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SELECCIÓN DE AISLAMIENTOS DE HONGOS ENTOMOPATÓGENOS PARA EL 
CONTROL DE COCHINILLA ROSADA DEL HIBISCO Maconellicoccus hirsutus 

Green 

Karla Haydeé Ibarra Cortés, M.C 

Colegio De Postgraduados, 2011 

La cochinilla rosada del hibisco (CRH), Maconellicoccus hirsutus, es una  plaga 

importante a nivel mundial que afecta diversos cultivos. Las estrategias más usadas 

para su control son el  químico, y el biológico mediante parasitoides y depredadores. 

Sin embargo, el uso de hongos entomopatógenos a pesar de ser una herramienta muy 

importante, ha sido muy poco estudiado. Con base en esto, diversos experimentos 

fueron realizados para seleccionar un aislamiento para el control de esta plaga. Se 

estudió el efecto de la temperatura (15, 20, 25 y 30 °C) en el desarrollo in vitro de 16 

aislamientos de las especies Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Lecanicillium 

lecanii y Paecilomyces fumosoroseus. Posteriormente, se estimó la susceptibilidad de 

ninfas de tercer instar de CRH hacia 8 aislamientos, para finalmente estimar la 

esporulación in vivo de siete aislamientos. En general, los aislamientos de M. 

anisopliae presentaron mayor crecimiento a 25 y 30°C, mientras que aislamientos de B. 

bassiana alcanzaron su máximo crecimiento a 20 y 25°C y los aislamientos de P. 

fumosoroseus y L. lecanii su mayor crecimiento fue a 15 y 20°C. Se encontró que todos 

los aislamientos ocasionaron mortalidad en ninfas de CRH; el aislamiento MA65 (M. 

anisopliae) logró la mayor mortalidad (60%)  y la menor mortalidad el aislamiento 

ARSEF974 (L. lecanii) con  28%. El aislamiento con la mayor producción in vivo de 

conidios fue MA65, y el que menor cantidad de conidios produjo  fue PAE (P. 

fumosoroseus). Los resultados señalan al aislamiento MA65 como el candidato idóneo 

para el control de CRH.  

Palabras clave: CRH, hongos entomopatógenos, desarrollo in vitro, susceptibilidad 
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ABSTRACT 

The pink hibiscus mealybug (PHM) Maconellicoccus hirsutus, is an important worldwide 

insect pest species affecting many crops. Amongst the most used control strategies are 

chemical and biological using predators and parasitoids. Considering that 

entomopathogenic fungi are a promising alternative control strategy, little has been 

done to study them. Based on this, different experiments were carried out to select an 

isolate for the control of this insect species. Firstly, the effect of temperature (15, 20, 25 

and 30 °C) on the in vitro development of 16 isolates of the species Beauveria 

bassiana, Metarhizium anisopliae, Lecanicillium lecanii y Paecilomyces fumosoroseus 

were investigated. Secondly, the susceptibility of third instar nymphs of PHM was 

determined against a reduced number of isolates (eight) from all fungal species. Finally, 

using seven isolates, the in vivo conidia production on third instar nymphs was 

estimated.  Overall, M. anisopliae isolates obtained the largest in vitro development at 

25 and 30 °C, B. bassiana isolates at 20 and 25 °C, P. fumosoroseus isolates and L. 

lecanii at 15 and 20 °C.  Third instar nymphs of PHM were susceptible to all evaluated 

isolates, but isolate MA65 (M. anisopliae) produced the largest mortality (60%) and the 

isolate ARSEF974 (L. lecanii) the snallest mortality (28%). Isolate MA65 produced the 

largest conidia number on PHM nymphs, and the least number of conidia by isolate 

PAE (P. fumosoroseus). Isolate MA65 resulted on the most promising isolate to further 

development as a microbial control agent of PHM. 

Key Words: PHM, entomopathogenic fungi, in vitro development, susceptibility. 
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1. INTRODUCCIÓN 

La cochinilla rosada del hibiscus (CRH) Maconellicoccus hirsutus Green (Hemiptera: 

Pseudococcidae), fue originalmente descrita como Phenacoccus hirsutus en la India 

por Green en 1908 y posteriormente se dispersó en Asia y África (Williams 1958). En 

1983 la CRH se introdujo en Hawaii, EUA, en 1984 se reporta para Guam, en 1994 se 

propagó en 25 territorios del Caribe, Guayana y Venezuela, al norte de Bahamas, 

Belice y al oeste de California, EUA Kairo et al. (2000) y en Puerto Rico en 1997 

(Michaud et al. 2000).     

En México, el primer reporte es en Mexicali, Baja California en 1999, en 2004 se 

reportó su presencia en Bahía de Banderas, Nayarit y Puerto Vallarta, Jalisco. En 2006, 

su presencia se extendió hacia otros municipios del norte de Nayarit y Jalisco así como 

en Chahuites, Oaxaca (DGSV-DPF 2008). Actualmente está presente en los estados 

de Quintana Roo, Guerrero, Chiapas, Colima y Sinaloa (SENASICA 2009).  

Uno de los factores más importantes por la cual la CRH es considerada de importancia 

económica, es su amplio rango de hospederos, ya que ataca a más de 200 especies de 

plantas en 70 familias, los cuales incluyen cultivos agrícolas, ornamentales y forestales. 

Los daños que ocasiona la CRH son por la succión directa de la savia y por la 

inyección directa de saliva tóxica (Meyerdirk et al.  2003). 

Los síntomas que se pueden observar en plantas atacadas son malformación en brotes 

y hojas, donde éstas últimas presentan arrosetamiento, se detiene su crecimiento y las 

flores se secan y caen; además los frutos se deforman e incluso pueden debilitarse y 

caer prematuramente de la planta (Meyerdirk et al. 2003). 

Existen reportes del estudio de parasitoides como Anagyrus kamali Moursi 

(Hymenoptera: Encyrtidae) como posible controlador biológico de CRH (Roltsch et al. 

(2006); García-Valente et al. (2009); Reddy et al. (2009) y el depredador Cryptolaemus 

montrouzieri Mulsant (Coleoptera: Coccinellidae), los cuales han mostrado un control 

efectivo de la CRH (Ranjan 2006).  
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Sin embargo, aún es necesario explorar otras alternativas de manejo de esta plaga y 

mantener su población en niveles que no ocasionen daños económicos. Los hongos 

entomopatógenos pueden ser una alternativa de manejo de la CRH debido a su 

capacidad de infectar rápido en condiciones de laboratorio en comparación con otros 

entomopatógenos, así como su fácil producción comercial en medios artificiales y la 

aplicación en campo con equipo convencional (Moore 1993; Butt et al. 2001).  

Sin embargo, antes de incluir a hongos entomopatógenos en un programa de control 

microbiano, son necesarios varios estudios que evalúen su verdadero potencial, como 

virulencia, esporulación in vivo, velocidad de infección Posada & Vega (2005), 

persistencia, efecto en insectos benéficos, interacción con otros organismos de control 

biológico y finalmente la interacción de todos estos atributos con factores abióticos 

como temperatura, radiación solar, humedad relativa, entre otros (Inglis et al.  2001).  

Hasta donde se sabe, existen pocos trabajos que estudien la relación patogénica de la 

CRH y hongos entomopatógenos, como los de Ahmed & Shahzad (2007); Uma-Devi et 

al (2008), en donde en ambos reportes, se estudió únicamente la virulencia de 

aislamientos hacia la CRH. Sin embargo, es necesario un mayor número de estudios 

que no incluyan solamente mortalidad  Posada & Vega (2005), si no factores 

adicionales como esporulación, desarrollo in vivo e in vitro, etc., que permitan la 

selección de aislamientos con mayor potencial para ser desarrollados e incluidos en 

programas de manejo microbiano.  

Considerando lo anterior, se llevó a cabo una serie de experimentos para poder 

seleccionar aislamientos de hongos entomopatógenos con el mayor potencial para el 

control de la CRH, mediante el siguiente objetivo general. 

OBJETIVO GENERAL   

Seleccionar aislamientos con mayor potencial para el control de la cochinilla rosada del 

hibisco. 
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OBJETIVOS PARTICULARES 

• Estudiar el efecto de la temperatura en el desarrollo in vitro de aislamientos 

seleccionados de hongos entomopatógenos. 

• Estimar la susceptibilidad de ninfas de CRH hacia la infección de aislamientos 

seleccionados de hongos entomopatógenos. 

• Estimar la capacidad de esporulación in vivo de diferentes aislamientos de 

hongos entomopatógenos en ninfas tercer instar de CRH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 

 

 

2. MATERIAL Y MÉTODOS 

Parte de la presente investigación se llevó a cabo en el Laboratorio de Patología de 

Insectos, Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, Texcoco, Estado de México, 

así como  en el Laboratorio de Prácticas de la Preparatoria 10 de la UAN, Ejido Valle 

de Banderas, Bahía de Banderas y en el Laboratorio de Parasitología, Facultad de 

Agricultura, de la Universidad Autónoma de Nayarit, Tepic, Nayarit. 

2.1 Aislamientos 

Los 16 aislamientos empleados en esta investigación (Cuadro 1), se encuentran en las 

colecciones de hongos entomopatógenos del Colegio de Postgraduados y la 

Universidad de Colima. Todos se encuentran bajo crio-preservación a -80 °C.  

2.2 Cultivos monospóricos 

El procedimiento para todos los aislamientos fue el mismo. De una placa de agar 

dextrosa Sabouraud  (ADS) (BIOXON®), con una colonia de hongo con 15 días 

posteriores a su inoculación, se tomó con la ayuda de un asa bacteriológica, una 

cantidad no cuantificada de conidios. Estos fueron depositados en frascos de vidrio con 

tapa de rosca en 20 mL de Tween 80 al 0.03%, el frasco fue agitado durante tres 

minutos con un vortex para obtener una suspensión homogénea.  

Posteriormente, se tomó una alícuota de 50 µL y se depositó en la parte central de una 

caja de Petri con 15 mL de agar-agua al 1.5 %. Con la ayuda de una varilla de vidrio 

estéril en forma de “L”, se dispersó la alícuota en toda la superficie de la placa de agar-

agua. Este procedimiento se realizó por duplicado para cada aislamiento. Todas las 

cajas fueron incubadas a 25 °C en total oscuridad durante 24 horas.  

Al término de las 24 horas, aún con la caja cerrada y con la ayuda de un microscopio 

estereoscópico, se localizaron en cada caja, aquellos conidios que estuvieran aislados 

de otros conidios y que hayan germinado.  



5 

 

Estos conidios fueron marcados encerrándolos en un círculo mediante un marcador de 

punto fino, dicho círculo se realizó en la base de la caja de Petri. 

Una vez seleccionados los conidios con las características previamente descritas, y 

dentro de un campana de flujo laminar, se extrajo la parte de la placa de agar-agua 

marcada previamente mediante una navaja estéril y se transfirió a una placa de ADS. 

El círculo de agar-agua con el conidio se colocó en la placa de ADS de manera 

invertida. El número de placas con conidios individuales fue variable para cada 

aislamiento. Del total de cajas producidas de esta manera, se seleccionó al azar una 

sola caja, la cual fue posteriormente preservada a -80 °C siguiendo con la metodología 

que a continuación se describe. 

2.3 Conservación de aislamientos 

Todos los aislamientos se crio-preservaron a -80 ºC. El procedimiento fue el mismo 

para todos los aislamientos y se realizó bajo una campana de flujo laminar con un 

cultivo en medio ADS con 15 días posteriores a su inoculación, e incubado a 25 °C en 

total oscuridad. Se extrajeron varios círculos de 5 mm de diámetro por medio de un 

sacabocados. Entre 4 y 5 círculos se depositaron en crio-viales de 2 mL de volumen 

(CORNING®) con 1 mL de glicerol al 10% estéril, en caso necesario se añadió más 

glicerol al 10% estéril para ajustar el volumen final en el criovial aproximadamente a 1.8 

mL. Todos los crio-viales se colocaron en un ultracongelador a -80 °C. 
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Cuadro 1. Aislamientos de Beuaveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Lecanicillium 

lecanii y Paecilomyces fumosoroseus. Aislamientos con prefijo ATCC pertenecen a la 

colección de aislamientos American Type Culture Collection, EUA. Aislamientos con el 

prefijo ARSEF, pertenecen a la colección de aislamientos de Agricultural Research 

Service of Entomopathogenic Fungi, EUA. 

 

Especie Aislamiento Huésped Lugar de origen 

B. bassiana BB1 Hymenoptera Jalisco, México 

BB2 Scyphophorus 

acupuntatus 

Jalisco, México 

BB88 Hypothenemus 

hampei 

Oaxaca, México 

GCO7 Phyllophaga spp. San Lorenzo, Jerecuaro, 

Guanajuato, México 

GHA Producto comercial 

Mycotrol® 

 

M. anisopliae 

 

GCO2 Phyllophaga spp. Puruagua, Jerecuaro, 

Guanajuato, México 

MA65 Aneolamia posticata Veracruz, México 

MA68 Aneolamia posticata Quintana Roo, México 

MA129 Tetranychus urticae Tecomán, Colima, México 

MA130 Tetranychus urticae Tecomán, Colima, México 

L. lecanii ATCC26854 Lecanium corni Czechoslovakia 

ARSEF974 Áfidos Venezuela 

ARSEF2009 Toxoptera citricida Tucumán, Argentina 

P. fumosoroseus PAE Producto comercial 

Pae-Sin® 

 

PFR4 Bemisia sp. Tecomán, Colima, México 

PFR16 Bemisia tabaci Yucatán, México 
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2.4 Efecto de la temperatura en el crecimiento in vitro de aislamientos de hongos 
entomopatógenos  

2.4.1. Colonias de hongos 

El efecto de la temperatura en el crecimiento de cada aislamiento fue investigado,  

donde se midió el área de crecimiento temporal de las colonias a 15, 20, 25 y 30 °C. 

Cada colonia fue producida de la misma manera. Todos los aislamientos fueron 

sembrados en cajas Petri de 90 mm de diámetro con 15 ml de ADS e incubados a 25˚C 

durante 15 días. Posteriormente, dentro de una cámara de flujo laminar  y con la ayuda 

de una espátula metálica, se removió la mayor cantidad posible de conidios y micelio 

de las cajas de Petri.  

El material extraído de una caja de Petri, se depositó en un tubo para centrifuga de 50 

mL de capacidad y se añadieron 20 mL de Tween 80 estéril al 0.03%. El tubo se agitó 

con un vortex durante 5 min y el contenido se filtró a otro tubo de centrifuga limpio por 

medio de una doble capa de pañalina contenida en un embudo de cristal de 5 cm de 

diámetro. De la suspensión de conidios resultante por aislamiento, se tomó una 

alícuota de 1 µL y se depositó en un tubo Eppendorf de 1.5 mL de capacidad con 999 

µL de Tween 80 al 0.03%. La suspensión resultante se empleó para estimar la 

concentración de conidios por mL mediante una cámara de Neubauer y realizar una 

suspensión con una concentración de 1x107 conidios mL-1.  

Esta última suspensión fue empleada para volver a inocular placas de ADS e 

incubarlas por 60 h. A partir de una colonia incubada durante 60 h, círculos de 5 mm de 

diámetro fueron obtenidos y colocados de manera invertida en el centro de una caja de 

Petri con 15 mL de ADS y sellada con Parafilm “M” (Pechiney Plastic Packaging Inc. 

Wisconsin, WI, USA) e incubada en la temperatura seleccionada. Cada colonia fue 

digitalizada, procesada mediante el paquete Photoshop  SC y el área se estimó con el 

software Image Tool ver 3.0.  
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El área de cada colonia fue medida cada 24 h durante 20 días o hasta que la colonia 

alcanzó el borde de la caja de Petri. La temperatura en cada incubadora empleada fue 

monitoreada durante todo el experimento. Cada combinación aislamiento x temperatura 

fue repetido en ocho ocasiones de manera que se midió un total de 512 colonias. 

2.4.2 Diseño experimental 

El diseño experimental usado fue el completamente aleatorio. Los tratamientos fueron: 

temperaturas (15, 20, 25 y 30 °C) y aislamientos (16) y la variable respuesta fue el 

crecimiento micelial. La asignación de temperaturas en las cámaras bioclimáticas a las 

unidades experimentales fue completamente al azar. El experimento contó con cuatro 

replicas, esto es 64 colonias por temperatura y cada replica fue colocada en un nivel 

dentro de la cámara bioclimática. Todo el experimento se repitió en dos ocasiones.  

2.4.3 Análisis estadístico 

Se realizó un análisis longitudinal con modelos de covarianza usando el paquete 

estadístico SAS versión 9.2. Este tipo de análisis permite comparar el comportamiento 

del crecimiento micelial de los aislamientos y se consideró las lecturas a través del 

tiempo para cada temperatura. Se probaron varios modelos de covarianza y se eligió el 

mejor de acuerdo a los criterios de Akaike y Bayesiano. Los modelos de covarianza 

estudiados fueron: Matriz no estructurada UN,  Estructura de simetría compuesta CS, 

Estructura autorregresiva de primer orden AR(1) y Estructura autorregresiva de primer 

orden heterogéneo ARH(1).  

Después de seleccionar el modelo de covarianza se realizó la comparación del efecto 

de los aislamientos en el crecimiento micelial  de acuerdo a su comportamiento a través 

del tiempo (perfil del crecimiento micelial). Lo anterior para cada temperatura y 

diferencia significativa con un p-value <0.01. Además, se comparó el efecto de la 

temperatura y aislamiento en el crecimiento micelial. Lo anterior permitió seleccionar a 

los aislamientos con un mejor crecimiento micelial. 
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2.5 Susceptibilidad de ninfas de tercer instar de CRH hacia aislamientos 
seleccionados de hongos entomopatógenos 

2.5.1 Aislamientos  

De acuerdo a los resultados del experimento anterior, ocho aislamientos, dos de cada 

especie (Cuadro 2), fueron seleccionados para evaluar los niveles de infección 

ocasionados en ninfas del tercer instar de CRH.  Cabe señalar que este experimento se 

realizó en las instalaciones de la Preparatoria 10 de la UAN en Valle de Banderas, 

Bahía de Banderas, Nayarit, ya que la CRH es una plaga cuarentenaria regulada para 

Nayarit. 

2.5.2 Ninfas de tercer instar de CRH 

Las ninfas de tercer instar de CRH fueron proporcionadas por el Laboratorio Regional 

de Reproducción de Organismos Benéficos, Valle de Banderas, Nayarit.  

2.5.3 Obtención de suspensiones de conidios  

Todas las suspensiones se realizaron a partir de cultivos monospóricos de los 

aislamientos del Cuadro 2. Los aislamientos fueron recuperados de crio-preservación y 

la metodología de preparación de las suspensiones de conidios fue la misma para 

todos los aislamientos. A partir de cultivos con 20 días posteriores a su inoculación en 

placas de ADS y con la ayuda de una espátula metálica en la cámara de flujo laminar, 

se removió la mayor cantidad posible de conidios y micelio de las cajas de Petri. El 

material extraído de cuatro a cinco cajas de Petri por aislamiento, se depositaron en un 

tubo para centrifuga de 50 mL de capacidad y se añadieron 20 mL de Tween 80 estéril 

al 0.03%.  

El tubo se agitó con un vortex durante 5 min y el contenido se filtró a otro tubo de 

centrifuga limpio por medio de una doble capa de pañalina contenida en un embudo de 

cristal de 5 cm de diámetro. De la suspensión de conidios resultante por aislamiento, se 

tomó una alícuota de 1 µL y se depositó en un tubo Eppendorf de 1.5 mL de capacidad 

en 999 µL de Tween 80 al 0.03%.  
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La suspensión resultante se empleó para estimar la concentración de conidios por mL 

mediante una cámara de Neubauer. La concentración que se usó en los experimentos 

fue de 1x108 conidios mL-1. 

Cuadro 2. Aislamientos de hongos entomopatógenos seleccionados para estudiar la  

susceptibilidad de ninfas de CRH.  

Especie Aislamiento Huésped Lugar de origen 

B. bassiana 
BB2 

Syphophorus 

acupuntatus 

Jalisco, México 

GHA 
Producto comercial 

Mycotrol® 

 

M. anisopliae MA65 Aneolamia posticata Veracruz, México 

MA129 
Tetranichus urticae Tecomán, Colima, 

México 

L. lecanii ARSEF974 Áfidos Venezuela 

ARSEF2009 Toxoptera citricida Tucumán, Argentina 

P. fumosoroseus 
PAE 

Producto comercial 

Pae-Sin Agrobionsa® 

 

PFR16 Bemisia tabaci Yucatán, México 

 

2.5.4 Procedimiento de bioensayo 

El procedimiento de inoculación de todos los aislamientos en ninfas del tercer instar de 

CRH fue el mismo. Diferentes grupos de 20 ninfas fueron puestos en contacto con 

discos de 3 cm de diámetro de calabaza moscada japonesa (Cucurbita moschata 

Duchesne var. chirimen), los cuales previamente fueron sumergidos en las 

suspensiones de conidios a evaluar durante 30 s.  



11 

 

Los discos y las ninfas fueron incubados durante 48 horas dentro de una caja de Petri 

de 90 mm de diámetro el cual contenía un disco de papel filtro estéril a 25 °C en total 

oscuridad. Una vez transcurrido este tiempo, los insectos se transfirieron a discos de 

calabaza sin inóculo e incubados bajo las mismas condiciones. Un grupo de 20 ninfas 

fue expuesto a un disco de calabaza sumergido únicamente en Tween 80 al 0.03% y 

representó el tratamiento testigo. 

Todo el experimento se incubó a 25 °C en oscuridad total durante 7 días y la mortalidad 

se registró diariamente. Los individuos muertos se colocaron en cajas de Petri estériles 

con un círculo de papel filtro en la base sin humedad adicional durante 2 días y se 

incubaron a 25 °C. Posteriormente, el papel filtro fue humedecido con agua destilada 

estéril y vueltas a incubar durante 7 días adicionales para favorecer la esporulación de 

los hongos y confirmar infección. El criterio para decidir si un insecto estaba infectado 

fue la observación externa de la esporulación de los cadáveres. 

2.5.5 Diseño experimental y análisis de datos 

El diseño experimental usado fue el completamente al azar con cuatro replicas y todo el 

experimento se repitió en tres ocasiones. El tratamiento testigo fue empleado para 

confirmar que no existió contaminación cruzada y por lo tanto no fue incluido en el 

análisis estadístico. Los datos fueron analizados mediante regresión logística 

(asumiendo que los datos tenían una distribución binomial) y un tamaño de muestra 

igual al número de individuos evaluados. Cada número de individuos muertos fue una 

proporción del total de individuos evaluados. 

En caso necesario, la presencia de una mayor variación de lo esperado bajo el 

supuesto binomial (sobre-dispersión) fue permitido al comparar la diferencia de la 

desviación media del tratamiento y la desviación media residual contra la distribución F 

y no comparando la desviación del tratamiento contra la distribución χ2, como 

normalmente se hace. El análisis estadístico se realizó mediante el programa GenStat 

ver 8.0. 
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2.6 Estimación de la producción de conidios in vivo 

Se utilizaron los aislamientos mencionados  (Cuadro 2) excepto el aislamiento GHA de 

B. bassiana. Se emplearon los mismos procedimientos de obtención de suspensiones 

de conidios e inoculación de insectos descritos anteriormente, con las siguientes 

modificaciones. Diferentes grupos de 10 individuos fueron expuestos a círculos de 

calabaza previamente inoculadas con los diferentes aislamientos durante 48 h, 

posteriormente los individuos tratados fueron transferidos a discos de calabaza libres 

de inóculo y contenidas en vasos de plástico transparente de 100 mL de capacidad.  

El tratamiento testigo consistió de 10 individuos los cuales fueron tratados únicamente 

con Tween 80 al 0.03 %. Todos los vasos de plástico con los insectos tratados fueron 

depositados dentro de una caja de plástico transparente de 55 L de capacidad que 

contenía en la base 1 L de agua destilada estéril para proporcionar una humedad 

relativa de 90-95%. Las cajas se colocaron sobre una reja metálica, la cual evitó que 

las cajas estuvieran en contacto con el agua destilada.  

La caja de plástico se incubó a 25ºC en completa oscuridad. La mortalidad se registró 

cada 24 h durante 7 días y las CRH muertas se colocaron individualmente en vasos de 

plástico transparente de 100 mL de capacidad. La tapa de cada vaso tenía un orificio 

de 2.5 cm de diámetro, el cual fue cubierto con una malla mosquitera, la cual permitió 

que la humedad relativa lograda en el interior de la caja de 55 L fuera la misma que en 

el interior de cada vaso de plástico con los cadáveres de CRH.  

Así mismo, para evitar diferencias de humedad relativa en el interior de cada uno de los 

vasos por individuo y entre tratamientos, todos los vasos se colocaron en una sola 

hilera y nunca se colocó un vaso arriba del otro. De esta manera, se minimizó el posible 

efecto de variaciones en humedad relativa entre vasos, que podrían haber modificado 

los niveles de esporulación logrados, de manera que cualquier variación en 

esporulación fuera atribuible únicamente al factor aislamiento. 

 



13 

 

Todos los individuos muertos fueron incubados bajo las mismas condiciones descritas 

anteriormente, durante 7 días a partir de su muerte. Al término de los 7 días post-

muerte, cada uno de los insectos se depositaron dentro de tubos Eppendorf de 600 µL 

con 500  µL de Tween 80 al 0.03%. Los tubos se agitaron  durante 10 min con la ayuda 

de un vortex. Finalmente, los cadáveres fueron retirados de cada tubo y la cantidad de 

conidios totales contenidos en cada tubo se estimó con una cámara de Neubauer. 

Todos los individuos que no esporularon o que presentaron desarrollo de otros hongos 

saprofitos fueron descartados del análisis. El número de individuos por tratamiento, 

descartados por las razones mencionadas anteriormente, nunca fue mayor al 10%. No 

se registró infección en los insectos del tratamiento testigo y la mortalidad natural en 

este tratamiento nunca fue mayor al 10%.  

2.6.1 Diseño experimental y análisis de datos 

El experimento se realizó con  un diseño completamente al azar, con 10 repeticiones 

(individuos de CRH) por tratamiento y todo el experimento se repitió en dos ocasiones. 

Los datos fueron transformados mediante  transformación de BOX-COX (0.4) para 

cumplir los requisitos de normalidad y homogeneidad de varianzas. Posteriormente, los 

datos de producción de conidios por cadáver infectados con los diferentes aislamientos, 

fueron comparados mediante ANOVA utilizando el programa GenStat v 8.0.  

.  
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3. RESULTADOS 

3.1 Efecto de la temperatura en el crecimiento in vitro de aislamientos de hongos 
entomopatógenos  

No hubo diferencias entre los resultados de las dos repeticiones (P= 1.0000), lo que 

permitió que los datos de ambas repeticiones se pudieran combinar para hacer un 

análisis conjunto y ver efecto de tratamientos. Se encontraron diferencias significativas 

entre los perfiles de crecimiento de los 16 aislamientos a 15°C (P= <0.0001). Sin 

embargo, no hubo diferencias significativas entre los aislamientos MA129 y MA130 (M. 

anisopliae) (P= 1.0000). El aislamiento que obtuvo el mayor crecimiento fue BB2 de B. 

bassiana seguido de ARSEF974 y ARSEF2009 de L. lecanii y el aislamiento que 

mostró el menor crecimiento fue BB88 de la especie B. bassiana (Fig. 1).  

Se encontraron diferencias significativas entre los perfiles de crecimiento de los 16 

aislamientos a 20 °C (P= <0.0001). El aislamiento que presentó el mayor crecimiento 

micelial fue BB2 (B. bassiana), seguido por los aislamientos PAE y PFR16 de P. 

fumosoroseus y el menor crecimiento fue obtenido por el aislamiento BB88 de B. 

bassiana (Fig. 2). 

A 25 °C, los perfiles de crecimiento de los 16 aislamientos fueron significativamente 

diferentes (P= <0.0001). Los aislamientos que tuvieron el mayor crecimiento a 25°C 

fueron MA65, BB2 y MA68. El menor desarrollo fue obtenido en el aislamiento PFR4 de 

P. fumosoroseus (Fig. 3). 

Finalmente, se encontraron diferencias significativas entre los perfiles de crecimiento 

de los 16 aislamientos a 30° C (P= <0.0014). Los aislamientos que presentaron el 

mayor crecimiento de la especie de M. anisopliae (MA65, MA68, MA129, MA130 y 

GC02). El aislamiento con el menor crecimiento fue ATCC26854 de L. lecanii (Fig.4).  

 

 

 



 

Figura 1. Crecimiento micelial acumulado de los 16 aislamientos expresado en mm2. Los perfiles de 
crecimiento son el valor promedio para cada día de medición a 15 °C. 
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 Figura 2. Crecimiento micelial acumulado de los 16 aislamientos expresado en mm2. Los perfiles de  
crecimiento son el valor promedio para cada día de medición a 20 °C. 

 

Figura. 3. Crecimiento micelial acumulado de los 16 aislamientos expresado en mm2.  Los perfiles de 
crecimiento son el valor promedio para cada día de medición a 25°C. 
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Figura. 4. Crecimiento micelial acumulado de los 16 aislamientos expresado en mm2. Los perfiles de 
crecimiento son el valor promedio para cada día de medición a 30°C. 

 

3.2 Susceptibilidad de ninfas de tercer instar de CRH hacia aislamientos 
seleccionados de hongos entomopatógenos 

Los resultados se analizaron en conjunto debido a que no existieron diferencias 

significativas entre los datos de las tres repeticiones (F2,93=2.92, P=0.059). Se 

encontraron diferencias significativas entre las proporciones de mortalidad ocasionadas 

por los ocho aislamientos en ninfas de CRH (F7,88=4.04, P<0.001). Las proporciones de 

infección por hongos entomopatógenos fueron desde 0.28 hasta 0.6 (Fig. 5). El 

aislamiento que presentó la proporción máxima de mortalidad de 0.6 (60%) fue MA65 

de M. anisopliae y la proporción más baja de mortalidad fue por ARSEF974 de L. 

lecanii con 0.28 (28%) (Fig. 5). 

 

Figura. 5. Proporción de mortalidad de los aislamientos sobre ninfas de tercer instar de CRH. Las barras 
de error representan límites de confianza del 95% transformadas a partir de la escala logística. 
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3.3 Estimación de la producción de conidios in vivo 

Se encontraron diferencias significativas en el número de conidios producidos in vivo 

entre los aislamientos empleados (F6,109= 2.51, P=0.026). Se observó que el 

aislamiento que más conidios produjo fue el MA65 de M. anisopliae y el que menos 

conidios produjo fue el PAE de P. fumosoroseus (Figura 6).   

 

Figura 6. Número de conidios totales producidos por los aislamientos evaluados en cadáveres de CRH. 
Los valores son la media de todas las repeticiones por aislamiento. Las barras de error representan la 
desviación estándar de la media.  
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4. DISCUSIÓN 

El éxito de un hongo entomopatógeno como agente de control microbiano depende de 

una cuidadosa y adecuada selección de una especie y aislamiento (Heale 1988). En 

este estudio se reporta una serie de experimentos cuyos resultados serán base para la 

selección de un aislamiento con potencial para el control de CRH.  

La temperatura es un factor fundamental en el desarrollo de los hongos 

entomopatógenos (Tanada& Kaya 1993), por lo que un primer paso hacia la selección 

de un aislamiento para el control de un insecto plaga es estudiar el efecto de este factor 

en el desarrollo de estos hongos (Vidal et al. 1997; Polar et al. 2005). Esto permitió 

manipular un gran número de aislamientos y tener una base para seleccionar un 

número reducido de aislamientos para experimentos posteriores.  

En general, los aislamientos de la especie M. anisopliae fueron los que presentaron el 

mayor crecimiento micelial y los de la especie L. lecanii el menor crecimiento; sin 

embargo, se detectaron diferencias intra-específicas e interación con la variable 

temperatura. En anteriores trabajos se reportan ciertas relaciones entre origen 

geográfico y preferencia termal Fargues et al. (1992); Vidal et al. (1997), pero también 

hay otros  trabajos que no encontraron dicha relación (Moorhouse et al. 1994; Fargues 

et al. 1997).  

En los resultados del presente experimento, es difícil encontrar una relación entre 

preferencia termal y origen geográfico, ya que no se dispone de datos exactos de las 

condiciones bajo las cuales se encontraron los aislamientos. Dicha información ha sido 

sugerida como un requisito importante antes de tratar de establecer la relación entre 

preferencia termal y crecimiento (Yeo et al. 2003). 

Como se mencionó anteriormente, se encontraron diferencias entre especies de 

hongos, pero también entre aislamientos de una misma especie, lo cual pudo ser la 

causa de no encontrar una relación clara entre origen geográfico y temperatura en el 

crecimiento radial (Moorhouse et al. 1994; Fargues et al. 1997).  
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Los hongos son el grupo más grande de eukariotes haploides (Deacon 1997), los 

cuales pueden expresar todos sus genes y por lo tanto están expuestos a sufrir 

mutación. Como resultado, pueden tener diferentes tipos de núcleos en el citoplasma 

de la hifa. Esto puede dar como resultado que la proporción de cierto tipo nuclear varíe 

de acuerdo a las condiciones ambientales, dando como resultado aislamientos con 

núcleos genéticamente diferentes (heterokariosis), con mutación o sin ella en el mismo 

citoplasma. 

Esto permite al hongo acumular mutaciones que pueden estar escondidas de una 

posible presión de selección y permitir al aislamiento alterar su proporción de núcleos 

en respuesta a las condiciones prevalecientes (Deacon 1997). Consideramos que esto 

podría ser la causa de la variación intra-específica encontrada, ya que la heterokariosis 

podría significar producir aislamientos monospóricos a partir de un solo aislamiento 

pluriespórico potencialmente muy diferentes entre sí, lo cual se podría acentuar mucho 

más al trabajar con aislamientos obtenidos de diferentes puntos geográficos.  

Por ejemplo, para el caso de M. anisopliae, se ha reportado diferentes temperaturas 

óptimas, desde 25 °C Dimbi et al. (2004) hasta 32 °C (Alexandre et al. 2006). Ejemplos 

similares se encuentran con aislamientos del hongo P. fumosoroseus (Vidal et al. 1997; 

Hallsworth et al. 1999;  Fargues et al.  2004). Lo mencionado anteriormente refuerza la 

importancia de que este tipo de investigaciones debe hacerse de manera particular 

para cada insecto y hábitat, antes de introducirlo dentro de un manejo microbiano en un 

área determinada.  

Sin embargo, los resultados obtenidos lograron el objetivo de permitir seleccionar 

aislamientos específicos con base en su habilidad de crecer en la mayoría de las 

temperaturas experimentales y poder continuar con experimentos adicionales para la 

selección de un aislamiento para el manejo de la CRH. Todos los aislamientos 

resultaron con diferentes grados de virulencia hacia las ninfas tercer instar de CRH. 
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 Sin embargo, nuevamente los aislamientos de M. anisopliae obtuvieron las 

mortalidades más altas (Fig. 5), lo cual señala a estos aislamientos como agentes 

potenciales para ser desarrollados como agentes de control biológico de CHR. Estos 

mismos aislamientos obtuvieron los mayores crecimientos a 25 y 30° C, lo cual 

concuerda con lo reportado por Doberski (1981) y Moorehouse et al. (1994), quienes 

señalan que los aislamientos de hongos entomopatógenos infectan más rápidamente a 

la temperatura óptima de desarrollo in vitro.  

Existen también reportes que indican que la temperatura adecuada de infección es 

mayor a la  temperatura óptima de desarrollo in vitro (Thomas & Jenkins 1997). Esta 

discordancia asegura que un mayor número de experimentos deben realizarse para 

seleccionar un aislamiento. La mortalidad ocasionada por aislamientos de otras 

especies de hongos fue similar entre ellas y fue aproximadamente del 30 al 40 %, lo 

que sugiere que todos los aislamientos tienen la capacidad de infectar a CRH.  

Existen reportes de M. anisopliae Ahmed et al. (2007) y B. bassiana Uma Devi et al. 

(2008) infectando a CRH, pero hasta donde se sabe,  el presente estudio es el primer 

reporte de aislamientos de L. lecanii y P. fumosoroseus infectando a CRH. La 

susceptibilidad de insectos a varias especies de hongos dentro de un proceso de 

selección no es común, aunque existen algunos reportes para otras especies de 

insectos plaga (De Oliveira et al. 2004; Pilz et al. 2007; Vu et al. 2007).  

Muchos de los trabajos de selección se hacen con base a varios aislamientos de una 

misma especie (Quesada-Moraga et al. 2006; Santoro et al. 2008; Safavi et al. 2010). 

En el caso de los estudios reportados aquí, al no existir reportes de hongos diferentes a 

B. bassiana y M. anisopliae, se consideró importante incluir otras especies de hongos. 

Así mismo, algunos autores aseguran que aislamientos provenientes del mismo 

hospedante pueden ser más virulentos (Soares et al. 1983).  
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No obstante, al momento de la realización de esos experimentos, no se contó con 

aislamientos sobre CRH. El hecho de que las ninfas de CRH tengan susceptibilidades 

muy similares hacia aislamientos de diversas especies es interesante, lo que sugiere 

que probablemente las diversas poblaciones de CRH no han estado en contacto directo 

o bajo la presión de selección de aislamientos de hongos entomopatógenos. El 

desarrollo de cierta tolerancia de insectos hacia el ataque de entomopatógenos ha sido 

reportado para insectos habitantes de suelo (Tunaz & Stanley 2009).  

El suelo posee una alta diversidad de microorganismos, incluyendo entomopatógenos 

(Keller & Zimmerman 1989), lo cual ejerce una presión constante sobre los insectos 

habitantes de ese hábitat y como consecuencia, se han reportado mortalidades muy 

bajas o nulas para algunas especies de plagas rizófagas (Hernández 2010). En el caso 

de CRH, este es un insecto aéreo, lo cual podría ser una explicación del porqué este 

insecto presenta una susceptibilidad similar a aislamientos de diversas especies de 

hongos entomopatógenos.  

El aislamiento de M. anisopliae MA65 produjo la mayor mortalidad, lo cual indica que 

esta especie podría ser candidato ideal para ser desarrollado como agente de control 

microbiano. Metarhizium anisopliae produce muchas proteasas St. Leger et al. (1986), 

las  cuales junto a una familia de depsipéptidos cíclicos llamados destruxinas, han sido 

consideradas como responsables de la virulencia de esta especie hacia insectos 

Charnley & St. Leger (1991), es probable que ésta sea la causa de la elevada virulencia 

que MA65 mostró sobre CRH; por lo tanto,  es necesario determinar sí el aislamiento 

MA65 produce tales compuestos.  

Es difícil explicar porqué no se han presentado infecciones naturales de este insecto 

por esta especie en particular, se considera que podría ser debido a el hábitat donde el 

insecto habita,  ya que sería difícil que el insecto se ponga en contacto de manera 

natural con aislamientos de M. anisopliae, puesto que éste es un habitante natural del 

suelo (Meyling & Eilenberg 2007).  
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Parte importante del proceso de selección de un aislamiento, es conocer diversos 

atributos como lo es la esporulación in vivo Posada & Vega (2005), el cual es un 

atributo importante porque se asegura la presencia de inóculo aún después de una 

aplicación artificial (Lomer et al. 2001; Posada & Vega. 2005). Considerando esto, es 

importante realizar estudios que muestren la existencia de este atributo en los 

aislamientos bajo estudio. 

Los resultados de los experimentos realizados muestran que nuevamente el 

aislamiento MA65 de M. anisopliae es el que obtuvo la mayor producción de conidios, 

seguido por BB2 de B. bassiana;  mientras que  el aislamiento PAE de P. 

fumosoroseus, fue el aislamiento con la menor producción de conidios. Todos los 

patógenos deben dividir su energía para lograr la infección e invadir a su hospedante y 

la producción de estructuras de reproducción (conidios).  

Si un patógeno completa exitosamente su ciclo y culmina en la producción de 

propágulos infectivos, se dice que la infección fue exitosa (Ebert and Weisser 1997; 

Solter et al. 2002). Se ha sugerido que un patógeno puede modificar la asignación de 

recursos entre estos dos aspectos de la biología de un patógeno (producción de 

propágulos e invasión) como respuesta a un factor externo y como competencia para 

tratar de sobrevivir (Wargo et al. 2007).  

Lo anterior sugiere que la variación entre los niveles de producción de conidios in vivo 

entre los aislamientos evaluados, podría ser consecuencia del uso de diferentes 

estrategias de infección empleados por los aislamientos como mecanismos de 

supervivencia, de manera que aquellos aislamientos que producen pocos conidios, 

quizá empleen la mayoría de sus recursos para la infección y pocos recursos a la 

producción de conidios; sin embargo, esto requiere mayor estudio para poder generar 

conclusiones más definitivas al respecto.  
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En conclusión, el estudio de diferentes atributos de un aislamiento para poder 

seleccionar candidatos a agentes de control microbiano es la mejor estrategia, ya que 

con esto no solo se asegura que el aislamiento logre infectar al hospedante, sino 

también que se pueda adaptar a diferentes ambientes y sobre todo, que sea capaz de 

poder persistir en el ambiente mediante la producción de conidios in vivo. A pesar de 

esto, son necesarios más experimentos para poder seleccionar un aislamiento con 

mayores probabilidades de éxito en el campo, como persistencia, efecto de la humedad 

en su biología, etc.  

El aislamiento MA65 de M. anisopliae, mostró los mejores atributos biológicos para 

poder ser desarrollado como agente de control microbiano de CRH. Metarhizium 

anisopliae posee un amplio rango de hospedantes, por lo que la especificidad de estos 

aislamientos es un importante criterio de selección de aislamientos Samson (1988), lo 

cual sugiere que es importante realizar experimentos para determinar su efecto en 

otros insectos. 
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