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RESUMEN 

 

Existen ventajas en el uso de cepas endémicas para el control de plagas agrícolas, 

dentro de la zona de donde se aíslan. En este estudio se identificó, por 

secuenciación de los genes factor de elongación y beta tubulina, tres cepas aisladas 

previamente de zonas agrícolas de la Ciudad de México. Las cepas se identificaron 

como Metarhizium robertsii. Se realizó un estudio comparativo de estas cepas en 

cultivo sólido determinando la producción y calidad de los conidios. Se encontró que 

Metarhizium robertsii Xoch-8.1 presentó los mejores resultados de viabilidad (69.1 ± 4 

%) e infectividad (TL10 = 6.31 ± 2 d), usando larvas de Tenebrio molitor. Al comparar 

esta cepa con la comercial identificada como Metarhizium brunneum (Metasin® de 

Agrobionsa®), mostró un 50% mayor tolerancia al estrés térmico, medido como 

tiempo de sobrevivencia de la mitad de los conidios (TS´50= 6.14 ± 1.4 h para Xoch-

8.1 y TS´50= 2.16 ± 0.4 h para la especie comercial). Sin embargo, la especie 

comercial presentó diez veces más producción de conidios (1.18×1010 conidios 

gssi.1) que la cepa endémica (1.2×109 conidios gssi-1). 

Se realizó un escalamiento de producción de conidios en bolsas con 50 g de arroz. 

La adición al cultivo de 0.075 M de ácido oxálico, previene la contaminación sin 

afectar la producción de conidios para ambas especies. Dicho escalamiento, bajo las 

condiciones de estudio, no mostró diferencias estadísticas significativas entre las 

ellas en cuanto a producción de conidios, germinación y viabilidad. Con los conidios 

de los cultivos anteriores se realizó una formulación con tierra de diatomeas (Celite 

501®). La vida de anaquel bajo diferentes condiciones, mostró que es posible 

mantener el 50% de la viabilidad de los conidios durante 120 días a 4°C, mientras a 

temperatura ambiente esta no se mantiene por más de 30 días. 

En bioensayos en laboratorio para determinar la patogenicidad de M. robertsii Xoch-

8.1 y M. brunneum ABNMa 201, se confirmó que ambas son patógenas para los 

insectos plaga Cactophagus spinolae y Sphenarium purpurascens. Además la 

formulación de ambas cepas con tierra de diatomeas presenta potencial para 

aplicarse con mochila de aspersión convencional. 
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1.1. Situación agrícola de la Ciudad de México 

 

La Ciudad de México ocupa una extensión territorial de 149, 830 ha, las cuales se 

dividen en dos áreas considerando las actividades que se llevan a cabo: área de 

desarrollo urbano y área de conservación ecológica (suelo de conservación), está 

última favorece la existencia de flora y fauna de valor comercial, ofrece bienes y 

servicios ambientales, además de la producción de productos agrícolas para los 

habitantes de la Ciudad de México (Gastelum, 2010); la cual cuenta con más de 87, 

000 ha destinadas a este uso, 58% del territorio total (NOTICDMX, 2015). 

Las delegaciones que cuentan con producción agrícola son: Álvaro Obregón, 

Cuajimalpa de Morelos, Gustavo A. Madero, Iztapalapa, Magdalena Contreras, Milpa 

Alta, Tláhuac, Tlalpan y Xochimilco (PAOT, 2013). Con una superficie sembrada total 

de 22, 878 ha (0.1% del total nacional), de las cuales 20,131 ha son de superficie de 

temporal con cultivos importantes (Figura 1) y 2,747 son de riego (INEGI, 2013). 

Figura 1. Cultivos producidos en superficie de temporal en la Ciudad de México (SAGARPA, 2013). 

1. INTRODUCCIÓN  

avena (35.35%) 

nopal (25.28%) 

maíz (24.61%) 

elote (4.18%) 

papa (1.97%) 

amaranto 
(1.07%) 

haba verde 
(1.04%) 

manzana 
(0.76%) 

frijol (0.67%) 
otros (5.07%) 
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El gobierno de la CDMX generó políticas que contribuyen a que las actividades 

agrícolas sean rentables y se garantice una seguridad alimentaria para sus 

habitantes. El gabinete de desarrollo rural propone el desarrollo agropecuario, apoyo 

a cultivos endémicos como el nopal, desarrollo de tecnología en maíz, apoyo a 

pérdidas por desastres naturales y promueve la producción orgánica de los cultivos 

(Cortés-Miranda, 2013). Se entiende por agricultura orgánica a “sistemas agrícolas, 

pecuarios y de transformación que promueven la producción sana y segura de 

alimentos desde el punto de vista ambiental, social y económico”. Para ello se 

fomenta el uso de abonos orgánicos, el control biológico de plagas, rotación de 

cultivos, entre otros; lo que elimina las necesidades de insumos externos como 

aditivos, plaguicidas y abonos químicos que son dañinos a la salud del ser humano y 

medio ambiente (FAO, 2014). 

Los cultivos de temporal y con mayor producción en la Ciudad de México son el 

nopal y maíz. A continuación se muestran algunas de las plagas más comunes de 

estos cultivos durante su producción (CESVDF, 2004; León-Martínez, 2007; 

SENASICA, 2009; Takahashi et al., 2012; SEMARNAP, 2014; Catalogue of life, 

2016). 

Plagas más comunes de nopal 

 Picudo del nopal, Cactophagus spinolae Champión, G.C. (Coleóptera: 

Dryophthoridae). 

 Picudo de la espina, Cylindrocopturus biradiatus Champ (Coleóptera: 

Curculionidae). 

 Gusano blanco, Laniifera cyclades  Druce (Lepidóptera: Crambidae). 

 Chinche roja, Hesperolabops nigriceps Reuter (Hemíptera: Miridae). 

 Gusano de alambre Agriotes ssp. Say (Coleóptera: Elateridae). 

 Escarabajo ciego, Phyllophaga lempira Moron y Robbins (Coleóptera: 

Melolonthidae). 

 Cochinilla o grana, Dactylopius bassi Targioni Tozzetti (Hemíptera: 

Dactylopiidae). 
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 Caracol, Helix aspersa Müller (Pulmonata: Helicidae). 

Plagas más comunes de maíz 

 Gusano elotero, Helicoverpa zea Boddie (Lepidóptera: Noctuidae). 

 Pulgón del maíz, Rhopalosiphum maidis Fitch (Hemíptera: Aphididae). 

 Gusano soldado, Spodoptera exigua Hübner (Lepidóptera: Noctuidae). 

 Araña roja, Tetranychus urticae Koch (Prostigmata: Tetranychidae). 

 Trozador negro, Agrotis ípsilon Hufnagel (Lepidóptera: Noctuidae). 

 Chapulín de la milpa, Sphenarium purpurascens Charpentier (Ortóptera: 

Pyrgomorphidae). 

 Gusano cogollero, Spodoptera frugiperda Smith y Abbot (Lepidóptera: 

Noctuidae). 

 Barrenador del maíz, Elasmopalpus lignosellus Zeller (Lepidóptera: Pyralidae). 

 

El picudo del nopal C. spinolae es una de las plagas que más afecta el nopal Opuntia 

spp. (Caryophyllales: Cactaceae) en los estados del centro de México, los daños en 

el cultivo causan una pérdida económica importante (JOURNALMEX, 2015, 

Catalogue of life, 2016). Los adultos aparecen en mayo, son de 2.3-2.6 cm de largo, 

de color negro con manchas rojas en la parte anterior del protórax y tienen dos 

bandas de color naranja en los élitros (Figura 2). Se alimentan de los márgenes de 

los jóvenes cladodios o pencas y ponen sus huevos en el interior de éstas. Las larvas 

blancas de 2.5-3.1 cm de largo (Figura 2) forman galerías en el interior de los 

cladodios de color amarillo marrón convirtiéndose finalmente en negro, se produce 

una secreción pegajosa, por los tallos infestados y se acumula en la base de los 

cladodios dañados (Orduño-Cruz et al., 2011). Esta plaga reduce la producción de 

plantas y en algunos casos llega a destruirlas. Las medidas de control incluyen la 

extracción de las larvas de las zonas dañadas por medio de cuchillos hortícolas, 

además de la utilización de algunos insecticidas como: endosulfán, malatión y folidol 

(SEMARNAP, 2014). En los últimos años el Comité Estatal de Sanidad Vegetal en 
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Milpa Alta ha realizado el control de esta plaga utilizando como alternativa biológica 

principalmente a B. bassiana (CESVDF, 2004). 

 

 

Figura 2. C. spinolae (lado izquierdo estado larvario y pupa, derecho estado adulto). 

 

Por otra parte el chapulín de la milpa S. purpurascens es una plaga importante 

durante el cultivo del maíz Zea mays L. (Poales: Poaceae) (Catalogue of life, 2016). 

Esta plaga se distribuye en los estados de Chiapas, Guerrero, Hidalgo, México, 

Michoacán, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Veracruz y CDMX (Robledo-Monterrubio et 

al., 2009). Presenta dimorfismo sexual, siendo la hembra de mayor tamaño con color 

verde, el macho presenta coloración verde o café con manchas oscuras con una 

generación por año y un desarrollo hemimetábolo (pasa de huevo a ninfa y adulto). 

El adulto es de cuerpo robusto, sin alas o con alas que no le sirven para vuelo 

(Figura 3). La hembra deposita de 29-31 huevos (4 mm), en grupos envueltos por 

una sustancia blanquecina denominada ooteca, estos necesitan de humedad 

(precipitación), para que nazcan los chapulines y de la acumulación de calor, para 

que cambien de un estado de desarrollo a otro. Pasa por cinco estadios ninfales, 

presentando alta mortalidad a temperaturas menores a 20°C. Se encuentran en sus 

primeras etapas de desarrollo desde mayo hasta julio, sin embrago se recomienda 

conocer las fechas en que la mayor parte de la población se encuentre en tercer 

instar, momento en que se sugiere realizar el control. Los adultos son lo que causan 

el mayor daño al cultivo, debido a que se alimentan de las hojas y la mazorca del 

maíz, lo cual puede generar pérdidas económicas muy importantes (SIAFEG, 2015). 

http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjW8OG-psDJAhWI2SYKHeRJAagQjRwIBw&url=http://ecoport.org/ep?SearchType=pdb&PdbID=16430&psig=AFQjCNFeYaC_EE72LOnTfx4UNppELa-rDA&ust=1449253033060145
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Figura 3.  Adulto de chapulín de la milpa (Sphenarium purpurascens). 

1.2. Control biológico 

 

El control biológico (CB), es una práctica agrícola, componente importante del 

Manejo Integrado de Plagas (MIP) (León-Martínez, 2007); que consiste en la 

regulación de patógenos e insectos plaga, mediante el uso de sus enemigos 

naturales (Téllez-Jurado et al., 2009), como son bacterias, hongos, nemátodos, 

protozoos y virus (Lacey et al., 2001), aquellos microorganismos que enferman a 

artrópodos e insectos se denominan entomopatógenos (León-Martínez, 2007). El CB 

también se puede definir como la utilización o manipulación por el hombre de los 

enemigos naturales; parasitoides, depredadores, patógenos (Téllez-Jurado et al., 

2009; Lacey et al., 2001; León-Martínez, 2007), para mantener las poblaciones de los 

insectos dañinos en niveles que no causen daño a los cultivos (Alatorre-Rosas, 

2007). Esta tecnología es generalmente dirigida a una plaga objetivo, muestra poca o 

nula toxicidad y se considera poco perjudicial para el ambiente, además permite el 

desarrollo adecuado del cultivo de manera sin afectar su rendimiento (Hynes et al., 

2006). 

El uso de microorganismos entomopatógenos para el control de plagas de insectos 

fue propuesto por los pioneros en patología de invertebrados depredadores: Agostino 

Bassi, Louis Pasteur y Elie Metchnikoff. En 1835, el italiano Agostino Bassi demostró 

que el hongo Beauveria bassiana causaba la muerte al gusano de seda y la 

enfermedad era transmitida a otros gusanos de seda. El francés, Louis Pasteur 

propuso que un hongo podría ser utilizado contra la filoxera en la vid, Dactylosphaera 

http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwid8ZHfqcDJAhUDWCYKHR3vCpsQjRwIBw&url=http://arthropoda-mexicana.blogspot.com/2012/11/sphenarium-purpurascens-chapulin.html&psig=AFQjCNEt-o1yXAKLH-J8d41Fh28yj6g0Dw&ust=1449253872184146
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vitifoliae Fitch (Hemíptera: Phylloxeridae) (Travis, 2004). Sin embargo, en 1878, Elie 

Metchnikoff ganador de Premio Nobel en medicina, fue el primero que utilizó  M. 

anisopliae como agente para el control del escarabajo de cereales, Anisoplia 

austriaca ambigua Mulsant (Coleóptera: Rutelidae). Metchnikoff llevó a cabo los 

primeros experimentos de infección exitosas con larvas de A. austriaca y el picudo de 

la remolacha azucarera, Cleonus punctiventris Schoenherr (Coleóptera: 

Curculionidae),  con ello se inició la producción masiva del hongo para experimentos 

de campo (Travis, 2004).  

Algunos casos de éxito de CB en México lo constituye el aislamiento de 55 hongos 

entomopatógenos obtenidos de langosta, entre los principales géneros se 

encuentran: M. anisopliae, M. flavoviridae, B. bassiana e Isaria fumosorosea. En 

1997 se reportó el aislamiento, identificación y conservación de entomopatógenos 

detectados en gallina ciega. En 2002 se constata la efectividad de las cepas CHE-

CNRCB 206 (clave anterior MaPL32) y CHE-CNRCB 213 (MaPL40) de M. anisopliae 

var. acridum contra poblaciones de langosta con una efectividad mayor al 90% 

(CNRCB, 2011). En 2009 el Centro Nacional de Referencia de Control Biológico 

(CNRCB) otorga licencia de uso de la cepa CHE-CNRCB 303 (AMBAS1) de I. 

fumosorosea a tres laboratorios privados con el fin de abastecer el insumo para el 

control del pulgón café de los cítricos en Chiapas, Guerrero, Oaxaca, Puebla y 

Quintana Roo (CNRCB, 2011).  

1.3. Producción, formulación y aplicación de bioinsecticidas 

 

Los insecticidas biológicos, bioinsecticidas o bioplaguicidas son microorganismos o 

sus productos (formulados) que causan patologías con acción letal en los insectos 

huéspedes (Carrero-Fernández, 1996). Los bioinsecticidas o micoinsecticidas 

formulados con hongos entomopatógenos que actualmente se comercializan, tienen 

como ingrediente activo a B. bassiana, M. anisopliae, Lecanicillium lecanii e I. 

fumosorosea (García-Gutiérrez y González- Maldonado, 2013). Una ventaja del uso 

de CB, es la baja o nula toxicidad para mamíferos, de acuerdo a pruebas 
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toxicológicas realizadas en ratones (Toriello-Nájera et al., 2006; Zimmermann, 2007), 

además de su bajo impacto ambiental y de su especificidad, ya que no atacan o 

tienen un bajo efecto sobre insectos no blanco (Barrera-Gaytán, 2007). La 

compatibilidad entre la producción, preparación y técnicas de aplicación es vital para 

el uso exitoso de los bioplaguicidas microbianos (León-Martínez, 2007). 

Los métodos de producción varían considerablemente, dependiendo del país y 

recursos económicos. En los cultivos bifásicos, se desarrolla el inóculo en cultivo 

líquido agitado (de forma rápida) o estático (más lento) y luego se pasa al soporte 

sólido. En estos sistemas siempre se optimiza el cultivo de la fase líquida para que 

promueva un rápido crecimiento del hongo. Esta técnica es la más usada a nivel 

mundial por su corto tiempo de producción y formación de estructuras infectivas de 

alta calidad, además es semi-artesanal (Hernández-Torres et al., 2006). 

Los cultivos líquidos agitados tienen un alto grado de automatización, con cortos 

tiempos de producción, alto nivel de aprovechamiento de nutrientes, con la 

desventaja de que algunas cepas tienden a formar pellets de micelio y/o 

blastoesporas (esporas formadas por gemación a partir de fragmentos de micelio). 

Este tipo de cultivo se lleva a cabo a nivel industrial (Hernández-Torres et al., 2006). 

El cultivo líquido estático es un tipo de producción artesanal, donde se requiere 

menos equipamiento y se realizan varias operaciones manuales que permiten 

obtener estructuras infectivas de alta calidad a concentraciones bajas debido a la 

formación de conidios solo en la superficie (Hernández-Torres et al., 2006). 

Por su parte los cultivos sobre soportes sólidos requieren menos equipamiento y se 

realizan numerosas operaciones manuales que permiten obtener altas 

concentraciones de estructuras infectivas con alta calidad y un alto aprovechamiento 

de nutrientes (Hernández-Torres et al., 2006). En la industria se utilizan biorreactores 

sellados altamente automatizados, con principios similares a una fermentación 

líquida, lo que reduce costos de mano de obra y permite un control eficiente del 

proceso de producción donde se logra biomasa de alto valor infectivo y más 

resistente a condiciones ambientales adversas. Uno de los factores limitantes para el 

uso de agentes de biocontrol es la producción de biomasa y conidios a gran escala 
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en sustratos artificiales (Behle y Birthisel, 2014). Se han utilizado una gran variedad 

de granos y sustratos orgánicos para la producción de conidios, tales como: arroz, 

cebada, avena, centeno, trigo, salvado, bagazo, remolacha, yuca, garbanzo y mijo, 

algunos de ellos son adicionados con dextrosa o cloruro de calcio (CaCl2) (Jaronski y 

Jackson, 2012). 

Las condiciones en el proceso de producción y el uso de materia orgánica durante el 

cultivo, lo hacen susceptible a la contaminación bacteriana, es por ello que se 

recomienda el uso de antibióticos como cloranfenicol o gentamicina durante la 

producción de Metarhizium (Fernandes et al., 2010; Jaronski y Jackson, 2012; 

Porcayo-Loza, 2014).  

Una alternativa para prescindir del uso de antibiótico es la utilización de ácidos 

orgánicos como el ácido láctico para inhibir el crecimiento bacteriano, que es 

comúnmente utilizado en medios de cultivo selectivos para el aislamiento de hongos 

entomopatógenos (Cañedo y Ames, 2004). Por otra parte, se ha mostrado que el 

oxalato que se produce en algunas plantas es uno de los principales ácidos 

orgánicos secretados por una variedad de especies de hongos (Kirkland et al., 2005). 

Este compuesto induce la acidificación en tejidos del insecto y se asocia a la 

patogénesis, además del secuestro de iones metálicos como calcio, manganeso, 

magnesio y hierro; y la posible interrupción de las respuestas de defensa del 

hospedero, por la capacidad de solubilizar elastina y colágeno, componentes de la 

cutícula (Jarosz-Wilkolazka y Gadd, 2003).  

También se han identificado cristales de oxalato en cadáveres de insectos infectados 

por hongos (Moino et al., 2002). El ácido oxálico no es utilizado como fuente de 

carbono por el hongo y es de bajo costo, por lo que es posible su uso para disminuir 

el pH del cultivo y evitar el crecimiento bacteriano. Por otro lado los hongos toleran 

un amplio rango de pH de (4-7), pero su crecimiento es generalmente mayor con un 

pH ligeramente ácido (no menor a 5.5), este último resulta ser demasiado ácido para 

bacterias y levaduras, que normalmente son los agentes contaminantes durante los 

cultivos sólidos (Zimmermann, 2007). 
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Una formulación consiste en una combinación específica de ingredientes, procesos y 

equipos para formar un producto comercial definido (Behle y Birthisel, 2014). La 

producción de bioinsecticidas a base de gránulos sigue siendo el estándar con la 

mayoría de productos. La formulación de bioinsecticidas basados en hongos 

entomopatógenos (HE) involucra puntos como la simple aplicación de los conidios, 

formulados en agua con agentes humectantes (Travis, 2004) o la formulación a base 

de aceite, polvos y formulaciones flotantes (Lee et al., 2015). Los hongos B. bassiana 

y M. anisopliae, son los más utilizados como ingrediente activo en la formulación, se 

les adiciona un acarreador, un material inerte como soporte y adyuvantes que 

promueven y mantienen su viabilidad protegiéndolo de la radiación UV, la lluvia, 

temperatura y desecación; esto facilita su manejo, aplicación y efectividad (García-

Gutiérrez y González-Maldonado, 2013). Existen diferentes factores que se deben 

considerar para la formulación (Figura 4), tales como: el agente microbiano a utilizar, 

forma del producto, proceso e ingredientes; variables que resultan en múltiples 

combinaciones posibles para elaborar un producto comercial (Behle y Birthisel, 

2014).  

 

Figura 4. Consideraciones a tomarse en cuenta para la formulación (Behle y Birthisel, 2014). WP: 

polvo humectable, EC: concentrado emulsificable o emulsionable, D: polvo, G: gránulos, WDG: 

gránulos solubles en agua, SC: suspensión en capsulas y ULV: ultra bajo volumen. 
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La forma más común de aplicación es la pulverización y aspersión la cual consiste en 

poner el plaguicida en forma líquida y fraccionarlo en volumen de pequeñas gotas, en 

forma de emulsión, solución o suspensión (Casals-Bustos, 2003). Otra forma de 

aplicación es por Ultra Bajo Volumen (ULV, por sus siglas en inglés). La aplicación 

de los bioplaguicidas basados en hongos entomopatógenos se realiza con equipo 

convencional y se enfoca en la cobertura de la aspersión, de goteo y en la 

penetración entre las hojas (Jaronski y Jackson, 2012).  

El ULV se puede utilizar para asperjar formulaciones aceitosas en bajas cantidades y 

para menos de 51 ha (Behle y Birthisel, 2014) (Figura 5). Los sistemas de 

pulverización hidráulica se utilizan para formulaciones a base de agua en cultivos; las 

tecnologías de aire comprimido, se usan para aplicaciones de bajo volumen, la más 

exitosa es la de un gran número de goteos con un alto contenido de conidios por 

gota. Muchos métodos son probados para la aplicación de gránulos conteniendo 

hongos o conidios para suelo, incluyendo el uso de semillas barrenadas en la 

superficie de aplicación (Travis, 2004).  

 

Figura 5. Equipos para la aplicación de ULV, lado izquierdo equipo portátil termo nebulizador 

(generador de niebla caliente), lado derecho generador de niebla en frío (INFOLEG, 2014). 

 

Durante los últimos 25 años diferentes productos a base de HE han sido 

comercializados y registrados en muchos países (Tabla 1), algunos continúan en el 

mercado y otros han desaparecido (Zimmermann, 2007, Jaronski y Jackson, 2012).   
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Tabla 1. Bioinsecticidas comerciales basados en hongos entomopatógenos.  

 

Compilación de las siguientes fuentes: (EPA*, 2014), (GAIA, 2014), (CBORGANIC, 2014), 
(IGLOBAL, 2014), (BIOAMIN, 2014), (OB, 2014), (AGRHUSA, 2014), (BIOCROP, 2014), 
(TRÓPICO, 2014), (AGROBIONSA, 2014), (BIOSCIENCE, 2014), (LAVERLAM, 2014), 
(CESAVEG, 2014) y (BIONNA, 2014). *EPA: Agencia de Protección Ambiental de los 
Estados Unidos, por sus siglas en inglés. 

Ingrediente activo Producto Empresa fabricante Plaga objetivo País

I. fumosorosea  cepa 

FE9901
Nofly

FUTURECO BIOSCIENCE S.A. 

de C.V. 
mosca blanca, áfidos y trips España

Beauveria bassiana Adral ® W.P.
Picudos del algodón, plátano y broca 

del café, chizas de hortalizas.

M. anisopliae RAXTER ® W.P.

plagas del arroz (Tagosodes sp., 

Tibraca sp. ), caña (Aeneolamia sp., 

Mahanarva sp. ) y plátano 

(Cosmopolites sp., Metamasius sp. ).

Isaria fumosorosea, 

Isaria lilacinus

Paecilotrópico ® 

W.P.
mosca blanca (Bemisia argentifolli ).

M. anisopliae Metatrópico ® W.P.

broca del café, mosca blanca, mosca 

de la fruta, gusanos, cucarachas, 

áfidos, trips, pulgones, ácaros, 

picudos en plátano, cacao y maíz.

Beauveria bassiana Bovetrópico ® W.P.
mosca blanca, , mosca del café, 

ácaros de cítricos.

B. bassiana  cepa GHA

BotaniGard ES®, 

BotaniGard 22WP 

®, Mycontrol O®, 

Mycontrol ®

Laverlam International

mosca blanca, trips, pulgones, 

cochinillas, escarabajos, chinches, 

gorgojos, etc.

Montana, USA

Isaria Insect Biol 1

gusano del maíz, calabaza, oruga de 

la remolacha, mosca blanca, polillas, 

áfidos, mosca doméstica, mosquito 

común, trips, termitas, picudos.

Beauveria bassiana Insect Biol 3

mosca blanca, broca del café, picudo 

de la palma y chile, gallina ciega, 

chinches

M. anisopliae Insect Biol 4

gusano del maíz, calabaza, mosca 

blanca, polillas, áfidos, aruga de la 

remolacha, trips

picudo del chile, mosquita blanca, 

picudo del algodón, broca del café, 

langosta, chapulín, gallina ciega

picudo del chile, mosca pinta y 

barrenador de la caña.

pulgones, mosquita blanca, trips

gallina ciega, chapulín, langosta.

chinche del café, chinche lygus, 

mosquita blanca, chapulín, paratrioza.

Beauveria bassiana Bea-Met Plus

mosca blanca, barrenadores, picudos 

del chile y agaves, trips, pulgones y 

larvas de lepidópteros.

Lecanicillium lecanii, I. 

fumosorosea, B. 

bassiana

Ver-Pae
trips, mosca blanca, áfidos, pulgones 

y paratrioza.

Beauveria bassiana Bioveria ® mosca blanca, pulgones y picudos

M. anisopliae Riziumax ® mosquita blanca 

 Isaria fumosorosea Pae-SIN® mosquita blanca.

Beauveria bassiana BEA-SIN® mosquita blanca.

M. anisopliae META-SIN ® picudo del chile.

M. anisopliae Metarsil Biotecnología Agroindustrial
México, 

Michoacán

Colombia

Soluciones microbianas del 

Trópico

Mezcla de hongos 

entomopatógenos

mosquita blanca, pulgones, trips, 

arañita roja
Inbiol 

Agrobionsa S.A. de C.V.
México,  

Sinaloa

Metarhizium anisopliae Lab. de Reproducción de 

Organismos Benéficos del Comité 

Estatal de Sanidad Vegetal de 

Guanajuato, A.C. (CESAVEG)

México, 

GuanajuatoBeauveria bassiana

GAIA Asesoría Integral Ambiental 
México, 

Michoacán

Agrhusa Agrobiológicos México, Sinaloa

BIOAMIN, Agrobiotecnología
México, 

Coahuila

Beauveria bassiana

Organismos benéficos para la 

Agricultura S.A. de C.V.

México, 

Guadalajara
M. anisopliae

Verticillium lecani  cepa ABNVI 402

Control biológico orgánico Chile

Bio-Crop
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1.4. Hongos entomopatógenos y su ciclo infectivo 

 

Los hongos son organismos multicelulares, que usualmente se componen de finos 

filamentos llamados hifas, las cuales forman una masa enredada llamada micelio, 

que crece dentro o a través del hospedero. La mayoría de hongos entomopatógenos 

producen esporas, por su tipo de reproducción asexual se denominan conidios 

(León-Martínez, 2007). El término entomopatógeno se define para aquellos 

microorganismos que son capaces de atacar y reducir las poblaciones de insectos 

plaga a niveles que no causan daño económico a los cultivos (Alatorre-Rosas, 2007), 

o bien un medio de control de poblaciones de insectos vectores de enfermedades 

(Travis, 2004).  

Los HE se encuentran dentro del reino Fungi, Filum Ascomycota, clase 

Sordariomycetes, Orden Hypocreales, en diferentes familias: Cordycipitaceae, 

Clavicipitaceae, Ophiocordycipitaceae, Plectosphaerellaceae. Dentro de los 

Ascomycota: Pyrenomycetos se conocen aproximadamente 100 géneros y 700 

especies, entre los que destacan: Beauveria, Metarhizium, Aschersonia, Isaria, 

Akanthomyces, Fusarium, Hirsutella, Hymenostilbe, Paecilomyces y Verticillium 

(Roberts, 1989; García-García et al., 2004, Catalogue of life, 2016).  

Metarhizium es uno de los hongos más utilizado como bioinsecticida en el mundo. 

Fue descubierto en 1878, el género se caracteriza por la disposición de las fiálides 

teniendo cadenas y columnas secas con conidios generalmente verdes, cilíndricos o 

ligeramente ovoides. Las columnas se forman por agregación de las cadenas de 

conidios, M. anisopliae se distingue por tener conidios cortos de 5-8 µm de largo 

(Zimmermann, 2007), además es un saprobio del suelo, forma asociaciones con la 

rizósfera de plantas y es capaz de crecer en materia en descomposición (Ortiz-

Urquiza et al., 2015). Es un hongo patógeno facultativo, es decir, no requiere infectar 

insectos, ni interacciones con plantas para completar su ciclo de vida (Ortiz-Urquiza 

et al., 2015) o que a partir de un conidio germinado se puede generar un nuevo 

conidio. Tiene la capacidad de infectar hasta siete ordenes de insectos coleópteros, 

dípteros, hemípteros, lepidópteros, ortópteros, isópteros y homópteros (Zimmermann, 
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2007) y es capaz de producir conidios de manera eficiente en una amplia gama de 

sustratos artificiales (Sahayaraj et al., 2014). El desarrollo de la enfermedad en el 

insecto está dividido en las siguientes fases: 

 

Adhesión, germinación del conidio sobre la cutícula del hospedero   

 

El proceso de adhesión ocurre con la adsorción del conidio a la superficie mediante 

el reconocimiento de receptores específicos de naturaleza glicoproteíca en el insecto 

y está mediada por adhesinas, enzimas sintetizadas por el hongo. Se ha demostrado 

que los iones Ca2+ y Mg2+ reducen las fuerzas de repulsión electrostáticas 

promoviendo la adhesión de las unidades infectivas (Pedrini et al., 2006; Téllez-

Jurado et al., 2009). 

 

Penetración en el hemocele. 

 

La penetración es posible gracias a la acción combinada de mecanismos físicos 

(presión ejercida por el haustorio, que deforma la capa cuticular, rompiendo después 

la cutícula) y químicos (acción enzimática de proteasas, lipasas, quitinasas, que 

degradan el tejido en la zona de penetración), además de producción de metabolitos 

secundarios. Otro mecanismo es a través de la cavidad oral, espiráculos y otras 

aberturas externas del insecto (puede provocar muerte por toxicidad). Puesto que la 

humedad y nutrientes no son un problema en el tracto alimenticio, el conidio puede 

germinar rápidamente, aunque los fluidos digestivos pueden destruirlo o degradar las 

hifas (Alatorre-Rosas, 2007; Téllez-Jurado et al., 2009). 

 

Desarrollo del hongo y muerte del insecto. 

 

Después de llegar al hemocele el hongo sufre una transición dimórfica, de micelio a 

levadura, el cual ataca los mecanismos de respuesta del sistema inmune (modifica la 

producción de toxinas o la pared celular) y una vez evadido el sistema inmune del 
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insecto, se produce una septicemia, donde el hongo toma los nutrientes requeridos. 

La micosis induce síntomas en el insecto como: falta de apetito, convulsiones, 

carencia de coordinación, comportamiento alterado y parálisis. La muerte sobreviene 

por el daño físico de los tejidos, deshidratación de las células (pérdida de fluido), 

desnutrición y producción de toxinas por el hongo (Téllez-Jurado et al., 2009). Por 

último cuando las condiciones de humedad y temperatura son las adecuadas, las 

hifas del hongo emergen al exterior del insecto (vivo o muerto), donde producen 

conidios. Cada conidio puede adherirse o pasar de un insecto a otro por contacto o 

contaminación de la superficie (Jaronski y Jackson, 2012). Algunos estudios 

histopatológicos muestran que M. anisopliae produce dextruinas del tipo A, B, D y E, 

que son capaces de iniciar la degeneración de los tejidos, afectar la estructura de la 

membrana, lo que conlleva a la deshidratación y muerte (Roberts, 1981; St. Leger et 

al., 1986). Se muestra el ciclo de vida de HE (Figura 6). 

 

Características endófitas  

 

El hongo M. anisopliae, tiene la capacidad de formar relaciones endófitas con 

diversas plantas, además de la llamada “rizósfera competente”, formando 

interacciones con raíces de las mismas (Ortiz-Urquiza et al., 2015). Este hongo es 

capaz de movilizar nitrógeno a las plantas, obtenido posiblemente del insecto muerto 

(Behle y Birthisel, 2014). Diversos estudios enfocan la importancia de las relaciones 

complejas hongo-planta, además del poder entomopatógeno, de hecho el ser 

endófito pudo haber sido el primer paso de los hongos, antes de desarrollar su 

capacidad patogénica (Ortiz-Urquiza et al., 2015). 

 

Factores abióticos 

 

Los factores abióticos como la temperatura, luz UV, humedad, pH, composición del 

sustrato, oxígeno y CO2, o cualquier combinación de estos, pueden activar la 

germinación de conidios (Lacey et al., 2001). 
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Figura 6. Ciclo de vida de un hongo entomopatógeno (Ortiz-Urquiza et al., 2015). 

La persistencia de los hongos entomopatógenos requiere un equilibrio en la 

interacción entre el hongo, el huésped y el ambiente. Los conidios necesitan 

propagarse, por lo que hay muchas variaciones e incluso excepciones al ciclo de vida 

(Figura 6). Sin embargo, las condiciones del medio ambiente y en particular la 

temperatura son cruciales para la supervivencia y reproducción de los hongos. Para 

algunos hongos, como los hipocreales, la producción de conidios, germinación, 

penetración y conidiación requiere alta humedad, la temperatura óptima para lograr 

la infección generalmente se encuentra entre 20-30 °C, aunque depende de cada 

cepa. Esta condición es similar para los procesos de germinación, conidiación y 

propagación (Zimmermann, 2007). 

Algunas especies son más dependientes de una alta humedad que otras. Las 

fluctuaciones de temperatura y humedad interrumpen la producción máxima de 

conidios en la mayoría de hongos. El suelo presenta una serie de factores bióticos y 

abióticos que influyen en el ciclo de vida de los hongos (Castrillo et al., 2005). La 

humedad puede ser constante y más alta en el ambiente del suelo, que en las 

plantas, por lo que la propagación de conidios es mayor en este entorno. El nivel de 

materia orgánica y pH pueden ser importantes en los niveles de infección eventual, 
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así como en la supervivencia de los propágulos. Otras condiciones abióticas, que 

influyen en la infección, son el viento; el cuál puede favorecer la dispersión de 

conidios, sin embargo al disminuir la humedad y eliminar el agua libre, al igual que la 

luz del sol y los rayos UV; pueden perjudicar la persistencia y la infectividad de 

algunos hongos (Castrillo et al., 2005). Las diferencias en la distribución geográfica 

de los hongos patógenos de insectos y ácaros pueden ser parcialmente explicadas 

por sus requerimientos de temperatura promedio. Algunos autores han encontrado 

que M. anisopliae es más prevalente en lugares fríos que en cálidos y se sugiere que 

la influencia de la temperatura sobre la actividad de este hongo está relacionada con 

la procedencia de las cepas. Existe variación intraespecífica a la tolerancia de 

temperatura entre aislamientos o cepas procedentes de la misma ubicación 

geográfica, sin embargo, en ocasiones algunas cepas procedentes de zonas cálidas 

superan a las de zonas frías (Zimmermann, 2007). También se sugiere que el tipo de 

hábitat regula los requerimientos 0de temperatura para un aislado o cepa. Bidochka 

et al. (2001) encontraron que los aislados fúngicos de zonas boscosas muestran una 

capacidad para crecer en frío (8°C), mientras que los aislados fúngicos de las áreas 

agrícolas mostraron capacidad para crecer a altas temperaturas (37°C). La 

temperatura también puede ser modificada por la cobertura del suelo, indicando que 

un aumento en la temperatura del suelo reduce la supervivencia de hongos 

entomopatógenos (Klingen-Ingerborg y Haukelang-Solveig, 2006). 

Se requiere un nivel de humedad crítica para el crecimiento óptimo de hongos y su 

conidiación. En cuanto a la actividad de agua (aw), el nivel crítico para Beauveria es 

de 0.97-0.98 (Núñez-Gaona et al., 2010). Existen diferencias en la tolerancia a 

diferentes aw en los hongos, el aw óptimo para M. anisopliae oscila entre 0.97-0.99 

(Hallsworth y Magan, 1999). Se sabe que el agua libre puede afectar adversamente 

propágulos fúngicos, una explicación es que el agua saturada del suelo genera falta 

de oxígeno y por lo tanto la producción de dióxido de carbono que los daña. Otra es 

que las bacterias activas en altos contenidos de agua lisan a los conidios fúngicos y 

al contrario en ambientes más secos los conidios de hongos prevalecen esto también 

depende del tipo de suelo (Behle y Birthisel, 2014). 
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1.5. Conservación de enemigos naturales 

 

El objetivo de la conservación es mantener las cepas con las características 

genéticas y fenotípicas originales. Existen diferentes métodos de conservación a 

corto, mediano y largo plazo. A largo plazo se tiene la liofilización, conservación en 

nitrógeno líquido, conservación en suelo previamente esterilizado, o en gel de sílice 

(sin colorante) (Berlanga-Padilla y Hernández-Velázquez, 2003). También el aceite 

mineral es un método muy efectivo a mediano plazo y es comúnmente utilizado para 

hongos que no toleran la liofilización (Humber, 2012). La técnica de gel de sílice se 

considera una buena opción, por ser una técnica sencilla que no requiere de equipo 

especifico y sobre todo preserva la viabilidad y pureza del aislado, además conserva 

sus características morfológicas, genéticas y de patogenicidad, por más de diez años 

(Smith y Onions, 1994; Mier et al., 2005; Jaronski y Jackson, 2012; Berlanga-Padilla 

et al., 2013; Montesinos-Matías et al., 2015). El método más usado a corto plazo es 

la conservación en agua estéril (López-Lastra et al., 2002). 

1.6. Pruebas de calidad 

 

La calidad se define como el conjunto de propiedades y características de un 

producto que lo hacen apto para satisfacer las necesidades de a quién va dirigido o 

está destinado. Un producto con especificaciones bien definidas y con los 

consiguientes procedimientos de control de calidad asegura su buen funcionamiento 

y su seguridad, promueve la estandarización de los costos de producción y garantiza 

su estabilidad en el mercado lo que conlleva a la ganancia de confianza en el 

consumidor. En el caso de los productos basados en hongos, su funcionamiento no 

confiable, por falta de calidad, ha limitado su éxito en países en desarrollo donde 

estos requerimientos son mínimos o no existen (García-Gutiérrez y González-

Maldonado, 2013). Una producción con un sistema de calidad establecido, tiene un 

control estricto sobre la salida de su producto, al poder analizar la calidad en cada 

punto crítico implicado en la elaboración de esté (Aceves-Michel et al., 2000). 
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La viabilidad del hongo es un componente importante de la calidad del producto 

(Lacey et al., 2001) y es la medida de la cantidad de estructuras (conidios) que 

tengan la capacidad de germinar y formar colonias, se expresa en porcentaje. El 

estándar recomendado para la utilización de hongos entomopatógenos como 

agentes de control biológico es de una viabilidad mayor del 80% (Jenkins y 

Grzywacz, 2000). La viabilidad o proporción de conidios vivos disminuye con el 

tiempo, esto depende de las condiciones en las cuales son almacenados, esta 

prueba debe ser realizada al momento de la extracción y formulación del material, a 

diferentes intervalos de tiempo durante el periodo de almacenamiento y antes de ser 

utilizados (Jaronski y Jackson, 2012).  

La germinación en HE generalmente se evalúa a las 24 horas de acuerdo con 

algunos autores, pero otros recomiendan evaluarla de 12-72 horas (Taylor et al., 

2013), puesto que esta variable se ve afectada por el medio utilizado durante la 

prueba, así como también por características fisiológicas del inóculo. La selección de 

cepas con una rápida germinación aumenta la probabilidad de éxito en campo; en 

cambio, las cepas con lenta germinación son más sensibles a las variaciones 

ambientales. Por lo tanto, la germinación es una de las determinantes de virulencia 

que más se evalúa (Taylor et al., 2013). 

Una de las principales desventajas que presentan los bioinsecticidas frente a los 

insecticidas químicos, es que requieren mayor tiempo para combatir la plaga (5-10 

días), tiempo en el cuál el insecto puede causar serios daños a la cosecha (Alatorre-

Rosas, 2007; Fan et al., 2007). La capacidad de conidiación e infección del hongo 

sobre su hospedero es fundamental para diseminar la enfermedad en condiciones de 

campo, pues permite reinfecciones a partir de insectos muertos.  
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Las recientes investigaciones han beneficiado la aplicación de microorganismos con 

la capacidad de controlar o suprimir una población plaga (Hynes et al., 2006). El uso 

inadecuado de insecticidas químicos generan efectos negativos en los seres vivos y 

en el ambiente, por esta razón algunos países europeos han adoptado diversas 

medidas entre las que figuran la reducción del uso de plaguicidas (50% en algunos 

países), prohibición de un determinado ingrediente activo, capacitación y licencias 

para personas que aplican estos productos, revisión de registros, reducción de dosis 

y una mejor programación de la aplicación de químicos para cubrir las necesidades 

de los cultivos, reducción de aspersiones preventivas, aprobación del equipo de 

aspersión, limitaciones en la aspersión aérea, gravámenes ambientales a los 

plaguicidas, promoción del uso de alternativas mecánicas y biológicas en sustitución 

de plaguicidas (FAO, 2014). Sin embargo en México no existen tales acciones, por lo 

que el CB resulta ser una opción (García-Gutiérrez y González-Maldonado, 2013). La 

reducción de malezas y organismos fitopatogenos como son hongos, bacterias e 

insectos plaga, se puede lograr con la aplicación de altas dosis de bioinsecticidas, ya 

sea en suelos, semillas o sobre los cultivos.  

Gran parte de la investigación de bioinsecticidas basadas en hongos 

entomopatógenos, está dirigida específicamente a un solo sistema patógeno-

huésped. En el año 2006, se buscaron alternativas para controlar al pulgón café de 

los cítricos, Toxoptera citricida Stoetzel (Hemíptera: Aphididae) plaga que invadió el 

Sureste de México. Cuatro cepas de B. bassiana, L. lecanii e I. fumosorosea, se 

produjeron sobre arroz y se evaluó la mortalidad de la plaga, en vivero en el campo 

experimental Chiná del INIFAP, en Campeche y Tabasco; además se evaluaron 

diferentes vehículos de aplicación. Se encontró que I. javanica CHE-CNRCB303 

(clave anterior AMBAS1) aplicada en emulsión mineral y en polvo humectable fue la 

más eficiente, tanto en vivero como en campo, obteniéndose 95-100% de mortalidad 

respectivamente (Hernández-Torres et al., 2006). 

La calidad en cuanto a virulencia y termotolerancia, son importantes para la 

efectividad en campo, un estudio sobre cepas de M. anisopliae, aislados de mosca 

2. ANTECEDENTES 
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pinta, Aeneolamia contigua Walker (Hemíptera: Cercopidae), mostró que no todos 

presentan virulencia similar a diferente temperatura (25, 30, 35 y 40 °C). Los aislados 

con mayor virulencia fueron EH-481, EH-469/6, EH-474/&, EH-475/2, EH-473/4, con 

TL50, de 5.19, 5.76, 5.97, 6.04, 6.15 y 6.53 días, respectivamente. El crecimiento de 

los aislados a 35°C fue menor y a 40°C no hubo crecimiento (Toriello-Nájera et al., 

2008).  Un trabajo con cepas de B. bassiana en tres diferentes preparaciones de 

arroz: precocido, lavado después del precocido y por último arroz sin vaporizar, en 

los cuales se evaluó la germinación en tres medios cada vez más secos; 0.987, 

0.978 y 0.968 de actividad de agua (aw), el estudio mostró que la cepa IMI 389521 

produjó 96% más conidios en arroz lavado y la mejor germinación después de 8 

semanas de almacenamiento fue para la cepa IMI 386243 (Taylor et al., 2013). 

La producción de conidios sobre arroz, ha sido una de las más estudiadas. Ángel-

Cuapio (2011) utilizó arroz y lirio acuático como texturizante, demostrando que 

usando lirio I. fumosorosea CNRCB1 produce 7.5% más conidios, comparada con M. 

anisopliae CP-OAX. Porcayo-Loza (2014), hizo la producción de conidios de M. 

anisopliae Ma59 sobre arroz pre-tratado, en diferentes biorreactores: charola, 

matraces, tubulares y bolsas de poli papel, no encontró diferencia en el método de 

producción. Por lo que el método utilizado fue la producción en bolsas polipapel. Los 

conidios producidos fueron aplicados en un campo experimental en cultivo de limón 

en Tecomán, Colima.  

De las delegaciones de la CDMX con actividad agrícola, Estefes-Chávez (2015) aisló 

HE, además realizó la identificación molecular por ITS (espacios transcritos internos) 

y un estudio de infectividad contra Tenebrio molitor Linnaeus (Coleóptera: 

Tenebrionidae), mostró mejores resultados de las cepas M. anisopliae Tac-3.1, 

Metarhizium sp. Cuj-2.1 y Metarhizium sp. Xoch-8.1, partiendo de estos resultados 

surge la necesidad de identificar las cepas mencionadas con el uso de genes como 

factor de elongación y beta tubulina, los cuales han sido adecuados para la 

identificación precisa de aislados de Metarhizium  (Bischoff et al., 2006, 2009), 

además de desarrollar bioinsecticidas eficaces para su aplicación en campo, con una 

producción en un soporte sólido y pruebas de calidad a nivel laboratorio.  
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Los principales retos del sector agrícola en la capital del país, además de la escasez 

de agua, son la falta de apoyo a productores, el incremento en la producción y 

mejorar la calidad de la cosecha mediante capacitación, empleo de nuevas 

tecnologías y métodos de cultivo alternativos, tales como el CB. Esta alternativa se 

ha utilizado en los últimos años para abatir la contaminación causada por los 

insecticidas químicos residuales en los alimentos, que además favorece la 

certificación de productos orgánicos y disminuye peligros a la salud de seres vivos.  

Por tal motivo algunos agricultores se han concentrado en la gestión del Manejo 

Integrado de Plagas (MIP), donde los HE juegan un papel muy importante como 

bioinsecticidas. En México en el CNRCB, en el período 1991-2013 se aislaron e 

identificaron HE para el control de diversas plagas en diferentes estados de la 

República, en el año 2015 se incluyeron algunos de la CDMX. Faltan investigaciones 

que atiendan los retos en la actividad agrícola de la CDMX, por ejemplo mediante 

nuevas formulaciones de bioinsecticidas basados en cepas endémicas de 

Metarhizium que estén aclimatadas y que no generen desequilibrio al microambiente 

de la región. Recientemente se identificó de manera preliminar a nivel de género a un 

grupo de cepas de HE aisladas de la CDMX, por lo cual en este trabajo se plantea la 

identificación precisa de tres de esas cepas, que permita establecer la especie, 

utilizando marcadores moleculares específicos como el factor de elongación y beta 

tubulina, que ya han sido utilizados anteriormente. 

Por otra parte, se requiere realizar una comparación del desempeño de estas cepas 

endémicas con al menos una cepa aislada de otra región (cepa comercial), para 

evaluar su potencial a nivel laboratorio como primera etapa. Esto incluye la 

comparación de la producción de conidios por cultivo sólido de las cepas. 

Actualmente la producción por cultivo sólido de HE, utiliza principalmente arroz como 

soporte sólido con la adición de diferentes antibióticos, para disminuir el riesgo por 

contaminación bacteriana. En el presente trabajo se evalúa el uso de ácido oxálico 

como una alternativa en la producción de Metarhizium, que además evite el riesgo de 

los problemas generados por el uso de antibióticos en este campo. 

3. JUSTIFICACIÓN   
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Al menos una de las cepas aislada de la Ciudad de México presentará una 

producción de conidios con rendimientos y calidad similares en comparación con una 

cepa comercial. 

 

 

5.1. Objetivo general 

 

Producir un bioinsecticida basado en conidios de Metarhizium aislado de la zona 

agrícola de la Ciudad de México y compararlo con al menos una cepa de un producto 

comercial. 

 

5.2. Objetivos particulares 

 

 Identificar por biología molecular las cepas estudiadas. 

 Conservar tres cepas de Metarhizium provenientes de zonas agrícolas de la 

Ciudad de México y una comercial. 

 Seleccionar al menos una cepa de la Ciudad de México con mejores 

resultados de calidad y producción de conidios. 

 Utilizar ácido oxálico como una alternativa al uso de antibiótico en la 

producción de conidios. 

 Producir por cultivo en medio sólido, conidios de la cepa Metarhizium 

seleccionada y una cepa comercial. 

 Formular un bioinsecticida.  

 Determinar vida de anaquel a la formulación propuesta.  

 Comparar la calidad de la formulación en polvo humectable de una cepa 

endémica con una comercial con base a las características recomendadas.  

4. HIPÓTESIS     

5. OBJETIVOS 
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6.1. Cepas de estudio 

Las cepas de la CDMX fueron aisladas e identificadas parcialmente usando la región 

ITS por Estefes-Chávez (2015). 

 Cepa aislada de la delegación Xochimilco (Metarhizium sp. Xoch-8.1) 

 Cepa aislada de la delegación Cuajimalpa (Metarhizium sp. Cuj-2.1) 

 Cepa aislada de la delegación Tláhuac (M. anisopliae Tac-3.1) 

Para obtener la cepa del producto comercial, se homogeneizó el producto dentro del 

empaque, se tomó una muestra representativa de diferentes puntos (arriba, abajo, 

centro), para obtener muestras de conidios. Se homogeneizaron las muestras 

obtenidas y se tomó 1 g de producto, se agregó a 9 mL de una solución de Tween 80 

al 0.05 %, se agitó en vórtex durante 60 s, después se tomaron alícuotas de 50 µL y 

se sembró en medio SDA que contenía 0.01 % de antibiótico (gentamicina) en caja 

Petri (Cañedo y Ames, 2004; Lacey y Kaya, 2007; Meyling, 2007). Después de 72 h, 

se tomó una asada de una colonia que contenía conidios verdes, se observó al 

microscopio, corroborando que se trataba de Metarhizium, esta colonia se sembró 

por estría cruzada en medio SDA y se obtuvieron colonias aisladas, una de estas se 

sembró nuevamente por estría cruzada en caja Petri con medio SDA, hasta obtener 

un cultivo monocolonial, la cual fue utilizada para su propagación y conservación 

siguiendo la metodología descrita por Ángel-Cuapio (2011). 

6.2. Identificación molecular 

6.2.1. Extracción de ADN genómico 

 

En cajas Petri conteniendo SDA se inoculó cada cepa (CDMX y comercial) y CP-

OAX (obtenida en el Colegio de Postgraduados, de Montecillo, Texcoco, Estado de 

México) como control positivo previamente identificada (Tecluilt-Beristain et al., 

2010). Después de 7 días de crecimiento a 28°C, con ayuda de un bisturí estéril, se 

raspó la superficie para tomar la biomasa, se depositó en un mortero de porcelana 

6. MATERIALES Y MÉTODOS 
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estéril, se maceró tres veces agregando nitrógeno líquido hasta obtener un polvo 

fino. Se adicionaron 2 mL de CTAB nuclear (CTAB al 2%, EDTA 50 mM, Trisma base 

200 mM, NaCl 2M y Polivinil pirrolidona 0.5%) y se mezcló hasta obtener una 

suspensión homogénea. La suspensión se separó en 2 tubos de 2 mL. Se 

adicionaron 2 μL de RNAasa (10 ng mL-1) y se incubó a 65°C durante una hora. Se 

dejó enfriar a temperatura ambiente, se adicionaron 500 μL de cloroformo-alcohol 

isoamílico (24:1) y se mezcló en vórtex, hasta que se formó una emulsión. Se 

centrifugó a 13, 000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente, la fase acuosa se 

transfirió a un tubo nuevo al cual se le adicionaron 500 μL de isopropanol, se mezcló 

por inversión y se incubó a -20°C durante 24 h. El ADN se recuperó centrifugando a 

13, 000 rpm durante 10 min. La pastilla que se formó al fondo, se lavó con etanol al 

70% dos veces y se centrifugó a 13, 000 rpm por 10 min, se decantó el sobrenadante 

y la pastilla se dejó secar. El ADN se resuspendió en 30 μL de solución de 

dietilpirocarbonato (DEPC) y se conservó a -20°C (Rodríguez-Tovar, 2004). 

6.2.2. Reacción de PCR y análisis in silico del factor de elongación y β-tubulina 

 

Se realizó un análisis in silico utilizando la base de datos del NCBI, Genbank 

(http://www.ncbi.nml.nih.gov/genbank/) de las secuencias nucleotídicas que codifican 

para el factor de elongación 5’ 1α y para β-tubulina, los cuales fueron utilizados como 

iniciadores para la identificación molecular de las diferentes especies de Metarhizium 

(Bischoff et al., 2009). Posteriormente se realizó la amplificación de secuencias 

parciales de los genes mencionados, utilizando los iniciadores: 5´EF-1α región intrón: 

EF1T (5´ ATGGGTAAGGARGACAAGAC 3´) y EF2T (5´ 

GGAAGTACCAGTGATCATGTT 3´) (Bischoff et al., 2006) y beta-tubulina (Bt): Bt1F 

(5´GGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCC 3´), Bt1R (5´CAGCCATCATGTTCTTAGGGTC 

3´) (Bischoff et al., 2009). La PCR en punto final se llevó a cabo en un volumen final 

de 50 μL, de los cuales 25 fueron de PCR Master Mix (Thermo Scientific) utilizando 

para factor de elongación, 10 ng de ADN genómico y 5 pmoles iniciador y para beta 

tubulina 100 ng de ADN y 15 pmoles de iniciador. Las condiciones de la reacción 

http://www.ncbi.nml.nih.gov/genbank/
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fueron: desnaturalización inicial a 94°C, 2 min, nueve ciclos (94°C, 30 s; 66°C, 30 s y 

72°C, 1 min) disminuyendo la temperatura un grado centígrado hasta llegar a 56°C; 

seguido de 36 ciclos (94°C, 30 s; 56°C, 30 s y 72°C, 1 min), con una extensión final a 

72°C, 10 min para factor de elongación 5’ (Rehner y Buckley, 2005). Para beta 

tubulina: desnaturalización inicial a 95°C, 2 min; 35 ciclos (94°C, 1 min; 55.7°C, 1 min 

y 72°C, 1 min), con una extensión final a 72°C, 10 min (Bischoff et al., 2009). 

6.2.3. Purificación y secuenciación 

 

Para purificar los productos de PCR, se utilizó el kit DNA clean and concentrator™ 5. 

En el cual se adicionaron 200 μL de ADN binding buffer al producto a purificar. 

Posteriormente la mezcla se hizo pasar por una columna Zymo-Spin de 2 mL, se 

centrifugó a 13, 000 rpm durante 1 min, se eliminó lo obtenido en el tubo colector y 

se adicionó 200 µL de buffer de lavado, se centrifugó a 13, 000 rpm durante 1 min, 

dos veces. Finalmente la columna se colocó en un tubo Eppendorf nuevo con 20 µL 

de agua inyectable, se incubó a 37°C durante 10 min y se centrifugó a 13, 000 rpm  

durante 1 min. Se realizó electroforesis en gel de agarosa (1%). Posteriormente los 

productos de PCR para cada uno de los genes, se mandaron secuenciar. La 

secuencia de nucleótidos de los fragmentos amplificados fue obtenida en el 

Laboratorio Divisional de Biología Molecular de la Universidad Autónoma 

Metropolitana unidad Iztapalapa (se usó el secuenciador Applied Biosystems, modelo 

Abi Prism 3130 XL, marca Hitachi), las secuencias obtenidas se compararon con 

secuencias ya publicadas en la base de datos del NCBI (National Center for 

Biotechnology Information) haciendo un blast (n) (Carrillo-Benítez et al., 2013; 

Medina-Canales et al., 2014). 

6.2.4. Reconstrucción filogenética 

 

Para realizar el análisis filogenético, una vez secuenciados los productos de PCR de 

cada marcador molecular se utilizó un análisis in silico, descargando secuencias del 

GenBank (http://www.ncbi.nml.nih.gov/genbank/) para comparar la similitud del gen 

http://www.ncbi.nml.nih.gov/genbank/
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con los ya reportados. Además se obtuvieron secuencias de diferentes especies de 

Metarhizium, para realizar la filogenia (Anexo 1). Posteriormente se realizó el 

alineamiento de dichas secuencias con el programa ClustalX (Thompson et al., 

1997), una vez obtenidos, se utilizó el programa jModeltest para la obtención del 

modelo de sustitución nucleotídica. Posteriormente se realizó un análisis de máxima 

verosimilitud usando la plataforma ATGC: phyml (http://www.atgc-

montpellier.fr/phyml/) (Guindon y Gascuel, 2003), para identificar las cepas y ver su 

relación filogenética con otras secuencias disponibles en el GenBank. Los árboles 

filogenéticos se editaron con el programa Fig Tree. El modelo de evolución 

nucleotídica y el cálculo de parámetros para el total de las secuencias fue 

determinado por el Criterio de Información de Akaike (AIC) con el programa 

jModeltest v.3.7 software (Posada y Crandall, 1998). Los nodos fueron soportados 

por un bootstrap de 1000 pseudo-réplicas. El modelo utilizado para EF 5’ 1α fue 

Hasegawa-Kishino-Yano + parámetro gamma (HKY+G) (AIC = 6492.7431, −InL = 

3135.3671, G = 0.4329), para β-tubulina fue General Time Reversible + parámetro 

gamma (GTR + G) (AIC = 2981.5213, −InL = 1409.7607, G = 0.1683) y para el 

concatenado EF-βtub fue General Time Reversible + parámetro gamma (GTR + G) 

(AIC = 8036.3854, −InL = 3947.1927, G = 0.2322). 

6.3. Reactivación y conservación de cepas 

 

Diez larvas del insecto modelo T. molitor, fueron sanitizadas en solución de 

hipoclorito de sodio al 1%, después lavadas con dos cambios de agua destilada 

estéril, posteriormente se sumergieron en 20 mL de una suspensión de 2×107 

conidios mL-1, se secaron con papel y por último se colocaron en caja Petri de 9 cm 

de diámetro hasta su muerte. Se colocaron en cámara húmeda, hasta su conidiación, 

los conidios se inocularon en cajas Petri conteniendo SDA durante 7 días, para su 

posterior conservación (Butt y Goettel, 2000; Kawakami, 1960). 

Se utilizó el método de conservación descrito por López-Lastra et al. (2002). 

Después de 10 días de crecimiento en medio SDA, en caja Petri, se cortaron cuadros 

http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/
http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/
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de agar de aproximadamente 25 mm2, se colocaron seis cuadros por cada vial de 

vidrio de 3 mL previamente esterilizado conteniendo 2 mL de agua desionizada 

estéril, se almacenaron a 4°C y se evaluó la viabilidad del hongo a 0, 15, 30, 60 y 90 

días. Se comparó la viabilidad mediante Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de 

cada tratamiento, con los valores al inicio de la conservación. Los datos 

experimentales se ajustaron al modelo de decaimiento exponencial: 

                                                         S = S0 e
−kt 

Donde S es la viabilidad de los conidios en el tiempo t, S0 es la viabilidad inicial (%), k 

es la tasa específica de decaimiento de viabilidad (d-1) y t es tiempo (d). Utilizando 

este modelo se realizó una estimación del parámetro TS50, que indica el tiempo (d) 

en el cual el 50% de los conidios aún están viables de acuerdo al proceso de 

conservación utilizado (Miranda-Hernández et al., 2014). 

6.4. Producción sobre arroz  

 

De los viales conservados se tomó uno de cada cepa, se agitó en vórtex durante 60 

s, se tomaron 100 µL de la suspensión de conidios y se inocularon en matraz 

Erlenmeyer de 250 mL, conteniendo 50 mL de agar SDA, se incubaron a 28°C, con 

fotoperiodo 12:12 h (luz-oscuridad), durante 7 días (cultivo semilla), se extrajeron los 

conidios con 20 mL de Tween 80 al 0.05% mediante agitación a 300 rpm durante 10 

min, transcurrido el tiempo, se filtró con gasa y embudo de plástico estériles, a un 

tubo Falcón. Se realizó una dilución 1:10 de la suspensión obtenida y se contó en 

cámara de Neubauer, después se preparó una suspensión de 2×107 conidios mL-1. 

Para pruebas de calidad iniciales, se inoculó 1 mL de esta suspensión a 10 g de 

arroz precocido marca verde valle, en bolsas de polipapel de 20×30 cm,  previamente 

esterilizado (121°C, 15 psi, 15 min) y hasta llegar a un contenido de humedad de 

37.5%; se incubó a 28°C y 75% humedad relativa (HR), con fotoperiodo 12:12 h (luz-

oscuridad) durante 10 días, para su conidiación. 

Para la producción masiva se utilizaron diferentes tratamientos: arroz con 37% de 

humedad, arroz húmedo con ácido oxálico 0.075 M (pH  =  5.4), arroz húmedo con 
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ácido oxálico 0.1 M (pH  =  5.0) y arroz húmedo con 250 ppm de gentamicina como 

antibiótico, los tres últimos tratamientos se utilizaron para disminuir el riesgo de 

contaminación bacteriana en el sustrato. Se inocularon 5 mL de una suspensión de 

2×107 conidios mL-1 en 50 g de arroz precocido verde valle, utilizando bolsa de 

polipapel previamente esterilizado (121°C, 15 psi, 25 min) con un contenido de 

humedad de 37.5%, las bolsas se incubaron a 28°C y 75% de humedad relativa, con 

fotoperiodo 12:12 h (luz-oscuridad) durante 10 días, para su conidiación (Jaronski y 

Jackson, 2012; Porcayo-Loza, 2014). 

6.5. Rendimiento 

 

Los conidios obtenidos en arroz, se extrajeron con 50 mL de Tween 80 al 0.05%, se 

filtró en embudo con gasa estéril, se trasfirió el contenido a tubos Falcón, se realizó 

el conteo de conidios en cámara de Neubauer con el objetivo 40×, previa dilución 

1:1000. La producción de conidios se reportó como conidios por gramo de sustrato 

seco inicial (conidios gssi-1). Este mismo procedimiento se llevó a cabo para la 

producción de conidios en caja Petri (90 × 15 mm) con medio SDA, a los 10 días y el 

resultado se reportó como conidios por centímetro cuadrado (conidios cm-2)  (Ángel-

Cuapio, 2011). 

6.6. Formulación en polvo humectable 

 

Después de 10 días de crecimiento del hongo sobre arroz, se colocaron las bolsas 

expuestas en una cámara cerrada herméticamente (1 m3), donde se colocó un 

deshumificador, para disminuir el contenido de humedad del arroz, se monitoreo 

diariamente el contenido de humedad, hasta llegar a 5%. A continuación, se 

extrajeron los conidios con un agitador de tamices, haciendo pasar el arroz con 

conidios por la malla No. 60 y 100, los conidios extraídos se formularon con tierra de 

diatomeas Celite® 501 (tamaño de poro 9 micras), considerando que Metarhizium en 

promedio tiene 5×1010 conidios g-1 (Jaronski y Jackson, 2012), se logró obtener una 

concentración de 5×1012 conidios en 240 g (Kassa et al., 2004; Etheimine et al., 
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2013). Después de formular se empacaron 50 g en bolsa laminada sellada 

herméticamente, para después determinar la vida de anaquel con los siguientes 

criterios de calidad: humedad (%), contaminación (%), germinación (%), viabilidad 

(%) e infectividad en diferentes períodos de tiempo (Akbar et. al, 2004; Athanassiou y 

Steenberg, 2007; Faria y Wraight, 2007). 

6.7. Pruebas de Calidad 

6.7.1. Viabilidad 

 

Se estandarizaron suspensiones a 1×104 conidios mL-1 provenientes de cultivos de 

cajas Petri, viales de vidrio y arroz que fueron incubados durante 10 días o productos 

formulados, a partir de los cuales se inocularon 30 µL de la suspensión 

(aproximadamente 300 conidios) en medio SDA en caja Petri, se incubaron a 28°C, 

después de 56 h se contabilizaron UFC y se reportó como porcentaje de viabilidad 

(Aceves-Michel et al., 2000; García-Ortiz et al., 2015). 

6.7.2. Termotolerancia 

 

Después de cosechados los conidios, las suspensiones se filtraron utilizando una 

gasa estéril y se estandarizaron a una concentración de 1×104 conidios mL-1. A 

continuación, se tomaron alícuotas de 1 mL de estas suspensiones, se colocaron en 

viales de vidrio de 8 mL con tapón de rosca. Después los tubos se colocaron en baño 

de agua a 42°C. Se determinó la viabilidad a los tiempos: 0 (control), 0.5, 1, 2, 3 y 4 

h. En cada toma de muestra, los tubos se agitaron con vórtex y 30 μL de suspensión 

(aproximadamente 300 conidios) se inocularon en cajas de Petri con medio SDA, la 

prueba se realizó por triplicado. Estas placas se sellaron con PARAFILM® M y se 

incubaron a 28°C. Las UFC se contaron después de 96 h de incubación. Se comparó 

la viabilidad de cada tratamiento con respecto a la obtenida para el control. Los datos 

experimentales se ajustaron al modelo de decaimiento exponencial: 

                                                         S = S0 e
−kt 
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Donde S es la viabilidad de los conidios en el tiempo t, S0 es la viabilidad inicial (%), k 

es la tasa específica de decaimiento de viabilidad (h-1) y t es tiempo expresado en h. 

Utilizando este modelo se realizó una estimación del parámetro TS´50, que indica el 

tiempo (h) al que el 50% de los conidios eran todavía viables a la temperatura de 

exposición (42°) y el tiempo de incubación (Miranda-Hernández et al., 2014; García-

Ortiz et al., 2015). 

6.7.3. Resistencia a estrés osmótico 

 

Esta prueba se realizó en medio de cultivo SDA con la adición de diferentes 

concentraciones de NaCl: 0, 0.3, 0.5, 0.7 y 0.9 M, se inocularon 30 µL de una 

suspensión de 1×104 conidios mL-1 (por triplicado), para cada concentración molar y 

se incubó a 28°C durante 56 h, trascurrido el tiempo se contaron las UFC y el 

resultado se reportó como % de viabilidad respecto a la viabilidad obtenida para la 

concentración testigo (sin cloruro de sodio) (Miranda-Hernández et al., 2014). Los 

datos experimentales se ajustaron a un modelo de decaimiento exponencial: 

                                                                    V = V0 e
−kM 

Donde V es la viabilidad de los conidios, V0 es la viabilidad inicial (%), k es la 

constante asociada al decaimiento de la viabilidad con respecto a la concentración 

de NaCl (L mol-1) y M es la concentración molar de NaCl (mol L-1). Utilizando este 

modelo se realizó una estimación del parámetro M50, que indica la concentración 

molar (mol L-1) a la que el 50 % de los conidios son todavía viables. Se midió aw para 

cada concentración molar utilizando un AQUALAB Dew Point Water Activity Meter 

4TE, los valores obtenidos son: SDA 0  M  = 0.991, SDA 0.3  M  = 0.979, SDA 0.5  M  

= 0.968, SDA 0.7  M = 0.962 y SDA 0.9  M = 0.957. 

6.7.4. Infectividad 

 

La infectividad se evaluó usando larvas de T. molitor. Se utilizaron cajas de Petri de 9 

cm de diámetro, cada una con 10 larvas. Se prepararon 20 mL de suspensiones de 

2×107 conidios mL-1, a partir de los conidios producidos o formulados. Las larvas se 



 

 

31 

 

sumergieron durante 5 s en las suspensiones de conidios. El testigo consistió en 

sumergir las larvas en una solución de Tween 80 (0.05 %). Después de la infección 

las larvas se alimentaron con salvado de trigo estéril, dieta para evitar la muerte por 

inanición y se incubaron con fotoperiodo de 12:12 h (luz-oscuridad) a 28ºC, en 

cámara húmeda. La mortalidad se registró cada 24 h durante 14 días, las larvas 

muertas se mantuvieron en cámara húmeda, para corroborar la micosis. Se reportó 

tiempo de retardo (t0), sobrevivencia (S) y se calculó el tiempo letal medio (TL50, 

tiempo en que se alcanza la mortalidad del 50%). Se utilizó el modelo descrito por 

Rodríguez-Gómez et al. (2009); el cual utiliza una ecuación de primer orden con la 

decadencia del tiempo de retardo indicado:         S = (100 – Sf) e
 –k (t – to) + Sf 

Donde S es la sobrevivencia (%) al momento t; k es la tasa de mortalidad específica 

(día-1); t0 es el tiempo requerido para observar la primera muerte de las larvas (día) y 

Sf es el nivel de supervivencia estimada asintótica (%) (García-Ortiz et al., 2015). 

6.7.5. Germinación 

 

Los conidios producidos sobre 50 g de arroz después de diez de cultivo o 

formulados, se extrajeron con Tween 80 al 0.05%, se realizaron diluciones y se 

contabilizó en cámara de Neubauer, después se estandarizaron suspensiones a una 

concentración de 1×108 conidios mL-1, se añadieron 30 µL a cajas Petri de 90×15 

mm (por triplicado) usando SDA. El inóculo se distribuyó uniformemente sobre la 

superficie utilizando una varilla de vidrio. Las cajas se sellaron con PARAFILM® M y 

se incubaron a 28°C. Después de 16 h se cortó un pedazo de agar y se colocó en un 

portaobjetos estéril, se contaron al menos 100 conidios usando un microscopio de 

luz, se consideraron germinados los que presentan un tamaño del tubo germinativo 

dos veces mayor al diámetro del conidio, se reportó como % de germinación 

(Miranda-Hernández et al., 2014). 

6.7.6. Humedad 

Se tomó una muestra (arroz, conidios o polvo formulado), se colocó un gramo en una 

charola de aluminio previamente a peso constante, se colocó la muestra en una 
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termo balanza (Sartorius Moisture Analyzer, modelo MA35, marca Sartorius) con 

programación de tiempo automático a 130°C. El análisis se realizó por triplicado para 

cada muestra y se reportó como porcentaje de humedad.  

6.7.7. Contaminación del formulado 

 

De las cajas Petri inoculadas con 300 conidios utilizadas para prueba de viabilidad en 

formulados, se realizó el conteo después de 56 h, de UFC tanto de hongo como de 

bacteria (identificación morfológica de la colonia). Se determinó el porcentaje de 

contaminación considerando el número total de UFC encontradas y se reportó como 

% de contaminación (Jaronski y Jackson, 2012). 

6.8. Patogenicidad sobre plagas de importancia económica 

 

 Picudo de nopal 

Se utilizaron picudos de nopal, recolectados en el mes de agosto, en parcelas de la 

delegación Milpa Alta. Para corroborar la salud de los insectos, se mantuvieron en 

una jaula plástica (30 × 50 ×  15 cm), con malla en la tapa para ventilación durante 8 

días a 25°C. Los insectos se alimentaron con nopal fresco durante ese tiempo y se 

utilizaron sólo los insectos que no presentaron ningún síntoma de enfermedad y 

sobrevivieron en condiciones de laboratorio. Transcurrido ese tiempo, los insectos se 

pesaron obteniendo 0.3 ± 0.08 g en promedio. Las cepas evaluadas fueron: M. 

robertsii Xoch-8.1, M. brunneum ABNMa 201, M. lepidiotae CP-OAX y tratamiento 

control (solución de Tween 80 al 0.05%). Diez insectos (cinco hembras y cinco 

machos), fueron sumergidos en 30 mL de una suspensión de 1×108 conidios mL-1 

durante 10 s, se secaron con papel absorbente y se colocaron en contenedores de 

plástico de 12 cm de diámetro por 15 cm de alto, la prueba se realizó por triplicado, 

condiciones propuestas por Orduño-Cruz et al. (2011). Los recipientes se incubaron 

a 28°C durante 20 días, diariamente se retiraron los cadáveres y se colocaron en 

cámara húmeda para corroborar la muerte por el hongo, mediante la observación de 
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micosis directamente sobre el insecto. Se cuantificó el porcentaje de mortalidad y 

micosis (Orduño-Cruz et al., 2011). 

 

 Chapulín de la milpa 

Se utilizaron chapulines de la milpa de segundo y tercer instar, recolectados en los 

meses de julio y agosto, en cultivo de maíz, en el Estado de México. Para corroborar 

la salud de los insectos, se mantuvieron en una jaula plástica (30 × 50 × 15 cm), con 

ventilación durante 8 días a 25°C, los insectos se alimentaron con hojas de maíz 

fresco durante ese tiempo, en el experimento sólo se utilizaron los insectos que no 

presentaron ningún síntoma de enfermedad y sobrevivieron en condiciones de 

laboratorio. Se prepararon 20 mL de una suspensión 1×108 conidios mL-1, 

preparados a partir de conidios de las cepas M. robertsii Xoch-8.1 y M. brunneum 

ABNMa 201, cosechados después de siete días de crecimiento en SDA. Cada 

insecto se inoculó con 1 μL de la suspensión bajo el pronoto. El tratamiento control 

consistió en inocular a los insectos con Tween 80 al 0.05%. Cada tratamiento 

consistió de 15 insectos y se realizaron tres réplicas, los contenedores fueron 

colocados en cámara húmeda a 28°C durante 20 días. Diariamente se retiraron los 

cadáveres y se colocaron en cámara húmeda para corroborar la muerte por el hongo, 

mediante la observación de micosis directamente sobre el insecto. Se reportó 

porcentaje de mortalidad y micosis (Robledo-Monterrubio et al., 2009). 

6.9. Prueba de aplicación  

 

La evaluación se realizó en un predio donde se siembra nopal, ubicado en la 

delegación Milpa Alta, en la colonia San Lorenzo Tlacoyucan latitud N 19.17508° y 

longitud 099.03481°, con las siguientes características: nopalera en operación de 0.3 

ha aproximadamente, que presenta plaga de picudo del nopal. Se preparó una 

suspensión de 6×106 conidios mL-1 utilizando formulados y Tween 80 al 0.05%, la 

suspensión se colocó en la mochila de aspersión y se asperjó con una presion de 

200 lbf (Figura 7). 
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Figura 7.  Aplicación en campo. a) Rehidratación de conidios, b) Inspección del predio, c) Preparación 

de la suspensión de conidios y d) Aplicación con mochila de motobomba. 

6.10. Análisis estadístico 

 

Se aplicó un análisis de varianza de un factor (ANDEVA), con un nivel de 

significancia α = 0.05, en los casos que se observó diferencias significativas entre 

tratamientos, se aplicó una prueba de comparación múltiple de medias de Tukey 

(Gutiérrez-Pulido y De la Vara-Salazar, 2012). Para determinar las variaciones en 

pruebas de calidad donde se aplican modelos matemáticos, se utilizó la herramienta 

Solver de Excel, con la cual se realizaron los ajustes a los modelos, después se 

aplicó un análisis de varianza para los valores medios y la desviación estándar con el 

programa Sigma-Plot 12.5, a un nivel de significancia α = 0.05, para los casos con 

diferencias significativas se aplicó prueba de “t”, Tukey (datos normales, estadística 

paramétrica) y Student Neuman Keuls (para datos que no se ajustan a normalidad, 

estadística no paramétrica). Todos los análisis estadísticos se realizaron con el 

programa SPSS y Sigma Plot 12.5 (Toriello-Nájera et al., 2008).  

a) b) 

c) d) 
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7.1. Caracterización de cepas comerciales 

 

Entre los productos comerciales seleccionados se encuentra el producto en polvo 

humectable, Metarsil, con el que se iniciaron pruebas de crecimiento en SDA. Sin 

embargo después de diferentes intentos por evidenciar el crecimiento de Metarhizium 

en medio de cultivo no se obtuvo éxito. Es importante mencionar que además del 

crecimiento en SDA, se evaluó el crecimiento por estría cruzada con la adición de 

gentamicina para prevenir contaminación por bacterias (Figura 8), además se llevó a 

cabo la infección de larvas de T. molitor con el producto Metarsil (23 días); en 

ninguno de los casos se logró observar la presencia de Metarhizium. 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Ausencia de crecimiento de Metarhizium a partir del producto Metarsil en SDA adicionado 

con gentamicina (0.01%). 

Adicionalmente se observó al microscopio una suspensión 1:10 del producto y no se 

observaron conidios de Metarhizium (Figura 9), por lo que no fue posible aislar la 

cepa comercial de este producto. 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Comparación de un producto comercial y conidios de Metarhizium. a) Micromorfología del 

producto Metarsil y b) conidios de M. robertsii Xoch-8.1, con objetivo 40X. 

7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

a) b) 
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Por lo anterior, se decidió utilizar otro producto comercial para aislar la cepa de 

Metarhizium. Se seleccionó el producto comercial Metasin® de la empresa 

Agrobionsa, el cuál fue sometido a las mismas pruebas que el producto anterior. Los 

primeros resultados de crecimiento en medio de cultivo SDA permitieron observar la 

presencia de un hongo con la morfología y color característico de Metarhizium 

(Figura 10). 

 

Figura 10. Crecimiento de Metarhizium del producto Metasin® en SDA. 

Al corroborar la presencia de Metarhizium se tomó una muestra y se inoculó por 

estría cruzada en medio SDA adicionado con gentamicina al 0.01% (Figura 11) y se 

llevó a cabo el seguimiento determinando las características morfológicas (Figura 

13).  

 

Figura 11. Crecimiento de Metasin ® en SDA adicionado con gentamicina al 0.01%. 

Con la cepa aislada se infectaron larvas de T. molitor alcanzando la muerte de estás 

después de 6 días de incubación (Figura 12). Finalmente, del cultivo en estría del 

producto Metasin® se aisló exitosamente, la cepa de Metarhizium anisopliae ABN Ma 
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201 (dato de ficha técnica), que de acuerdo con información del proveedor no es 

proveniente de la CDMX. 

 

Figura 12. Larvas de T. molitor infectadas con Metasin®. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Micromorfología del producto Metasin® (objetivo 40X). a) Suspensión concentrada de 

conidios, b) dilución 1:10. 

Conforme a los resultados anteriores, se puede decir que no todos los productos 

comerciales tienen las mismas características de calidad ni garantía de que el 

microorganismo que ofrecen está activo, lo que implica que no tengan la misma 

eficacia en campo para el control de plagas agrícolas, lo cual es de suma importancia 

en el ámbito de los bioinsecticidas. 

7.2. Identificación morfológica 

 

La identificación morfológica de las cepas aisladas del territorio de la Ciudad de 

México, fue realizada por Estefes-Chávez (2015). En la presente investigación se 

a) b) 
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realizó una revisión de las cepas, identificando diferencias entre las cepas de la 

CDMX y una obtenida de un producto comercial. Adicionalmente, se realizaron 

preparaciones microscópicas de conidios de las diferentes cepas. Se determinó la 

morfología (Figura 14) y dimensiones de los conidios (Tabla 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Morfología colonial en SDA de las cepas de la CDMX y comercial. a) M. robertsii Xoch-8.1, 

b) M. brunneum ABNMa 201, c) M. robertsii Cuj-2.1 y d) M. robertsii Tac-3.1. 

Tabla 2. Medida de los conidios para las cepas de Metarhizium. 

Cepa Longitud (μm) Diámetro (μm) 

M. robertsii Xoch-8.1 6.35 a ± 0.25 2.74 a ± 0.21 

M. robertsii Cuj-2.1 6.57 a ± 0.23 2.65 a ± 0.24 

M. robertsii Tac-3.1 6.49 a ± 0.16 a2.30 a ± 0.25 

M. brunneum ABNMa 201 7.31 b ± 0.29 2.63 a ± 0.27 

 

Letras distintas indican diferencia significativa entre las cepas con prueba de Tukey, P < 0.05 para 

longitud y P > 0.05 para diámetro. 

b) a) 

c) d) 
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Como se puede ver la cepa comercial tiene un conidio de mayor longitud con 

diferencias estadísticas (Tukey, P < 0.05) comparado con las cepas de la CDMX 

(Tabla 2). En la revisión del género (Zimmermann, 2007) se indica que el color de la 

colonia es generalmente verde con un tamaño de conidios de 5-8 micras para la 

mayoría de los géneros, excepto para M. majus que va de 10-16 micras. Para el caso 

de las cepas de la CDMX tienen un color verde olivo, y para la cepa comercial la 

colonia es de color verde claro (Figura 14). La diferencia más relevante encontrada 

entre las cepas, es que la cepa de la delegación Cuajimalpa (M. robertsii Cuj-2.1) 

genera micelio blanco encima de los conidios, lo que podría indicar una posible re-

germinación sobre los conidios formados, debida posiblemente a la abundancia de 

sustrato y humedad, además esta cepa y la cepa comercial presentan un pigmento 

difusible al medio, color rojo.  

7.3. Identificación molecular y filogenia 

 

Se estandarizaron condiciones para la reacción de PCR, ya que con los datos y 

condiciones propuestos y reportados por Bischoff et al. (2006, 2009) se encontraban 

productos inespecíficos, por lo que se modificaron dichas condiciones siguiendo la 

metodología propuesta por Rehner y Buckley (2005). Además, se estandarizó la 

concentración de ADN y de iniciador, lo que permitió obtener un solo amplicón, 

mismo que fue purificado. Se muestra gel de agarosa al 1% (Figura 15) de los 

productos de PCR obtenidos y que fueron enviados a secuenciar al Laboratorio 

Divisional de Biología Molecular de la UAM-Iztapalapa. 

De acuerdo con lo reportado por Bischoff et al. (2006, 2009) y otros autores (Carrillo-

Benítez et al., 2013; Hernández-Domínguez et al., 2016), los productos de PCR para 

cepas de Metarhizium sp. son de una talla de 700-1700 pares de bases (pb) para 

factor de elongación 5’ y para beta tubulina son de 300-1400 pb. Los productos de 

PCR obtenidos en este estudio concuerdan con lo reportado por dichos autores, ya 

que los productos para factor de elongación se encuentran entre 750 y 1000 pares 

de bases y para beta tubulina están entre 500 y 750 pares de bases (Figura 15). 



 

 

40 

 

Figura 15.  Electroforesis en gel de agarosa (1%), para productos de PCR. 

De izquierda a derecha: MTM (marcador de talla molecular 1 Kb), EF Xoch-8.1, EF Cuj-2.1, EF Tac-

3.1, EF ABNMa 201, EF CP-OAX, Bt Xoch-8.1, Bt Cuj-2.1, Bt ABNMa 201, Bt CP-OAX, MTM 1 Kb. EF 

(factor de elongación), Bt (beta tubulina). 

El análisis filogenético a partir de los amplicones obtenidos para el EF 5’ 1α, β-

tubulina y la unión de estos (concatenado) mostró que las tres cepas de la CDMX, se 

encuentran dentro del grupo de M. robertsii. Se muestra la reconstrucción 

filogenética con el uso de los dos genes parciales amplificados (concatenado) (Figura 

18), donde es posible corroborar que la cepa utilizada como referencia en este 

estudio (CP-OAX), con número de acceso al Genbank FJ876298 (Tlecuitl-Beristain et 

al., 2010) se encuentra dentro del grupo de M. lepidiotae. Por otra parte la cepa 

comercial, identificada por proveedor (Agrobionsa ®), como M. anisopliae cepa 

ABNMa201, fue re-clasificada como M. brunneum (Figura 16, 17 y 18). Con respecto 

a esto, se puede decir que con los avances en tecnología y nuevos estudios en la 

identificación molecular de especies, se han realizado tanto nuevas identificaciones 

como actualizaciones en la base de datos, es por esta razón que para algunas 

cepas, que anteriormente fueron identificadas dentro del género como cierta especie, 

ahora puedan ser clasificadas como una nueva o dentro de otra especie. Por otro 

lado, para el caso de la cepa Tac-3.1, que se había identificado de manera preliminar 
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por ITS (Estefes-Chávez, 2015) y ahora se identificó como M. robertsii, se puede 

decir que el uso de genes específicos para el género Metarhizium como factor de 

elongación y beta tubulina resultan en una identificación hasta especie de las cepas, 

tal y como fue descrito por Bischoff et al. (2006, 2009). 

Desde otro punto de vista, la cepa CP-OAX y otras cepas de Metarhizium aisladas de 

otros estados de la República, por ejemplo Guanajuato (Carrillo- Benítez et al., 

2013), Oaxaca, San Luis Potosí, Tabasco (Hernández-Domínguez et al., 2016), 

Michoacán (Pérez-Gonzales et al., 2014), han sido identificadas por ITS, factor de 

elongación, beta tubulina y el uso de microsatélites, los cuales muestran que se 

requieren marcadores moleculares de alta resolución, con la capacidad de obtener 

una identificación adecuada de las cepas. Tal es el caso de CP-OAX, aislada del 

Estado de Oaxaca, que con el uso de ITS se logró la identificación hasta especie 

(Tlecuitl-Beristain et al., 2010), no así para el caso de la cepa aislada de la 

delegación Tláhuac en la Ciudad de México, que con sólo el uso de ITS, no fue 

posible la identificación hasta obtener la especie. En estudios previos se menciona 

que el uso del gen parcial para factor de elongación 5’ resultó ser el más adecuado 

para la identificación de diferentes aislados de Metarhizium (Bischoff et al., 2009; 

Kepler et al., 2014, 2015). Anteriormente, al realizar la identificación molecular para 

el género, la clasificación se realizaba como variedades de M. anisopliae (Driver et 

al., 2000). Posteriormente, esta clasificación se modificó, subiendo de rango a 

especies las diferentes variedades (Bischoff et al., 2006, 2009); así por ejemplo M. 

acridum proviene de M. anisopliae var. acridum. Es por eso que en esta investigación 

se propone la modificación para la cepa obtenida del Colegio de Postgraduados 

ubicado en Montecillo Texcoco, la CP-OAX, la cual con número de acceso FJ876298 

ha sido identificada por ITS como M. anisopliae var. lepidiotae. Para efectos de la 

identificación molecular del presente estudio se definirá como M. lepidiotae. 
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Figura 16. Reconstrucción de máxima verosimilitud de especies de Metarhizium usando 617 pb del 

gen de β-tubulina con el modelo de sustitución GTR y usando como grupo externo a Metarhizium 

flavoviridae. En color gris las cepas identificadas. 
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Figura 17. Reconstrucción de máxima verosimilitud de especies de Metarhizium usando 730 pb del 

gen de factor de elongación con el modelo de sustitución HKY y usando como grupo externo a 

Metarhizium flavoviridae. En color gris las cepas identificadas. 



 

 

44 

 

 
 

Figura 18. Reconstrucción de máxima verosimilitud de especies de Metarhizium usando 1347 pb de 

los genes factor de elongación y β-tubulina con el modelo de sustitución GTR y usando como grupo 

externo a Metarhizium flavoviridae. En color gris las cepas identificadas. 
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7.4. Viabilidad durante el proceso de conservación 

 

Una vez identificadas las cepas se procedió a su conservación en agua desionizada 

estéril. Se determinó la viabilidad durante el tiempo de conservación durante 90 días, 

los datos se ajustaron al modelo de decaimiento descrito anteriormente (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Parámetros del proceso de conservación de las cepas de la CDMX y cepa comercial. 

PARÁMETRO M. robertsii Xoch-8.1 M. robertsii Cuj-2.1 M. robertsii Tac-3.1 M. brunneum ABNMa 201 

So (%)* 86.54 
a 

± 2.28 78.09 
b 

± 1.55 92.72 
c 

± 0.70 88.71 
a 

± 0.73 

k (d
-1

)* 0.01 
a 

± 0.000 0.01 
a 

± 0.001 0.02 
b 

± 0.004 0.01 
a 

± 0.002 

TS50 (d)* 41.70 
a 

± 1.96 61.25 
b 

± 12.35 25.46 
c 

± 3.58 41.51 
a 

± 4.54 

R
2
 0.87 0.54 0.95 0.87 

 *Obtenidos a partir del modelo S = S0 e
−kt

. Donde S es la sobrevivencia durante el tiempo, S0 es la 

sobrevivencia inicial y k es la tasa de decaimiento de la sobrevivencia y TS50 es el tiempo requerido 

para llegar al 50% de la sobrevivencia inicial. Las letras distintas indican diferencia significativa entre 

cepas (prueba de Tukey, P < 0.05 para S0 y para k y P > 0.05 para TS50). 

 

De las cuatro cepas evaluadas, la cepa M. robertsii Tac-3.1 presentó el menor valor 

de TS50, con diferencias estadísticas significativas (Tukey, P < 0.05). Para el 

parámetro de sobrevivencia inicial (S0), también se encontró diferencia significativa 

entre las cepas (Tukey, P < 0.05). Como se puede observar en la tabla 3 con el 

método de conservación utilizado las cepas estudiadas se pueden mantener por no 

más de 60 días (Cuj-2.1), 41 días (Xoch-8.1, ABNMa 201) y 25 días (Tac-3.1). A 

diferencia de lo reportado para otras cepas, conforme a los descrito por López-Lastra 

et al. (2002), la mayoría de hongos entomopatógenos incluyendo al género 

Metarhizium, conservan su viabilidad por 18 meses en agua desionizada estéril, para 

el caso de las cepas de la CMX y la cepa comercial, se encontró que la viabilidad no 

se mantiene por más de dos meses, este hecho se puede deber a diferencias en el 

proceso de conservación, además de que la viabilidad se mide de una manera 

distinta, el autor utiliza % de germinación y en el presente estudio se calcula 
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viabilidad con conteo de UFC. Por lo general la viabilidad medida como germinación 

es mayor que cuando se realiza el conteo de UFC. 

7.5. Producción y calidad de conidios sobre 10 g de arroz 

 

Para determinar los niveles de producción de conidios de las cepas de la Ciudad de 

México y la cepa comercial, se realizaron cultivos en medio comercial SDA. Para ello 

se usaron cajas Petri de 9 cm de diámetro. Se calculó conidios cm-2. Se observan  

diferencias estadísticas significativas en la producción de conidios por las diferentes 

cepas, los niveles de producción van de 4.41×107 a 1.77×108 conidios cm-2 (Figura 

19). 

Las cepas con mayor producción de conidios son M. robertsii Xoch-8.1 y M. 

brunneum ABNMa201. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Producción de conidios a los 10 días en SDA.     Experimento 1      Experimento 2. Letras 

distintas indican diferencias estadísticas significativas, prueba de Tukey, P > 0.005.  

Una vez evaluada la producción de conidios en medio SDA de cada cepa, se 

procedió a evaluar la misma en medio de cultivo sólido, con arroz como única fuente 

de nutrientes (Figura 20). La producción de conidios sobre arroz, presentó una mayor 
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cantidad de conidios por gramo de sustrato (en el orden de 109), comparada con la 

producción de conidios en SDA por cm2 (en el orden de 108) (Figura 19 y 20). La 

cepa comercial M. brunneum ABNMa 201 produjó 9 veces (89%) más conidios 

(1.1×1010 conidios gssi-1) que las cepas de la CDMX (1.2×109 conidios gssi-1) y fue la 

que mostró diferencias estadísticas significativas entre las cuatro (Tukey, P  < 0.01). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Rendimiento de conidios en 10 g de arroz a diez días (conidios gssi
-1

). Letras distintas 

indican diferencias estadísticas significativas entre cepas con prueba de Tukey, P < 0.01. 

Estos resultados coinciden con lo reportado por Estefes-Chávez (2015), quien en 

estudios preliminares encontró que la producción para las cepas de la CDMX fue 1-

2×109 conidios gssi-1 (Figura 20). Por otra parte García-Ortiz et al. (2015) obtuvieron 

para M. lepidiotae CP-OAX 5.43×107 conidios cm-2 y 1.1-1.5×108 conidios cm-2 con 

atmósfera modificada, este último valor coincide con los resultados obtenidos (Figura 

19). Las diferencias observadas entre los resultados se pueden deber a las 

diferentes cepas, al medio de cultivo y las condiciones durante la producción de 

conidios, aunque los rendimientos de conidios se encuentran en el mismo orden de 

magnitud. 
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7.5.1. Viabilidad 

 

Las condiciones propicias para la germinación de hongos entomopatógenos son 

temperaturas entre 15-35 °C (Zimmermann, 2007) y una humedad relativa entre 92- 

100% (Taylor et al., 2013). Pequeñas modificaciones en las condiciones ambientales, 

pueden generan la pérdida de viabilidad de los conidios (Hallsworth y Magan, 1999). 

Ciertos géneros de hongos son más susceptibles a estos cambios (Jaronski y 

Jackson, 2012) en las condiciones tanto a nivel laboratorio como en campo. En 

condiciones óptimas de crecimiento, la viabilidad se mide por la capacidad que tiene 

un conidio de germinar y a partir de la hifa formada generar un nuevo conidio 

(Porcayo-Loza, 2014). En condiciones de laboratorio, se determinó la viabilidad de 

conidios de las cepas estudiadas (Figura 21). 

 

Figura 21. Viabilidad de conidios a los 10 días, obtenidos a partir de un lote crecido sobre 10 g de 

arroz. Letras distintas indican diferencias estadísticas significativas entre cepas (Tukey, P < 0.01). 

La viabilidad de los conidios de las cepas de la CDMX, para las cepas M. robertsii 

Xoch-8.1, M. robertsii Cuj-2.1, M. robertsii Tac-3.1 y M. brunneum ABNMa 201 es de 

62, 62, 55 y 72 % respectivamente, siendo la cepa comercial la única que presentó 
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diferencias estadísticas significativas (Tukey, P < 0.05). Comparando estos 

resultados con los obtenidos con la cepa M. anisopliae CP-OAX, que presenta una 

viabilidad menor al 50%, García-Ortiz et al. (2015), se puede decir que las cepas de 

la CDMX, superan este porcentaje de viabilidad y que además alguna de ellos podría 

alcanzar resultados similares a una cepa comercial.  

7.5.2. Termotolerancia a 42°C 

 

La prueba de termotolerancia se llevó a cabo a 42°C, ya que existen reportes de que 

el género Metarhizium tolera esta temperatura sin afectar significativamente su 

viabilidad (Rangel et al., 2005; Borisade y Magan, 2014; García-Ortiz et al., 2015). 

Los resultados fueron ajustados a un modelo de decaimiento exponencial, siendo la 

cepa M. robertsii Cuj-2.1 (extrapolando datos 12.9 ± 4.32 h) más termotolerante y la 

cepa M. robertsii Tac-3.1 (0.82 ± 0.3 h) la menos tolerante (Tukey, P < 0.05). Las 

cepas M. brunneum ABNMa201 (2.16 ± 0.4 h) y M. robertsii Xoch-8.1 (4.64 ± 1.4 h) 

resultaron menos tolerantes que la cepa Cuj-2.1 y más tolerantes que la Tac-3.1, sin 

diferencias estadísticas significativas entre ellas (Tukey, P > 0.05) (Tabla 4). 

 

Tabla 4. Parámetros de termotolerancia obtenidos a 42°C, de las cepas evaluadas de Metarhizium. 

PARÁMETRO M. robertsii  Xoch-8.1 M. robertsii  Cuj-2.1 M. robertsii  Tac-3.1 M. brunneum  ABNMa201 

So (%)* 91.36 
a 

± 5.8 97.9 
a 

± 3.61 87.7 
a 

± 4.9 96.6 
a 

± 5.4 

k (h
-1

)* 0.136 
b
  ± 0.03 0.06 

a 
± 0.02 0.72 

c 
± 0.2 0.31 

b 
± 0.03 

 TS´50 (h)* 4.646 
b 

± 1.4 >5 
a 

± 4.32 0.82 
c 

± 0.3 2.16 
b 

± 0.4 

R
2
 * 0.59 0.37 0.80 0.90 

 *Parámetros obtenidos a partir del modelo S = S0 e
−kt

. Donde S es la sobrevivencia durante el tiempo  
S0 es la sobrevivencia inicial y k es la tasa de decaimiento de la sobrevivencia y TS´50 es el tiempo 
requerido para llegar al 50% de la sobrevivencia inicial. Las letras distintas indican diferencia 
significativa entre cepas.  

 

En un estudio preliminar con estas cepas, se encontró que a 45°C, la cepa M. 

robertsii Cuj-2.1 mostró el menor valor de TS´50 en un tiempo menor a 0.5 h, mientras 

que las cepas M. robertsii Xoch-8.1 y M. robertsii Tac-3.1 entre 0.7 y 1 h, lo cual 
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indica que las cepas que más resistieron la temperatura de 45°C fueron estas últimas 

(Estefes-Chávez, 2015).  

Para Metarhizium anisopliae la temperatura de crecimiento se encuentra entre 5-

40°C, con un óptimo cercano a 30°C, considerando un aw de 0.997 y su límite para el 

crecimiento del micelio está entre 37-40°C (Hallsworth y Magan, 1999), algo similar a 

lo obtenido en el presente trabajo. Aunque existen reportes de que puede tolerar 

temperaturas hasta de 50°C (Li y Feng, 2009) dependiendo de la cepa y el tiempo de 

exposición a altas temperaturas, por ejemplo la cepa M. anisopliae ARSEF 324 

sobrevive a 49°C durante 2 h y a 51°C pierde su viabilidad completamente (Rangel et 

al., 2005).  

La temperatura de crecimiento es similar que la de germinación para hongos 

entomopatógenos. En la naturaleza, Metarhizium está expuesto a condiciones 

severas, como altas temperaturas, debido a que en la superficie del suelo se llega 

hasta 65°C, y en cultivos de maíz hasta de 50°C (Rangel et al., 2005). También 

algunos insectos como la langosta migratoria, Locusta migratoria Linnaeus 

(Ortóptera: Acrididae) y otros ácrididos, tienen la capacidad de inducir fiebre para 

inhibir el crecimiento del hongo (Ouedraogo et al., 2003). 

Metarhizium anisopliae tiene una distribución mundial en insectos, así como en el 

suelo, en países como: Nepal, Nueva Zelanda, Nueva Caledonia, EE.UU., Canadá, 

Irlanda del Norte, Francia, Reino Unido, Italia, Turquía, Korea (Zimmermann, 2007; 

Steinwender et al., 2014; Shin et al., 2013), México (Carrillo-Benítez et al., 2013; 

Pérez-González et al., 2014; Torres-Barragán et al., 2004; Hernández-Domínguez et 

al., 2016), entre otros. En este estudio se prueba que diferentes especies de 

Metarhizium obtenidas de algunas delegaciones de la Ciudad de México y una cepa 

comercial de diferente especie, fueron capaces de tolerar una temperatura por 

encima del rango óptimo de crecimiento (Tabla 4), en condiciones de laboratorio. 

7.5.3. Resistencia a estrés osmótico 

 

La importancia en la determinación de la respuesta al estrés osmótico radica en que 

Metarhizium mata insectos por penetración directa de la cutícula seguido de la 
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proliferación en la hemolinfa, esta última se caracteriza por presentar una alta 

presión osmótica (300-500 mOsmol/L), lo que genera un estrés para el hongo (Lovett 

y St. Leger, 2015). Para la mayoría de especies de Metarhizium la actividad de agua 

que toleran para su crecimiento se encuentra entre 0.93-0.99, con un óptimo entre 

0.97-0.99 (Hallsworth y Magan, 1999). La resistencia a estrés osmótico se determinó 

utilizando cloruro de sodio (NaCl) para disminuir la actividad de agua (aw) del medio 

(SDA). Aunque otros autores utilizan glicerol, cloruro de potasio (KCl), polietilen glicol 

600 (PEG 600) (Hallsworth y Magan, 1999; Barranco-Florido et al., 2002) o 

polietilenglicol 200 (PEG 200) (Taylor et al., 2013). Debido a que en la mayoría de 

estudios se somete al hongo a diferentes actividades de agua y se determina el 

crecimiento mediante producción de biomasa (Barranco-Florido et al., 2002), 

germinación (Taylor et al., 2013) o crecimiento radial (Hallsworth y Magan, 1999), en 

este estudio se propone un modelo con el cuál se pueda determinar la concentración 

molar de NaCl a agregar para poder llegar al 50% de la sobrevivencia inicial (Tabla 

5). 

 

Tabla 5. Resultados de la resistencia a estrés osmótico de cepas de la CDMX  y cepa comercial. 

PARÁMETRO M. robertsii  Xoch-8.1 M. robertsii  Cuj-2.1 M. robertsii  Tac-3.1 M. brunneum  ABNMa 201 

promedio error std. promedio error std. promedio error std. promedio error std. 

k(L/mol) * 1.7
a 

0.3 1.6
a 

0.3 2.5
a 

0.2 1.5
a 

0.3 

M50 (mol/L) * 0.47 
b
 0.49 

b
 0.28 

c
 0.53 

a
 

R
2
 0.81 0.75 0.96 0.75 

 
* Parámetros obtenidos con el modelo propuesto V=V0 * e

-kM
. Donde V es la viabilidad a una 

concentración molar de NaCl, V0 es la viabilidad inicial de las cepas, k es la constante de decaimiento 
de la viabilidad al aumentar la concentración molar  y M es la concentración molar de NaCl. Letras 
distintas en los renglones indican diferencia significativa con prueba de Tukey (P < 0.05). 
 

 

Para el resultado de resistencia a estrés osmótico se propone un modelo de 

decaimiento similar al de termotolerancia, en este caso se calcula M50, que es el 

valor de concentración molar cuando se llega al 50% de la viabilidad con respecto a 

la inicial. Como se observa en la tabla 5, la cepa M. robertsii Tac-3.1 es la menos 
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resistente al estrés osmótico, con un valor de M50 de 0.28 (aw = 0.979) y la cepa más 

resistente a un aumento en la concentración salina es la cepa comercial M. 

brunneum con un  M50 = 0.53 (aw = 0.968). Esto es congruente con lo que se reporta 

a las concentraciones 0.3 y 0.5 M de NaCl, para las mismas cepas en un estudio 

realizado previamente por Estefes-Chávez (2015). Al aumentar la concentración de 

NaCl hasta 0.9 M (aw = 0.957) no se observó crecimiento para ninguna de las cepas, 

se llegó al límite de aw que pueden soportar; aunque el límite de aw a tolerar depende 

de la cepa, la temperatura y el soluto utilizado, por ejemplo algunas cepas de 

Metarhizium pueden crecer con una aw hasta de 0.91 utilizando otros solutos como 

glicerol, KCl y PEG 600 (Hallsworth y Magan, 1999). Por lo anterior las cepas de 

Metarhizium aisladas de la CDMX, son más resistentes a bajas actividades de agua 

comparadas con cepas de B. bassiana, que a actividad de agua por debajo de 0.97 

ya no presentan crecimiento (Núñez-Gaona et al., 2010), y en algunos casos 

disminuye drásticamente su germinación hasta llegar al 30% (Taylor et al., 2013) y 

son menos tolerantes que L. lecanii que tolera actividad de agua de 0.957 (Barranco-

Florido et al., 2002). 

7.5.4. Infectividad  

 

El hongo Metarhizium ha sido aislado de campos de maíz, plátano, pastizales, frijol, 

praderas, campos de trigo, sedimentos de ríos, manglares, lodos y raíces de fresa 

(Domsch et al., 1980). Lo que confiere diversidad al entomopatógeno y adaptación a 

diferentes condiciones climáticas, además de su capacidad para infectar a insectos 

plaga de diferentes órdenes. En el presente estudio se determinó la infectividad que 

se define como la habilidad que tiene el hongo de penetrar al insecto y reproducirse 

dentro de él, causando la muerte (Thomas y Elkinton, 2004). La prueba se realizó 

utilizando larvas del insecto modelo T. molitor, para todas las cepas (CDMX y 

comercial). Se reportan los parámetros obtenidos con el modelo propuesto (Tabla 6). 
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Tabla 6. Parámetros de infectividad para cepas de Metarhizium usando larvas de T. molitor. 

PARÁMETRO  M. robertsii Xoch-8.1  M. robertsii Cuj-2.1  M. robertsii Tac-3.1  M. brunneum ABNMa 201 

promedio error std. promedio error std. promedio error std. promedio error std. 

S (%) * 67.9 9.9 89.7 0.5 79.9 15.8 67.0 6.2 

k (d
-1

) * 0.33 0.37 0.62 0.16 0.21 0.50 0.54 1.27 

to (d) * 5.18 1.37 3.07 0.17 4.14 4.12 4.44 3.42 

TL10  (d) 6.31 8.92 7.41 5.11 

R
2
  0.98 0.99 0.99 0.96 

* Parámetros obtenidos con el modelo propuesto S= (100-Sf)* e
-k(t-to)

+Sf. Donde Sf es la sobrevivencia 
final, S es la sobrevivencia al tiempo t, k es la tasa de mortalidad específica y to es el tiempo requerido 
para lograr la primera muerte y TL10 es el tiempo requerido para llegar al 90% de la sobrevivencia. No 
se encontraron diferencias estadísticas significativas entre las cepas con prueba de Tukey (P > 0.05 
para S, k y para t0). 

 

Conforme a los resultados que se muestran en la tabla 6 el menor valor de TL10 

(valor calculado al no llegar al 50% de mortalidad de las larvas tratadas, y no poder 

calcular TL50) se tiene para la cepa M. brunneum ABNMA 201 (5.1 días), seguida de 

la cepa M. robertsii Xoch-8.1 (6.2 días), estas dos tardan un menor tiempo en matar 

al 10% de la población, comparado con las otras dos cepas (M. robertsii  Cuj-2.1 y M. 

robertsii Tac-3.1) las cuales presentan un valor de TL10 mayor (8.9 y 7.4 días 

respectivamente), presentando un mayor porcentaje de sobrevivencia final, lo que 

indica que dejan mayor número de insectos vivos al final del tratamiento, aunque los 

resultados muestran que no existe diferencia significativa entre las cepas (prueba de 

Tukey con P > 0.05). Los resultados obtenidos comparan la efectividad de una cepa 

y pueden predecir su comportamiento en campo, ya que entre más tiempo se tarda 

en actuar el hongo entomopatógeno contra la plaga, menor será su efectividad. 

Además la cepa M. robertsii Xoch-8.1 siendo una de las más infectivas, también 

alcanzó los niveles mayores de conidiación en los cultivos sobre arroz, lo que le 

otorga una ventaja adicional con respecto a las demás cepas de la CDMX. Cabe 

mencionar que se realizaron dos experimentos aleatorios en diferente tiempo y no se 

encontró el mismo comportamiento en la respuesta de las cepas, ya que en el primer 

bioensayo realizado (datos no reportados), se superó el 50% de mortalidad de las 



 

 

54 

 

larvas por parte de las cepas. Existe una gran variedad de factores que pueden 

afectar los resultados de un bioensayo, tales como los inherentes al organismo de 

prueba como: edad y estado de desarrollo, sexo, variación natural y período de 

cautiverio. Además de los factores inherentes al experimento como: factores 

ambientales, alimentación, método de exposición (tópica o inmersión), tiempo de 

exposición y tamaño de la muestra. Se señala que en general, las larvas son más 

susceptibles que los adultos ya que presentan una mayor diversidad de enzimas 

metabólicas y en general las hembras son menos susceptibles que los machos 

(Silva-Aguayo et al., 2003). También se sabe que dos bioensayos son comparables 

solamente si se trata de la misma especie, mismo bioinsecticida y mismo 

procedimiento del bioensayo, cualquier pequeña variación para alguno de estos 

factores, puede generan diferentes resultados (Silva-Aguayo, et al., 2003), caso que 

pudo ocurrir para esta investigación, debido a que los dos experimentos se llevaron a 

cabo en diferente tiempo, con lotes de larvas distintos, además de pequeñas 

variaciones en la edad de los mismos, mayor tiempo de exposición o errores 

experimentales al momento de realizar la prueba. 

Con base en los resultados anteriores se eligió a la cepa M. robertsii Xoch-8.1 como 

la adecuada para la producción masiva, ya que presenta producción de conidios e 

infectividad con valores similares a la cepa comercial (M. brunneum ABNMa201). 

7.6. Efecto del ácido oxálico y gentamicina sobre la producción de 

conidios 

 

El interés comercial en el uso de Metarhizium para el control de insectos plaga ha 

resultado en la formulación a base de conidios aéreos, producidos en acarreador 

granular nutritivo o en sustratos sólidos con uso de antibióticos (Jaronski y Jackson, 

2012). Con el objetivo de reducir la presencia de agentes dañinos a la salud,  se 

evaluó la producción de conidios para las cepas M. robertsii Xoch-8.1 y M. brunneum 

ABNMa201, utilizando concentraciones diferentes de ácido oxálico y antibiótico 

(Figura 22).  
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Para lograr una disminución de pH en el cultivo, se probó la adición de diferentes 

soluciones a base de ácido oxálico al arroz, obteniendo diferente pH para cada uno: 

arroz con agua pH 6.9; arroz con solución de ác. oxálico 0.01 M, pH 6.6; arroz con 

solución de ác. oxálico 0.05 M, pH 6.2; arroz con solución de ác. oxálico 0.075 M, pH 

5.4 y arroz con solución de ác. oxálico 0.1 M, pH 5, como se puede observar la 

adición de bajas concentraciones de ácido oxálico disminuyen rápidamente el pH del 

sustrato. A partir de estos datos se decidió usar las concentraciones de ácido oxálico 

que disminuían el pH a 5.4 y 5.0. De acuerdo con la literatura Metarhizium crece en 

sustratos a un pH de 6.6-7.5, con una producción máxima en arroz de 5.275×1010 

conidios g-1 a un pH de 7.01 (Prakash et al., 2008), el cual supera la producción 

máxima de la cepa de la CDMX  y la cepa comercial (1-2×109 conidios gssi-1). 

Se puede observar (Figura 22) que el uso de gentamicina (250 ppm) aumenta la 

producción de conidios para ambas cepas comparado con el control, esto se puede 

atribuir a que el uso de gentamicina previene adecuadamente el crecimiento 

bacteriano, el cual puede afectar inhibiendo el crecimiento del hongo, lo que limita la 

producción de conidios de este último. En el tratamiento control al no tener 

antibiótico, puede estar ocurriendo un pequeño crecimiento bacteriano que no es 

notable, el cual puede afectar el rendimiento en la producción de conidios por parte 

del hongo, observación que se pudo confirmar durante los experimentos realizados. 

Por otra parte también puede ocurrir que la adición de gentamicina al medio de 

cultivo afecta al hongo, lo que le genera un estrés que provoque una mayor 

conidiación (Lovett y St. Leger, 2015). De acuerdo con Seniya et al. (2012), se 

requiere una concentración mínima inhibitoria de 20 mg mL-1 para afectar el 

crecimiento de hongos patógenos como Rhizopus stolonifer y Microsporum gyseum y 

en el estudio realizado por Porcayo-Loza (2014), se demostró que el uso de 

cloranfenicol afecta la viabilidad de los conidios de M. anisopliae Ma 59. 

El uso de ácido oxálico 0.1 M afecta a la cepa M. robertsii Xoch-8.1 comparada con 

la cepa comercial. La adición de ácido oxálico 0.075 M no afecta significativamente la 

producción de conidios con respecto al control para ambas cepas. 
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Figura 22. Producción (conidios gssi
-1

) en 50 g de arroz con ácido oxálico y antibiótico para dos cepas 

de Metarhizium a 10 días. Letras diferentes indican diferencia significativa entre tratamientos. Tukey, P 

< 0.05. 

Para tener las mismas condiciones de producción y evitar el uso de antibióticos, por 

la resistencia que se genera en los microorganismos, se sugiere el uso de ácido 

oxálico 0.075 M. En estudios previos se ha visto que el ácido oxálico es tóxico para 

ciertos ácaros y chinches, además se han identificado cristales de oxalato en 

cadáveres de insectos infectados por HE (Godoy et al., 1990; Korth et al. 2006). En 

un estudio similar se mostró que en M. anisopliae, la producción de oxalato y la 

reducción resultante en el pH extracelular, están vinculadas a la producción de 

proteasas, que a su vez están  relacionadas al proceso infectivo (St. Leger et al. 

1999). 

En un estudio realizado por Kirkland (2005), el oxalato resultó ser el principal 

compuesto orgánico secretado durante el cultivo de B. bassiana, un tratamiento con 

oxalato puro (pH = 4.0) resultó en 80% de mortalidad en adultos de Amblyomma 

americanum Linnaeus (Ixodida: Ixodidae) en 14 días, mientras que a un pH de 7.0 
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dio lugar solo al 10% de mortalidad en 28 días, además de que un cultivo mutante 

con producción de oxalato disminuido, mostró actividad acaricida más baja que la 

cepa silvestre, esto para B. bassiana. Algunos ácidos producidos por hongos, 

incluyendo oxalato, han sido implicados en la virulencia de B. bassiana hacia el 

saltamontes migratorio, Melanoplus sanguinipes Fabricius (Ortóptera: Acrididae) 

(Bidochka y Khachatourians, 1991). Estos datos indican que el oxalato es un 

importante factor de virulencia de hongos entomopatógenos, lo anterior sugiere que 

el ácido oxálico podrían beneficiar la producción de conidios de HE, al aumentar la 

virulencia de estos (datos no comprobados en este estudio). 

Por otra parte en las investigaciones realizadas por Méndez-González (2014) y 

Porcayo-Loza (2014) se evaluó el efecto del uso de cloranfenicol como antibiótico en 

la viabilidad de conidios de M. anisopliae CP-OAX, en donde no se encontró 

diferencia significativa entre los tratamientos, sin uso de antibiótico o utilizando 250 y 

500 ppm, comprobando así que los antibióticos disminuyen la viabilidad de los 

conidios para M. anisopliae. En cuanto a la producción de conidios no existe 

diferencia significativa, entre la producción en columna empacada y bolsa, para 

ambos autores, es por ello que se decidió utilizar solo bolsa de polipapel, para la 

producción en este trabajo. 

Con respecto a la producción sin antibiótico y a la susceptibilidad de contaminación 

bacteriana del sustrato, Méndez-González (2014), en un tratamiento en que utilizó 

arroz lavado, esterilizado y conservado a 4°C, 48 h antes de su inoculación, no 

presentó diferencia significativa en la producción de conidios con respecto a un 

tratamiento en donde el arroz se mantuvo a temperatura ambiente después de la 

esterilización. Por esta razón en el presente estudio el arroz se mantuvo a 4°C 

después de la esterilización y tres horas antes de inocular, lo cual benefició la 

producción de conidios de Metarhizium sin uso de antibiótico, además del uso de 

ácido oxálico.  

 

 



 

 

58 

 

7.7. Producción sobre 50 g de arroz con 0.075 M  de ácido oxálico 

 

La producción de conidios se realizó sobre arroz adicionando ácido oxálico en una 

concentración 0.075 M, logrando obtener un pH del medio de 5.4 en promedio, ya 

que con esto se previene la contaminación por bacterias, a la cual está expuesto el 

medio de cultivo utilizado. Se logró producir la cantidad de seis lotes de las cepas 

estudiadas M. robertsii Xoch-8.1 y M. brunneum ABNMa 201, se muestran resultados 

(Tabla 7). 

 

Tabla 7. Producción y calidad de conidios de 6 lotes producidos sobre 50 g de arroz a 10 días. 

M. robertsii Xoch-8.1 Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5 Lote 6 Promedio  

Producción (conidios gssi-1 ) 1.08×10
9 

1.11×10
9 

1.38×10
9 

8.40×10
8 

6.36×10
8 

1.33×10
9 

1.06×10
9 

± 2.86×10
8 

Viabilidad (%) 80 60 84 76 61 42 67.2 ± 15.8 

Germinación (%) NR* NR* 71 77 84 88 80.2 ± 7.8 

M. brunneum ABNMa 201 Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5 Lote 6 Promedio  

Producción (conidios gssi-1) 1.57×10
9
 1.16×10

9
 1.80×10

9
 9.52×10

8
 8.62×10

8
 1.63×10

9
 1.33×10

9
 ± 3.89×10

8
 

Viabilidad (%) 61 59 47 99 49 46 59.9 ± 19.9 

Germinación (%) 91 90 100 94 88 93 93.8 ± 4.6 

*NR=No registrado, la prueba de germinación para estos lotes se realizó con sólo agar-agua. No se 

encontró diferencia significativa utilizando prueba de comparación de medias de Tukey (P > 0.05). 

 

La producción de conidios no mostró diferencia en los diferentes lotes (Tukey, P > 

0.05), tampoco se muestra diferencia significativa entre la producción de conidios de 

la cepa M. robertsii Xoch-8.1 y la cepa comercial M. brunneum ABNMa 201, que es 

lo que se esperaba al realizar escalamiento de 10 a 50 g de arroz, para predecir que 

el proceso de producción se mantiene constante en cuanto a la producción de 

conidios y que la cepa de Metarhizium aislada de la Ciudad de México no muestra 

diferencia con la cepa comercial ante este parámetro, con producciones cercanas a 

1×109 conidios gssi-1. Estos resultados coinciden con lo que reportó Estefes-Chávez 

(2015), ya que en su estudio encontró que la producción para las cepas de la CDMX 

fue del 1-2×109 conidios gssi-1, aunque para otros autores la producción máxima de 
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conidios es mayor, por ejemplo para Prakash et al. (2008), la producción fue de 

6.2×1010 conidios gssi-1 sobre el mismo sustrato. 

Con lo que respecta a las pruebas de calidad de los conidios producidos, en la tabla 

7 se muestran tanto porcentaje de viabilidad y germinación, para este último se 

encontró diferencia significativa del lote 1 y 2 con respecto de los demás lotes, esto 

pudo deberse a que se utilizó un medio de crecimiento diferente. Respecto a la 

viabilidad y germinación de conidios producidos sobre arroz, no se encontraron 

diferencias estadísticas significativas entre lotes ni entre cepas. Las variaciones en el 

resultado de producción de conidios y viabilidad se pueden deber a pequeñas 

variaciones durante el proceso de producción, tales como: humedad, temperatura y a 

que el método en sí presenta variabilidad por el tipo de prueba realizada, debida a 

pequeños errores experimentales que pueden surgir durante el conteo de UFC y en 

las diluciones.  

El porcentaje de germinación para la cepa M. robertsii Xoch-8.1 mostró valores 

mínimos en los lotes 1 y 2  (6 y 5 % de germinación respectivamente) debido al uso 

de agar-agua como medio para la prueba, efecto que no se ve reflejado en la cepa 

comercial. El agar-agua, es sólo un soporte, en cambio el agar SDA es un medio 

más rico en nutrientes con una relación carbono nitrógeno ideal para el crecimiento 

de los hongos, por lo anterior se puede decir que la cepa comercial tolera 

condiciones nutricionales más pobres que la cepa de la CDMX. 

La producción de estructuras infectivas para Metarhizium está asociada con la 

privación de fuente de nitrógeno o estrés nutricional. Metarhizium genera un cambio 

metabólico para adaptares a diferentes nichos. Además algunos insectos contienen 

una mezcla compleja de fuentes de carbono como aminoácidos, ácidos carboxílicos, 

lactato y algunos ácidos grasos, consecuentemente Metarhizium debe asimilar estas 

fuentes de carbono alternativas para colonizar e invadir al insecto, usando rutas 

alternas como el ciclo del glioxalato (Lovett y St. Leger, 2015). En este caso la cepa 

comercial tiene una ventaja sobre la cepa de la CDMX, debido a que se adapta con 

mayor facilidad a otros medios de cultivo que pudieran generarle estrés. Como se 

puede observar en la tabla 7 no existe diferencia entre cepas utilizando el mismo 
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medio de crecimiento y para el caso de M. brunneum no se muestran diferencia 

estadísticamente significativas entre los lotes producidos. Por lo anterior se puede 

deducir que la cepa procedente de la Ciudad de México, es más susceptible a 

pequeños cambios en su producción, aunque en las mejores condiciones, presenta 

un comportamiento similar y en ocasiones con mejores resultados en comparación 

con la cepa comercial evaluada. 

7.8. Calidad del formulado y vida de anaquel 

 

Se evaluaron distintas condiciones de almacenamiento de la formulación propuesta 

(polvo humectable que es la más común), la cual se elaboró con conidios de las 

cepas estudiadas (M. robertsii Xoch-8.1 y M. brunneum ABNMa201) y con tierra de 

diatomeas Celite® 501 como soporte inerte. Los resultados se muestran en la tabla 

8, de las formulaciones a 25°C con y sin aire, a 4°C con aire y como referencia a 

“espora libre” 25°C sin aire y 4°C con aire. Conforme a los resultados obtenidos 

(Tabla 8), se puede observar que el porcentaje de humedad en general muestra un 

incremento conforme transcurre el tiempo de almacenamiento en todos los 

tratamientos, aunque para los conidios sin formular que comúnmente se denomina 

“espora libre”, este parámetro incrementa en mayor proporción (de 5-6% inicial y 

llega hasta 10-14%) con respecto a los conidios en formulación (2% inicial hasta 6% 

máximo). Debido a las condiciones no herméticas en que se almacenaron los 

formulados, era de esperarse dicho incremento en el porcentaje de humedad. 

Para el caso de la contaminación presente en los formulados, se observó diferencia 

significativa entre cepas y entre tratamientos al transcurrir el tiempo (P < 0.05), esto 

se debe a que durante el proceso de formulación, los conidios se encuentran 

expuestos a diferentes condiciones adversas en donde se pueden contaminar, es por 

esta razón que algunos autores proponen que este porcentaje de contaminación sea 

menor al 5% en productos comerciales al momento del empacado (Garza-Urbina y 

Montes-Torres, 2000), lo cual se cumple en las cepas analizadas. Lo anterior nos 
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indica que los microrganismos ajenos presentes también pierden viabilidad durante el 

tiempo al igual que los conidios en la formulación. 

Con respecto a la viabilidad, se muestra en algunos casos que disminuyó conforme 

se aumentó el tiempo de almacenamiento, aunque no es una tendencia general en 

todos los tratamientos, ya que en otros se mantuvo, lo que indica que el método de 

conservación a 4°C puede ser un método adecuado, comparado con aquellos en los 

que la viabilidad disminuye considerablemente y en algunos casos llega a cero 

(condición a 25°C sin aire). Datos similares se muestran en la prueba de 

germinación, que para efectos de reproducibilidad (menor error experimental), es la 

prueba que fue considerada para la comparación de tratamientos. Cabe mencionar 

que el parámetro evaluado como porcentaje de viabilidad no se ha reportado hasta el 

momento, como parte de la calidad de productos comerciales o formulados. 

Como se puede observar en la tabla 8, el porcentaje de germinación no presenta 

variaciones debidas a errores experimentales tanto como la viabilidad. En este 

contexto, se puede decir que el porcentaje de germinación en general disminuye 

conforme pasa el tiempo de almacenamiento de los conidios mantenidos ya sea a 

25°C con o sin aire y espora libre o en formulación (Figura 23 y 24), este hecho es 

significativo en los resultados, ya que el mayor efecto en las pruebas de calidad para 

determinar la vida de anaquel, para este estudio, no es la cantidad de aire en el 

empaque, sino el efecto de la temperatura, ya que tanto los conidios libres como 

formulados a 4°C mantienen su viabilidad durante el tiempo, hasta por 120 días 

(Figura 25 y 26). Esta temperatura es cercana a la propuesta por Arzumanov et al. 

(2005), quienes mencionan almacenar los conidios a 5°C para mantenerlos por seis 

semanas. 

En un estudio similar, se comprobó que existe un efecto negativo por parte del 

oxígeno en los conidios en almacenamiento (Arzumanov et al., 2005; Faria et al., 

2010), hecho que no es comprobable en este estudio. Para la cepa M. robertsii Xoch-

8.1, en la condición a 25°C con aire, los conidios presentan una disminución de la 

germinación durante el tiempo del 73.5%, mientras que a 25°C sin aire la disminución 

de la germinación es considerablemente mayor (98.5%), lo que indica que con 

a 
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oxígeno la disminución es menor. Para el caso de la cepa comercial M. brunneum 

ABNMa201, no existió diferencia significativa en el porcentaje de disminución de la 

germinación durante el tiempo con aire y sin aire (89.7% y 85.8% respectivamente) 

(Figura 23 y 24).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Resultado de porcentaje de germinación de espora libre almacenada a 25°C con aire para 

Metarhizium de la CDMX y cepa comercial. Letras distintas indican diferencias estadísticas 

significativas (prueba de ¨t¨, P < 0.05).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Resultado de porcentaje de germinación de formulado almacenado a 25°C con aire para 

Metarhizium de la CDMX y cepa comercial. Letras distintas indican diferencias estadísticas 

significativas (prueba de ¨t¨, P < 0.05 para Xoch-8.1 y para ABNMa 201). 
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Humedad (%) 6.17 ± 0.72 7.57 ± 0.39 10.95 ± 0.97 5.22 ± 0.59 6.84 ± 0.07 12.35 ± 0.92

Germinación (%) 63.40 ± 3.65 24.40 ± 5.00 0.67 ± 0.58 80.40 ± 4.95 43.70 ± 2.70 33.50 ± 0.50

Viabilidad (%) 30.87 ± 5.68 17.67 ± 11.38 0.13 ± 0.20 26.27 ± 6.67 6.13 ± 0.87 5.20 ± 1.54

Contaminación (%) 0.83 ± 0.06 0.83 ± 0.06 0.00 ± 0.00 0.94 ± 0.06 0.94 ± 0.06 2.77 ± 0.25

Humedad (%) 2.95 ± 0.54 3.03 ± 1.02 4.06 ± 0.62 3.10 ± 0.71 3.11 ± 0.67 3.50 ± 0.26

Germinación (%) 93.47 ± 3.70 49.09 ± 15.36 24.73 ± 4.32 98.07 ± 1.40 58.74 ± 4.36 1.49 ± 0.85

Viabilidad (%) 74.92 ± 6.10 29.83 ± 8.83 11.89 ± 1.58 56.33 ± 5.13 28.61 ± 4.90 0.67 ± 0.33

Contaminación (%) 3.66 ± 0.17 0.34 ± 0.10 0.77 ± 0.06 1.69 ± 0.43 2.70 ± 1.44 0.90 ± 0.35

Humedad (%) 2.17 ± 0.39 2.83 ± 0.21 3.20 ± 0.55 2.72 ± 0.46 1.95 ± 0.17 2.89 ± 0.41 2.85 ± 0.01 3.48 ± 0.24

Germinación (%) 60.90 ± 4.30 42.50 ± 2.09 6.33 ± 0.13 0.33 ± 0.58 73.80 ± 0.50 53.59 ± 1.14 10.50 ± 0.44 0.00 ± 0.00

Viabilidad (%) 32.53 ± 6.67 26.60 ± 8.31 2.27 ± 1.01 0.53 ± 0.20 36.67 ± 9.46 20.07 ± 2.03 3.40 ± 0.69 0.30 ± 0.20

Contaminación (%) 1.17 ± 0.15 0.17 ± 0.15 0.00 ± 0.00 30.43 ± 2.68 1.64 ± 0.06 1.60 ± 0.36 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00

Humedad (%) 6.17 ± 0.72 8.88 ± 0.27 13.68 ± 1.05 13.91 ± 3.26 14.82 ± 2.40 5.22 ± 0.59 7.36 ± 0.32 11.49 ± 0.99 9.34 ± 0.31 10.30 ± 0.22

Germinación (%) 63.40 ± 3.65 64.35 ± 5.76 65.00 ± 3.08 56.26 ± 3.25 43.33 ± 3.57 80.40 ± 4.95 65.97 ± 6.93 68.92 ± 1.33 61.60 ± 0.53 48.23 ± 3.80

Viabilidad (%) 30.87 ± 5.68 37.87 ± 6.69 30.40 ± 3.01 61.73 ± 9.12 35.60 ± 2.08 26.27 ± 6.67 42.27 ± 7.92 26.93 ± 5.18 44.00 ± 2.00 36.67 ± 5.00

Contaminación (%) 0.83 ± 0.06 0.23 ± 0.06 0.17 ± 0.15 1.47 ± 1.10 0.00 ± 0.00 0.94 ± 0.06 0.23 ± 0.12 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00

Humedad (%) 2.17 ± 0.39 2.78 ± 0.41 3.50 ± 0.30 3.51 ± 0.39 5.91 ± 0.16 1.95 ± 0.17 2.70 ± 0.48 3.30 ± 0.89 3.15 ± 0.58 3.66 ± 0.54

Germinación (%) 60.90 ± 4.30 64.17 ± 2.65 65.90 ± 0.85 61.95 ± 1.94 51.53 ± 3.91 73.80 ± 0.50 74.77 ± 0.32 74.47 ± 3.08 62.95 ± 0.40 51.43 ± 2.14

Viabilidad (%) 32.53 ± 6.67 52.47 ± 7.45 70.13 ± 20.84 51.87 ± 3.21 45.20 ± 8.61 36.67 ± 9.46 37.60 ± 2.68 38.00 ± 2.65 42.67 ± 5.22 32.00 ± 0.80

Contaminación (%) 1.17 ± 0.15 0.60 ± 0.10 0.40 ± 0.69 1.07 ± 0.47 0.00 ± 0.00 1.64 ± 0.06 1.64 ± 0.06 0.00 ± 0.00 1.03 ± 0.23 0.00 ± 0.00

inicial 30 días 60 días

30 días 60 días80 días

80 días

80 días

80 días

80 días

80 días

inicial

30 días

inicial

inicial80 días 60 días 80 días

ND

ND

ND

ND

ND

Prueba
inicial 30 días 60 días

Prueba
inicial 30 días 60 días

Metarhizium robertsii  Xoch-8.1 formulado 25°C sin aire

Metarhizium robertsii  Xoch-8.1 formulado 4°C con aire

120 días

inicial 30 días 60 días
Prueba

inicial 30 días 60 días 80 días 120 días

Metarhizium  robertsii  Xoch-8.1 espora  libre 25°C sin aire M. brunneum  ABNMa 201 espora  libre 25°C sin aire

120 días

ND

Prueba
inicial 30 días 60 días 80 días

ND

ND

ND

ND

30 días 60 días

ND

Prueba
inicial 30 días 60 días

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

120 días

120 días

ND

ND

ND

ND

120 días

120 días

Metarhizium robertsii  Xoch-8.1 espora  libre 4°C con aire

ND

ND

ND

120 días

120 días

Metarhizium robertsii  Xoch-8.1 formulado 25°C con aire

ND

ND

ND

M. brunneum  ABNMa 201 espora  libre 4°C con aire

M. brunneum  ABNMa 201 formulado 4°C con aire

M. brunneum  ABNMa formulado 25°C sin aire

M. brunneum  ABNMa formulado 25°C con aire

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

120 días

Tabla 8. Pruebas de calidad evaluadas durante el tiempo de almacenamiento de la formulación para M. robertsii Xoch-8.1 y M. brunneum  

ABNMa201.  

*ND: No Determinado. Se muestran resultados de calidad de conidios sin formular y para la formulación propuesta a distintas condiciones de 

almacenamiento temperatura 4 y 25°C, para esta última con aire y sin aire en las bolsas. 
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Figura 25. Resultado de porcentaje de germinación de formulado almacenado a 4°C con aire para 

Metarhizium de la CDMX y cepa comercial. Letras distintas indican diferencias estadísticas significativas 

(prueba de ¨t¨, P < 0.05).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Resultado de porcentaje de germinación de espora libre almacenada a 4°C con aire para 

Metarhizium de la CDMX y cepa comercial. Letras distintas indican diferencias estadísticas significativas 

(prueba de ¨t¨, P < 0.05) 

 

Con respecto a los resultados de porcentaje de germinación a través del tiempo, se 
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Metarhizium ni para todos los géneros de hongos entomopatógenos, algunos autores 

reportan (Miranda-Hernández et al., 2014; García-Ortiz et al., 2015) que al trabajar con 

géneros diferentes, encuentran efectos distintos en el uso de pulsos oxidantes, algo 

similar podría ocurrir en el almacenamiento de los conidios con o sin adición de aire, sin 

considerar el consumo de oxígeno (Faria et al., 2010) 

Conforme a los resultados anteriores, se puede decir que para las dos cepas 

estudiadas, la mejor condición para el almacenamiento fue el formulado a 4°C con aire, 

ya que se mantiene la germinación y viabilidad de conidios hasta por 120 días y el 

porcentaje de humedad de la formulación no incrementa significativamente comparada 

con la espora libre en la misma condición (Tabla 8). Se sabe que el contenido de 

humedad inicial y la temperatura de almacenamiento de los conidios son los principales 

factores que influyen en la vida de anaquel (Etheimine et al., 2013), ya que el hecho 

que el porcentaje de humedad aumente, podría generar que los conidios comiencen a 

germinar y con el paso del tiempo pierdan drásticamente viabilidad. Moore et al. (1995) 

demostraron que a 8°C, se pueden mantener conidios de M. flavoviridae en formulación 

seca (conidios secos o en silica gel). Por otra parte, a temperatura ambiente (25-35°C), 

la formulación con aceite no resultó adecuada para el almacenamiento de conidios de la 

misma cepa (Stathers et al., 1993). 

Para el caso en la condición a 4°C, se estima que el tiempo de vida de anaquel del 

formulado será de 120 días, ya que en este punto se ha llegado al 50% de la 

germinación, después de este tiempo ya no es recomendable el uso de este tipo de 

productos en el mercado (datos de la ficha técnica de Metarsil®). En contraste, cuando 

el almacenamiento es a 25°C la vida de anaquel será 30 días como máximo. Lo ideal 

para el almacenamiento de formulaciones de HE sería mantener su viabilidad por más 

de 18 meses (Etheimine et al., 2013). Etheimine et al. (2013), evaluaron formulaciones 

basadas en aceite, pasta y polvo para M. acridum (Green Muscle ®) y encontraron que 

se mantiene la germinación de los conidios (66-72 %) durante seis meses de 

almacenamiento a temperatura entre 23-38°C, independientemente de la formulación; 

después de 10 meses únicamente permanecen viables los conidios formulados en 

polvo a la misma temperatura. Sin embargo, a temperatura de -1.2 a 15°C no se mostró 
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pérdida significativa de la germinación durante 30 meses, además de la permanencia 

de la virulencia del hongo contra Schistocerca gregaria Forskal (Ortóptera: Acrididae). 

Otro estudio realizado por Alves et al. (1996) mostró que B. bassiana perdió viabilidad 

en menos de cinco meses, bajo condiciones de almacenamiento a temperatura 

ambiente independientemente del tipo de formulación, en contraparte los conidios en 

formulaciones y mantenidos en refrigeración (6°C), o en congelación de -10 a -7°C, 

presentaron 100% de germinación después de siete años, cabe mencionar que las 

formulaciones incluían talco y silica gel. 

Los tiempos de almacenamiento en estudios anteriores para otras cepas de 

Metarhizium son mayores comparado con lo obtenido para las dos cepas de estudio, 

aunque la mayoría muestra que todas las formulaciones tienen alta estabilidad cuando 

se almacenan a temperaturas bajas y no existe fluctuación ni cambios de temperatura. 

A continuación se muestran los resultados de las pruebas de infectividad realizadas a 

los conidios en formulación en las diferentes condiciones de almacenamiento (Tabla 9 y 

10).  

La última prueba de calidad del formulado, se trata de la infectividad, en la cual al inicio 

de la formulación (Tabla 9), no se encontró diferencias estadísticas significativas entre 

las cepas con respecto a la infectividad sobre el insecto modelo T. molitor, cabe resaltar 

que el tratamiento con tierra de diatomeas no causo mortalidad en el insecto, lo que 

indica que el uso de este soporte inerte no genera ningún efecto en la mortalidad del 

insecto (en realidad se está utilizando un soporte inerte que no interviene en la 

formulación).  

Para el final del período de almacenamiento (80 días) tampoco se encontraron 

diferencias significativas entre cepas, aunque como se puede ver el porcentaje de 

mortalidad no fue mayor al 20%, con excepción de la cepa comercial que llego al 49% 

de mortalidad (Tabla 10).  

Como se puede observar sólo se tiene el resultado de infectividad para las cepas en 

formulado y espora libre almacenadas a 4°C, debido a que en la condición a 25°C con y 

sin aire, antes del período final de almacenamiento, ambas cepas no provocaron 

mortalidad al cabo de 14 días. 
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Tabla 9. Parámetros de infectividad de formulado y espora libre al inicio de la formulación. “e” espora 

libre y “f” formulado. 

PARÁMETRO Xoch-8.1 e Xoch-8.1 f ABNMa 201 e ABNMa 201 f Diatomeas 

S (%) 71.02 ± 17.54 23.3 ± 11.6 32.33 ± 23.76 22 ± 7.64 ND 

k (d
-1

) 0.54 ± 0.18 0.16 ± 0.14 0.34 ± 0.19 0.20 ± 0.04 ND 

to (d) 6.67 ± 1.03 3.58 ± 2.58 5.65 ± 0.57 4.29 ± 1.08 ND 

TL50  (d) 9.71 * ± 0.87 9.77 ± 1.89 11.12 ± 3.74 9.57 ± 0.88 ND 

R
2
  0.94 0.98 0.98 0.96 ND 

Parámetros obtenidos con el modelo propuesto S= (100-Sf)* e
-k(t-to)+

Sf. Donde Sf es la sobrevivencia final, 

S es la sobrevivencia al tiempo t, k es la tasa de mortalidad específica y to es el tiempo requerido para 

lograr la primera muerte y TL10 es el tiempo requerido para llegar al 90% de la sobrevivencia. 

 

Tabla 10. Parámetros de infectividad de la formulación y espora libre almacenadas a 4°C con aire 

después de 80 días de almacenamiento. “el” espora libre y “f” formulado. 

PARÁMETRO Xoch-8.1 e Xoch-8.1 f  ABNMa201 e ABNmA201 f  

S (%) 78.66 ± 11.90 72.86 ± 4.87 86.66 ± 5.78 83.33 ± 5.78 

k (d
-1

) 3.10 ± 4.47 0.17 ± 0.18 9.25 ± 3.94 4.32 ± 4.04 

to (d) 5.50 ± 3.14 4.11 ± 2.43 5.63 ± 3.70 2.97 ± 0.89 

TL10  (d) 6.61 ± 3.12 10.74 ± 5.08 6.44 ± 3.11 4.56 ± 0.06 

R
2
  0.98 0.91 0.99 0.97 

Parámetros obtenidos con el modelo propuesto S= (100-Sf)* e
-k(t-to)

+Sf. Donde Sf es la sobrevivencia final, 

S es la sobrevivencia al tiempo t, k es la tasa de mortalidad específica y to es el tiempo requerido para 

lograr la primera muerte y TL10 es el tiempo requerido para llegar al 90% de la sobrevivencia. 

 

Con base en los resultados anteriores se puede corroborar que la mejor condición de 

almacenamiento es 4°C, aunque la infectividad de las cepas es mínima al cabo de 80 

días y con respecto al almacenamiento a 25°C, se tiene una vida de anaquel ≤ 30 días. 

Un problema común que se presenta en la producción masiva de HE, son cambios 

genéticos (degeneración). Butt et al. (2006), expresan que los HE sufren degeneración 

cuando se cultivan continuamente en medios ricos en nutrientes, tales como el arroz, lo 

que puede generar modificaciones que afectan algunos determinantes de virulencia, 

cambios en color de la colonia, morfología o disminución en la producción de 

metabolitos. Las pruebas de infectividad realizadas muestran en algunas ocasiones 
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mayor infectividad y en otras menos porcentaje de mortalidad en el mismo tipo de 

insecto (T. molitor), que tal vez sea inherente a una disminución de la virulencia de las 

cepas, debida por constantes resiembras de los hongos o por variaciones mínimas en 

las pruebas que generan cambios importantes en la respuesta de los hongos. 

7.9. Patogenicidad sobre plagas de importancia económica: Picudo del 

nopal y chapulín de la milpa. 

 

Se muestran los resultados de la prueba de patogenicidad sobre picudo de nopal de las 

cepas M. robertsii Xoch-8.1 y M. brunneum ABNMa 201 (Figura 27). 

 

Figura 27. Porcentaje de mortalidad y micosis sobre picudo del nopal a 20 días. Letras distintas indican 

diferencias estadísticas significativas (Tukey, P < 0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Muestra de insectos micosados (C. spinolae), para corroborar la muerte por el hongo. 
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De acuerdo con lo que se muestra las tres cepas de Metarhizium utilizadas en el 

bioensayo contra el picudo de nopal son capaces de infectar y matar a esta plaga 

(Figura 27), mostrando diferencias durante el proceso de infección, en el tiempo y en el 

porcentaje de mortalidad. Las cepas más virulentas en contra del picudo de nopal a 

nivel laboratorio fueron M. robertsii  Xoch-8.1 y M. brunneum ABNMa 201 con un 100% 

de mortalidad a los 7 y 9 días respectivamente, la cepa M. lepidiotae CP-OAX mostró 

comparativamente menor infección con un 40% de mortalidad a los 16 días posteriores 

a la inoculación (Tukey, P < 0.05). 

Por otra parte el chapulin y la langosta voladora, son ortópteros de importancia agrícola 

en México, ya que se presentan como plaga de cultivos como el maíz. En México se 

han implementado campañas de sanidad vegetal en Chihuahua, Guanajuato, Puebla, 

Querétaro, Tlaxcala, Yucatán, Campeche y Tabasco usando a M. anisopliae var. 

acridum como control biológico (García-Gutierrez y González-Maldonado, 2013). Se 

muestran los resultados de la prueba de patogenicidad sobre chapulín de la milpa de 

las cepas M. robertsii Xoch-8.1 y M. brunneum ABNMa 201 (Figura 29). 

 

 

 

Figura 29. Porcentaje de mortalidad y micosis sobre chapulín de la milpa, sin diferencias estadísticas 

(Tukey, P > 0.05). 
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Figura 30. Muestra de insectos micosados (S. purpurascens) para corroborar la muerte por el hongo. 

 

Con respecto a los resultados obtenidos de la prueba de patogenicidad de las cepas 

contra el chapulín de la milpa, se puede observar (Figura 29) que los insectos 

sometidos al tratamiento control presentaron igual mortalidad que los insectos tratados 

con ambas cepas, esto pudo deberse a que dependiendo del instar del insecto plaga se 

determina la susceptibilidad del mismo a las condiciones abióticas, por ejemplo 

Rodríguez-del Bosque (2007), menciona que etapas iniciales de los insectos (huevos o 

larvas pequeñas) son susceptibles a factores abióticos, los que provocan una alta 

mortalidad. En este estudio se utilizaron insectos de segundo y tercer instar lo que pudo 

influir en que sólo al mantener a los insectos en cautiverio haya provocado la mortalidad 

de los mismos, aunque también la mortalidad observada en el control se presentó 

después de que se encontraron las primeras larvas infectadas por los hongos, además 

de que en el control no se encontraron insectos micosados, lo que indica que la muerte 

fue ocasionada por otras causas y no por micosis. Cabe mencionar que de acuerdo con 

lo observado en la experimentación los chapulines son más sensibles a condiciones de 

cautiverio que los picudos del nopal. Otro punto importante a mencionar es que los 

insectos fueron mantenidos en cuarentena antes de los tratamientos, por lo que se 

disminuye el riesgo de que los insectos tuvieran alguna predisposición de mortalidad.  

De acuerdo con lo que se observa en Figura 28 y Figura 30, ambas cepas (M. robertsii 

Xoch-8.1 y M. brunneum ABNMa 201), fueron patógenas para los dos insectos tratados, 
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este hecho le confiere a ambas cepas beneficios, ya que por un lado el uso de una 

cepa endémica es de relevancia, al estar aclimatada a las condiciones de la región 

(Xoch-8.1). Por otro lado, el hecho de que una cepa que fue extraída de un cierto 

hospedero (picudo de chile), en este caso la cepa comercial puede tener un mayor 

número de hospederos, como es el caso de picudo del nopal y chapulín. En México se 

ha mostrado la conveniencia de aislar cepas de HE adaptadas a las condiciones 

climáticas de cada zona geográfica, ya que en cada región existen microclimas, los 

cuales definen la efectividad del hongo en campo (De la Rosa et al., 2000; Montesinos-

Matías et al., 2011), es por ello que el CB por conservación utiliza cepas endémicas 

para el control de plagas (Barrera-Gaytán, 2007). Actualmente Metarhizium sp. es uno 

de los HE más importante y es usado para diferentes tipos de insectos plaga como: 

termitas, langosta, saltamontes, cucaracha, mosca pinta, mariposa nocturna, 

escarabajos, gorgojos o picudos, mosca blanca, trips, mosquitos y garrapatas. Estos 

incluyen a un gran número de órdenes de insectos: Ortóptera, Hemíptera, Lepidóptera, 

Díptera, Coleóptera (Zimmermann, 2007), es por ello que posiblemente las cepas de 

estudio presentan la capacidad de infectar a los insectos tratados.  

Aunque algunos HE suelen ser específicos para cierto tipo de insecto, como M. acridum 

que ha sido ampliamente utilizado para el control de Ortópteros, como: S. purpurascens  

(Guerrero-Guerra et al., 2013) en México; en Australia el producto comercial Green 

Guard® resulta eficaz para Chortoicetes terminifera Walker (Ortóptera: Acrididae), L. 

migratoria y otras especies (Hunter et al., 2005), mientras que el producto Green 

Muscle® resulta eficaz para el control de S. gregaria (Etheimine et al., 2013). También 

existen productos comerciales que se utilizan contra especies de insectos  distintas a la 

recomendada en ficha técnica, tal es el caso de Metarril® SP Organic, el cual resultó 

ser patógeno contra Rhipicephalus microplus Canestrini (Ixodida: Ixodidae), cuando la 

ficha técnica indica que el producto se basa en conidios de M. anisopliae útil para el 

control de Mahanarva fimbriolata Stal (Hemíptera: Cercopidae) (Camargo-Guedes et al., 

2014). Otro caso similar fue presentado por Albuquerque et al. (2005) donde M. 

anisopliae var. anisopliae y M. anisopliae var. acridum resultaron con potencial para el 

control de la plaga Nasutitermes coxipoensis Holmgren (Isóptera: Termitidae), es por 
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esta razón que las cepas estudiadas que son de diferente especie pueden presentar 

potencial para el control del picudo de nopal y chapulín de la milpa. 

7.10. Prueba de aplicación con mochila 

 

La aplicación en campo de HE para el control de plagas de importancia económica ha 

sido ampliamente estudiada. Diferentes autores han propuesto condiciones para la 

evaluación en campo, tanto de insecticidas químicos como de bioplaguicidas (Torres-

Barragán et al., 2004; Hernández-Torres et al., 2006; Mellín-Rosas et al., 2012). En este 

estudio, se realizó una prueba de aplicación utilizando equipo convencional, para 

corroborar que la formulación propuesta y los conidios producidos no generaban 

problemas técnicos de aplicación.  

Un punto importante para este trabajo, es que la formulación que se está proponiendo, 

cuenta con la capacidad de ser aplicable, ya que otros autores (Arnaud et al., 2005; 

CNRCB, 2011; Luz et al., 2012; ; Sabbour et al., 2012; Camargo-Guedes et al., 2014) 

proponen usar otras marcas de tierra de diatomeas (tamaño de partícula de 5-8 μm); 

mientras que algunas empresas utilizan tierra de diatomeas Celite ® 289 (tamaño de 

partícula 5 μm), para formulaciones en polvo humectable para Metarhizium. En este 

estudio se utilizó tierra de diatomeas Celite®  501, la cual maneja un tamaño de 

partícula mayor a la propuesta (9 μm), con resultados favorables al momento de la 

aplicación con mochila de motobomba. El uso de tierra de diatomeas Celite® 501 con 

tamaño de partícula mayor a la reportada, muestra que es posible aumentar la 

versatilidad de los productos usados para formular, incluyendo materiales de mayor 

disponibilidad en el mercado.  
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 La identificación molecular con beta tubulina y factor de elongación permiten 

separar con claridad las especies de Metarhizium.  

 Existe diferencia entre las cepas aisladas de la CDMX. La cepa M. robertsii 

Xoch-8.1 produjo conidios con rendimientos y calidad similares a la cepa 

comercial. Esta cepa endémica fue más susceptible al uso de aditivos que 

disminuyen el riesgo de contaminación bacteriana, como el ácido oxálico.  

 El uso de ácido oxálico a una concentración 0.075 M, no modificó la producción 

de conidios de HE, por lo que se sugiere como alternativa al uso de antibiótico 

sin afectar significativamente el rendimiento.  

 Los conidios de las cepas M. robertsii Xoch-8.1 y M. brunneum ABNMa201, 

tienen la capacidad de infectar a plagas como el picudo de nopal y chapulín de la 

milpa. Además que la aplicación de la formulación propuesta con tierra de 

diatomeas Celite 501® es factible con equipo convencional. 

 

 

La cepa M. robertsii Xoch-8.1 produce conidios con rendimientos similares a la cepa 

comercial METASIN® de Agrobionsa® (M. brunneum ABNMa201), sin embargo resultó 

más susceptible a la presencia de ácido oxálico como inhibidor de crecimiento 

bacteriano, aunque sus conidios fueron de calidad similar a los conidios producidos por 

la cepa comercial. 

 

En ensayos de patogenicidad hacia plagas de importancia económica, C. spinolae y S. 

purpurascens, la cepa de M. robertsii Xoch-8.1 causó niveles de mortalidad semejantes 

a los de una cepa comercial (M. brunneum ABNMa201). 

 

  

8. RESÚMEN DE RESULTADOS    

9. CONCLUSIONES        
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 Corroborar que los resultados obtenidos, son una base para predecir lo que 

sucedería en campo, con una evaluación cuantitativa en invernadero o en 

campo, considerando: ciclo de vida de la plaga, hábitos del insecto, condiciones 

climáticas y migratorias, período de aplicación, entre otros, para verificar si existe 

diferencia en la efectividad entre la cepa M. robertsii Xoch-8.1 y M. brunneum 

ABNMa201. 

 Estudiar el efecto del uso de ácido oxálico en la producción de conidios, sobre la 

virulencia de los HE. 

 

  

10. PERSPECTIVAS 
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Actividad de agua (aw): Se define como la variación entre la presión de vapor de agua 

en un sustrato (P) y la presión de vapor del agua pura (P0) a la misma temperatura y 

presión.  aw = P/P0. 

Bioensayo: Desde el punto de vista agronómico es una metodología utilizada para 

determinar la respuesta de un insecto plaga u organismo benéfico a los insectos. Se 

compone de dos variables, el estímulo (variable independiente o insecticida) y la 

respuesta que es el efecto que produce la aplicación del estímulo. 

Blastoespora: Estado prolifero de algunos hongos que puede ser producido en 

fermentación líquida. 

Conidio: es una espora asexual inmóvil formada directamente a partir de una hifa o 

célula conidiógena o esporógena. Aparecen en hongos: Zygomycetes, Ascomycetes y 

algunos Basidiomycetes. 

Espaciador transcrito interno (ITS): Regiones no codificantes que separan los 

componentes individuales de las unidades de ADN ribosómico que muestran mayor 

polimorfismo de secuencias que las propias regiones génicas y por tanto son útiles 

como fuente de marcadores genéticos para el locus  del ADN ribosómico. 

Germinación: Proceso en el cual un conidio es capaz de crear un tubo germinativo de 

un tamaño del doble del diámetro del conidio, esto no asegura su viabilidad. 

Hifa: Elementos filamentosos cilíndricos característicos de la mayoría de hongos que 

conforma su estructura vegetativa. 

Hemocele: Cavidad general secundaria de los artrópodos que constituye un sistema 

lleno de líquido hemático (aparato circulatorio). 

Hemolinfa: Líquido interno de los invertebrados, generalmente incoloro, que contiene 

nutrientes y escases de oxígeno. 

Infectividad: incluye dos componentes, la habilidad para entrar al hospedero y la 

capacidad para reproducirse dentro de él, se determina el tiempo en que el 

microrganismo infecta al hospedero (TL50). 

11. GLOSARIO    
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In silico: Expresión que significa “hecho por computadora” o vía simulación 

computacional. 

Manejo integrado de plagas (MIP): Combinación de métodos de control incluyendo el 

biológico, cultural, mecánico, físico, legal y químico para reducir los niveles de daño de 

una plaga por debajo de un umbral económico, con bajos efectos dañinos al ambiente y 

organismos que no sean objetivo de éste. 

Ooteca: Es el depósito de huevos que forman algunos moluscos e insectos. 

Patogenicidad: Es la habilidad innata de un organismo para infectar un hospedero y 

causar enfermedad o la agresividad en la capacidad del patógeno de invadir y 

establecerse dentro del huésped, no considerando el tiempo ni la concentración 

utilizada (% mortalidad). 

Plaguicida: Insumo fitosanitario destinado a prevenir, repeler, combatir y destruir a los 

organismos biológicos nocivos a los vegetales tales como: insecticidas, fungicidas, 

herbicidas, acaricidas, molusquicidas, nematicidas y rodenticidas. 

Rizosfera: Es la parte del suelo inmediata a las raíces vivas, en donde se da una 

interacción única y dinámica entre las raíces de plantas y microrganismo del suelo. 

Sapróbio: hongo que crece sobre materia en descomposición 

Viabilidad: Proceso en el cual un conidio es capaz de germinar y llegar a formar una 

colonia (UFC).  

Virulencia: Es la severidad de la enfermedad en la infección del hospedero, que se 

determina con la medida de dosis respuesta (CL50 o DL50). 
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ANEXO 1 

 

Información de especies utilizadas como referencia para análisis filogenético 

 

    
Número de acceso al GenBank 

Colección Identificación Origen Aislado EF 5´ 1α Beta-tub 

ARSEF 324 Metarhizium acridum Australia Ortóptera EU248844 EU248812 

ARSEF 3391 Metarhizium acridum Tanzania Ortóptera EU248873 
 

ARSEF 5736 Metarhizium acridum Madagascar Ortóptera EU248878 
 

ARSEF 5748 Metarhizium acridum México Ortóptera EU248879 
 

ARSEF 6421 Metarhizium acridum Senegal Ortóptera EU248883 
 

ARSEF 6592 Metarhizium acridum Benín Termita EU248886 
 

ARSEF 6597 Metarhizium acridum Benín suelo EU248887 
 

ARSEF 6600 Metarhizium acridum Benín 
 

EU248888 
 

ARSEF 7486 Metarhizium acridum Nigeria Ortóptera EU248845 EU248813 

ARSEF 6347 Metarhizium anisopliae Colombia Hemíptera EU248881 
 

ARSEF 7450 Metarhizium anisopliae Australia Coleóptera EU248852 EU248823 

ARSEF 7487 Metarhizium anisopliae Etiopía Ortóptera DQ463996 EU248822 

RCEF 6252 Metarhizium anisopliae China suelo KM504951 KM527875 

ARSEF 988 Metarhizium brunneum Japón Lepidóptera EU248890 
 

ARSEF 2107 Metarhizium brunneum USA Coleóptera EU248855 EU248826 

ARSEF 3826 Metarhizium brunneum USA Díptera EU248874 
 

ARSEF 4152 Metarhizium brunneum Australia suelo EU248853 EU248824 

ARSEF 4179 Metarhizium brunneum Australia suelo EU248854 EU248825 

ARSEF 5198 Metarhizium brunneum Germania suelo EU248876 
 

ARSEF 5625 Metarhizium brunneum Finlandia Coleóptera EU248877 
 

ARSEF 6120 Metarhizium brunneum Argentina Coleóptera EU248880 
 

ARSEF 6392 Metarhizium brunneum USA Coleóptera EU248882 
 

ARSEF 6477 Metarhizium brunneum Noruega Coleóptera EU248885 
 

ARSEF 3297 Metarhizium brunneum China suelo XM_014686196 XM_014691600 

RCEF 5576 Metarhizium brunneum 
  

KM510159 KM497187 

RCEF 0885 Metarhizium brunneum 
  

KM510183 KM527876 

RCEF 4874 Metarhizium brunneum 
  

KM510187 KM527880 

ARSEF 2133 Metarhizium flavoviridae Rep. Checa Coleóptera DQ463988 EU248827 

ARSEF 2025 Metarhizium flavoviridae 
  

KJ398804 KJ398575 

ARSEF 4124 Metarhizium frigidum Australia Coleóptera DQ463978 EU248828 

ARSEF 7445 Metarhizium frigidum 
  

KJ398818 KJ398590 

ARSEF 2596 Metarhizium globosum India Lepidóptera EU248846 EU248814 

ARSEF 4303 Metarhizium guizhouense Australia suelo EU248859 
 

ARSEF 4321 Metarhizium guizhouense Australia suelo EU248860 EU248832 

ARSEF 4604 Metarhizium guizhouense Guinea Coleóptera EU248894 
 

ARSEF 5714 Metarhizium guizhouense 
  

EU248856 EU248829 

ARSEF 6238 Metarhizium guizhouense China Lepidóptera EU248857 EU248830 

ARSEF 7420 Metarhizium guizhouense Australia Díptera EU248892 
 

ARSEF 7502 Metarhizium guizhouense Australia 
 

EU248861 EU248833 
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Número de acceso al GenBank 

Colección Identificación Origen Aislado EF 5´ 1α Beta-tub 

ARSEF 7507 Metarhizium guizhouense Kiribati suelo EU248858 EU248831 

CBS 258.90 Metarhizium guizhouense China Lepidóptera EU248862 EU248834 

RCEF 4126 Metarhizium guizhouense 
  

KM527842 KM527886 

RCEF 4127 Metarhizium guizhouense 
  

KM510186 KM527879 

ARSEF 4154 Metarhizium lepidiotae Australia suelo EU248891 
 

ARSEF 4587 Metarhizium lepidiotae     Guinea Coleóptera EU248893 
 

ARSEF 4628 Metarhizium lepidiotae Australia suelo EU248863 EU248835 

ARSEF 4660 Metarhizium lepidiotae  Guinea Coleóptera EU248895 
 

ARSEF 7412 Metarhizium lepidiotae Australia Coleóptera EU248864 EU248836 

ARSEF 7488 Metarhizium lepidiotae Australia Coleóptera EU248865 EU248837 

RCEF 0987 Metarhizium lepidiotae 
  

KM510181 KM527872 

ARSEF 473 Metarhizium majus Australia suelo EU248875 
 

ARSEF 1015 Metarhizium majus Japón Lepidóptera EU248866 EU248838 

ARSEF 1914 Metarhizium majus Filipinas Coleóptera EU248868 EU248840 

ARSEF 1946 Metarhizium majus Filipinas Coleóptera EU248867 EU248839 

ARSEF 2808 Metarhizium majus Filipinas Coleóptera EU248871 EU248843 

ARSEF 4566 Metarhizium majus Australia Coleóptera EU248869 EU248841 

ARSEF 7505 Metarhizium majus Australia Coleóptera EU248870 EU248842 

ARSEF 297 Metarhizium majus China suelo XM_014723632 XM_014727234 

ARSEF 3210 Metarhizium pingshaense India Coleóptera DQ463995 EU248819 

ARSEF 4342 Metarhizium pingshaense Islas Solomon Coleóptera EU248851 EU248821 

ARSEF 7929 Metarhizium pingshaense Australia Isóptera EU248847 EU248815 

CBS 257.90 Metarhizium pingshaense China Coleóptera EU248850 EU248820 

RCEF 6276 Metarhizium pingshaense 
  

KP012553 KP032212 

RCEF 0988 Metarhizium pingshaense 
  

KM510185 KM527881 

ARSEF 23 Metarhizium robertsii China 
 

XM_007821795 XM_007820079 

ARSEF 727 Metarhizium robertsii Brasil Ortóptera DQ463994 EU248816 

ARSEF 4739 Metarhizium robertsii Australia suelo EU248848 EU248817 

ARSEF 6472 Metarhizium robertsii USA Coleóptera EU248884 
 

ARSEF 7501 Metarhizium robertsii Australia 
 

EU248849 EU248818 

RCEF 5501 Metarhizium robertsii 
  

KM510179 KM497186 

TNS-F 18553 Metarhizium indigoticum 
  

JF416010 KJ398569 

NBRC100684 Metarhizium indigoticum 
  

KJ398784 KJ398544 

 


