en las cepas CCMa0906, CCMal001, CCMal005 y CCMa1008, con mortalidades de
75,7%, 58,2%, 58,8% y 59,6%, respectivamente. Solo el producto comercial CCMa01 se selecciono por su capacidad
de control y calidad de la formulacion.

Palabras clave: Hongos entomopatoégenos. Control microbial. Salivazo de la cafia de azticar. Colombia.

Abstract: The sugarcane spittlebug, deneolamia varia (Hemiptera: Cercopidae) is an important economic pest in the
Cauca valley, Colombia since 2007. Native strains of M. anisopliae maintained at the Sugarcane Research Center of
Colombia (Cenicaia), and others isolated from larvae of Galleria mellonella, used as a trap in soil samples, and spittle-
bugs with signs of infection, were characterized in relation to virulence, spore production, radial growth, germination
and characteristics of the colony. To evaluate the virulence of native strains, a bioassay was designed, including refer-
ence strains and commercial formulations. Braquiaria plants in laboratory were infested with teneral adults (< 24 hours),
then were sprayed with 15 ml of fungi at a concentration of 1x107 spores/ml. Virulence on nymphs was evaluated under
greenhouse conditions, spraying at the plant rhizosphere, 4 ml of fungi preparations with a concentration of 1x10°
spores/ml. The native strains CCMa0906, CCMa1005 and CCMa1008, showed the best physiological characteristics
and adult virulence (76.0-90.7% of dead individuals). Four native strains of M. anisopliae (CCMa0906, CCMal1001,
CCMal005 and CCMal008) showed higher virulence against nymphs of 4. varia, causing mortalities of 75.7%, 58.2%,
58.8% and 59.6%, respectively. Only one commercial product coded CCMa01, was selected due to mortality on A.

varia and quality control of its formulation.
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Introduccion

Las especies del género Aeneolamia (Hemiptera: Cercopi-
dae) presentan una amplia distribucion, se registran desde
Meéxico hasta Argentina (Sotelo y Cardona 2001). Sin embar-
g0, Aeneolamia varia (Fabricius, 1787) solo se ha registrado
en Trinidad y Tobago y Venezuela (Linares y Pérez 1985).
La presencia de A. varia en Colombia data de hace mas de
40 anos, cuando se encontro en cultivos de pastos en los Lla-
nos Orientales (Posada 1989; Peck 2001, 2002). En el 2007,
se detectd en canaverales del valle del rio Cauca, infestando
cerca de 20.000 ha, en una zona comprendida entre Yotoco y
Tulud, que causd una gran alarma entre los cultivadores de
cafa de azucar (Gémez 2007). En labores de reconocimiento
de esta plaga se pudo demostrar que 4. varia estd muy distri-
buida en aéreas no cultivadas con cafia, en la zona de la cor-
dillera occidental en cultivos de pastos para ganaderia. Este

salivazo ha continuado su dispersion en cultivos de cafia y
en 2011, se encontrd en predios de Bugalagrande. Es posible
que en poco tiempo, colonice gran parte de la zona producto-
ra de cafia de azucar del Valle del Cauca.

El dafio de A4. varia se produce cuando el adulto se ali-
menta de las hojas y causa una reaccion caracterizada por
bandas rojizas necroticas longitudinales (Gomez 2007). Las
ninfas succionan la savia del xilema de las raices superficia-
les y causa el marchitamiento de la planta. La presencia de
ninfas en el suelo se reconoce porque alrededor de las plantas
de cafia y en algunos casos en la base del tallo, éstas secretan
y se recubren de un liquido baboso y espumoso de diferentes
tamanos. Los lotes de cafia con altas infestaciones, muestran
una coloracion amarillosa al observarlas de lejos, y las plan-
tas presentan una sintomatologia similar a la quemazon cau-
sada por herbicidas (Bustillo y Castro 2011).
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Varias especies de salivazos se presentan en diferentes
paises causando pérdidas econdmicas al cultivo de la caia
de azticar. En México, una especie de Aeneolamia, causa re-
ducciones entre 3 y 6 t/ha (Flores 1996) y en Guatemala las
pérdidas se estiman en 11 t/ha y 12,76 kg de azacar/t (Ca-
rrillo 1993). En Venezuela se estima que un dafio severo de
A. varia en cafas de 6 a 9 meses de edad, puede reducir en
25% los rendimientos de aztcar (Salazar y Proafio 1989). En
Colombia aun no se conoce el impacto real de 4. varia en los
rendimientos de la cafia de azlcar.

En paises como Brasil, Costa Rica, Guatemala, Panama
y Venezuela, varias especies de salivazos se combaten con
aplicaciones periddicas de productos comerciales basados en
el hongo Metarhizium anisopliae (Metsch., 1879) Sorokin
1883 (Alves 1986; Allard et al. 1990; Salazar y Badilla 1997;
Almeida et al. 2003; Batista et al. 2003; Torres de la Cruz et
al. 2006). En Colombia, se han realizado estudios de eficacia
de M. anisopliae para el control de los salivazos asociados
con el pasto braquiaria, encontrando cepas de M. anisopliae
capaces de producir mortalidades entre 62,0 y 95,1% (Mora-
les et al. 2001).

Los salivazos infectados por el hongo M. anisopliae
muestran crecimiento micelial sobre el cuerpo, el cual se tor-
na mas tarde de color verde. El proceso de infeccion en el
insecto se da cuando las ninfas o los adultos entran en contac-
to con las conidias del hongo, las cuales son capaces de ger-
minar en condiciones de alta humedad y penetrar el cuerpo
del salivazo en un periodo de pocas horas. Luego, invaden la
cavidad hemocélica y producen toxinas que matan el saliva-
zo. Al cabo de 3 a 4 dias, se observan los primeros signos del
hongo en forma de un micelio de color blanco sobre el cuer-
po, que mas tarde lo cubre y al producirse las conidias le dan
la coloracion verdosa al cadaver del salivazo, caracteristico
de este hongo (Bustillo et al. 2011).

El proposito de este estudio, fue evaluar y comparar la
eficacia de cepas nativas y de coleccion de M. anisopliae en
el control de A4. varia.

Materiales y métodos

Area de estudio. Esta investigacion se realizo en un labo-
ratorio de Entomologia ubicado en el Sena de Buga, Valle
del Cauca, Colombia, que presenta una temperatura media
de 24,5 + 0,5 °C y humedad relativa en el laboratorio de 78,8
+1,7%.

Aislamientos de M. anisopliae. Se evaluaron cepas de M.
anisopliae aisladas de muestras de suelo provenientes de los
departamentos de Santander (Oiba) y Valle del Cauca (Bugay
Tulud) utilizando larvas de G. mellonella como cebo en mues-
tras de suelo (Bedding y Akurst 1975; Chandler et al.1997)
y también de insectos con signos de infeccion (Almeida et
al.1997). Ademas, se incluyeron cinco cepas (CCMa0801,
CCMa0802, CCMa0803, CCMa0906, CCMa0907) de la Co-
leccion del Laboratorio de Entomologia de Cenicaifia, con ac-
tividad al salivazo Zulia carbonaria (Garcia et al. 2012); dos
cepas, una donada por CIAT (CIAT054) y otra por Cenicafé
(CeMa9236); cinco formulaciones comerciales y una cepa no
formulada, proveniente de una casa comercial (MaSMT).

Reactivacion de las cepas y mantenimiento del cultivo. Se
infectaron adultos y ninfas de 4. varia con las cepas a eva-
luar, para posteriormente tomar inoculo del hongo del cuer-

po del insecto y obtener un crecimiento en medio de cultivo
enriquecido con integumento del salivazo, y asi producir el
inoculo necesario en los diferentes experimentos. Se siguio
metodologia estandarizada para Z. carbonaria por Garcia et
al. (2012) y para otros insectos (Bernal ef al. 1994; Bustillo et
al.1997; Gonzalez et al. 1993, 2001; Marin y Bustillo 2002).

Caracterizacién macroscopica. Los hongos se sembraron
en cajas Petri con medio SDA. Se incubaron a 26 °C por 15
dias, durante los cuales se observo el color de las colonias,
aspecto, superficie y crecimiento para su identificacion (Bar-
nett y Hunter 1998). Se utiliz6 la tabla Munsell para describir
el color y se determiné el tipo de crecimiento (Carmichael
1980; Padilla et al. 2000; Arenas 2009). El ensayo se realizo
bajo un disefio completamente aleatorio, con seis repeticio-
nes por cepa.

Tasa de crecimiento. Para determinar esta tasa, se tomd una
muestra de 10 pl de cada una de las cepas de los hongos que
contenian 1 x 10° conidias/ml. Esta muestra se sembr6 en un
disco de papel filtro de 0,5 cm de didmetro, ubicandola en el
centro de una caja Petri con medio SDA y se incub6 a 26 °C.
El desarrollo de las cepas de los hongos, se estim6 midiendo
el diametro a los 5, 10, 15 y 20 dias, después de la inocula-
cion (Parker et al. 2003). Para cada cepa se utilizaron cin-
co repeticiones bajo un disefio experimental completamente
aleatorio.

Produccion de conidias. De cada una de las cajas Petri de 20
dias de desarrollo obtenidas para la evaluacion de la tasa de
crecimiento, se extrajo cuatro discos de 0,5 cm de diametro y
se mezclaron en 10 ml de Tween 80 al 0,01% estéril. Se con-
tabilizo en camara de Neubauer el nimero de conidias (Vélez
et al. 1997; Marin y Bustillo 2002; Parker 2003) y se prepara-
ron suspensiones seriadas hasta 107, Para estimar la concen-
tracion de esporas se contaron cinco cuadros del cuadrante
central de la camara (Vélez et al. 1997). El experimento se
organizd bajo un disefio experimental completamente aleato-
rio con cinco repeticiones por cepa. La variable de respuesta
fue el nimero de conidias/ml.

Germinacion de conidias. La germinacion se evalu6 utili-
zando cajas Petri, en las cuales se marcaron en la superficie
interna inferior cinco puntos. Luego se vertieron 10 ml de
agar - agua al 1,5%. En cada punto se sembrd 5 pl de la di-
lucion 102 de la cepa a evaluar. Las cajas se incubaron a 26
°C durante 24 h y se agregd una gota de azul de lactofenol
a cada sito sembrado con el hongo, para detener su desarro-
llo. Posteriormente, se cortd esta muestra y se observo al mi-
croscopio. Se conté minimo 100 conidias por punto de creci-
miento, considerando como conidia germinada aquella cuyo
tubo germinativo sobrepasé el doble del diametro mayor de
la conidia (Marin y Bustillo 2002). Se registr6 el nimero de
conidias germinadas y no germinadas. Se utilizaron de cinco
alicuotas por caja por cinco submuestras, bajo un disefio es-
tadistico completamente aleatorio.

Preseleccion de cepas de M. anisopliae por virulencia a
adultos de A. varia. Doce cepas nativas se evaluaron por
virulencia a adultos de A. varia, en tres bioensayos indepen-
dientes bajo condiciones de laboratorio. Cada bioensayo se
organizd con cuatro cepas de hongos, ocho repeticiones por
tratamiento y un control, utilizando la metodologia del ci-
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lindro de acetato de Alean (2003), modificada por Garcia et
al. (2012). En el interior del cilindro se colocd una planta de
braquiaria, infestada con tres adultos tenerales (< 24 horas
de edad) de A. varia. Luego, se asperjaron con 15 ml de una
suspension de 1x107 conidias/ml de cada uno de los hongos a
evaluar, usando un atomizador manual previamente calibra-
do. El experimento se organizo6 bajo un disefio completamen-
te aleatorio, en donde los tratamientos fueron las cepas de los
hongos, con ocho repeticiones por tratamiento y un control
absoluto sin aplicacion. La variable de respuesta fue la mor-
talidad de los adultos por los hongos, la cual se evalu6 hasta
seis dias después de aplicado los tratamientos.

Evaluacién de formulaciones comerciales de M. aniso-
pliae en adultos de A. varia. Se evaluaron cinco formula-
ciones comerciales y la cepa CeMa9236 como testigo. Las
unidades experimentales y la dosis, fueron las mismas usadas
en el experimento anterior. Se registr6 la mortalidad durante
seis dias bajo un disefio completamente aleatorio con ocho
repeticiones por tratamiento. El control de calidad de estas
formulaciones se llevé a cabo por el Laboratorio “Control de
Bioinsumos” localizado en Cenicafé (Marin y Bustillo 2002).

Seleccion de cepas de M. anisopliae sobre adultos de A. va-
ria. Basados en los ensayos de preseleccion, se escogieron las
cepas nativas y la formulacion comercial de mayor eficacia
sobre adultos de 4. varia. La unidad experimental y la dosis
aplicada fue la misma descrita en la etapa de preseleccion. Se
registrd la mortalidad durante seis dias bajo un disefio com-
pletamente aleatorio con seis repeticiones por tratamiento,
incluyendo un control. El experimento se replico tres veces
en el tiempo bajo las mismas condiciones.

Seleccion de cepas de M. anisopliae sobre ninfas de A.
varia. Se sembraron plantas de cafia variedad CC 85-92 en
tubos de poli vinil cloruro o PVC de 7 cm de diametro y 7
cm de largo, con tapa del mismo material de 4 cm de alto y
6 cm de diametro, y se infestaron con 12 huevos de 4. va-

ria S4 (cercanos a la eclosion) cuando tuvieron un volumen
considerable de raicillas secundarias (Cuaran et al. 2012). A
ocho dias después de la eclosion, se realizé una aplicacion a
la rizosfera de 4 ml de una mezcla de la suspension 1x10° co-
nidias/ml del hongo y 2 ul de Carrier® utilizando un atomi-
zador manual calibrado. Las evaluaciones se realizaron cada
dos dias después de la aplicacion y se registr6 el numero de
ninfas vivas, muertas y adultos emergidos. Las evaluaciones
finalizaron cuando las ninfas sobrevivientes alcanzaron el es-
tado adulto. El disefio experimental fue completamente alea-
torio con seis repeticiones y un control. Las condiciones en el
invernadero fueron de 26,6 + 0,85 °C y 74,7 + 0,47% de HR.
Los datos de todos los experimentos se analizaron me-
diante un andlisis de varianza y las diferencias entre trata-
mientos con la ayuda de la prueba de Tukey (P = 0,05).

Resultados y discusion

Aislamientos de M. anisopliae. El método del insecto tram-
pa usando larvas de G. mellonella en muestras de suelos de
cafia panelera resultd ser muy util para obtener aislamientos
de M. anisopliae, se lograron obtener 12 de los 14 aislamien-
tos. Los dos restantes se obtuvieron a partir de insectos con
micosis.

Reactivacion del hongo. Se reactivaron 22 cepas de M.
anisopliae (14 obtenidas en este estudio, 5 aisladas previa-
mente y 3 cepas de referencia) todas patogénicas a 4. varia,
pero solo 13 de ellas esporularon en el 60% a 80% de la
poblacion tratada con el hongo. Debido a esto se incluyeron
en las pruebas de preseleccion por virulencia a adultos de A.
varia. Este grupo se denomind Grupo de Prueba de Virulen-
cia” (Tabla 1).

Caracterizacion macroscopica. Los colores de las cepas
variaron desde amarillo pasando por verde olivo, hasta ver-
de grisaceo oscuro, en concordancia con las descripciones de
Arenas (2009) para varias cepas de M. anisopliae. En el en-

Tabla 1. Identificacion y origen de las cepas de Metarhizium anisopliae evaluadas en ensayos de preseleccion
“Grupo de prueba de virulencia” en condiciones de laboratorio.

Cédigo Origen

Hospedero Registro de aislamiento

Cepas nativas

CCMa0801 Florida, Valle del Cauca
CCMa0802 Oiba, Santander

CCMa0803 Oiba, Santander

CCMa0906 Palmira, Valle del Cauca
CCMa0907 Florida, Valle del Cauca
CCMal001 Oiba, Santander

CCMal005 Florida, Valle del Cauca
CCMal008 Riofrio, Valle del Cauca
CCMal013 Riofrio, Valle del Cauca
CCMal009 Riofrio, Valle del Cauca

Cepas de referencia

CIAT054 Palmira - Valle del Cauca
CeMa9236 No registra
MaSMT No registra

Zulia carbonaria
Suelo cafia panelera
Suelo cafia panelera
A. varia - cafia azlcar
Z. carbonaria

Suelo cafia panelera
Z. carbonaria

Suelo pasturas

Suelo pasturas

Suelo pasturas

A. varia

Garcia et al. (2012)
Garcia et al. (2012)
Garcia et al. (2012)
Garcia et al. (2012)
Garcia et al. (2012)
En este estudio
En este estudio
En este estudio
En este estudio

En este estudio

Morales et al. (2001)
Padilla et al. (2000)

No registra
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Tabla 2. Caracterizacion fisiologica de las cepas de Metarhizium anisopliae a 26 °C bajo condiciones de laboratorio.

Tasa de crecimiento en dias P rot‘iu‘cci()n de G?;:)l;:c;lon
ceopee 5 (mm) 10 (mm) 15 (mm) 20 (mm) con;glziaz ' despuésdela
siembra
CCMa0802 11,0 a* 34,0 ab* 70 b* 119,1 b* 12,0 x 107 abc* 99,8 a*
CCMal005 11,4a 32,4 ab 64,8 b 109,1 be 3,1x 107 ef 91,6 ¢
CCMal008 119a 30,8 b 60,3 b 99,8 ¢ 5,7 x 107 defg 93,6 be
CCMa0803 12,4 a 389a 843 a 144,0 a 7,4 x 107 cdef 99,8 a
CCMa0907 10,5a 31,7 ab 64,8 b 106,7 be 1,2x 107 fg 92,6 ¢
CCMa0801 10,8 a 31,0b 622b 103,2 be 3,1 x 107 efg 95,2 abe
MaSMT 114a 30,0 b 59,5b 98,9 ¢ 16,0x 107 a 100,0 a
CCMal001 123 a 32,9 ab 642b 105,5 be 8,7 x 107 bede 98,7 ab
CCMa0906 11,6 a 32,0 ab 65b b 108,8 bc 1,6 x 107 fg 99,0 ab
CCMal013 125a 34,6 ab 63,1b 96,7 ¢ 1,0x 107 g 91,7¢
CIAT054 119a 32,9 ab 66,9 b 111,8 be 13,0 x 107 ab 96,2 abc
CCMal009 6,5b 17,5¢ 345¢ 57,5d 9,0 x 107 bed 99,6 a
CeMa9236 10,2 a 29,5b 58,0b 95,6 ¢ 8,3 x 107 bede 98,8 ab

* Datos en la misma columna seguidos de la misma letra, no son significativamente diferentes, de acuerdo con la prueba de Tukey (P = 0,05).

vés de la colonia del hongo, se observaron coloraciones ama-
rillas, anaranjadas, rosadas y rojo carmesi, de acuerdo con lo
observado por Guerrero ef al. (1999).

Tasa de crecimiento. La cepa CCMal009 present6 el me-
nor desarrollo y fue diferente significativamente (P < 0,001)

del resto del grupo. La cepa CCMa0803 tuvo un mayor cre-
cimiento (Tabla 2), sin embargo al observar su crecimiento
y virulencia, se encontrdé que solo causd una mortalidad de
29,2% sobre A. varia (Tabla 3). En este estudio no se pudo es-
tablecer ninguna concordancia entre el desarrollo in vitro del
hongo y su virulencia, algo que también ha sido encontrado

Tabla 3. Mortalidad causada por cepas nativas Metarhizium anisopliae (“‘grupo de prueba de virulencia”) sobre
adultos de Aeneolamia varia en tres bioensayos. Informacion asociada a los registros de germinacion, produccion
de conidias y tasa de crecimiento, para la seleccion de las cepas.

Produccion de Crecimiento
Cepa Mortalidad (%) % Germinacion conidias diametral -20 dias
(conidias/ml) (mm)
Bioensayo 1
CIAT 054* 87,5 a** 98,8 a** 8,3 x 107 a** 111,8 a**
CCMa0906* 87,5a 99,8 a 7,4x107a 108,8 a
CCMA0907 83,3a 92,6 b 1,2x107b 106,7 a
CCMal008* 83,3a 98,7 a 8,7x 10" a 99,8 a
Control 0b
Bioensayo 2
CCMal001* 583a 95,2 be 3,1x10"b 105,5b
CCMal005* 583a 100 a 16,0x 107 a 109,1 b
CCMal009 50,0 a 99,0 ab 1,6x107b 57,5¢
CCMa0803 29,2 ab 93,6 ¢ 5,7x107b 144,0 a
Control 0b
Bioensayo 3
MaSMT* 62,5a 96,2 ab 13,0x107a 98,9 b
CCMal013 37,5 ab 91,7b 1,0x 107 b 96,7 b
CCMa0802 37,5 ab 91,7b 3,1x10"b 119,1a
CCMa0801 16,7 be 99,8 a 1,2x10%a 103,2b
Control Oc

* Cepas preseleccionadas de M. anisopliae para el ensayo final de seleccion de para el control de 4. varia.
** Datos en la misma columna seguidos de la misma letra, no son significativamente diferentes, de acuerdo con la prueba de Tukey

(P=0,05).
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Tabla 4. Control de calidad y mortalidad causada por cinco formulaciones comerciales y una cepa de referencia de Metarhizium anisopliae sobre

adultos de Aeneolamia varia en condiciones de laboratorio.

Pureza . Mortalidad
Producto Conidias/g Viabilidad pH Humedad  Mortalidad corregida
% (UFClg) (UFClg) % (%) oy
CoMa01 1,1x10° + 0,4x10° 71,2 +3,1 100 — — 5,5 6,7 70,8 a 68,2 a
Penicillium sp.
CoMa02 1,1X10° + 0,2x10° 9.9+ 14 0.1 5x107 (1.5x10°) 52 52 58,3 ab 54,6 ab
B. bassiana
(4,5x101%)
CoMa03 1,4x10%+ 0 0,8+1,2 - 0x10' - 4,5 12,7 29,2 be 26,1 be
CoMa04 1,9x10° + 0,6x10° 0 0 0x10 Aspergillus sp. 55 13 12,5¢ 45¢
(2x10°)
CoMa05 21,0x105 = 1,0x10° * 0 0x10' Levaduras 5.8 252 125¢ 8.7¢
(5x101)
CeMa9236
(Testigo referencia - - - _ _ _ _ 79,2 a*Ek 78,3 a®Hk
no formulado )
Control - - - — - - - 6,25 ¢

* Dato no registrado.
** De acuerdo con la formula de Schneider - Orelli.

*#% Datos en la misma columna seguidos de la misma letra, no son significativamente diferentes, de acuerdo con la prueba de Tukey (P = 0,05).

—No se aplico la prueba.

por Padilla et al. (2000), y Chan-Cupul ef al. (2010), aunque
esta en contraposicion con otros estudios (Heale et al. 1989;
Montesinos 2008).

Produccion de conidias. Las cepas CCMal005, MaSMT (de
referencia) y la CCMa0801, produjeron mas conidias 16,0;
13,0 y 12,0 x 107 conidias/ml, respectivamente, presentando
diferencias estadisticas altamente significativas (P < 0,0001)
con el resto del grupo (Tabla 2). No se encontr6é ninguna co-
rrelacion entre estos valores y la tasa de crecimiento (Tabla
2), lo cual esta acorde con los resultados de Padilla ez al.
(2000).

Germinacion de conidias. Todas la cepas mostraron una
germinacion mayor al 90% (Tabla 2); caracteristica deseable,
debido a que las conidias de los hongos entomopatdgenos
deben presentar un rapido desarrollo del tubo germinativo,
para acelerar el proceso infectivo y disminuir el tiempo de
exposicion a factores adversos como la radiacion UV y hu-
medad cuando son aplicadas en campo (Hajek y St. Leger
1994; Goettel e Inglis 1997).

Preseleccion de cepas de M. anisopliae por virulencia a
adultos de A. varia. Se registraron valores diferentes para
cada uno de los bioensayos. En el primero, todas las cepas
causaron mortalidades superiores al 80% de la poblacion tra-
tada; en el segundo, se registraron mortalidades menores al
60%; y en el tercer bioensayo, las cepas exhibieron mucho
menos virulencia, tres de las cuatro cepas causaron mortali-
dades por debajo 40%, y solo la cepa MaSMT alcanzé una
mortalidad del 62,5% (Tabla 3). Cuando se compard la pro-
duccion de esporas con la virulencia de las cepas CCMa0801,
CCMal005 y MaSMT, no se estableci6 una correlacion clara.
Narvéez (1996) y Padilla et al. (2000) afirman que la alta pro-
duccién de esporas no esta asociada a mayor virulencia. Las
caracteristicas fisiologicas de los hongos entomopatdgenos
no son determinantes para establecer su virulencia (Tabla 2).
Factores como produccion de proteasas, esterasas, quitinasas,
lipasas y toxinas, son los que determinan la patogenicidad de
un hongo entomopatdgeno (Kershaw et al. 1999; St. Leger et

al. 1986a, 1986b; Pal ef al. 2007; Schrank y Vainstein 2010).
La informacion lograda sobre patogenicidad y caracteristicas
fisiologicas, permitieron seleccionar las cepas de M. aniso-
pliae: CCMa0906, CCMal001, CCMal005, CCMal008 y
las de referencia CIAT054, CeMa9236 y MaSMT, para los
ensayos de seleccion final.

Evaluacién de formulaciones comerciales de M. aniso-
pliae sobre adultos de A. varia. La eficacia de las formula-
ciones comerciales de M. anisopliae sobre adultos de A. varia
(Tabla 4), fue variable y la mortalidad fluctu6 entre el 12,5 y
79,2%. El analisis estadistico detectd diferencias altamente
significativas entre los productos evaluados (< 0,0001). La
cepa de referencia CeMa9236, caus6 la mayor mortalidad
sobre los adultos de A. varia (78,3%) y las formulaciones
CoMa0l y CoMa02 alcanzaron mortalidades del 68,2% y
del 54,6%, respectivamente (Tabla 4). CoMa01 presento las
mejores caracteristicas microbiologicas (pureza, viabilidad y

Tabla 5. Mortalidad promedio de adultos de Aeneolamia varia causa-
da por cepas de Metarhizium anisopliae previamente preseleccionadas,
bajo condiciones de laboratorio.

Cepa/Producto Mortalidad Mortalidad
comercial (%) corregida (%)*

CCMa0906 89,0 ab** 88,3 ab**
CCMalo001 722 ¢ 70,6 ¢
CCMal005 76,0 abc 74,6 abc
CCMal008 89,0 ab 88,2 ab
CIAT 054 90,7 a 90,1 a
CeMa9236 81,5 abc 80,4 abc
MaSMT 722 ¢ 70,6 ¢
CoMa01 74,1 be 72,6 be
Control 5,6d

* De acuerdo con la formula de Schneider - Orelli.
** Datos en la misma columna seguidos de la misma letra, no son significativamente
diferentes, de acuerdo con la prueba de Tukey (P = 0,05).
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concentracion de conidias). CoMa02 registré una mezcla de
M. anisopliae y B. bassiana (Tabla 4), por la tanto su efica-
cia se le atribuye al sinergismo de los dos hongos; ya que B.
bassiana, puede infectar hemipteros (Pefiaranda et al. 1999;
Ibarra- Aparicio et al. 2005; Marti et al. 2005). CoMa04 cau-
86 26,1% de mortalidad, asociada a la presencia de contami-
nantes del género Aspergillus, que a pesar de ser saprofito se
registra patogenicidad sobre Saccharicoccus sacchari Coc-
kerell y Culex sp. (Toscano y Reeves 1973; Drummond et
al. 1991). CoMa03 causo 4,5% de mortalidad atribuida a la
no viabilidad de las conidias (0,08%). CoMa05 fue igual al
testigo.

Seleccion de cepas de M. anisopliae sobre adultos de A.
varia. En las pruebas de preseleccion se seleccionaron las ce-
pas de referencia CIAT 054, CeMa9236 y MaSMT, las cepas
nativas CCMa0906, CCMal1008, CCMal005 y CCMal001
y la formulacion comercial CoMa0l. El analisis estadistico
no establecio diferencias significativas entre las tres réplicas
(P =10,57). CCMa0906, CCMal005, CCMal008 no presen-
taron diferencias significativas con las cepas de referencia
CeMa9236 y CIAT054 (Tabla 5). Estas cepas son candidatas
para pruebas posteriores en condiciones de campo con el fin
de desarrollar una formulacion dirigida a controlar poblacio-
nes de 4. varia presentes en caila de azucar.

Seleccion de cepas de M. anisopliae sobre ninfas de A.
varia. La virulencia del “Grupo de prueba de virulencia”
sobre ninfas de 4. varia en condiciones de invernadero, va-
ri6 entre 27,1% y 75,7% de mortalidad (Tabla 6). Las ce-
pas CCMa0906, CCMal001, CCMal005, CCMal008 y la
formulacion comercial CoMaOl, no presentaron diferencias
estadisticas significativas (P < = 0,0001) con CIAT054 y
CeMa9236. En la dosis aplicada se logrd controlar entre 30%

Tabla 6. Mortalidad promedio de ninfas de Aeneolamia varia causada
por cepas de Metarhizium anisopliae (“grupo de prueba de virulencia”)
bajo condiciones de invernadero.

Cepa/Producto Mortalidad Mortalidad
comercial (%) corregida* (%)

CCMa0906 78,0 a** 75,7 a**
CeMa9236 73,2 ab 70,4 ab
CIAT 054 68,0 ab 64,6 ab
CCMal008 63,5 abc 59,6 abc
CoMa01 64,5 abc 60,7 abc
CCMal005 62,8 abc 58,8 abc
CCMal001 62,2 abc 58,2 abc
MaSMT 61,4 be 57,3 be
CCMa0801 59,3 be 55,0 be
CCMa0803 50,2 dc 44,9 dc
CCMa0802 49,8 cd 44,5 cd
CCMal009 42,4 ed 36,3 ed
CCMal013 39,4 ed 33,0ed
CCMa0907 34,1¢ 27,1e
Control 9,6 f 0,0

* De acuerdo con la formula de Schneider - Orelli.
** Datos en la misma columna seguidos de la misma letra, no son significativamente
diferentes, de acuerdo con la prueba de Tukey (P = 0,05).

y 70%, esta mortalidad se considera alta, si se compara con
otros estudios (Arango ef al. 1994; Camo6 1999). Aunque en
este estudio se registraron mortalidades hasta del 70%, al-
gunas investigaciones sefialan que la saliva de las ninfas del
salivazo puede ser una barrera para estos organismos. Las
espumas de estos insectos estan constituidas por proteinas
surfactantes especializadas, que en sinergia con otras protei-
nas (glucopéptidos y proteoglicanos), dan estabilidad estruc-
tural y proteccidon contra la actividad microbiana y ataques
de parasitos (Mello et al. 1987; Cooper y Kennedy 2010).
Para sobreponerse a esta barrera, es importante utilizar dosis
adecuadas de conidias del hongo a utilizar con coadyuvantes
que faciliten su penetracion a través de la saliva y asi facilitar
el proceso infectivo.

Conclusiones

Los resultados de este estudio permiten contar con una co-
leccion de nuevas cepas de M. anisopliae, caracterizadas
macroscopica, fisioldégica y patogénicamente, de las cuales
CCMa0906, CCMal005, CCMal008 causaron las mayores
mortalidades a los estados de ninfas y adultos de A. varia. La
cepa CCMal001, mostro bastante especificidad hacia el esta-
do ninfal. Entre las formulaciones comerciales, CoMa01 fue
la mas eficaz en el control de A. varia. Este grupo de cepas
seleccionadas se pueden evaluar para estudios de control de
A. varia bajo condiciones de campo.
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