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Resumen  

México es el principal productor de aguacate a nivel mundial, por lo tanto, la reciente entrada de 

complejos ambrosiales exóticos representa un peligro latente para la cadena de producción de este 

fruto. Estos complejos son responsables de la enfermedad vascular letal conocida como marchitez 

del laurel y de la muerte regresiva por Fusarium o “Fusarium dieback”. Se ha reportado el potencial 

de algunos agentes de control biológico y plaguicidas químicos para controlar estos complejos, sin 

embargo, a la fecha no existe un tratamiento completamente efectivo. En el presente trabajo se 

evaluó el efecto antagonista de Trichoderma asperellum Th-T4 (3) sobre el hongo ambrosial exótico 

Fusarium euwallaceae 744 y el hongo simbionte Fusarium sp. aislado de Xyleborus affinis Eichhoff. 

El hongo T. asperellum Th-T4 (3) invadió y penetró a F. euwallaceae 744, y disminuyó la velocidad 

de crecimiento de Fusarium sp. También se utilizó el plaguicida Malatión, que se emplea 

comúnmente para controlar a los complejos ambrosiales. Sin embargo, se ha reportado que el uso 

de este plaguicida ocasiona problemas a la salud humana y al agroecosistema. Por lo tanto y como 

posible componente para una estrategia combinada, se utilizaron diferentes mezclas entre 

Malatión, a menores dosis de las recomendadas, con los agentes biológicos Trichoderma asperellum 

Th-T4 (3) como micopatógeno y Metarhizium robertsii Xoch 8.1 como entomopatógeno. Una de las 

pruebas de compatibilidad en los agentes biológicos, fue la tolerancia al plaguicida, siendo T. 

asperellum Th-T4 (3) más tolerante a Malatión que M. robertsii Xoch 8.1. Para corroborar el impacto 

que tienen los diferentes tratamientos, se realizaron bioensayos con el escarabajo ambrosial 

modelo X. affinis, cuyo ciclo biológico es similar al de las plagas exóticas, esto con tres propósitos 

fundamentales: a) controlar poblaciones plaga de X. affinis; b) anular el peligro de usar una plaga 

latente de complejo ambrosial ya presente en la frontera norte, Baja California, México y California, 

EUA (Euwallaceae nr. fornicatus/Fusarium euwallaceae); y c) ya que los complejos ambrosiales son 

promiscuos y pueden transmitir los simbiontes entre diferentes especies de escarabajos 

ambrosiales (transferencia lateral), tener una estrategia preventiva en el caso de intercambio de 

especies. Los resultados de los bioensayos en contacto con M. robertsii Xoch 8.1 solo o en 

combinación con T. asperellum Th-T4 (3) mostraron una mortalidad promedio del 76%, sin 

diferencias significativas con el uso de Malatión a 600 ppm. Además, la aplicación del tratamiento 

combinado de Malatión (a 60 ppm o 200 ppm) con los hongos M. robertsii Xoch 8.1 más T. 

asperellum Th-T4 (3), fue tan eficiente como el Malatión solo a 600 ppm. Por lo tanto, el tratamiento 

únicamente con M. robertsii Xoch 8.1 o en combinación con T. asperellum Th-T4 (3), o con Malatión 

en dosis bajas, puede ser tan efectivo como el tratamiento con Malatión a 600 ppm, esto es 
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relevante en aquellas aplicaciones en campo donde el Malatión persiste en los cultivos, o cuando se 

requiere un efecto sinérgico para controlar insectos plaga. La estrategia propuesta reduce la 

concentración recomendada de Malatión hasta un orden de magnitud, y es efectiva para contener 

a X. affinis bajo las condiciones ensayadas. Además, una estrategia que sustituya parcial o 

totalmente el uso del plaguicida químico, contribuye a la preservación del agroecosistema y por lo 

tanto es una alternativa sustentable.  
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1. Introducción 

México es el principal productor de aguacate (Persea americana  Mill. var. Hass) (Laurales: 

Lauraceae) a nivel mundial, con una producción anual de 2.3 millones de toneladas según lo 

registrado en el 2019 (FAO, 2021), con un valor de exportaciones estimado en $ 39.7 mil millones 

de pesos (SADER-SENASICA, 2019a). El estado de Michoacán, es el mayor productor de aguacate, 

con un valor estimado de 1.57 millones de toneladas, una superficie sembrada de 159 mil hectáreas 

y con una derrama económica de $ 32.8 mil millones de pesos (SADER-SENASICA, 2019a). La reciente 

entrada de los complejos ambrosiales exóticos, incluyendo al escarabajo y por lo menos un hongo 

simbionte, de Xyleborus glabratus Eichhoff (Coleoptera: Curculionidae)/Raffaelea lauricola 

(Ophiostomatales: Ophiostomataceae), y Euwallacea nr. fornicatus (Coleoptera: 

Curculionidae)/Fusarium euwallaceae (Hypocreales: Nectriaceae), representa un peligro latente 

para los productores de este fruto, ya que el aguacate se encuentra entre los principales anfitriones 

de los complejos ambrosiales (Stouthamer et al., 2017; SENASICA, 2020). Se afectaría a cerca de 

11,727 productores de aguacate establecidos en el país, por lo que se pondrían en riesgo 187 mil 

empleos directos, los cuales benefician a más de 70 mil familias en Michoacán (SADER-SENASICA, 

2019b).  

Los complejos ambrosiales nativos construyen sus galerías barrenando árboles enfermos o 

viejos, rara vez atacan arboles sanos. Una vez invadidos, las hembras colonizadoras vuelan en busca 

de otros árboles. No obstante, la procedencia del complejo ambrosial exótico es asiática, se cree 

que pudieron haber llegado por las embarcaciones en las materias que contenían madera (Eskalen 

et al., 2013). Cabe mencionar que el peligro del complejo ambrosial exótico es que además de la 

materia vieja o en descomposición, logran invadir a los árboles sanos, con la posibilidad de diezmar 

poblaciones enteras en poco tiempo. Tal es el caso de Xyleborus glabratrus que ha generado 

pérdidas enormes en Lauraceas incluyendo aguacate en EUA (Eskalen et al., 2013; Carrillo et al., 

2014). En 2015 el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiológica y Fitosanitaria (SINAVEF) incluyó 

por primera vez a los complejos ambrosiales X. glabratus/R. lauricola y E. nr. fornicatus/F. 

euwallaceae dentro de las plagas de riesgo de introducción a México (SAGARPA-SENASICA, 2016). 

De hecho, el complejo E. nr. fornicatus/F. euwallaceae ya se ha reportado en Tijuana (Montesinos-

Matías et al., 2019), Rosarito, Ensenada y Tecate, Baja California (Fig. 1.1) (SADER-SENASICA, 2018).  

El complejo simbiótico X. glabratus/R. lauricola es el responsable de una enfermedad vascular 

letal conocida como “marchitez del laurel” (Fig. 1.2), mientras que el complejo E. nr. fornicatus/F. 
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euwallaceae es responsable de la muerte regresiva por Fusarium o “Fusarium dieback” (SAGARPA-

SENASICA, 2016), donde básicamente el hongo bloquea los canales vasculares de las plantas (Fig. 

1.3) (Hulcr y Stelinski, 2017). Como parte del ciclo biológico de estos complejos, los hongos 

ambrosiales como F. euwallaceae son el alimento de larvas y escarabajos ambrosiales dentro de las 

galerías de los árboles infectados (Montesinos-Matías et al., 2019; Castrillo et al., 2016).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se han reportado a más de 300 especies de árboles atacados por el complejo ambrosial E. nr. 

fornicatus/F. euwallaceae, de estos más de 110 son susceptibles a la muerte regresiva por Fusarium 

(Kabashima y Dimson, 2014). Aunque no se sabe si el escarabajo ambrosial E. nr. fornicatus es capaz 

de reproducirse en estas especies, puede inocular los hongos simbióticos iniciando la infección en 

los árboles (Tabla 1.1) (Eskalen et al., 2013; Carrillo et al., 2014). En México, el escarabajo ambrosial 

Xyleborus affinis Eichhoff (Coleoptera: Curculionidae) y sus hongos simbióticos, habitan 

Fig. 1.1. Detecciones de E. nr. fornicatus en el estado de Baja California. 

Fuente: SADER-SENASICA, 2018. 
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naturalmente en plantaciones de aguacate teniendo un impacto mínimo en los cultivos, sin 

embargo, estos complejos nativos son susceptibles a la transferencia lateral de los simbiontes por 

los complejos ambrosiales invasores (Carrillo et al., 2014), que son un riesgo potencial en las 

plantaciones de aguacate, además de la gran diversidad de plantas reportadas como hospedantes 

reproductivos y susceptibles al ataque, tanto de importancia agrícola (Tabla 1.2 y Fig. 1.4) (SADER-

SENASICA, 2019b), como forestal y ornamental (Lira-Noriega et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1.2. Ciclo de la enfermedad del marchitamiento del laurel ocasionada por el escarabajo 

ambrosial X. glabratus atacando un árbol huésped saludable. El hongo simbionte R. lauricola se 

introduce en el árbol, y a medida que crece el árbol comienza a mostrar signos de enfermedad. 

Eventualmente ocurre la muerte del árbol, y un nuevo grupo de escarabajos emerge para 

encontrar nuevos árboles anfitriones (tomado de Hughes et al., 2014). 
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Familia Nombre científico Nombre común 

Lauraceae Persea americana Aguacate 

Sapindaceae Acer negundo Arce negundo 

Sapindaceae Acer macrophyllum Arce de hoja grande 

Sapindaceae Acer buergerianum Arce tridente 

Sapindaceae Acer palmatum Arce japonés palmeado 

Sapindaceae Alectryon excelsus Titoki 

Euphorbiaceae Ricinus communis Higuerilla 

Platanaceae Platanus racemosa Sicómoro de California  

Fagaceae Quercus robur Roble común 

Fagaceae Quercus agrifolia Encino de la costa 

Fagaceae Platanus x acerifolia Plátano de sombra  

Fagaceae Quercus engelmannii Roble Engelmann  

Fagaceae Quercus lobata Roble de los valles  

Moraceae Ficus macrophylla Moretón 

Salicaceae Salix laevigata Sauce  

Salicaceae Populus fremontii Álamo de Virginia  

Salicaceae Populus trichocarpa Álamo negro  

Betulaceae Alnus rhambifolia Betulácea 

Fabaceae Albizia julibrissin Árbol Coral 

Fabaceae Cercidium floridum Palo verde 

Fabaceae Parkinsonia aculeata Brea 

Fabaceae Castanospermum australe Mesquite amargo 

Fabaceae Prosopis articulata Glicinia japonesa 

Fabaceae Acacia spp. Acacia 

Theaceae Camellia semiserrata Camelia 

Altingiaceae Liquidambar styraciflua Liquidámbar 

Fuente: Eskalen et al., 2013; SADER-SENASICA, 2019b. 

 

Tabla 1.1. Especies hospedantes y susceptibles del complejo E. nr. fornicatus/F. euwallaceae. 
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Tabla 1.2. Producción agrícola nacional de los hospedantes potenciales de E. nr. fornicatus 

y F. euwallaceae en México. 

Fuente: SADER-SENASICA, 2019b (con datos del 2017); Gomez et al., 2019. 

 

 

Cultivo 
Superficie sembrada 

(Ha) 
Producción 

(Ton) 
Valor de producción 
(Millones de pesos) 

Hospedante reproductivo 

Aguacate  218,492.93 2,029,885.85 39,705.96 

Hospedantes para el desarrollo del hongo 

Aceituna 7,351.45 12,879.38 139.96 

Durazno  31,281.22 163,795.96 1,340.83 

Jaca 1,509.70 22,192.83 143.95 

Macadamia  1,484.50 3,067.81 63.86 

Naranja  335,425.69 4,629,758.18 8,621.73 

Níspero  13.99 69.45 0.27 

Nuez  123,346.30 147,198.48 11,407.03 

Papaya 18,771.99 961,768.25 4,948.23 

Persimonio  9 52.8 0.92 

Uva  33,713.64 415,889.20 7,279.73 

Zapote chiclero 182 0 0 

Total  771,582.41 8,386,558.19 73,652.47 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1.3. Escarabajo ambrosial barrenador polífago E. nr. fornicatus en simbiosis con F. 

euwallaceae. 1) El ciclo inicia cuando la hembra colonizadora entra en contacto con el tronco 

de un árbol y lo barrena, ovipositando y propagando su hongo ambrosial simbionte F. 

euwallaceae, que se encuentra localizado en los micangios de los escarabajos; 2) El hongo 

ambrosial sirve de alimento tanto a larvas como a insectos adultos; 3) Daño de un tronco de 

árbol ocasionado por galerías de E. nr. fornicatus y el hongo F. euwallaceae  
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Fig. 1.4. Superficie cultivable de aguacate, hospedante potencial para el establecimiento y 

desarrollo de E. nr. fornicatus y X. glabratus. Los estados con mayor riesgo, Michoacán, Jalisco, 

Estado de México, Nayarit y Guerrero (SADER-SENASICA, 2019b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como medida de control de los complejos ambrosiales, se han probado algunos plaguicidas 

químicos como Malatión (Fig. 1.5), Permitrina y Carboxin en P. americana (Carrillo et al., 2013), 

además de benzoato de emamectina, Bifentrina, Metconazol y triazoles en Platanus racemosa Nutt. 

(sicomoro) (Proteales: Platanaceae) infestado por Euwallacea sp. (Eatough Jones et al., 2017; 

Grosman et al., 2019). Aunque el uso de plaguicidas químicos actúa de manera inmediata sobre el 

área donde es asperjado, un inconveniente de esta práctica, es que diezman la comunidad de 

organismos tanto “plagas” como “no objetivos” (Aktar et al., 2009), lo cual representa un efecto 

perjudicial para el ecosistema (Mulla et al., 1981; Akhgari et al., 2003), además de problemas en la 

salud humana por el uso excesivo de plaguicidas como el Malatión (Baker et al. 1978; Singh et al., 

2013). Además, por reglamentación, los productores de cultivos orgánicos (incluyendo el aguacate), 

no pueden usar productos químicos para mitigar las plagas (Aktar et al., 2009; SENASICA, 2020).  
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En México, el Malatión actualmente cuenta con registro sanitario ante la COFEPRIS (2022), 

pudiéndose usar en las plantaciones de aguacate (SAGARPA-SENASICA 2016; Crane et al., 2020), ya 

que es reconocido como el primer insecticida organofosforado con alta toxicidad (Shan et al., 2009; 

Goda et al., 2010; Singh et al., 2013); este compuesto está clasificado como plaguicida de toxicidad 

de clase III, con una concentración residual máxima de 8 ppm autorizada en cultivos y alimentos por 

la Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos (EPA) (Singh et al., 2013). En un estudio 

de invernadero, el Malatión a las dosis recomendadas se detectó fácilmente en la superficie de las 

plantas después de 9 semanas de su aspersión (Delmore y Appelhans, 1991). Además, aparece con 

frecuencia en alimentos para humanos y animales (Singh et al., 2013), y es absorbido por el tracto 

gastrointestinal, la piel, las membranas mucosas y los pulmones (Kaur et al., 1997), causando 

enfermedades (Baker et al., 1978) posiblemente vinculadas al cáncer (Akhgari et al., 2003). Singh et 

al. (2013), mencionó que la degradación del Malatión por microorganismos demuestra ser un 

método eficaz para recuperar zonas del medio ambiente dañadas. 

Según datos de la Asociación Agrícola Local de Productores de Aguacate en Uruapan, 

Michoacán, México (APROAM), y el Sistema Nacional de Información e Integración de Mercados 

(SNIIM), el kilo de aguacate oscila entre los $ 0.3-2.0 dólares para su venta nacional dependiendo 

de la calidad, variedad y proveedor (APROAM, 2021; SNIIM, 2021). Con respecto a la exportación, 

los precios varían entre los $ 0.66-3.5 dólares para EUA y entre $ 1.6-1.9 dólares para Japón. Se ha 

reportado que solamente México, Nueva Zelanda y EUA exportan aguacate a Corea, de acuerdo con 

datos de la Korea Custom Service en el 2017 (Premack, 2017). La variación en el costo de la 

producción de aguacate orgánico en México puede generar una alta variación en los precios 

Fig. 1.5. Diagrama químico del plaguicida Malatión. Fuente: Sigma-Aldrich 
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principalmente en el mercado asiático, siendo el mercado sur-coreano de reciente interés, lo que 

implica un valor de importación de hasta $ 2.4 millones de dólares por año, que repercute en que 

el aguacate es ya una tendencia en el menú coreano, teniendo un costo de entre $ 3-4 dólares por 

aguacate (Premack, 2017). Por lo tanto y sumado a que los productores orgánicos no pueden 

emplear insumos de plaguicidas químicos, se ha recomendado limitar o disminuir, estos plaguicidas 

como agentes de control biológico, tanto en plantaciones de aguacate como en otros cultivos, y en 

casos de mayor toxicidad, hasta la prohibición en su uso tanto en México como en EUA (United 

States Department of Agriculture [USDA], 2016; SAGARPA-SENASICA 2016).  

Otro inconveniente al usar plaguicidas químicos en los escarabajos ambrosiales, son los hábitos 

crípticos de estos escarabajos, que pasan poco tiempo en la superficie del árbol, lo que limita su 

contacto con los plaguicidas (Eatough Jones et al., 2017). Por ello, se deben explorar alternativas 

sostenibles para el control de plagas y enfermedades, ya que no se conocen tratamientos 

insecticidas que brinden control por tiempo suficiente, y tampoco fungicidas capaces de inhibir el 

crecimiento de patógenos dentro de árboles infestados (Grosman et al., 2019), considerando tanto 

su efectividad como el grado de inocuidad en el ambiente.  

El uso de enemigos naturales, como un componente del Manejo Integral de Plagas, es un 

método de control de plagas tales como insectos, ácaros, malezas y enfermedades de la planta 

usando otros microorganismos (Barratt et al., 2018). Es una alternativa al uso de los agroquímicos 

o plaguicidas (Fig. 1.6). Por un lado, los hongos entomopatógenos (HE) son agentes de control 

biológico que de forma natural pueden causar enfermedad en los insectos, llevando a la generación 

de epizootias. Los HE como Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. (Hypocreales: Cordycipitaceae), y 

Metarhizium brunneum Petch (Hypocreales: Clavicipitaceae), han sido probados en los escarabajos 

ambrosiales Xylosandrus crassiusculus Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae), y Xylosandrus 

germanus Blandford (Coleoptera: Curculionidae), presentando una alta infectividad en el insecto 

(Castrillo et al., 2016). Por otro lado, existen hongos micopatógenos como Trichoderma harzianum 

Rifai (Hypocreales: Hypocreaceae), que disminuyen la invasividad de hongos ambrosiales como 

Ambrosiella roeperi (Microascales: Ceratocystidaceae), y Ambrosiella grosmanniae (Microascales: 

Ceratocystidaceae) (Castrillo et al., 2016). Trichoderma harzianum y Trichoderma asperellum  

Samuels, Lieckf y Nirenberg (Hypocreales: Hypocreaceae), también atacan especies fitopatógenas 

del género Fusarium (Fig. 1.7) (Viterbo y Horwitz, 2010; El_Komy et al., 2015). Además, se ha 

reportado que especies de Trichoderma presentan cierta tolerancia a plaguicidas químicos como el  
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Fig. 1.6. Productos comerciales que tienen como ingrediente activo hongos de control 

biológico como alternativa a los plaguicidas químicos. A) Formulado Met52EC con 

Metarhizium anisopliae f32 (Novozymes Biologicals Inc., EUA). B) Formulado TRI-SIN 

con 3 hongos entomopatógenos M. anisopliae, B. bassiana y Paecilomyces 

fumosoroseus (Agrobionsa, México). C) Formulado de T. harzianum (Grow Depot, 

México). 

A B C 

Fig. 1.7. Acción micoparásita de A) T. harzianum T22 (verde-amarillo) invadiendo 

el área de crecimiento del hongo ambrosial A. grosmanniae (gris) (Castrillo et al., 

2016), B) Micrografías de T. harzianum TH144 invadiendo y envolviendo a 

Fusarium sp. (Pisi et al., 2001). 

A B 
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Malatión; esta tolerancia está relacionada principalmente a la producción de enzimas como 

proteasas y esterasas (Katayama y Matsumura, 1993; Mishra et al., 2016), incluyendo el gen zfc1 

“zinc finger chimera 1”, junto con oxidorreductasas y transportadores ABC con la función de tolerar 

el estrés causado por el plaguicida químico Diclorvos a T. asperellum TJ01 (Wu et al., 2018). También 

se han reportado cepas de Trichoderma viride Pers. (Hypocreales: Hypocreaceae), con la capacidad 

de descomponer el Malatión a través de la acción de la carboxilesterasa (Matsumura y Boush, 1966; 

Singh et al., 2013), por un proceso de desmetilación (Mostafa et al., 1972), o por otras posibles vías 

de degradación (Paris et al., 1975; Goda et al., 2010). Trichoderma spp. no es el único género 

degradador de compuestos químicos, Aspergillus fumigatus Fresenius (Eurotiales: Trichocomaceae), 

Aspergillus terreus Thom (Eurotiales: Trichocomaceae), Aspergillus niger van Tieghem (Eurotiales: 

Trichocomaceae), Penicillium notatum Thom (Eurotiales: Trichocomaceae), y Acinetobacter 

johnsonii Beijerinck (Pseudomonadales: Moraxellaceae), se han aislado comúnmente de suelos 

contaminados con plaguicidas, teniendo la capacidad para degradar organofosfatos (Mostafa et al., 

1972; Shan et al., 2009; Singh et al., 2013; Kumar et al., 2019). Esto representa una gran alternativa 

para usar microorganismos para facilitar la biodegradación y limpieza de los sistemas cultivo, 

teniendo en cuenta la posibilidad de usar a T. asperellum y Metarhizium robertsii Bisch., Rehner y 

Humber (Hypocreales: Clavicipitaceae), con la ventaja de ser micopatógenos y entomopatógenos 

respectivamente, e incluso endófitos (Sasan y Bidochka, 2012; Carro-Huerga et al., 2020).  

Se ha reportado el potencial de algunos agentes de control biológico y plaguicidas químicos 

para controlar los complejos ambrosiales, sin embargo, a la fecha no existe un tratamiento 

completamente efectivo (Carrillo et al., 2013; Castrillo et al., 2016). Por ejemplo, no se ha probado 

el uso de agentes de control biológico como los hongos en conjunto con plaguicidas para combatir 

a los complejos ambrosiales. Por lo que esta es una oportunidad para probar la posibilidad de 

disminuir la concentración de Malatión como agente químico de control.  

 

2. Antecedentes 

En EUA, se han reportado ataques a los cultivos de la familia Lauraceae, incluyendo Persea 

americana (aguacate), las dos enfermedades principales son “el marchitamiento del laurel” y 

“dieback” o sequía por Fusarium, en Florida y California, respectivamente, ambas enfermedades 

son causadas por un agente micótico en simbiosis con especies de escarabajos ambrosiales (Dunlap 
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et al., 2016). Para contrarrestar esta situación, una de las principales propuestas es el empleo de 

microorganismos, ya sean entomopatógenos para controlar a las poblaciones de escarabajos 

ambrosiales, micopatógenos para controlar al simbionte causante de la enfermedad, y/o endófitos 

que mejoren el crecimiento vegetal (Castrillo et al., 2016; Dunlap et al., 2016). Se han reportado tres 

especies de Paenibacillus Ash (Bacillales: Paenibacillaceae), y una especie de Bacillus Cohn 

(Bacillales: Bacillaceae), con una fuerte actividad antagónica en contra de los fitopatógenos F. 

euwallaceae y R. lauricola (Dunlap et al., 2016). Además, existen especies de Trichoderma que 

actúan como micopatógenos de especies de Fusarium y otros hongos ambrosiales (Castrillo et al., 

2016). 

En México, el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA), 

en 2020, reportó que los complejos de escarabajos ambrosiales del laurel rojo con su simbionte (X. 

glabratus/R. lauricola), y del escarabajo barrenador polífago con su simbionte (E. nr. fornicatus/F. 

euwallaceae), son plagas potenciales para la producción de aguacate, además de otros 

hospedantes.  

El escarabajo barrenador polífago, conocido también por su nombre en inglés como 

Polyphagous Shot Hole Borer (PSHB), es originario del sudeste de Asia y es vector de F. euwallacea, 

Graphium sp. Corda (Microascales: Microascaceae), y Acremonium sp. Link (Hypocreales: 

Hypocreaceae), asociación que provoca la enfermedad conocida como marchitez regresiva de 

Fusarium. La plaga está presente en California (EUA) e Israel, el primer reporte en México ocurrió 

en febrero de 2015 en Tijuana, Baja California, posteriormente, se registró en 2017 en Rosarito, 

Ensenada y Tecate del mismo estado. En el resto del país, la plaga se encuentra ausente por el 

momento. 

Con respecto al escarabajo ambrosial X. glabratus, los resultados del Programa de Vigilancia 

Epidemiológica Fitosanitaria y con base en la Norma Internacional para Medidas Fitosanitarias 

(NIMF) No. 8, “Determination of pest status in an area”, el estatus del escarabajo ambrosial del 

laurel rojo (X. glabratus) se mantiene en ausente: no hay registro de la presencia de la plaga (SADER-

SENASICA, 2019a). Xyleborus glabratus cumple con la definición de plaga cuarentenaria, ya que se 

encuentra ausente en el país y puede potencialmente causar pérdidas económicas en cultivos 

hospedantes (SADER-SENASICA, 2019a), debido al potencial vector Xyleborus volvulus Fabricius 

(Coleoptera: Curculionidae) (portador de simbiontes no patogénicos), con el simbionte R. lauricola 

que afecta los cultivos de aguacate en Florida del Sur, EUA, debido a la falta de fidelidad y fácil 
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asociación que X. volvulus ha presentado con los simbiontes de Raffaelea spp. (Cruz et al., 2019). Se 

han reportado especies nativas de Xyleborus atacando árboles de P. americana en Colima, México, 

como X. affinis, X. volvulus, y X. spinulosus Blandford (Coleoptera: Curculionidae) (Fig. 2.1) (Ángel-

Restrepo et al., 2019; Castrejón-Antonio et al., 2020), lo cual presenta el riesgo de combinación con 

los escarabajos exóticos, debido a que puede haber transferencia lateral por la promiscuidad, 

adaptación y capacidad de almacenar más de un organismo simbionte que poseen los escarabajos 

ambrosiales (Carrillo et al., 2014). 

Ante esta amenaza para industria de aguacate, diversas instituciones entre ellas el Centro 

Nacional de Referencia de Control Biológico (CNRCB) ubicado en Colima, México, junto con otras 

instituciones como la Universidad Autónoma Metropolitana Unidad Iztapalapa (UAM-I), se 

encuentran colaborando para llevar a cabo acciones preventivas relacionadas con el control 

biológico para contrarrestar el peligro potencial que representan los complejos ambrosiales.  

 

 

 

 

 

 

 

3. Justificación 

El aguacate es uno de los principales productos en México a nivel nacional y mundial, siendo 

Michoacán el principal productor del país, este fruto se encuentra potencialmente en peligro por la 

entrada de los complejos ambrosiales exóticos (SAGARPA-SENASICA 2016). Además, un buen 

porcentaje del producto que se exporta a países asiáticos como Corea y Japón tiene certificación 

orgánica, por lo que requiere permisos internacionales, cuya principal característica es que debe 

estar libre de residuos de plaguicidas químicos. La importancia del crecimiento de este mercado 

libre de plaguicidas tiene repercusiones ecológicas importantes pues se convierte en una estrategia 

Fig. 2.1. A) Xyleborus affinis, B) X. volvulus y C) Xyleborus ferrugineus. Escala de la 

barra: 1 mm (Ángel-Restrepo et al., 2019). 
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sustentable y a favor de la inocuidad alimenticia, evitando problemas en la salud humana, ya que se 

han reportado relaciones entre el uso de plaguicidas y enfermedades respiratorias, digestivas e 

incluso ligadas a enfermedades cancerígenas (Singh et al., 2013). 

El uso de agentes de control biológico como los HE y los hongos micopatógenos como parte 

integral del control biológico de plagas son una alternativa viable para disminuir el uso de 

plaguicidas químicos y sus repercusiones ambientales. Algunos de estos agentes de control 

biológico, también pueden actuar también como endófitos de plantas (Sasan y Bidochka, 2012), 

proporcionando una ventaja adicional a su uso en campo, debido a que pueden proporcionar 

protección a las plantas contra factores estresantes como la sequía y organismos patógenos (Vega 

et al., 2018) entre otros beneficios. Tal es el caso del efecto sinergíco entre T. asperellum y B. 

bassiana como inductores en la defensa del maíz (Zea mays L.) (Poales: Poaceae) (Batool et al., 

2020). Sin embargo, hasta ahora no se ha reportado el uso de una estrategia combinada entre 

agentes de control biológico como son los hongos y los plaguicidas químicos, con la idea de reducir 

en mayor medida el uso de agentes químicos. En este trabajo se propone el uso de los agentes M. 

robertsii Xoch 8.1 y T. asperellum Th-T4 (3), tanto de manera individual como conjunta, además de 

una estrategia sustentable y preventiva para controlar el avance de los complejos ambrosiales.  

 

4. Hipótesis 

El hongo entomopatógeno Metarhizium robertsii Xoch 8.1 y el micopatógeno Trichoderma 

asperellum Th-T4 (3), son tan efectivos solos o combinados como el plaguicida químico 

Malatión para controlar al escarabajo ambrosial modelo Xyleborus affinis y su simbionte 

Fusarium sp., así como para controlar al hongo ambrosial Fusarium euwallaceae 744. 

 

5. Objetivos 

5.1 Objetivos generales 

a) Comparar la mortalidad del escarabajo ambrosial X. affinis en bioensayos, empleando conidios 

de M. robertsii Xoch 8.1 y T. asperellum Th-T4 (3) de forma individual o combinada con Malatión, 

para evaluar su efectividad.  



21 
 

b) Determinar el efecto de T. asperellum Th-T4 (3), al confrontarlo con el hongo ambrosial F. 

euwallaceae 744 y con el hongo Fusarium sp. simbionte del escarabajo ambrosial X. affinis. 

 

5.2 Objetivos específicos 

a) Preservar las cepas de hongos mediante la técnica de liofilización para su disponibilidad a 

largo plazo. 

b) Seleccionar los agentes de control biológico idóneos, capaces de contener al complejo 

ambrosial. 

c) Cuantificar el grado de tolerancia a Malatión para cada hongo. 

d) Determinar el efecto de T. asperellum Th-T4 (3) sobre el hongo ambrosial F. euwallaceae 

744, mediante pruebas de antagonismo. 

e) Estandarizar las condiciones particulares para los bioensayos, considerando el ciclo 

biológico y comportamiento de X. affinis. 

f) Determinar el efecto inhibitorio que tiene T. asperellum Th-T4 (3), en el crecimiento el 

hongo simbionte Fusarium sp., del escarabajo ambrosial X. affinis. 

 

6. Materiales y Métodos 

6.1 Estrategia experimental 

Para la realización de este trabajo experimental, se planearon 5 etapas (Fig. 6.1.1):  

1) Se estandarizó la técnica de obtención y mantenimiento de la colonia del escarabajo 

ambrosial modelo X. affinis. 

2) Se implementó la técnica del cultivo y conservación del hongo entomopatógeno (HE) M. 

robertsii Xoch 8.1 y el micopatógeno T. asperellum Th-T4 (3). 

3) Se evaluó el grado de tolerancia al plaguicida Malatión 1000 C.E. (AgroDelta®) para cada 

hongo. 
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4) Se determinó la capacidad de contención que tiene T. asperellum Th-T4 (3) hacia el hongo 

ambrosial éxotico F. euwallaceae 744 y el hongo Fusarium sp. simbionte de X. affinis, 

mediante pruebas de antagonismo y técnicas de microcultivo para microscopía óptica. 

5) Se estandarizaron las condiciones adecuadas para los bioensayos con el escarabajo 

ambrosial modelo X. affinis similar al complejo Euwallacea nr. fornicatus – Fusarium 

euwallaceae. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.2 Microorganismos 

La cepa fitopatógena de F. euwallaceae 744, se aisló del escarabajo ambrosial E. nr. fornicatus, 

colectado de Populus sp. L. (Malpighiales: Salicaceae), en Tijuana, Baja California, México. Tanto el 

Fig. 6.1.1. Diagrama experimental. Se observa el diagrama esquemático con las 

5 etapas del proceso que se llevó a cabo en la investigación.   
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insecto como la cepa se identificaron en el Centro Nacional de Referencia de Control Biológico 

(CNRCB), Colima, México (Montesinos-Matías, comunicación personal 2021). Se utilizó una cepa de 

Fusarium sp. simbionte de X. affinis que también fue aislada e identificada en el CNRCB mediante la 

técnica de ITS (Internal transcribed spacer) (Muñiz-Paredes, comunicación personal 2021). La cepa 

del hongo entomopatógeno (HE) M. robertsii Xoch 8.1, se encuentra depositada en la colección 

ENCB-IPN WDCM449 con el número de identificación ENCB-MG-81 y con el número de acceso en 

GenBank de OK357072. Esta cepa ha sido probada por su alta infectividad y resistencia a condiciones 

de campo (Muñiz-Paredes et al., 2017; Castillo-Minjarez et al., 2019). El hongo micopatógeno T. 

asperellum Th-T4 (3), previamente identificado como Trichoderma harzianum Th-T4 (3) (Romero 

Arenas et al., 2018), se identificó por la secuencia de ADN del gen de ADNr usando los cebadores 

ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') e ITS5 (5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3') (White et al., 

1990). La secuencia ITS se comparó directamente en la base de datos GenBank utilizando el 

algoritmo Nucleotide BLAST (Anexo 1). Trichoderma asperellum Th-T4 (3) proviene de la colección 

de hongos del Centro de Recursos Genéticos del Centro de Agroecología del Instituto de Ciencias de 

la Benemérita Universidad Autónoma de Puebla (BUAP), México, y con el número de acceso en 

GenBank de OK322353. Con el fin de identificar las dificultades técnicas en los experimentos 

principales, incluyendo la selección de los organismos, se realizaron pruebas preliminares ocupando 

diferentes cepas de hongos, los cuales se encuentran en el Anexo 2. 

  

6.3 Obtención y mantenimiento del escarabajo Xyleborus affinis 

Se utilizaron escarabajos adultos hembras (fundadoras) del escarabajo ambrosial Xyleborus 

affinis. Este coleóptero fue seleccionado debido a que habita en México y su manejo y reproducción 

no representa un riesgo para el agroecosistema (Lira-Noriega et al., 2018). Sin embargo, si los 

escarabajos ambrosiales nativos entraran en contacto con los exóticos, como X. glabratus o E. nr. 

fornicatus, podría ocurrir una transferencia lateral de los fitopatógenos simbiontes (Carrillo et al., 

2014). Por lo tanto, el estudio de los escarabajos ambrosiales colectados en campos mexicanos 

podría ser útil para anticipar este hecho. Los escarabajos se colectaron de troncos de árboles de 

aguacate (Persea americana var. Hass) provenientes de Minatitlán, Colima, México específicamente 

de la localidad El Panteón (latitud: 19.396883 °N, longitud: -104.048417 °W). Estos troncos se 

cortaron con el fin de exponer a los escarabajos y posteriormente colectarlos en el laboratorio.  
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Fig. 6.3.1. A) Xyleborus affinis identificados mediante clave taxonómica, se observan tanto B) 

larvas (flecha azul) y escarabajos hembras (flecha roja) ya desinfectadas para generar un nuevo 

pie de cría o su uso para bioensayo.  

Una vez colectados, los escarabajos fueron identificados usando la clave taxonómica de Wood 

(1982), a continuación fueron desinfestados en condiciones estériles (Fig. 6.3.1). Este proceso de 

desinfección superficial fue mediante el siguiente tren de lavados: (1) Tween 80 al 0.05%, (2) etanol 

al 70%, (3) Tween 80 al 0.05% e (4) hipoclorito de sodio al 0.1%, cada lavado con una duración de 5-

10 s, movilizando los escarabajos de un lugar a otro con ayuda de pincel estéril. Posteriormente los 

escarabajos se dejaron secar durante 20 min en papel absorbente estéril (Castrejón-Antonio et al., 

2020). Con el fin de preservar la colonia de escarabajos, estos se colocaron en tubos de vidrio de 2 

cm de diámetro × 15 cm de alto, con dieta artificial rica en aserrín de aguacate, poniendo 5 

escarabajos hembras por tubo con una incubación de 25 ± 2 °C, durante 4 semanas para un 

desarrollo adecuado de la galería (Castrejón-Antonio et al., 2020). En el Anexo 3 se encuentra el 

diagrama general de la morfología de una galería artificial de X. affinis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La dieta artificial a base de aserrín de aguacate se preparó de la siguiente manera: en un vaso 

de precipitado de 500 mL se colocaron los ingredientes en el siguiente orden: 300 mL de agua 

destilada, 0.21 g de Tetraciclina (Sigma-Aldrich®), 0.6 g de sales de Wesson (Sigma-Aldrich®), 3 g de 

levadura de cerveza (BD Bioxon™), 3 g de fécula de maíz (Maizena®), 3 g de peptona de caseína (BD 

larva 

hembra 

A B 



25 
 

Bioxon™), 6 g de sacarosa (BD Bioxon™), 12 g de agar (BD Bioxon™), 1.5 mL de aceite de germen de 

trigo (B Nature®), 3 mL de etanol al 96% (Cooperband et al., 2016). La mezcla se calentó a punto de 

ebullición utilizando una parrilla agitadora a 1500 rpm durante 10-15 min (Castrejón-Antonio et al., 

2020). La pasta obtenida se vació en un recipiente con 45 g de aserrín de aguacate, mezclando hasta 

obtener una consistencia firme (Fig. 6.3.3A) (Cooperband et al., 2016). Se agregaron 

aproximadamente 27.5 mL de la dieta (dos terceras partes del volumen del tubo) a los tubos de 

vidrio (Fig. 6.3.3B), la cual se esterilizó a 121 °C, 15 psi por 15 min. Una vez estéril, se extrajeron los 

sobrantes de agar y se hicieron dos agujeros en el centro de la dieta de 1.6 mm diámetro y una 

longitud de 5-10 mm, separados entre sí por 5 mm con una aguja estéril para que los insectos 

pudieran colonizar con mayor facilidad la dieta (Castrejón-Antonio et al., 2020). Este mismo proceso 

para la elaboración de la dieta también se ocupó para las dietas del bioensayo, exceptuando que se 

sustituyeron los tubos de vidrio por tubos de polipropileno de 50 mL Falcon® agregando 17.5 mL 

de dieta por tubo de forma que, una vez extraído el sobrante de agar, el volumen final para los 

bioensayos fue de 15 mL ± 1 mL (Fig. 6.3.2B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para mantener homogeneizadas las colonias, se limpiaron los tubos antes y después de 

esterilizar la dieta para evitar el crecimiento de hongos simbiontes en los restos superficiales de las 

Fig. 6.3.2. A) Se observa la pasta de consistencia firme después de haber mezclado todos 

los ingredientes junto con el aserrín de aguacate para la dieta de los escarabajos 

ambrosiales. B) Tubos de vidrio (flecha azul) y tubos de polipropileno (flecha roja) con 

pasta de aserrín de aguacate listos para su esterilización.  

A B 
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paredes del tubo. Además, en cada tubo se colocó un tapón de algodón estéril que permitiera un 

intercambio de aire adecuado. Para el caso de las dietas del bioensayo, la tapa cumple la función de 

tapón, de la misma manera debe estar firmemente sujeta, pero no apretada.  

Previo al trabajo con el escarabajo ambrosial X. affinis, se realizaron pruebas preliminares de 

mortalidad con el hongo entomopatógeno M. robertsii Xoch 8.1 sobre el escarabajo ambrosial 

Xyleborus ferrugineus Fabricius (Coleoptera: Curculionidae), con el fin de comprobar la efectividad 

del hongo (Anexo 4).  

 

6.4 Pruebas de confrontación fúngica 

Los ensayos de confrontación entre T. asperellum Th-T4 (3) Vs. (versus = contra, en inglés) 

Fusarium sp. y T. asperellum Th-T4 (3) Vs. F. euwallaceae 744, se realizaron directamente en cajas 

Petri con medio Agar Dextrosa Sabouraud (SDA por sus siglas en inglés) (BD Bioxon™), a una 

temperatura de 27 ± 2 °C, con un fotoperiodo de 12 h luz / 12 h obscuridad. Estas cepas fueron 

seleccionadas después haber realizado experimentos preliminares de confrontación (Anexo 1). Se 

prepararon 0.5 µL de suspensiones de conidios, de cada hongo, con una concentración de 1X105 

con/mL con un tiempo aproximado de crecimiento entre los 8-11 días para T. asperellum Th-T4 (3), 

de 15-18 días para F. euwallaceae 744 y de 14-17 días para Fusarium sp. Para la preparación del 

inóculo, los conidios fueron previamente cosechados de las cajas utilizando solución de Tween 80 

al 0.05% como surfactante. Se utilizó cámara de Neubauer (Marienfeld®) para contabilizar los 

conidios. La inoculación se realizó a una distancia de separación de 5-10 mm del borde de la caja 

Petri y una separación de ~ 7 cm entre cada cepa. Se inoculó primero a F. euwallaceae 744, y se 

incubó por 7 días para su crecimiento (Castrillo et al., 2016), transcurrido ese tiempo se inoculó a T. 

asperellum Th-T4 (3). Como controles, cada cepa se inoculó en cajas con medio SDA por separado 

(sin confrontación). Las imágenes se obtuvieron con ayuda de una cámara Reflex Nikon D5200 de 

21 megapixeles. Se midió el crecimiento radial de la colonia trazando una línea de crecimiento con 

marcador indeleble cada 24 horas utilizando Vernier (Mituyo®) en centímetros (cm), para 

posteriormente calcular la velocidad de crecimiento radial (Vr).  

También se realizaron pruebas cualitativas mediante la técnica de microcultivos de Quesnel 

(1969), utilizando el mismo tipo de confrontación descrito arriba, con ventaja de 7 días de 

crecimiento para F. euwallaceae 744 confrontándola contra T. asperellum Th-T4 (3) de 4-5 días. La 
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manera en que se preparó el microcultivo fue utilizando una concentración de conidios de 1×105 

con/mL, como se describió antes, y en este caso, poniendo un cubreobjetos después de inocular 

(Fig. 6.4.1B); sin embargo, se utilizaron cubos de SDA (8 cm largo × 0.98 cm ancho × 0.5 cm espesor 

del medio) (Fig. 6.4.1A), con una separación entre ambas cepas de ~ 4 cm (Fig. 6.4.1C). Para observar 

a detalle las estructuras fúngicas y las paredes celulares, algunas muestras se tiñeron con azul de 

lactofenol (Leck 1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.5 Pruebas de Tolerancia al plaguicida Malatión 

El control de los complejos ambrosiales se podría hacer con una combinación del método 

biológico y el químico (Jia et al., 2016; Pelizza et al., 2018), por lo cual, con el fin de determinar una 

posible compatibilidad, se estimó la tolerancia de las cepas T. asperellum Th-T4 (3) y M. robertsii 

Xoch 8.1 a Malatión 1000 C.E. (AgroDelta®) a concentraciones de 0, 200, 400, 600, 800 y 1000 ppm 

diluido en etanol al 96% (Mishra et al., 2016). Para ello se midieron los siguientes parámetros: 

velocidad de crecimiento radial (Vr), producción de conidios por área (Pca) y germinación de 

conidios (%). Se utilizó medio SDA adicionado con Malatión a la concentración deseada para cada 

experimento en condiciones estériles. Una vez que la mezcla se homogeneizó, se vertió en placas 

de Petri desechables de 90 mm, se solidificó y se almacenó a 4°C hasta su uso. Para la Vr, la 

inoculación se realizó a una distancia entre 5 y 10 mm del borde de la placa. La concentración de 

Fig. 6.4.1. Procedimiento de microcultivo para la visualización mediante microscopio A) Se 

cortaron cubos de SDA en las cajas Petri para posteriormente B) inocular la cepa dando 

ventaja a F. euwallaceae 744 con una C) separación de ~ 4 cm entre ambas cepas (de rojo 

F. euwallaceae 744 y de verde claro T. asperellum Th-T4 (3)).  

B A C 
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conidios fue de 1×105 con/mL en un volumen final de 0.5 µL para ambas cepas. Se midió el 

crecimiento radial cada 24 h con Vernier para posteriormente calcular la Vr. Se realizaron análisis 

de regresión lineal para determinar la Vr. Para el caso de la Pca, la inoculación se realizó mediante 

el método de inoculación en césped con una varilla metálica estéril en toda la placa de Petri (García-

Ortiz et al., 2015), homogeneizando la suspensión con una concentración de 1×105 con/mL en un 

volumen final de 100 µL para ambas cepas. La cosecha de conidios se realizó cortando un diámetro 

de 10 mm y homogeneizando la muestra en un tubo de propileno de 50 mL (Falcon®) añadiendo 20 

mL de Tween 80 al 0.05% (v/v) con agitación constante durante 2 min para cada réplica; en el día 7 

para T. asperellum Th-T4 (3) y en el día 10 para M. robertsii Xoch 8.1. Los resultados se reportaron 

en conidios por centímetro al cuadrado (con/cm2). La germinación conidial (%) se evaluó según 

García-Ortiz et al. (2015), utilizando 100 µL de los conidios cosechados de la prueba de Pca, por el 

método inoculación en césped en placas con SDA, cuantificándolas a las 14 h para T. asperellum Th-

T4 (3) y a las 22 h para M. robertsii Xoch 8.1. En todas las pruebas, los conidios se cosecharon 

previamente con Tween 80 al 0.05% (v/v) y se cuantificaron en cámara de Neubauer. 

 

6.6 Bioensayo con Xyleborus affinis 

Una vez sabiendo la tolerancia que tienen los hongos al Malatión, se procedió a realizar el 

bioensayo utilizando el escarabajo ambrosial X. affinis. En primer lugar, se realizó la producción de 

conidios de los hongos M. robertsii Xoch 8.1 y T. asperellum Th-T4 (3) en agar dextrosa Sabouraud 

contenido en cajas Petri; durante 10-14 días para M. robertsii Xoch 8.1 y entre 8-10 días para T. 

asperellum Th-T4 (3) a 27 °C ± 2 con un fotoperiodo de 12 h luz 12 h obscuridad. Los conidios se 

cosechados con Tween 80 (0.05%) se utilizaron para los bioensayos de mortalidad contra X. affinis. 

Se utilizaron escarabajos adultos hembra (fundadoras) de X. affinis con 15 días de desarrollo (con 

un grado de esclerotización similar entre sí mismas) de colonias con 4 semanas de crecimiento. Los 

insectos se desinfectaron superficialmente mediante tren de lavados como se menciona en la 

sección 6.3, y posteriormente se sumergieron durante 30 s en cada tratamiento. Inmediatamente 

los escarabajos se dejaron secar sobre papel absorbente estéril por 20 min (Castrejón-Antonio et 

al., 2020). Se colocaron cinco fundadoras en un tubo Falcon de 50 mL con 15 mL de la dieta artificial 

a base de aserrín de aguacate (Fig. 6.3.3B). Se utilizaron al menos 5 tubos por tratamiento. Los tubos 

Falcon se incubaron durante 10 días a 25 °C ± 2. Para contabilizar la mortalidad de los escarabajos, 

después de 10 días de incubación, se extrajo la dieta de los tubos y se examinó cuidadosamente el 
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contenido en busca de insectos vivos o muertos. De acuerdo con Castrillo et al. (2016), este período 

de incubación es suficiente para permitir un establecimiento adecuado de la galería (tunelización 

de escarabajos y crecimiento de simbiontes). Los tratamientos que se probaron fueron: i) Conidios 

de M. robertsii Xoch 8.1 (1×107 conidios/mL), ii) Conidios de T. asperellum Th-T4 (3) (1×106 

conidios/mL), iii) Conidios de M. robertsii Xoch 8.1 (1×107 conidios/mL) más conidios de T. 

asperellum Th-T4 (3) (1×106 conidios/mL). El testigo consistió en sumergir los insectos en Tween 80 

(0.05%). También se realizaron bioensayos con Malatión 1000 C.E. (AgroDelta®) a 600 ppm 

(concentración de campo recomendada) y a 60 ppm (Carrillo et al., 2013). La solución de Malatión 

para la concentración más alta (600 ppm) se preparó con 1 mL del producto comercial en 9 mL de 

etanol al 96%; las diluciones posteriores se realizaron utilizando Tween 80 estéril al 0.05%. Los 

controles se prepararon con diluciones equivalentes de 1 mL de agua destilada estéril en lugar de 

Malatión. Finalmente, se cuantificó la toxicidad para el escarabajo para la combinación de M. 

robertsii Xoch 8.1 más T. asperellum Th-T4 (3), junto con Malatión (60 o 200 ppm).  

 

6.7 Análisis estadístico 

Todos los experimentos se llevaron a cabo en diseños al azar. Para el caso de las pruebas de 

confrontación fúngica el número de repeticiones (n) fue n ≥ 3. En los experimentos de velocidad de 

crecimiento radial (Vr) n ≥ 5. Con respecto a la producción de conidios por área (Pca) n = 5. En las 

pruebas de germinación (%) n = 4. En los bioensayos con X. affinis n ≥ 5. Los valores medios se 

presentan con desviación estándar. El análisis de varianza unidireccional (ANOVA) se utilizó para 

comparar medias y las pruebas de comparación múltiple se realizaron con el análisis de Tukey. En 

todos los casos, el punto de consigna de significancia fue α = 0.05. Los coeficientes de regresión 

lineal de los ensayos de competencia de hongos y la tasa de crecimiento radial fueron de al menos 

0.94. Todos los análisis estadísticos se realizaron con el software Number Cruncher Statistical System 

(NCSS) (Utah, USA). 
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7. Resultados 

7.1 Pruebas de confrontación fúngica 

En los ensayos de confrontación entre T. asperellum Th-T4 (3) Vs. Fusarium sp. y T. asperellum 

Th-T4 (3) Vs. F. euwallaceae 744, se observó que T. asperellum Th-T4 (3) empieza a invadir el área 

de crecimiento de Fusarium sp. a partir del día 3 (Fig. 7.1.1B). Al día 7 después de inocular (ddi) T.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7.1.1. Cajas Petri con medio SDA mostrando las confrontaciones de T. asperellum Th-T4 (3) Vs. 

Fusarium sp. (B y C) y T. asperellum Th-T4 (3) Vs. F. euwallaceae 744 (E) con ventaja de 7 días de 

crecimiento para Fusarium sp. y F. euwallaceae 744: A) Fusarium sp. al día 10 (caja control), B) 

Confrontación al día 3 ddi, C) confrontación al día 7 ddi, D) caja mostrando el crecimiento de T. 

asperellum Th-T4 (3) al cabo de 8 días, E) caja mostrando la confrontación de 11 días, y F) caja con 

F. euwallaceae 744 con 18 días de crecimiento. 

 

D E F 

A B C 
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asperellum Th-T4 (3) inicia la esporulación sobre el área de Fusarium sp., su color rojizo (Fig. 7.1.1A) 

se observa más descolorido cuando está invadido por T. asperellum Th-T4 (3) (Fig. 7.1.1C). Como 

puede observarse en la Fig. 7.1.1D, las placas inoculadas únicamente con T. asperellum Th-T4 (3) se 

cubrieron completamente de micelio entre los días 5 y 6 formando anillos de crecimiento radial de 

color verde-amarillo. 

Para el caso de las placas inoculadas con F. euwallaceae 744 no se observó la invasión completa 

de la placa debido al lento crecimiento del hongo en el medio SDA, sin embargo, aún después de 18 

días de incubación, el hongo continuaba creciendo y la colonia presentó un color rojo-escarlata (Fig. 

7.1.1F).  

Por otro lado, en las placas en donde se inocularon ambos hongos, F. euwallaceae 744 detuvo 

su crecimiento entre los días 5-6 ddi a T. asperellum Th-T4 (3), lo que coincidió con el hecho de que 

la colonia de T. asperellum Th-T4 (3) estuvo a punto de tocar la colonia de F. euwallaceae 744. 

Además, aproximadamente 9 días después de la introducción de T. asperellum Th-T4 (3), éste 

comenzó a esporular sobre el área de crecimiento de F. euwallaceae 744 (Fig. 7.1.1E). Cabe destacar 

que la coloración de F. euwallaceae 744 disminuyó cuando se hizo crecer en presencia de T. 

asperellum Th-T4 (3) (Fig. 7.1.1E).  

En ausencia de confrontación, T. asperellum Th-T4 (3) presentó una velocidad de crecimiento 

radial promedio (Vr) de 1.84 cm/día, aunque al momento de ser confrontada con Fusarium sp. y F. 

euwallaceae 744, esta misma ventaja de 7 días de crecimiento para estos hongos simbiontes 

(abarcando casi la mitad de la caja Petri), hizo que la Vr de T. asperellum disminuyera 

significativamente a 1.39 cm/día (p < 0.05) (Fig. 7.1.2). Por el contrario, la Vr de Fusarium 

euwallaceae se mantuvo sin cambios tanto en ausencia como en presencia de T. asperellum Th-T4 

(3), siendo en promedio de 0.13 cm/día (Fig. 7.1.2B). Sin embargo, el crecimiento de Fusarium sp., 

fue 2.7 veces más rápido que F. euwallaceae 744, además, Fusarium sp. se vio afectado 

significativamente en confrontación con T. asperellum Th-T4 (3), pasando de una Vr = 0.35 cm/día 

en ausencia de la confrontación a una Vr = 0.23 cm/día por la presencia de T. asperellum Th-T4 (3) 

disminuyendo su crecimiento un 34 % (p < 0.05) (Fig. 7.1.2A y B). 

Para observar con mayor detalle lo ocurrido cuando ambas colonias entraron en contacto, se 

procedió a la realización de microcultivos. Como puede observarse en la Fig. 7.1.3A, las hifas de T. 

asperellum Th-T4 (3) presentaron una estructura lisa, en contraste con las hifas de F. euwallaceae 

744 que presentaron una forma sinuosa y septada (Fig. 7.1.3B). Para el caso de la confrontación, 



32 
 

con ventaja de crecimiento a F. euwallaceae 744 de 7 días y una interacción de 4-5 días entre ambas 

cepas en medio SDA, se observó que T. asperellum Th-T4 (3) invade, envuelve y penetra a las hifas 

de F. euwallaceae 744 (Fig. 7.1.4A). También las hifas de T. asperellum Th-T4 (3) forman ganchos 

sobre F. euwallaceae 744 (Fig. 7.1.4B). Con ayuda de azul de lactofenol se observó la penetración y 

crecimiento de hifas de T. asperellum Th-T4 (3) dentro de hifas de F. euwallaceae 744 (Fig. 7.1.4C); 

así como la formación de posibles estructuras reproductoras por parte de T. asperellum Th-T4 (3) y 

la posible degradación de las hifas de F. euwallaceae 744 (Fig. 7.1.4D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7.1.2. Velocidades de crecimiento radial (Vr) de la confrontación A) T. asperellum Th-

T4 (3) Vs. Fusarium sp. y B) T. asperellum Th-T4 (3) Vs. F. euwallaceae 744 con ventaja de 

7 días de crecimiento para Fusarium sp. y F. euwallaceae 744 en caja de Petri con medio 

SDA. +/-: presencia/ausencia de confrontación. Letras distintas indican diferencias 

estadísticamente significativas (p < 0.05). 
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Fig. 7.1.3. Hifas de A) T. asperellum Th-T4 (3) con 4 días de crecimiento en medio SDA y B) las 

hifas de F. euwallaceae 744 con 7 días de crecimiento en medio SDA. 

 

B A 

Fig. 7.1.4. Confrontación de las hifas, dándole ventaja de crecimiento a F. euwallaceae 744 de 7 

días y con una confrontación de 4-5 días en medio SDA. A) Se observó la invasión por parte de T. 

asperellum Th-T4 (3) penetrando y envolviendo las hifas de F. euwallaceae 744. B) También se 

pudo observar a hifas de T. asperellum Th-T4 (3) formando ganchos en F. euwallaceae 744. C) Se 

observó la penetración de T. asperellum Th-T4 (3) hacia F. euwallaceae 744. D) También se 

observó la formación de posibles estructuras reproductoras de T. asperellum Th-T4 (3) y la 

posible degradación de las hifas de F. euwallaceae 744 (flecha blanca). 
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7.2 Pruebas de Tolerancia al plaguicida Malatión 

Con la finalidad de evaluar la compatibilidad entre los agentes de control microbiano T. 

asperellum Th-T4 (3) y M. robertsii Xoch 8.1, se evaluó la velocidad de crecimiento radial (Vr) de 

cada hongo en presencia de diferentes concentraciones de Malatión. De manera general, la Vr de 

ambas cepas disminuyó conforme aumentó la concentración del plaguicida químico (Tabla 7.2.1). 

También la velocidad de crecimiento de T. asperellum Th-T4 (3) (1.74 cm/día) fue 6.4 veces mayor 

que la de M. robertsii Xoch 8.1 (0.27 cm/día), en ausencia de Malatión. Al realizar la exposición al 

Malatión, el crecimiento de ambas cepas se afectó negativamente, incluso a la menor concentración 

evaluada (200 ppm); en este caso la velocidad de crecimiento promedio fue de 1.29 y 0.18 cm/día, 

para T. asperellum Th-T4 (3) y M. robertsii Xoch 8.1, respectivamente, lo que significó un 

decremento de 1.35 y 1.5 veces en comparación con el respectivo control en ausencia de plaguicida 

químico. De la misma manera, para el caso de la exposición a 400 ppm del compuesto, se observó 

una reducción estadísticamente significativa en la velocidad de crecimiento, siendo de 0.81 cm/día 

para T. asperellum Th-T4 (3), 1.59 veces menor en comparación con el crecimiento observado en 

presencia de 200 ppm de Malatión; y de 0.14 cm/día para M. robertsii Xoch 8.1, 1.29 veces menos 

en comparación con 200 ppm.  

 

 

 

Malatión 
(ppm) 

T. asperellum 

Th-T4 (3) (cm/día) 

Reducción 
(%)  

 M. robertsii 
Xoch 8.1 (cm/día) 

Reducción 
(%) 

 

0           1.74a 0a                0.27a         0a  

200           1.29b 25.86b                0.18b     33.33b  

400           0.81c 53.45c                0.14c     48.15c  

600           0.81c 53.45c                0.13cd     51.85cd  

800           0.76cd  56.32cd                0.12de     55.56de  

1000           0.68d 60.92d                0.10e     62.96e  

 

 

 

Tabla 7.2.1. Velocidad de crecimiento radial (cm/día) y su porcentaje de reducción de las 
cepas T. asperellum Th-T4 (3) y M. robertsii Xoch 8.1 a concentraciones de 0, 200, 400, 600, 
800 y 1000 ppm de Malatión. 
 

 

 

 

Letras distintas dentro de la misma columna indican diferencias significativas (p < 0.05).  
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En general, la exposición de ambos hongos a concentraciones del plaguicida químico entre 400 

y 800 ppm causó un efecto similar, es decir, a estas concentraciones la velocidad de crecimiento se 

redujo alrededor del 50% en los dos hongos en relación a su crecimiento sin Malatión (Tabla 7.2.1). 

Finalmente, a la máxima concentración evaluada (1000 ppm) la velocidad de crecimiento se redujo 

en un 61 % para T. asperellum Th-T4 (3) y en un 63% para M. robertsii Xoch 8.1, siendo de 0.68 y 

0.10 cm/día, respectivamente. 

Además de la velocidad de crecimiento, otros parámetros fisiológicos que se afectan por la 

presencia de compuestos inhibitorios o tóxicos son la producción de conidios y su germinación 

(Castillo-Minjarez et al., 2019). Por lo tanto, en un siguiente experimento se procedió a evaluar 

dichos indicadores de crecimiento en los cultivos de T. asperellum Th-T4 (3) y M. robertsii Xoch 8.1 

expuestos a diferentes concentraciones de Malatión. 

La producción de conidios por área (Pca) en ausencia de Malatión fue de 8.12×107 y 1.6×108 

con/cm2, para M. robertsii Xoch 8.1 y T. asperellum Th-T4 (3), respectivamente (Fig. 7.2.1). 

Sorpresivamente, en ambas cepas la producción de conidios aumentó significativamente (p < 0.05),  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7.2.1. Producción de conidios por área (Pca) donde A) Pca de M. robertsii Xoch 8.1, y B) 

Pca de T. asperellum Th-T4 (3). Las barras con letras diferentes indican diferencias 

estadísticamente significativas (p < 0.05). 
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al exponer a los hongos a concentraciones de Malatión por arriba de 600 ppm. Como puede 

observarse en la Figura 7.2.1A, el aumento en la dosis de Malatión de 200 a 800 ppm incrementó 

un 25% la producción de conidios de M. robertsii Xoch 8.1, mientras que la producción de conidios 

de T. asperellum Th-T4 (3) para el caso de 1000 ppm de Malatión presentó diferencias estadísticas 

significativas con un 14.5% mayor que en ausencia del insecticida (p < 0.05) (Fig. 7.2.1B). 

Con respecto a la germinación (%), los conidios de M. robertsii Xoch 8.1 mostraron tolerancia 

a Malatión desde 0 ppm hasta 600 ppm, presentando una germinación cercana al 85%; sin embargo, 

a 800 y 1000 ppm se observó un decremento estadísticamente significativo en la germinación siendo 

de 75.2 y 76.6%, respectivamente (p < 0.05) (Fig. 7.2.2A). La germinación para el caso de T. 

asperellum Th-T4 (3) no presentó diferencias estadísticas significativas en los tratamientos, ya que 

incluso a la máxima concentración de Malatión evaluada (1000 ppm) se observó un porcentaje de 

germinación superior al 99% (Fig. 7.2.2B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7.2.2. Porcentaje de germinación de A) M. robertsii Xoch 8.1, y B) T. asperellum Th-T4 (3). Las 

barras con letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas (p < 0.05). 
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7.3. Bioensayos con Xyleborus affinis 

En los bioensayos con galerías artificiales usando X. affinis, se logró observar la infección por 

parte del hongo entomopatógeno M. robertsii Xoch 8.1 (Fig. 7.3.1), a los 10 días de interacción. No 

se observó crecimiento o invasión de otro microorganismo sobre X. affinis en los demás 

tratamientos. La inoculación con M. robertsii Xoch 8.1 alcanzó una mortalidad del 76%; la 

combinación de M. robertsii Xoch 8.1 y T. asperellum Th-T4 (3) logró el 76.7% de mortalidad. Sin 

embargo, la mezcla de ambos hongos, M. robertsii Xoch 8.1 y T. asperellum Th-T4 (3), a 

concentraciones más bajas de Malatión 60 y 200 ppm, la mortalidad registrada fue de 80% y 88%,  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

respectivamente, sin mostrar diferencias estadísticas significativas. Para los tratamientos de control 

con Tween 80 al 0.05% (Tween Control), Tween 80 al 0.05% con agua destilada estéril más etanol al 

96% en lugar de Malatión (Tween Control + Etanol), y T. asperellum Th-T4 (3), no se observaron 

diferencias estadísticas significativas en la mortalidad (Tabla 7.3.1). Concentraciones de Malatión 

entre 60 y 600 ppm fueron significativamente diferentes con una mortalidad promedio de 68% y 

96% respectivamente (p < 0.05) (Tabla 7.3.1). La mortalidad de X. affinis generada por el hongo 

entomopatógeno M. robertsii Xoch 8.1 fue tan alta como la provocada con Malatión a 600 ppm 

(Tabla 7.3.1), sin diferencias estadísticas significativas. Finalmente, se realizó una comparación entre 

Fig. 7.3.1. Xyleborus affinis micosado con la cepa M. robertsii 

Xoch 8.1 con 10 días de interacción. 
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los resultados obtenidos con el hongo entomopatógeno M. robertsii Xoch 8.1 y con el Malatión a 

600 ppm. Al respecto se encontró que no existen diferencias estadísticas significativas entre aplicar 

cualquiera de los dos tratamientos (Tabla 7.3.1). 

 

8. Discusión  

El control biológico de complejos ambrosiales presenta diversos retos, entre las cuales destacan que 

estos insectos se adaptan rápidamente a diferentes entornos (Hulcr y Stelinski 2017), atacan muchas 

especies de la familia Lauraceae (Eskalen et al., 2013), y además, los plaguicidas químicos no siempre  

 

Tabla 7.3.1. Mortalidad (%) de hembras de X. affinis 10 días post tratamiento. 

Tratamiento n Mortalidad (%) ± SE 

Control Tween 7 17.1a 5.22 

Control Tween + Etanol 5 16.0a 7.48 

Ta 5 32.0a 4.90 

Malatión (60 ppm) 5 68.0b 4.90 

Malatión (60 ppm) + Mr + Ta 5 80.0bc 6.32 

Mr 5 76.0bc 7.48 

Mr + Ta 6 76.7bc 6.15 

Malatión (200 ppm) + Mr + Ta  5 88.0bc 4.90 

Malatión (600 ppm) 5 96.0c 4.00 

 

 

     

son la alternativa de control más adecuada (Carrillo et al., 2013). Lo anterior es crítico debido a que 

los escarabajos se encuentran ocultos dentro de los árboles, dificultando la aspersión de los 

Las medias con letras diferentes en la misma columna indican diferencias 

significativas (p < 0.05). Ta: T. asperellum Th-T4 (3), Mr: M. robertsii Xoch 8.1, SE: 

Error Estándar, n: Número de tubos por tratamiento.  
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químicos para lograr el contacto o porque los sistemas de producción de cultivos orgánicos no 

pueden emplear plaguicidas (Aktar et al., 2009; FAO, 2020). Con respecto a los hospedadores 

potenciales, aproximadamente 207 especies de árboles, incluido el aguacate (Persea americana 

Mill.; Lauraceae), han mostrado signos y síntomas consistentes con el ataque de Euwallacea nr. 

fornicatus y parte de estos con Fusarium sp. (Eskalen et al., 2013).  

En México, existe un peligro latente de que este escarabajo ataque hasta 120 especies de 

Lauráceas (90% de la diversidad de Lauraceae en el país) (Lira-Noriega et al., 2018). Uno de los 

escenarios más peligrosos que se podría presentar es el posible intercambio de los hongos 

patógenos exóticos con escarabajos ambrosiales nativos vía transferencia lateral (Carrillo et al., 

2014; Cruz et al., 2019), siendo X. affinis una especie originaria de México, reportada como 

potencialmente peligrosa generando pérdidas en los cultivos incluyendo el aguacate (Castrejón-

Antonio et al., 2020; Ángel-Restrepo et al., 2021), un posible hospedero de estos hongos patógenos 

como F. euwallaceae. 

En relación a los ensayos de confrontación, el hongo micopatógeno T. asperellum Th-T4 (3) 

limitó el crecimiento del fitopatógeno F. euwallaceae 744. Es importante resaltar que F. euwallaceae 

744 no es un simbionte de X. affinis, sin embargo, se ha reportado la asociación entre X. affinis y 

otras especies de Fusarium y Raffaelea (Ibarra-Juarez et al., 2020). Por lo tanto, es probable que a 

futuro se de alguna asociación con especies patógenas de estos hongos. Por otro lado, desde una 

perspectiva práctica, el estudio de la efectividad de T. asperellum Th-T4 (3) para inhibir el 

crecimiento de F. euwallaceae 744 fue una prioridad, sin embargo, los experimentos de 

confrontación con la especie de Fusarium sp. simbionte de X. affinis muestran que T. asperellum Th-

T4 (3) tiene la capacidad de contener al hongo.  

Para controlar el complejo escarabajo/hongo simbionte, en el presente estudio se mostró la 

efectividad de T. asperellum Th-T4 (3) en confrontación con F. euwallaceae 744. Trichoderma 

asperellum Th-T4 (3) logró detener el crecimiento e invadir al hongo ambrosial, posiblemente por la 

acción micopatógena del mismo, mediada por liberación de quitinasas, β-1,3-glucanasas (Giese et 

al., 2011; Noronha y Ulhoa, 2000) y proteasas, en acción sinérgica con las trichorzianinas 

(peptaiboles antibióticos) (Marik et al., 2018, Schirmböck et al., 1994). 

Las imágenes de la confrontación, entre las cepas de T. asperellum Th-T4 (3) Vs. Fusarium sp. 

y T. asperellum Th-T4 (3) Vs. F. euwallaceae 744 muestran el mecanismo de parasitismo que ejerce 

T. asperellum Th-T4 (3) sobre estas cepas simbiontes, además de disminuir significativamente la 
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velocidad de crecimiento radial (Vr) de Fusarium sp. un 34% (p < 0.05). Según Sánchez-Rangel et al. 

(2018), existen transcripciones relacionadas con la señalización del pH, como la vía PAL/RIM 

conservada, relacionada con el metabolismo secundario y otras transcripciones diferenciales, 

además de mecanismo de patogenicidad y factores de virulencia en Fusarium sp. asociado con 

Euwallacea nr. fornicatus, lo que podría explicar la presente variación en el desarrollo entre distintas 

especies de Fusarium, como se observó con Fusarium sp. que tuvo una velocidad de crecimiento 

más rápida que F. euwallaceae 744 y se vio significativamente afectada por T. asperellum Th-T4 (3). 

Cabe señalar que Fusarium sp., simbionte de X. affinis, no es la fuente primaria de alimentación 

como sí lo es Raffaelea arxii (Ophiostomatales: Ophiostomataceae), no obstante, se ha reportado 

que Fusarium sp. funciona como un posible mecanismo de invasión hacia el tejido vegetal 

degradando las paredes celulares (Biedermann, 2020; Ibarra-Juarez et al., 2020) (Fig. 7.1.4.B). 

Trichoderma spp. (T. asperellum incluido) crece enrollando a las hifas del fitopatógeno formando 

estructuras en forma de gancho (presumiblemente apresorios) que ayudan a penetrar la pared 

celular del huésped (Elad et al., 1983), como sucede con algunas cepas fitopatógenas del género 

Fusarium (Viterbo y Horwitz, 2010; El_Komy et al., 2015). Por lo tanto, al reducir la fuente de 

alimentación primaria (hongos ambrosiales) dentro de las galerías de los árboles infectados, se 

podría disminuir la población de escarabajos ambrosiales y su descendencia (Biedermann et al., 

2011; Hulcr y Stelinski, 2017).  

En el caso de las pruebas de tolerancia al Malatión, se observó una disminución en la velocidad 

de crecimiento radial (Vr) para ambas cepas conforme aumenta la concentración del plaguicida 

químico. Mishra et al. (2016), reportaron datos similares con T. harzianum T103 con respecto al 

crecimiento radial, en donde encontraron diferencias en el crecimiento a partir del tratamiento con 

200 ppm de Malatión. En los resultados, sobresale que T. asperellum Th-T4 (3) aumentó su 

producción de conidios por área (Pca), además de un porcentaje de germinación del 99% en todos 

los tratamientos (Fig. 7.2.1B y Fig. 7.2.2B). Esto debido a que Trichoderma spp. tiene la capacidad 

de tolerar y degradar compuestos químicos (incluyendo plaguicidas organofosforados como el 

Malatión), gracias a su maquinaria enzimática de proteasas, esterasas y otras enzimas (Katayama y 

Matsumura, 1993; Sidhu et al., 2019), incluyendo el gen zfc1 “zinc finger chimera 1”, junto con 

oxidorreductasas y transportadores ABC con la función de tolerar el estrés causado por el plaguicida 

químico Diclorvos a T. asperellum TJ01 (Wu et al., 2018). Además, existen cepas de Trichoderma 

viride descomponen Malatión a través de la acción de la carboxilesterasa (Matsumura y Boush, 

1966), por un proceso de desmetilación (Mostafa et al., 1972), o por otras posibles vías de 
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degradación (Paris et al., 1975; Goda et al., 2010). Esto podría generar la posibilidad de que el 

Malatión promueva la conidiación en los hongos (Staley et al., 2015), aumentando su producción 

como se muestra en los resultados de la Fig. 7.2.1.  

La capacidad de los hongos para responder al estrés depende del nivel de estresor y del 

momento en el desarrollo del cultivo cuando éste se aplica, cada factor puede disminuir o mejorar 

la esporulación (Miranda-Hernández et al., 2016; Castillo-Minjarez et al., 2019). Como se muestran 

en las Fig. 7.2.1 y Fig. 7.2.2, la cepa de Metarhizium robertsii Xoch 8.1 presentó una mayor 

sensibilidad en presencia de Malatión en los parámetros Pca y germinación (%) que T. asperellum 

Th-T4 (3). Se sabe que Metarhizium spp., posee una menor tolerancia a los plaguicidas que 

Trichoderma spp. (Sidhu et al., 2019), sin embargo, se ha reportado que Metarhizium anisopliae 

(Metschn.) Sorokin (Hypocreales: Clavicipitaceae), posee un cierto grado de tolerancia a insecticidas 

como Abamectin e Imidacloprid (Niassy et al., 2012). Al usar simultáneamente M. anisopliae y 

Malatión a dosis de 1000, 100 y 10 ppm, Mohamed et al. (1987), reportaron un porcentaje de 

germinación del 67.8%, 87.5% y 93.2%, respectivamente. Esto concuerda con los valores obtenidos 

con M. robertsii Xoch 8.1 en concentraciones de 1000 y 200 ppm en el presente estudio, mostrando 

una germinación promedio de 76.6% y 84.3%, respectivamente.  

Los bioensayos con M. robertsii Xoch 8.1 causaron la misma mortalidad (76%) en Xyleborus 

affinis: M. robertsii Xoch 8.1 (1×107 con/mL) solo, o M. robertsii Xoch 8.1 (1×107 con/mL) en 

combinación con T. asperellum Th-T4 (3) (1×106 con/mL) (Tabla 7.3.1), incluso cuando la 

confrontación en placas de Petri entre estos dos hongos mostró que T. asperellum Th-T4 (3) inhibe 

en cierta medida el crecimiento de M. robertsii Xoch 8.1 (Anexo 2). Castrillo et al. (2016), reportaron 

una mortalidad similar con los escarabajos ambrosiales Xylosandrus crassiusculus y Xylosandrus 

germanus. En ese trabajo, los autores aplicaron Metarhizium brunneum F52 y T. harzianum T22 a 

una concentración de 1×106 con/mL y 3.7×105 con/mL, generando una mortalidad en los 

escarabajos del 50.7% y 5.1%, respectivamente. En el presente trabajo, M. robertsii Xoch 8.1 logró 

una mortalidad 1.5 veces mayor en X. affinis. Esto podría deberse a una mayor dosis de conidios o 

al uso de dietas artificiales en lugar de troncos. De igual manera, Carrillo et al. (2013), obtuvieron 

una mortalidad entre el 80% y 100% del escarabajo ambrosial Xyleborus glabratus en troncos de 

aguacate utilizando concentraciones de Malatión entre 100-500 ppm, respectivamente. En el 

presente trabajo, el Malatión a 60 y 600 ppm causó una mortalidad en X. affinis del 68% y 96%, 

respectivamente; la variación posiblemente se debió al uso de la dieta artificial. Los resultados 
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mostraron que un tratamiento combinado con hongos (M. robertsii Xoch 8.1 y T. asperellum Th-T4 

(3)) y dos concentraciones de Malatión más bajas de lo recomendado (60-200 ppm), lograron una 

mortalidad similar a la de Malatión a 600 ppm. Se observó que M. robertsii Xoch 8.1 fue tan efectivo 

como el tratamiento más agresivo con el plaguicida químico; sin embargo, para aquellos casos en 

los que las plagas son muy resistentes, el fortalecimiento de concentraciones más bajas de 

plaguicidas en combinación con hongos entomopatógenos podría ser conveniente. Esto podría ser 

un factor crítico ya que la resistencia de los insectos a los plaguicidas químicos es variable (Dang et 

al., 2017), y el efecto sinérgico entre los agentes químicos y biológicos puede ser una opción 

adecuada (Abd El-Ghany y Masmali, 2016; Pelizza et al., 2018). Un punto importante a explorar es 

la estrategia que se llevaría a cabo para su aplicación en campo, una opción es aplicar por separado 

en distintos días cada hongo y después el plaguicida químico, invertir el orden de los hongos e 

incluso, aplicar alguno de los hongos al mismo tiempo que el plaguicida, todo esto dependiendo del 

insecto al cual se quiera controlar e incluso la relación costo/beneficio que esto conlleve. Gugliuzzo 

et al. (2021), ha reportado que existe una amplia variación en la eficacia de los plaguicidas químicos 

indicando que posiblemente algunos plaguicidas no son tan efectivos para el control de los 

escarabajos ambrosiales invasivos del género Xylosandrus, esto genera la posibilidad de potenciar 

algunos de los plaguicidas químicos utilizados en campo disminuyendo su uso al combinarlo con 

alguno de los hongos probados. 

Otro factor importante a considerar, es la persistencia de los plaguicidas en el medio ambiente, 

causando alteraciones en los ecosistemas (Mulla et al., 1981), y daño a la salud humana, esto incluye 

al Malatión y otros plaguicidas (Baker et al., 1978; Singh et al., 2013). Aspergillus niger, Penicillium 

notatum, Acinetobacter johnsonii y Trichoderma spp. tienen la capacidad de degradar el Malatión 

(Singh et al., 2013; Kumar et al., 2019). Por lo tanto, la combinación de ambos hongos como se 

describe en el presente estudio, podría resultar benéfica, ya que existen cepas de M. anisoplie y de 

T. harzianum que pueden tolerar e incluso degradar el Malatión (Abd El-Ghany y Masmali 2016). En 

este sentido, la compatibilidad y sinergismo de M. robertsii y M. anisoplie con los insecticidas 

químicos (Jia et al., 2016; Pelizza et al., 2018), puede ser una alternativa viable para controlar 

insectos plaga, y al mismo tiempo minimizar los efectos químicos adversos al ambiente. Este puede 

ser un punto clave para el uso combinado en áreas donde el Malatión persiste, o donde el uso tiene 

que ser reducido e incluso degradado por hongos micopatógenos y entomopatógenos. Otra ventaja 

de M. robertsii y Trichoderma spp. es que estos hongos actúan como endófitos en las plantas 

brindando protección contra insectos plaga, estrés ambiental, enfermedades (Sasan y Bidochka, 
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2012; Carro-Huerga et al., 2020), incluyendo a virus como el del mosaico del pepino (Rahimi-

Tamandegani et al., 2021). En particular, este trabajo muestra por primera vez una compatibilidad 

entre hongos micopatógenos y entomopatógenos con un plaguicida químico (Malatión) para el 

control del complejo ambrosial. 

 

9. Conclusión  

Los resultados muestran la capacidad de M. robertsii Xoch 8.1 para controlar el escarabajo ambrosial 

Xyleborus affinis en la misma medida que Malatión a las dosis recomendadas. La tolerancia a este 

plaguicida por M. robertsii Xoch 8.1 y T. asperellum Th-T4 (3) sugiere la posibilidad de utilizar un 

tratamiento mixto para el complejo ambrosial, incluso a una concentración de Malatión inferior a la 

recomendada (60 y 200 ppm); esto podría reducir el impacto negativo que el Malatión genera en el 

ambiente. Además, se mostró la capacidad de la cepa T. asperellum Th-T4 (3) para inhibir el 

crecimiento del hongo ambrosial patógeno F. euwallaceae y del simbionte Fusarium sp. aislado de 

X. affinis. La tolerancia al Malatión podría ser beneficiosa cuando es deseable un efecto sinérgico 

para controlar escarabajos que tienen mayor resistencia o en campos donde el plaguicida químico 

persiste y se acumula. 

 

10. Perspectivas 

A corto plazo: A) se tiene planeado realizar una observación con ayuda de Microscopía de Barrido 

de las cepas simbiontes de Xyleborus affinis incluyendo a Raffaelea arxii, la cual se ha reportado 

como una de las principales especies simbiontes de este escarabajo. Además, la confrontación de 

este simbionte con T. asperellum Th-T4 (3) con el fin de observar el comportamiento más a detalle 

de esta interacción. B) La realización más detallada de confrontaciones triples entre los 

microorganismos (Anexo 5). 

A mediano plazo: A) Identificar genéticamente las cepas simbiontes de X. affinis teniendo en cuenta 

los métodos para el aislamiento de los simbiontes (esto debido a que los escarabajos ambrosiales 

poseen más de un hongo simbionte). 

A largo plazo: A) Llevar a cabo evaluaciones en campo, en zonas donde predomine la aplicación de 

los plaguicidas químicos con la posibilidad de disminuir su uso mediante la técnica de control mixta 
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(ya sea con los hongos o con un agente biológico y un químico, pero con menor dosis de este último), 

principalmente en lugares afectados por los escarabajos ambrosiales. 
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Anexos 

Anexo 1  

Secuencia consenso del ADN del gen de ADNr usando los cebadores ITS4 (5’-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) e ITS5 (5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) (White et al., 1990) del 

hongo micopatógeno Trichoderma asperellum Th-T4 (3), anteriormente identificado como 

Trichoderma harzianum Th-T4 (3) (Romero Arenas et al., 2018). La secuencia ITS se comparó 

directamente en la base de datos GenBank utilizando el algoritmo Nucleotide BLAST.  

 

5’GCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTACCA

AACTGTTGCCTCGGCGGGGTCACGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCC

CGCCGGAGGAACCAACCAAACTCTTTCTGTAGTCCCCTCGCGGACGTATTTCTTACAGC

TCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCA

TCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATC

ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAG

CGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGATCGGCGTTGGGGATCGGGACCCCTCAC

ACGGGTGCCGGCCCCTAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAG

TTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTAAAACACCCAACTTTCT

GAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAG3’ 

 

 

Anexo 2 

Confrontaciones preliminares. Para la selección de cepas, se realizaron diferentes 

confrontaciones entre distintos hongos siguiendo una metodología similar a la de Castrillo et al. 

(2016), incubando las cepas a una temperatura de 27 ± 2 °C, con un fotoperiodo de 12 h luz / 12 h 

obscuridad. A) Trichoderma reesei CDBB36 Simmons (Hypocreales: Hypocreaceae), en 

confrontación con Fusarium oxysporum AB2 Schltdl. (Hypocreales: Nectriaceae), inoculados al 

mismo tiempo, con 8 días de interacción en Agar Papa Dextrosa (PDA por sus siglas en inglés) (BD 
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A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

Bioxon™). Se observa una coloración verde limón de T. reesei CDBB36 y una coloración roja de F. 

oxysporum AB2, además de un halo de inhibición por parte de T. reesei CDBB36, sin invadir el área 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

de crecimiento de F. oxysporum AB2. B) T. asperellum Th-T4 (3) en confrontación con F. oxysporum 

AB2, inoculados al mismo tiempo, con 8 días de interacción en medio PDA. Se observa una 

coloración verde obscura y un crecimiento circadiano de T. asperellum Th-T4 (3), el cual, se 

encuentra invadiendo la zona de F. oxysporum AB2, comprobando efectivamente su acción 

micopatógena. C) T. asperellum Th-T4 (3) en confrontación con Beauveria bassiana Tac 1.1, 
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inoculados al mismo tiempo, con 8 días de interacción en medio PDA. Se observa la coloración verde 

obscura característica de T. asperellum Th-T4 (3) invadiendo la zona de B. bassiana Tac 1.1. D) T. 

asperellum Th-T4 (3) en confrontación con Metarhizium robertsii Xoch 8.1, inoculados en diferentes 

tiempos, dando ventaja de 7 días a M. robertsii Xoch 8.1, más 8 días de interacción en medio SDA. 

Se observa a M. robertsii Xoch 8.1 a la derecha de la caja Petri, con una coloración verde obscura. 

Pasados 7 días, se inoculó a T. asperellum Th-T4 (3) teniendo una interacción de 8 días. T. asperellum 

Th-T4 (3) presentó una coloración verde azulada (a la izquierda de la caja Petri) e invadió parte del 

área de crecimiento de M. robertsii Xoch 8.1. Cabe aclarar que las cajas se revisaron 10 días después 

del experimento y no se observó cambio alguno. 

Trichoderma reesei CDBB356 de la colección de hongos de CINVESTAV, México. Beauveria 

bassiana Tac 1.1 se encuentra depositada en la colección ENCB-IPN WDCM449 con el número de 

identificación ENCB-MG-82. Fusarium oxysporum AB2, identificada mediante ITS, pertenece a la 

colección de hongos entomopatógenos de la UAM-I.  

 

Anexo 3 

Morfología de una galería artificial de X. affinis con 30 días de desarrollo desde su fundación consta 

de una entrada (E), túnel principal (Tp), túnel lateral (Tl), y túnel de cría (Tc) (Biedermann, 2020). Se 

observó una capa blanquecina de hongos, de la cual se alimentaron tanto las larvas como los 

insectos adultos. En general, la presencia de algunas larvas, huevecillos y escarabajos juveniles se 

observó en los Tl y Tc, mientras que los escarabajos adultos hembras (♀) en los Tp y algunos en Tl y 

en Tc.  
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Anexo 4 

Imagen mostrando la infección por parte del hongo entomopatógeno Metarhizium robertsii 

Xoch 8.1 sobre el escarabajo ambrosial Xyleborus ferrugineus proveniente del municipio de 

Minatitlán, Colima, México, el cual se ha reportado como hospedero natural en el aguacate 

(Castrejón-Antonio et al., 2020). En esta etapa experimental, se llevó a cabo un bioensayo previo 

con X. ferrugineus. Se observó el desarrollo de micosis por la cepa M. robertsii Xoch 8.1 (arriba), y el 

tratamiento testigo (abajo). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo 5 

En esta imagen se aprecia una confrontación triple entre T. asperellum Th-T4 (3), M. robertsii 

Xoch 8.1 y F. oxysporum AB2, en donde la inoculación se llevó a cabo de manera simultánea para 

todas las cepas. Se observa en todas las cajas a T. asperellum Th-T4 (3) verde y con un área de 
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A 

 

B 

 

C 

 

crecimiento de mayor tamaño, M. robertsii Xoch 8.1 verde y un área de crecimiento pequeña y a F. 

oxysporum AB2 rosa y con un área de crecimiento pequeña. Se muestra la interacción a los 2 (A), 5 

(B) y 7 (C) días de crecimiento. En esta interacción cabe destacar que T. asperellum Th-T4 (3) no 

invade las cepas de M. robertsii Xoch 8.1 y F. oxysporum AB2 pero detiene su crecimiento (C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


