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REVISTA COLOMBIANA

Patogenicidad de tres cepas de
Metarhizium anisopliae sobre huevos y
ninfas de Aeneolamia varia (Fabricius)
(Homptera: Cercopidae)

Pathogenicity of three strains of Metarhizium anisopliae on eggs
and nymphs of Aeneolamia varia (Fabricius) (Homoptera:

Cercopidae)

Resumen

Se evalu6 la patogenicidad de tres cepas del
hongo Metarhizium anisopliae (Metch.) So-
rokin sobre huevos y ninfas de Aeneolamia
varia (Fabricius) bajo condiciones controla-
das. También se evalud, al variar la fecha de
aspersion del hongo con relacién al momento
de eclosion de los huevos. El estado de huevo
deA. varia se trat6 con el hongo en condicio-
nes de laboratorio, utilizando cajas de petri
con papel filtro humedecido; no hubo efecto
patogénico de las tres cepas deM. anisopliae.
La eclosion promedia fue de 96,0+3,2% para
los huevos tratados con el hongo y 98,0+1,6%
paralos huevos testigo. Paraevaluar el efecto
sobre las ninfas se asperjaron las tres cepas
de M. anisopliae al suelo de los materos
sembrados conBrachiaria ruziziensis,donde
se crié el insecto. Las tres cepas fueron igual-
mente patogénicas sobre las ninfas de A.
varia, causando una mortalidad promedio de
46,1 £22,5% y en el testigo ésta fue de 20,9
+ 13,4%. Hubo un efecto significativo de la
época de aplicacion del hongo sobre la so-
brevivencia de las ninfas. Al hacerlo 8 dias
antes de la eclosion de los huevos, causé una
mortalidad del 58,5 + 20,6%. Al aplicarlo al
momento de la eclosion, la mortalidad fue
del 45,7 + 14,5% y cuando se aplico 8 dias
después de la eclosion, la mortalidad fue del
34,1 + 24,6%. La mortalidad promedia en el
testigo de esta prueba fue del 20,9 + 13,8%.
Este estudio indica que M. anisopliae puede
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ser utilizado mas eficientemente en el control

época de aparicion de las ninfas del insecto.
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Aeneolamiavaria, Hongos entomopat6genos,
Patogenicidad.

Summary

The pathogenicity of three strains of the
fungus Metarhizium anisopliae (Metch.) So-
rokin was tested with eggs and nymphs of
Aeneolamia varia (Fabricius). Eggs of A.
varia that were sprayed with the fungus in
petri dishes with moist filter paper were
unaffected by the three strains. Mean eclosion
of treated eggs was 96.0 = 3.2% compared
with 98.0 = 1.6% for the untreated control.

- Totest the pathogenic effect against nymphs,
* the three strains were sprayed on the soil of

pots planted with stems of Brachiaria

ruziziensis infested with A. varia. The three .

strains were equally pathogenic toward the
nymphs resulting in a mean mortality of 46.1
+22.5% compared with 20.9 + 13.4% for the
check. There was a significant effect of the
date of application on nymphal mortality.
Nymphs reared in pots sprayed 8 days before
eggeclosion suffered 58.5 +20.6% mortality.
Nymphs reared in pots sprayed on the same
day of the eclosion suffered 45.7 + 14.5%
mortality. Nymphs reared in pots sprayed 8
days after eclosion suffered 34.1 + 24.6%
mortality. Mortality in the untreated control
was 20.9 + 13.8%. This study indicates that

M. anisopliae should be applied before the

presence of the insect nymphs for a more
efficient control.

Key words:Metarhizium anisopliae, Aeneo-
lamia varia, Entomopathogenic fungi, Pa-

- thogenicity.

Introduccion

La salivita o mion de los pastos, Aeneo-
lamia varia (Fabricius), es un cercopido
de gran importancia en la produccion
ganadera. Este insecto ocasiona graves
dafios en numerosas especies de pastos,
también en cultivos de arroz, maiz y cana
de azucaren Américatropical (Guagliumi
1962). Las ninfas de este insecto inician
y completan su desarrollo en las raices de

* estas gramineas hospedantes, chupando
. lasaviahastaque se convierten en adulto.

El dafio esta en relacion con la cantidad

. de ninfas presentes por planta. Algunas
- especies de hongos entomopatégenos se
. han reportado en Venezuela y Colombia
- atacando a A. varia en sus estados de

de A. varia si se aplica con anterioridad a la - ninfay adulto (Guagliumi 1962; Jiménez

1978). El Metarhizium anisopliae
(Metch.) Sorokin (Hyphomycetos) viene
siendo utilizado hace muchos anos en el
programade control de cercépidos plagas
en cana de azuicar y pastos en Brasil,
cubriendo miles de hectareas (Ferron
1988).

En estudios de laboratorio se ha encon-
trado que A. varia es mds susceptible al

- M. anisopliae cuando la ninfa es menor

de 15 dias de edad (Avila de Moreno y

- Umana 1988). El presente estudio se rea-
. liz6 para evaluar el efecto patogénico de

tres cepas de M. anisopliae sobre los
huevos y las ninfas deA. varia utilizando
diferentes épocas de aplicacion sobre es-

~ tas.

Materiales y Métodos

" Produccién de conidias

En este estudio se utilizaron las cepas del
hongo M. anisopliae: CIAT 1822 (Co-

~ lombia), CIAT 1760 (Brasil), ambas pro-

cedentes de la coleccion existente en la
seccion de Fitopatologia de Forrajes Tro-
picales del CIAT en Palmira (Valle) y la

~ cepa V1 (Venezuela), producida comer-
- cialmente para el control de A. varia en

cana de azucar y pastos. Estas cepas se

- reprodujeron en el medio de cultivo

agar+avena (AA) adicionado de cloran-
fenicol al 1% como bactericida. Se em-
plearon cajas de petri de vidrio (10x1,5
cm), las cuales se colocaron a incubar a

- 28°Cy 60% de humedad relativa durante

12 dias. El crecimiento del hongo se
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revisé para el conteo de conidias por
cepay se hizouna pruebade germinacién.
Esta prueba consistié en tomar alicuotas
de suspensiones de agua con conidias del
hongo, las cuales se depositaron en trozos
de papel celofdan (1x1 cm) guardado en
cajas de petri con agar, y este material se
dej6é bajo condiciones ambientes de
laboratorio (T=22°C; H.R. 60%) por 24
horas, y después se hizo un recuento total

de las esporas tanto germinadas como sin
germinar. La germinacion se determind

por lapresenciade una formacién alarga-
da en la conidia, conocida como tubo
germinativo. Se hicieron 10 conteos por
cepa.

El in6culo, para la aplicacion sobre las
ninfas, se obtuvo de cajas sembradas

conidias obtenidas en el cultivo se mez-
claron con 40 ml de agua destilada por
caja. En promedio se utilizaron 20 cajas
por cepa. A las suspensiones resultantes
se les adicion6é 0,05 ml/l de Twin 40
(surfactante) para homogenizar la distri-
bucién de conidias al momento de las
aplicaciones.

Cria del insecto

Los insectos utilizados en este estudio
procedian de lacolonia deA. varia mane-
jada por la seccion de Entomologia de
Forrajes del CIAT (Lapointeetal. 1989a).
Inicialmente se obtuvieron huevos cerca

ticos de 12,5x12,5 cm con plantas de
Brachiaria ruziziensis Germ. et Evrard.
CIAT 645 en suelo esterilizado y sem-
bradas segtn la técnica de cria en la
colonia, en donde laraiz de la planta esta

expuesta. Ademas se utilizé una tapa de

aluminio para cubrir el matero, con la

cual se logra mantener una alta humedad

relativa y proporciona oscuridad que es-
timula el crecimiento de las raicillas se-
cundarias que son los sitios de alimenta-
cion preferidos por las ninfas (Lapointe
et al. 1989b).

Patogenicidad hacia huevos
Este experimento consistio en aplicar la

suspension de conidias de las tres cepas:
CIAT 1822, CIAT 1760 y V1. Inicial-

mente, el indculo se aplic al estado de
- repeticiones en el cual cada matero cons-

huevo del insecto utilizando cajas de
petri de vidrio con papel filtro (No. 2)

humedecido hasta la saturacion. Se colo- -
caron 50 huevos por cajay se aplicé 1 ml

de una suspension de 3,3 x 10° conidias/
ml, utilizando una pipeta graduada. Para

cadacepase hicieron 6 repeticiones. Estas
cajas se conservaron a condiciones am- -
 biente (T=22°C; H.R. 60%), durante el

tiempo que durd la incubacién (aproxi-
madamente 12 dias). Se evalud el nimero

de huevos eclosionados, sin eclosionary -
. huevos afectados.

" Efecto de la cepa y el momento de
- aplicacién sobre la mortalidad de
" ninfas

como se describié anteriormente. Las ~ FPara la aplicacion de las suspensiones

DeVilvisR adaptado a un compresor con
una presion de 12 PSI (libras por pulgada
cuadrada). Las aspersiones se dirigeron
al suelo circundante a laraiz de la planta.

La suspensién tenia una concentracion -

de 3,3x105 conidias/ml. Para cada trata-
miento se emplearon seis materos y cada
matero se infesté con 10 huevos de A.
varia cercade laeclosion. Se aplicaron 4
ml de suspension por matero.

En el primer tratamiento, el hongo se
aplicé ocho dias antes de la infestacion

con los huevos. El segundo tratamiento -
consistié en la aplicacion del hongo en el

de la eclosién para infestar materos plds- momento de la eclosion de los huevos, y -

el tercer tratamiento consisti6 en aplicar

- elhongo ocho dias después del estableci-

miento de las ninfas en la planta. Cada
tratamiento tuvo surespectivo testigo, en
el cual sélo se aplicé agua destilada.
Todos los materos se mantuvieron en
una casa de vidrio (invernadero) a 22 *+

1°C y 80 & 5% de humedad relativa.

Lasevaluaciones se hicieron diariamente
después de la aplicacion, registrando el
numero de ninfas vivas y ninfas muertas.
Las ninfas muertas se retiraron y llevaron
al laboratorio para analizarlas y determi-
nar la presencia del hongo. Estas evalua-
ciones se llevaron a cabo hasta que termi-
no el desarrollo de las ninfas, o sea hasta

~ la emergencia de los adultos. Se utilizé

un disefo factorial (3 cepas x 3 fechas de

aplicacién) completamente al azar con 6

tituy6 una repeticion. Se realizaron and-
lisis de varianza y la prueba de rangos
multiples de Duncan (Duncan 1951) para
el promedio del porcentaje de emergencia
de adultos por matero.

Resultados

Las conidias de las tres cepas evaluadas
mostraron un alto porcentaje de germina-

- cidn:1laV1con90,9%,la CIAT 1822 con

87,7% y 1la CIAT 1760 con 85,2% (Tabla
1), pero no se encontraron diferencias
significativas entre las cepas.

Con ninguna de las cepas se encontrd

~ patogenicidad del hongo sobre el estado

sobre las ninfas se utilizé un aspersor de huevo de A. varia. La eclosion con la

cepa CIAT 1760 fue de 95,0 + 3,6%, para
laCIAT 1822 de 95,6 £4,2%, parala V1
de 97,0 £ 1,9% y para el testigo de 98,0
+ 1,6% (Tabla 2).

Enelexperimento sobre la patogenicidad
hacia ninfas no hubo interaccién entre
cepa y fecha de aplicaciéon del hongo
(P>F=0,42. ANOVA). Tampoco hubo
un efecto significativo de la cepa

- (P>F=0,84 ANOVA). Se encontr6 que
- las tres cepas fueron igualmente patogé-
~ nicas (Tabla 3) y que hubo un efecto

significativo de la época de aplicacién

~ del hongo sobre la sobrevivencia de las

ninfas (P>F=0,0001).

- La patogenicidad del hongo fue mayor

cuando se aplic 8 dias antes de la infes-
tacion con huevos (8DA) cuando alcanzé
un 58,5+20,6% de mortalidad, siendo
mayor que los otros dos tratamientos.
Cuandoel hongo se aplicé en el momento

- delaeclosion (OD), lamortalidad fue del

45,7+ 14,5% y para el tratamiento 8 dias
después de la infestacién (8DD) fue de

- 34,1 +24,6%. Lamortalidad en el testigo
- fue de 20,9 + 13,4% (Fig. 1).

Discusion

El estado de huevo de A. varia no fue
afectado por la accion de M. anisopliae.
El estado de ninfa de este insecto pasa
por cinco instares y presenta mayor mo-
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Tabla 1. Germinacién de las conidias de tres cepas de M. anisopliae bajo condiciones

de laboratorio (T=28°C ; H.R.=60%). CIAT. Palmira (Valle).

— .
Porcentct;‘e inicial  Promedio de

Cepa _de Conidias  Conidias Germinadas

Vi 66 00 @ 43
CIAT 1822 58 50,9 16,3
CIAT 1760 77 65,6 12,5

~ Porcentaje de

 Germinacién

50,9
87,7
85,2

* D.E = Deviacién Estandar

Tabla 2. Eclosién de huevos de A. varia tratados con tres cepas de M. anisopliae (T=

27°C, H.R.= 60%). CIAT, Palmira (Valle).

Cepa

CIAT 1760
CIAT 1822
Vi

Testigo

Eclosién(%)

* D.E= Desviacién Estandar
N= 300 huevos por cepa.

Tabla 3. Mortalidad de ninfas de A. varia causada por fres cepas de M. anisopliae (T=

27+1°C, H.R.= 80x5%). CIAT. Palmira (Valle).

D

Cap-::: Mortalidad(%)
Testigo 20,90*’;
V1 44,4b 18,2
CIAT 1822 46,4b
CIAT 1760 47 ,6b

13,4

25,6
237

* D.E.= Desviacién Estandar

** Promedios seguidos por la misma letra no presentan diferencias significativas al nivel

del 5% (Duncan).
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Figura 1. Porcentaje de mortalidad de ninfas de Aeneolamia varia tratadas con tres cepas

de Metarhizium anisoplice en tres fechas de aplicacién.

vilidad en los dos primeros, y es durante
este periodo que el insecto se ubicaen los

~ sitios de alimentacion sobre las raices
- secundarias y que le permite al insecto
" entrar en contacto con los organismos
- que se hallan en el suelo, en especial con
~ los agentes patégenos como M. aniso-

pliae (Fig. 2), un hongo saprofito con
gran capacidad de sobrevivencia y
adaptacion a este ambiente.

. En este estudio, las tres cepas de M.
* anisopliae mostraron el mismo grado de

patogenicidad sobre las ninfas deA.varia.
La aplicacién del hongo 8 dias antes de

_ aparecer las ninfas mostré una actividad
- patégenica mayor que la aplicacién al
~ momento de aparecer las ninfas u 8 dias
- después de aparecer el insecto.

Unode los impedimentos para determinar

 la eficiencia de M. anisopliae a nivel de

campo ha sido la falta de conocimiento
sobre la relacion insecto-patégeno, ya

- que las aplicaciones se hacen general-
- mente cuando se detecta la presencia del
- insecto, cuando el insecto ya estd es-
~ tablecido y ha avanzado en su desarrollo
-y tiene pocas posibilidades de entrar en

contacto con el patégeno.

Conclusiones

- » Nohubo accién patogénica de ningu-

na de las tres cepas de M. anisopliae
sobre los huevos de A. varia.

-« Lapatogenicidad de las tres cepas de

M. anisopliae sobre las ninfas de A.
varia fue similar.

e Hubo diferencia entre tratamientos
de aplicacioén de M. anisopliae sobre
las ninfas de A. varia, teniendo en
cuenta el momento de aparicion de
las ninfas.
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Figura 2. Ninfas de Aeneolamia varia infectadas con Metarhizium anisopliae

DUNCAN, D.B. 1951. A significance test for
differences between ranked treatments in an
analysis of variance. Virginia Journal of
Science (Estados Unidos) v. 2,p. 171-189.

FERRON, P. 1988. Pest control by the fungi
Beauveriaand Metarhizium. In: Burges,H.D.
(Ed.). Microbial control of pest and plant
diseases. 1970-1980. Academic Press,
Londres. p.465-481.

GUAGLIUMI, P.1962 Las plagas de la cana de
azicar en Venezuela. Tomo 1.482p.

JIMENEZ, J.A. 1978 Estudios tendientes a
establecer el control integrado de las salivitas
de los pastos. Revista Colombiana de
Entomologia (Colombia) v. 4 nos. 1-2, p. 19-
33.

LAPOINTE, S.L.; SOTELO, G.; ARANGO, G.
1989a, Improved rearing technique for
spittlebugs (Homoptera: Cercopidae). Journal
of Economic Entomology (Estados Unidos)
v.82 no.6, p. 1768-1770.

3 = ; SERRANO, M.S;
ARANGO, (5. 1989b. Cria masiva de especies
de cercépidos en invernadero. CIAT Pasturas
Tropicales (Colombia) v. 11 no. 3 p. 25-28.




