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RESUMEN 

 

Se colectaron 128 muestras de suelo de diferentes estados de la República 

Mexicana: Campeche (13), Michoacán (15), Nuevo León (25), San Luis Potosí 

(25), Sinaloa (12), Sonora (15), Tabasco (5), Tamaulipas (13) y Yucatán (5).  

Las larvas de Galleria mellonella (L.) fueron utilizadas como cebo para detectar, 

atrapar y multiplicar hongos entomopatogénicos in vivo.  Con base a las 

características macroscópicas y microscópicas se obtuvo un 24% de las 

muestras de suelo positivas a la presencia de hongos entomopatógenos.  

Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. fue detectado en un 15% (19 aislados), 

Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin en 1.5 % (2 aislados) e Isaria 

fumosorosea (Wize) en un 11% (14 aislados).  La variabilidad genética de los 

hongos se analizó mediante la amplificación por PCR de las secuencias de los 

espaciadores transcriptos internos (ITS-5.8S-ITS2) de los genes ribosomales y 

posterior digestión enzimática con Hae III.  Como producto de la PCR se 

obtuvieron fragmentos de aproximadamente 600 pb para B. bassiana y M. 

anisopliae.  Para el caso de I. fumosorosea, se amplificó un fragmento por 

arriba de 600 pb.  Tanto en cepas de referencia como en aislados se generaron 

patrones de restricción similares.  Los géneros de hongos entomopatógenos 

fueron encontrados en las diferentes áreas citrícolas de México; lo que abre el 

campo para el control biológico de plagas que afectan los cítricos en cada 

región. 
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ABSTRACT 

 

A total of 128 soil samples was collected from different Mexican states: 

Campeche (13), Michoacán (15), Nuevo León (25), San Luis Potosí (25), 

Sinaloa (12), Sonora (15), Tabasco (5), Tamaulipas (13) and Yucatán (5).  

Larvae of the greater wax moth, Galleria mellonella (L.), were used as bait to 

detect, trap and multiply entomopathogenic fungi in vivo.  Twenty-three percent 

of the soil samples processed were positive for the presence of 

entomopathogenic fungi according to the macroscopic and microscopic 

characteristics:  Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. was detected in 15% (19 

isolates), Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin in 1.5% (2 isolates), 

and Isaria fumosorosea (Wize) in 11% (14 isolates).  Genetic variability of 

the fungi was analyzed using the sequences of internal transcribed ribosomal 

genes (ITS-5.8S-ITS2) and digested with the enzyme HaeIII.  PCR results 

generated fragments of 600 bp for B. bassiana and M. anisopliae, and more 

than 600 bp for I. fumosorosea.  Both reference strains and field isolates 

produced similar restriction patterns.  Genera of native entomopathogenic fungi 

were found in the diverse citrus areas of Mexico, opening the possibility for 

biological control of pests affecting citrus in each region. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

El control biológico es una práctica agrícola en constante crecimiento que busca la 

destrucción total o parcial de patógenos e insectos plaga, frecuentemente mediante el uso 

de sus enemigos naturales (Spardo y Gullino, 2004). De los diferentes microorganismos 

empleados, los hongos tienen mecanismos de invasión únicos que les permiten atravesar 

de forma directa la cutícula o la pared del tracto digestivo de los insectos, lo que los hace 

excelentes agentes de control biológico actuando como insecticidas de contacto (Charnley 

y Collins, 2007).  

Los hongos entomopatógenos son considerados como los patógenos más 

promisorios contra insectos como el caso de los áfidos, escamas y moscas blancas, ya 

que pueden infectar a los insectos directamente a través de la penetración de la cutícula 

(Hayek y Leger 1994), así como sus múltiples mecanismos de acción que les confiere una 

alta capacidad para evitar que el hospedero desarrolle resistencia. Las especies más 

comunes como controladores de insectos son los hongos: Isaria fumosorosea, Verticillium 

lecanii, Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana, el rango de hospedantes sobre los 

que tienen efecto patogénico es dependiente de la especie y del aislado en cuestión. En 

general Metarhizium y Beauveria actúan sobre varios órdenes de insectos que agrupan 

varias especies de lepidópteros, coleópteros, ortópteros, I. fumosorosea actúa sobre 

lepidópteros (Spodoptera, y especies de áfidos) y mosca blanca (Bemisia); Lecanicillium 

lecanii, L. longisporum y L. muscarium sobre especies de áfidos y mosca blanca 

(Bemisia). 

Por otro lado para México, la citricultura representa una actividad de gran 

importancia dentro de la fruticultura nacional. La superficie establecida supera las 530 mil 

hectáreas, que producen un promedio anual de 6`700,000 toneladas de fruta, con un valor 

estimado de 8,050 millones de pesos, (Sánchez, et al., 2005). La riqueza citrícola de 

México se encuentra amenazada por patógenos de importancia que han acabado con 

industrias citrícolas de otros países, o han exigido que los gobiernos y productores 

inviertan grandes sumas de dinero para su manejo. 

Todo esto ha dado lugar a la necesidad de implementar estrategias en el manejo 

integrado de plagas en los cultivos de exportación y de empezar a establecer las bases 

para la producción de productos orgánicos. Sin embargo, la introducción de biológicos en 

la agricultura es incipiente. Los formulados biológicos nativos de la región en la que se va 

aplicar son más efectivos que los formulados con microorganismos de otras regiones, 

porque han sobrevivido y están adaptados a ese ecosistema.  
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México es un país mega-diverso y tiene gran variedad de ecosistemas, el aislar 

hongos entomopatógenos nativos para ser utilizados en el control biológico, es importante 

para conservar el ecosistema, explotar la biodiversidad y tener un manejo de plagas más 

eficiente (Torres et al., 2004). 

Considerando la importancia de la citricultura en México, aunado a la diversidad de 

ecosistemas en donde se localizan hongos entomopatógenos, se planteó el objetivo de 

aislar hongos entomopatógenos nativos de la zona citrícola de México, así como la 

caracterización genotípica mediante PCR-RFLP utilizando los espaciadores de 

trascripción internos (ITS), para determinar la existencia de variaciones moleculares entre 

los mismos.  
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2. DEFINICIÓN DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN 
 

 
Por una parte, México es un país que se encuentra en el quinto lugar mundial en 

producción de cítricos (SIAP, 2006) dentro de los estados productores están: Yucatán, 

Campeche, Tabasco, Veracruz, Tamaulipas, San Luis Potosí, Michoacán, Sinaloa, Sonora 

y Nuevo León, por otra parte, solo existe una colección de hongos entomopatógenos en el 

Centro de Referencia de Control Biológico de la SAGARPA. Por lo anterior, es importante 

el control biológico con hongos entomopatógenos aclimatados a cada región citrícola, 

para que así estos organismos nativos se desempeñen mejor. Es por esto que 

pretendemos aislar microorganismos nativos y caracterizarlos genéticamente, para 

establecer una colección de hongos entomopatógenos de regiones citrícolas de México, 

para en un futuro utilizarse en el control de plagas de importancia citrícola, ya que no han 

sido muestreadas y existen posibilidades muy altas de obtener aislados que pudieran 

tener ventajas que permitan su uso comercial. 
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3. OBJETIVO GENERAL 
 
 
Colectar e identificar la variabilidad genética entre las diferentes especies de hongos 

entomopatógenos provenientes de la zona citrícola de México. 

 
 

 
 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

1.- Implementar la cría de Galleria mellonella a nivel laboratorio. 

2.- Recolectar muestras de suelo en zonas citrícolas de México (Nuevo León, 

Tamaulipas, Sinaloa, Sonora, San Luis Potosí, Yucatán, Campeche, Michoacán y 

Tabasco). 

3.- Aislar y purificar hongos entomopatógenos (Isaria fumosorosea, Beauveria 

bassiana, Metarhizium anisopliae, Verticillium lecani, etc.) de los diferentes 

muestras de suelo utilizando como vehículo a Galleria mellonella. 

4.- Caracterizar macroscópicamente y a nivel microscópico las diferentes hongos 

purificados. 

5.- Identificar mediante métodos moleculares basados en DNA los diferentes 

aislamientos obtenidos. 
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4. HIPÓTESIS 
 

 
 
 

En las diferentes zonas citrícolas de México (Yucatán, Campeche, Tabasco, 

Veracruz, Tamaulipas, San Luis Potosí, Michoacán, Sinaloa, Sonora y Nuevo León) es 

posible encontrar diferentes hongos entomopatógenos, los cuales pueden ser aislados y 

caracterizados molecularmente para ser aplicados como control biológico.  
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5. ANTECEDENTES 

 

5.1 Plagas de importancia citrícola  

Por la superficie cultivada a escala mundial, las especies de cítricos más comunes 

son Citrus aurantifolia (lima), C. aurantium (naranja agria), C. grandis (pomelo), C. limon 

(limón), C. medica (citron), C. paradisi (toronja), C. reticulata (mandarina o tangerina) y C. 

sinensis (naranja dulce). Entre 1993 y 2003, la producción mundial de cítricos fue de 99 

millones de toneladas, mismas que se obtuvieron de un total de siete millones de 

hectáreas. La naranja ocupó el 51% de la superficie sembrada y aportó el 63% de la 

producción, seguida por las mandarinas y tangerinas con el 22% y el 17%, 

respectivamente. Por su parte, las limas y limones ocuparon el 13% de la superficie 

sembrada y el 10% del volumen producido (Muñoz, et al., 2004). 

Para México, la citricultura representa una actividad de gran importancia dentro de 

la fruticultura nacional. La superficie establecida supera las 530 mil hectáreas, que 

producen un promedio anual de 6’700,000 toneladas de fruta, con un valor estimado de 

8,050 millones de pesos, lo que sitúa a nuestro país en el quinto lugar mundial en 

producción de cítricos (SIAP, 2006). De la superficie establecida, el 68.5% corresponde a 

naranja, 20.5% a limón mexicano, 5.2% a limón persa, y el resto a mandarinas, tangerina 

y pomelos (Sánchez, et al., 2005). 

La mencionada riqueza citrícola de México se encuentra amenazada por insectos 

plaga y patógenos de importancia cuarentenaria que han acabado con industrias citrícolas 

de otros países, o han exigido que los gobiernos y productores inviertan grandes sumas 

de dinero para su manejo.  

Existe una diversidad relativamente grande de artrópodos que dañan a la citricultura 

en el Continente Americano; tan solo en México, se han registrado alrededor de 74 

especies de insectos y ácaros que atacan a los cítricos, los cuales se muestran en la 

Tabla 1, donde pueden afectar la producción y calidad de la fruta, en ocasiones la pérdida 

de vigor del árbol o la muerte en infestaciones severas. 

Durante cada temporada de producción en las diferentes regiones citrícolas del país 

comúnmente existen problemas causados por el ácaro Phyllocoptruta oleivora (Ashmead) 

(Acari: Eryophidae), conocido como arador o negrilla, y por las infestaciones de la mosca 

Mexicana de la fruta Anastrepha ludens Loew (Díptera: Tephritidae), que frecuentemente 

limita la comercialización de los cítricos dulces. Conjuntamente con estas plagas, existen 
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otras especies de ácaros y escamas que también son reconocidas como factores 

limitantes de la producción. 

 

Tabla 1. Insectos y ácaros que atacan a los cítricos en México.  
 

Especie Nombre común Partes 
atacadas 

Entidades afectadas 

Orthoptera: Acrididae 

1.Schistocerca americana (Drury) 
 
Chapulín americano 

 
Hojas 

 
Tamps. 

Orthoptera: Tettigonidae 
2.Scudderia mexicana 

(Saussure) 

 
Chiva de los cítricos 

 
Hojas 

 
Tamps. 

Isoptera: Termitidae 
3.Reticulitermes flavipes (Kollar) 

 
Termita subterránea 

 
Raíz, tallo 

 
Tamps. 

Thysanoptera: Thripidae 
4. Frankliniella sp. 
5. Scirtothrips citri (Moult.) 

 
Trips de los cítricos 

 
Hojas, frutos 

 
Camp., Chis., Mich., NL., 
SLP., Tab., Tamps., Ver., 
Yuc.  

Hemiptera: Coreidae 
6.Leptoglossus phyllopus 
(Linnaeus) 

 
Chinche de patas 
laminares  

 
Frutos 

 
NL. 

Hemiptera: Pentatomidae 
7. Nezara viridula (L.) 

 
Chinche verde apestosa  

 
Frutos 

 
Tamps. 

Homoptera: Aleyrodidae 

8. Aleurocanthus woglumi 
(Ashby) 
 
9. Aleurothrixus floccosus 

(Maskell) 
10. Dialeurodes citri (Ashmead) 
11. Dialeurodes citrifolii (Morgan) 
12. Parabemisia sp. 
13. Paradialeurodes sp. 
14. Tetraleurodes ursorum 
(Cockerell) 
15. Trialeurodes sp.  

 
Mosca prieta de los 
cítricos  
 
Mosca blanca lanuda 
 
Mosca blanca de los 
cítricos 
Mosca blanca de los 
cítricos 
Mosca blanca de los 
cítricos 
Mosca blanca anidadora 
Mosca de la uva de arena  
 
Mosca blanca 

 
Hojas 
 
Hojas 
Hojas 
Hojas 
Hojas 
Hojas 
Hojas 
 
 
Hojas 

 
Camp., Col., Gro., NL., 
Oax., SLP., Tamps., Ver. 
Col., Mich., N.L. 
Col., NL., SLP., Tamps. 
NL. 
 
NL. 
Col., Mich., NL. 
Sin., Son., BCS 
 
Oax. 

Homoptera: Aphididae  

16. Aphis gossypii Glover 
 
17. Aphis nerii B. de F. 
 
18. Aphis spiraecola Patch 
 
19. Myzus persicae (Sulzer) 
 
20. Toxoptera aurantii B. de F. 
 
21. Toxoptera citricida Kirkaldy  

 
Pulgón de algodón 
 
Pulgón de laurel 
 
Pulgón verde de los 
cítricos 
 
Pulgón del durazno 
 
Pulgón negro 
 
Pulgón café de los cítricos  

 
Frutos 
pequeños, 
hojas 
Frutos 
pequeños, 
hojas 
Frutos 
pequeños, 
hojas 
Frutos 
pequeños, 
hojas 
Frutos 
pequeños, 
hojas 
Frutos 
pequeños, 
hojas 

 
Col., Mich., NL., Tamps., 
Ver. 
Col., Mich., NL., Tamps., 
Ver. 
Col., Mich., NL., Tamps., 
Ver., Yuc. 
Col., Mich., NL., Tamps., 
Ver. 
Camp., Col., Mich., NL., 
Tab., Tamps., Ver., Yuc. 
Camp., Q. Roo, Tab., Yuc. 
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Tabla 1. Continuación. 
 
 
 

Especie Nombre común Partes 
atacadas 

Entidades afectadas 

Homptera: Cicadellidae 
22. Empoasca fabae Harris 
23. Erythroneura sp. 
24. Homalodisca insolita (Walker) 
25. Homalodisca vitripennis 
(Germar) 
26. Oncometopia clarior (Walker) 
27. Oncometopia sp.  
Ca. nigricans (Walker)  

 
Chicharritas  
 
Chicharrita 
Chicharrita de alas vítreas 
 
Chicharrita  
 
Chicharrita 

 
Frutos 
 
Hojas, ramas 
Hojas, ramas 
 
Hojas 
 
Hojas 

 
Sin., Son.  
 
Tamps. 
NL., Tamps. 
 
Tamps. 
 
Tamps. 
 

Homoptera: Coccidae 

28. Coccus hesperidum L. 
29. Coccus viridis (Green) 

 
Escama suave café 
Escama verde  

 
Ramas, Frutos 
Follaje tierno 

 
NL. 
Tamps. 
 

Homoptera: Diaspididae  

30. Aonidiella auranti (Maskell) 
 
 
31. Aonidiella citrina (Coquillet) 

 
 
32. Chrysomphalus aonidum (L.) 
 
 
33. Lepidosaphes beckii (Newm.) 
 
 
34. Lepidosaphes gloverii 
(Packard) 
 
35. Parlatoria pergandii 

Comstock 
 
 
36. Pinnaspis aspidistrae 

(Signoret) 
 
37. Pinnaspis strachani (Cooley) 
 
38. Selenaspidus articulatus  
(Morgan) 
 
39. Unaspis citri (Comostock) 

 
Escama roja de California 
 
 
Escama amarilla 
 
 
Escama roja de Florida 
 
 
Escama púrpura 
 
 
Escama guante 
 
Escama pajiza 
 
 
Escama nieve menor 
 
Escama nieve menor 
 
Escama bermeja 
 
 
Escama de nieve  

 
Hojas, frutos 
 
 
Hojas, ramas 
pequeñas, 
frutos 
Hojas, ramas 
pequeñas, 
frutos 
Hojas 
 
 
Hojas 
 
Hojas 
 
 
Hojas, frutos, 
corteza 
Hojas frutos 
 
Hojas 
 
 
Tallo, ramas, 
hojas, frutos 

 
Camp., Chis., Mich., NL., 
S.L.P., Sin., Tab., Tamps., 
Ver., Yuc. 
Tamps. 
 
 
Camp., Chis., Mich., NL., 
S.L.P., Sin., Tab., Tamps., 
Ver., Yuc. 
NL., Tamps., Tab., Ver. 
 
 
NL., Tamps., Tab., Ver. 
 
Camp., Chis., Mich., N.L., 
SLP., Sin., Tab., Tamps., 
Ver., Yuc. 
Tamps. 
 
Tamps. 
 
Tab., Ver. 
 
 
Col., NL., Mich., Tab., Ver., 
Yuc. 

BCS: Baja California Sur, Camp.: Campeche, Chis.: Chiapas, Col.: Colima, Gro.: Guerrero, Mich.: Michoacán, NL.: Nuevo 
León, Oax.: Oaxaca, Q. Roo: Quintana Roo, SLP.: San Luis Potosí, Sin.: Sinaloa, Son.: Sonora, Tab.: Tabasco, Tamps.: 
Tamaulipas, Ver.: Veracruz, Yuc.: Yucatán 

 
 
 

Las siguientes especies han invadido recientemente el estado de Florida, E.U.A., y 

constituyen una amenaza potencial para los cítricos del país: Anoplophora chinensis 

(Forster) (Coleóptera: Cerambycidae), el escarabajo de antenas largas de los cítricos; 
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Aulacaspis tubercularis Newstead (Coccoidea: Diaspididae), la escama blanca del mango; 

Myllocerus undatus Marshall (Coleóptera: Curculionidae), el picudo de cabeza amarilla; 

Scirtothrips dorsalis Hood (Thysanoptera: Thripidae), el trips del chile; Papilio demoleus L. 

(Lepidóptera: Papilionidae), el gusano de la lima se encuentra en República Dominicana y 

Puerto Rico, la invasión a Florida se considera inminente (http://mrec.ifas.ufl.edu). La 

escama del mango desde hace varios años se encuentra en el estado de Nayarit, México, 

y desde ahí existe el riesgo potencial de dispersión a las zonas citrícolas cercanas.  

Recientemente los cítricos se han visto afectados por Diaphorina citri Kuwayama, 

(psilido asiático de los cítricos) a nivel mundial. D. citri, es el  principal vector de una de las 

enfermedades más destructivas para los cítricos, “greening o huanglongbing”, causada 

por la bacteria Candidatus Liberibacter asiaticus (Robles García 2007).  En el continente 

Americano, el psilido asiático de los cítricos fue citado por primera vez en Brasil (Lima, 

1942), en Florida hasta 1998 fue detectado (Halbert et al., 1998) y en Texas hasta 

septiembre de 2001.  En 1998, D. citri fue encontrado en Guadalupe (Étienne et al., 1998) 

y en el sur de Florida (Halbert 1998; Halbert et al. 2003). Desde entonces el movimiento 

hacia el Caribe ha sido rápido. En 1999, fue encontrado en Isla Abaco y en Islas 

Bahamas, en ambos casos teniendo como hospedero a Citrus spp. y Murraya paniculata 

(L.) Jack.  En Venezuela fue reportado por primera vez en 1999 en la Península de 

Paraguana, estado de Falcón  (Cermeli et al., 2000), teniendo  como huésped a Citrus 

aurantifolia, C. reticulata, C. latifolia y Murraya paniculada. Posteriormente se encontraron 

infestaciones en Islas Caimán en Junio de 2000. Para el 2001 D. citri fue interceptado  en 

Jamaica por primera vez el 18 de enero de 2003. En República Dominicana se detectó en 

septiembre de 2001 en los siguientes hospederos: Citrus sinensis (L.), C. limon (L.), C. 

reticulata, C. limetta, C. sinensis y C. maxima. En Cuba fue detectado en 2001 C. sinensis 

y en C. limón.  En México el primer reporte de D. citri  esta documentado en abril de 2004 

cuando se localizó al vector en árboles cítricos  en el municipio de Arroyo Seco, 

Querétaro, México. 

 

5.2 Importancia de control biológico 

El control biológico es una práctica agrícola en constante crecimiento que busca la 

destrucción total o parcial de patógenos e insectos plaga, frecuentemente mediante el uso 

de sus enemigos naturales (Spardo y Gullino, 2004). Existen numerosos reportes sobre la 

utilización de microorganismos entomopatógenos, que por su capacidad de producir 

enfermedad y muerte en insectos, son utilizados como agentes de control biológico (Asaff 

et al., 2002).  
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La incorporación del control biológico, es un medio de lucha integrada que respeta 

el medio ambiente, debido a que no emplea productos químicos, lo que da más 

seguridad, evitando estos productos tóxicos para la salud humana.  

El control biológico posee muchas ventajas como: (1) Poco o ningún efecto nocivo 

colateral; (2) casos raros de resistencia; (3) control de largo plazo; (4) elimina por 

completo o sustancialmente el uso de insecticidas; (5) relación beneficio/costo muy 

favorable; (6) evita plagas secundarias; (7) no provoca intoxicaciones y (8) se puede usar 

como parte del Manejo Integrado de Plagas (MIP). 

Los principales logros del control biológico en América Latina han sido contra la 

mosca prieta de los cítricos Aleurocanthus woglumi (Ashby en Mesoamérica); el 

barrenador de la caña de azúcar Diatraea saccharalis (F.) en Cuba, Perú, Brasil y el 

Caribe; la escama harinosa I. purchasi en casi todos los países; el pulgón lanígero de la 

manzana Eriosoma lanigerum (Hausmann) en Uruguay, Chile y Argentina; la escama 

negra Saissetia oleae (Oliver) en Chile y Perú (Altieri et al., 1989; Zapater, 1996). Aunque 

el control biológico de insectos en México despertó el interés de los especialistas desde el 

siglo pasado, fue hasta 1942 cuando se realizaron los trabajos más decididos con la 

introducción de Aphelinus mali (Haldeman) para el control del pulgón lanígero del 

manzano E. lanigerum en Coahuila. En 1938, se hizo el primer intento para el control 

biológico de la mosca prieta de los cítricos A. woglumi, pero fue entre 1949 y 1950 cuando 

el Departamento de Agricultura de E.U.A. y la entonces Dirección de Defensa Agrícola de 

México, llevaron a cabo un programa para la introducción de enemigos naturales desde la 

India y Pakistán con resultados espectaculares en el control de esta plaga (Jiménez, 

1958; Smith et al., 1964; Carrillo-Sánchez, 1985). 

Posteriormente, en E.U.A. se establecieron diferentes programas de control con 

enemigos naturales previamente introducidos; las plagas consideradas y sus enemigos 

naturales fueron: La escama algodonosa de los cítricos I. purchasi con R. cardinalis; la 

escama purpúrea Lepidosaphes beckii (Newm.) con el parasitoide Aphytis lepidosaphes 

Compere;  la escama roja de Florida Crysomphalus aonidum L. con el parasitoide Aphytis 

holoxanthus (DeBach);  la escama algodonosa de los pastos Antonina graminis (Mask) 

con los parasitoides Anagyrus antoninae (Timb) y Neodusmetia sangwani (Rao); las 

moscas de la fruta Anastrepha ludens (Loew) y A. striata (Schiner) con los parasitoides 

Diacasmimorpha longicaudatus (Ashmead), Syntomosphyrum indicum Silv. y 

Pachycrepoides vindemmiae (Rondani); y el pulgón manchado de la alfalfa Therioaphis 

maculata (Buckton) con las especies Praon palitans (Muesebeck), Aphelinus semiflavus 

(Howard) y Trioxys utilis Muesebeck (Carrillo-Sánchez, 1985). En centros localizados en 

diferentes Estados de la República Mexicana, desde el 2006 se cuenta con 60 
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laboratorios que producen y distribuyen 35 especies de agentes de control biológico, de 

los cuales el 20% son depredadores, el 48.5% parasitoides y el 31.5% patógenos 

(Arredondo, 2006). 

Existen numerosos reportes sobre la utilización de microorganismos 

entomopatógenos, que por su capacidad de producir enfermedad y muerte en insectos, 

son utilizados como agentes de control biológico (Asaff et al., 2002). De los diferentes 

microorganismos empleados, los hongos tienen mecanismos de invasión únicos que les 

permiten atravesar de forma directa la cutícula o la pared del tracto digestivo de los 

insectos, lo que los hace excelentes agentes de control biológico actuando como 

insecticidas de contacto (Charnley y Collins, 2007). 

 

 

5.2.1 Bioinsecticidas a partir de hongos entomopatógenos 

En la actualidad se conocen más de 1500 especies de microorganismos entre 

hongos, bacterias y virus que son patógenos de artrópodos y directamente controladores 

de otras poblaciones microbianas. Sin embargo, solo unos pocos se usan rutinariamente 

en los programas de control de plagas.  

Por la eficiencia en el control de plagas y vectores, pueden producirse 

bioinsecticidas a partir de diferentes géneros y especies de hongos entomopatógenos 

cuyo ingrediente activo es el propio hongo (Lozano et al., 2000).  Algunos productos con 

efectividad comprobada lo constituyen los bioinsecticidas Green Guard producido en 

Australia a base de Metarhizium anisopliae var. acridum para el control de langostas en 

cultivos, Micos Plag® a base de Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana y P. lilacinus, 

producido para el control de diversas plagas en Colombia como trips, áfidos, ácaros, 

broca del café y nemátodos.  

Otros productos latinoamericanos son Myctrol ES®, Naturalis-L®, Mycotech, 

Conidia® (Beauveria bassiana), Tracer® (Saccharopolyspora spinosa), (Orozco et al., 

2000; Ramos et al., 2000; Valle et al., 2003). Otros productos comerciales a base de 

hongos son: Aseronija que tiene como ingrediente Aschersonia aleyrodis y se produce en 

la U.S.S.R; con Beauveria bassiana se elabora Biotrol FBB (USA), Boverin (U.S.S.R.) y 

ABG-6178 (U.S.A.); empleando Hirsutella thompsonii, se elabora Mycar (USA); con 

Metarhizium anisopliae, se fabrica Biotrol FMA (USA), Metaquino (Brasil); por último en 

Inglaterra, con las marcas de Vertalec y Mycotol, se fabrica el Verticillium lecanii.  

Son diversos los géneros de hongos que podrían servir para elaborar productos 

comerciales en diversos países. Con algunos ya existen ofertas, como pueden 
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mencionarse: Culicinomyces, Lagenidium, Entomophthora, Aschersonia, Beauveria, 

Hirsutella, Metarhizium, Nomuraea y Lecanicillium (Vergara, 2004). 

Los productos bioplaguicidas representaron en el mercado el 2.5% del total de 

ventas en el 2005, lo que produjo 672 millones USD. Se espera que en el 2010 estos 

alcancen el 4.2% con un promedio de crecimiento en sus ventas de un 9.9% anual (Tabla 

2). Los productos que prevalecen son a base de microorganismos o metabolitos de estos 

directamente,  en contraposición con los químicos tienen muchas ventajas, una mayor 

seguridad al hombre, vertebrados e invertebrados y mayor especificidad por lo que su 

impacto es menor sobre la biodiversidad. Su baja residualidad y en general una menor 

probabilidad de desarrollo de resistencia por parte del organismo diana debido a su 

complejo modo de acción los hacen muy atractivos. Cerca del 90% de estos 

bioplaguicidas están representados por Bacillus thuringiensis (Bt) debido a su forma 

relativamente fácil de obtener, su rápida acción y facilidad de registro ya que el 

ingrediente activo está constituido por un metabolito o metabolitos (toxinas) que son las 

de acción controladora.  

 

 

Tabla 2. Mercado de bio-plaguicidas y plaguicidas sintéticos hasta el 2010 

Tipo 2003 2004 2004 2010 Crecimiento 
Anual* 

Bio-plaguicidas 468 562 672 1,075 9.9 

P** sintéticos  27,144 26600 26,076 24,205 -1.5 

Total 27,612 27162 26,748 25,280 -1.1 

% Total Bio-P** 1.69 2.07 2.51 4.25  

Fuente: BBC, Inc y datos históricos de la EPA 
*% de crecimiento anual (2005-2010) 

**Plaguicidas 

 

Los productos a base de hongos van tomando un lugar importante por el desarrollo 

de resistencia al Bt en algunos casos, lo que es consecuencia del mecanismo de acción 

por ingestión de la toxina (Delta endotoxina) que se activa y se une muy específicamente 

a receptores de las células peritróficas del intestino medio del organismo diana. En otros 

casos, el establecimiento en plantas transgénicas con toxinas de Bt incorporadas, que se 

expresan en diferentes órganos de la planta a niveles muy superiores, que los que se 

encuentran en la naturaleza y de forma muy heterogénea, favorecen también la aparición 

de resistencia relativamente rápida.  Además, hay nichos donde el Bt no puede actuar o 

no se cuenta con aislados patogénicos para determinada especie diana como es el caso 
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de los locústidos y muchos otros ortópteros y coleópteros. Otra restricción es la 

imposibilidad de un control a mediano y largo plazo al no provocar epizootias donde los 

hongos entomopatógenos ejercen un control mucho más efectivo.  

Entre los microorganismos de naturaleza fúngica de más amplio uso contra 

especies de invertebrados plaga en la agricultura están los hifomicetos sobresalen B. 

bassiana y B. brongniartii, Lecanicillium lecanii, L. longisporum y L. muscarium 

(anteriormente Verticillium lecanii), Pochonia chlamidosporia (V. chlamidosporium), Isaria 

spp. con P. lilacinus e I. fumosorosea, Metarhizium anisopliae y Nomuraea rileyi. Para el 

control de enfermedades fúngicas y nemátodos se encuentra Trichoderma spp. donde 

sobresalen T. harzianum, T. viride, T. virens y T. pseudokoningii. Todos presentan 

estabilidad genética y fenotípica aceptable para el escalamiento en procesos de 

producción, además son seguros al hombre y otras especies del ecosistema y su rango 

de hospederos no es tan estrecho para hacerlos demasiado específicos en su uso.  

Dentro de los productos fúngicos exitosos en el mercado se encuentran Mycotrol a 

base de B. bassiana desarrollado por Mycotech Corporation para controlar a Leptinotarsa 

decemlineata; Vertalec (Lecanicillium longisporum) y Mycotal (L. muscarium), ambos 

desarrollados en Reino Unido para áfidos y mosca blanca respectivamente; GrenMuscle 

desarrollado por CABI, Reino Unido, a base de Metarhizium anisopliae para el control de 

langostas; Binab T y Rootshield de Trichoderma desarrollados por Bio-Innovation de 

Suecia y Bioworks, Inc. en E.U.A. respectivamente; Soilgard, es un producto efectivo 

comercializado por Bioscape Inc. y Gliomix comercializado por la firma finesa Kemira Agro 

Oy, ambos a partir de Gliocladium. 

 

5.2.2 Empleo de bioinsecticidas en México  

Los hongos entomopatógenos en México se utilizan en la producción de 

bioinsecticidas a base de Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Verticillium lecanii, 

Isaria fumosorosea, se realizan en los estados de Colima, Guanajuato, Oaxaca y Sinaloa, 

para el control de plagas en cultivos de hortalizas, gramíneas y leguminosas. 

Algunos de los productos a partir de hongos y comercializados en México son 

BotaniGard, Bea-sin, Mycotrol, Bio-fung a base de B. bassian; para el caso de 

Metarhizium anisopliae con Bio-Blasst, Meta-sin y Fitosan-M, y a base de I. fumosorosea  

Pea-sin y PFR-97 (Tamez et al., 2001). 

 

5.2.3 Formulación de hongos entomopatógenos 

Los hongos que presentan un rango estrecho de hospederos son muy virulentos y 

generalmente los más difíciles de cultivar, aún más las especies que presentan fases 
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parasíticas y saprofíticas en su ciclo de vida. De forma natural, los hongos satisfacen 

ciertos requerimientos nutricionales por la digestión enzimática de sus hospedadores. 

Estos requerimientos pueden ser suplementados en cantidades adecuadas al medio de 

cultivo para lograr un máximo crecimiento y esporulación, aún cuando debe tenerse en 

cuenta que estos requerimientos pueden ser diferentes para la obtención de biomasa 

miceliar, por lo tanto, las técnicas y procesos de producción más adecuados pueden ser 

variables para diferentes especies de hongos (Kononova, 1981). 

 

5.2.4 Características básicas de una formulación comercial 

Existen cuestiones que se deben tomar en cuenta, el mecanismo de acción 

mediante el cual actúa el microorganismo, así como si el efecto se encuentra 

estrechamente vinculado a condiciones ambientales, específicamente a condiciones de 

humedad, temperatura, radiación solar, entre otros factores ambientales (Samsinakova y 

Kalova, 1981). En la selección del método de producción de hongos entomopatógenos es 

importante considerar no solo la factibilidad tecnológica y económica, sino el mecanismo 

de acción ya que en el producto final deben estar presentes las estructuras infectivas y los 

metabolitos activos de forma estable y con su mayor potencial biológico (Bansal et al., 

1988). Otros aspectos a tener en cuenta son la selección de la cepa; un medio de cultivo 

optimo con un balance nutricional y económico que favorezca el desarrollo del hongo con 

mayor potencial patogénico; la posibilidad de tecnología económica para escalar el 

proceso a nivel de producción; la formulación que permita periodos de almacenamiento 

prolongados; la facilidad de aplicación y estabilidad en condiciones de campo y la 

estabilidad en el medio ambiente, pueden ser, incluso más importantes que la 

patogenicidad de la cepa en condiciones de laboratorio (Taborsky, 1992; Batista et al. 

1998).  

Las formulaciones fúngicas, aún aquellas en las que se logran bajos porcentajes 

de humedad necesitan ser conservadas en frío. Temperaturas superiores a 10ºC no 

garantizan la estabilidad de estos productos por más de tres meses, lo cual es sin duda 

uno de los mayores inconvenientes para su producción a escala industrial (Chet, 1987). El 

objetivo de una formulación es preparar una combinación de ingredientes de tal forma que 

el principio activo se mantenga estable, efectivo y de fácil de aplicación. Una de las 

principales desventajas de los productos microbiológicos para el control de plagas es el 

efecto negativo de las condiciones ambientales, lo cual afecta la estabilidad y eficacia. 

Esta desventaja puede ser resuelta en gran medida con la preparación de formulaciones, 

una vez obtenido el ingrediente activo se mezcla con los diferentes componentes. El 
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desarrollo de una formulación a partir de microorganismos resulta similar a la de un 

insecticida químico (Devotto y Gerding, 2000).  

Las formulaciones básicas se agrupan en líquidas como suspensiones acuosas o 

emulsificantes y sólidas como polvos para espolvoreo, polvos humedecibles, cebos y 

granulados (Burgues y Hussey, 1971). En toda formulación se distinguen tres tipos de 

componentes: (1) principio activo (microorganismo y sus toxinas); (2)  soporte o vehículo, 

que puede ser sólido o líquido y es un material inerte y (3) coadyuvante, es inerte pero 

tiene función protectora, dispersante y adherente, entre otras. Para mejorar la formulación 

es importante obtener la estabilidad física y biológica durante el almacenamiento, evitar la 

evaporación, incrementar la cobertura y adherencia en el follaje, mejorar la dispersión y la 

suspensibilidad, aumentar la resistencia a las condiciones ambientales (lluvia, 

temperatura, radiación, etc.) y facilitar la aplicación (Hernández, 1996). 

 

5.2.5 Formulaciones líquidas 

Una de las alternativas de las formulaciones líquidas es el desarrollo de 

emulsiones, que surgen de la mezcla de aceite, conidias y material inerte, agua y un 

emulsificador.  La formulación permite la dispersión estable y homogénea de partículas 

menores a 10 micras en el agua.  En formulaciones de B. bassiana  se han empleado 

diferentes tipos de suspensiones con aceite mineral. Las formulaciones oleosas se 

emplean frecuentemente para aplicaciones en UBV (ultra bajo volumen), ya que evitan la 

evaporación,  favorecen una mejor adhesión y dispersión de las conidias. El ingrediente 

activo (conidias) se mezcla con productos comestibles o materiales inertes y se prepara 

como pequeñas esferas o bloques que resultan atractivos para el insecto plaga. En caso 

de que no sea necesario ingerirlos para su acción, las formulaciones protegen a las 

conidias de condiciones adversas.  El salvado de trigo se ha usado con conidias de B. 

bassiana, obteniendo un incremento significativo en la mortalidad de insectos (Hernández, 

1996; Morales, 1993). 

 

5.2.6 Formulaciones sólidas  

La característica de los ingredientes para este tipo de formulaciones como tal, es 

utilizar un soporte sólido para diluir el principio activo. Se pueden emplear sales solubles 

en agua como cloruros, carbonatos, sulfatos, fosfatos, además se usan tierras inertes 

como talco, arcillas, caolín, bentonita, silicato, zeolita, etc. También se utilizan soportes 

líquidos, solubles o emulsionables como el xileno, derivados del petróleo, ciclohexano, 

alcoholes, aceites minerales, etc. También se utilizan tensoactivos que son sustancias 

que disminuyen la tensión superficial de los líquidos, favoreciendo la formación de 
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emulsiones y humedad; mientras que para el esparcimiento del principio activo, pueden 

ser compuestos catiónicos, aniónicos y no iónicos como el Tween® o los detergentes. 

Otros adyuvantes protegen las conidias de las condiciones ambientales, como polímeros 

(aumentan tamaño de gota y evitan evaporación), enzimas (aumentan actividad del 

patógeno), protectores de radiación, agentes de fluidez (silicatos de aluminio y sodio), 

adherentes (gelatina, gomas, dextrinas, polímeros, aceites), dispersantes (gomas, 

albúminas, almidón, alcoholes), estabilizantes (aminas, glicoles, fenoles) y protectores 

como melaza y Tritón X® (Burges y Hussey, 1971).  

Las formulaciones sólidas y oleosas al mantener humedades relativas inferiores al 

10% permiten mejorar la viabilidad del hongo al retardar los procesos de germinación y 

disminuir el impacto de los cambios en la temperatura, aunque en general los 

entomopatógenos se almacenan a temperatura de refrigeración y los mejores resultados 

se obtienen entre 4-10ºC. Las formas liofilizadas aunque estables al almacenamiento, 

tienen la dificultad de formar agregados en la aplicación, por lo cual se requiere de un 

disolvente, además las conidias no disponen de materiales nutritivos que faciliten su 

germinación en el campo (Galán et al., 1992; Cenicafé, 1996). 

 

 

5.3 Hongos entomopatógenos 

El control biológico es una disciplina muy amplia basada en el principio natural en 

que muchas especies de organismos se alimentan, viven y se reproducen sobre otras, 

cuyas poblaciones son reguladas por las primeras en los diferentes ecosistemas 

(Madrigal, 2001). Existe un grupo de organismos fungosos que son patógenos obligados o 

facultativos de los insectos, conocidos como hongos entomopatógenos. Su crecimiento y 

desarrollo está limitado principalmente por las condiciones ambientales externas, en 

particular por la humedad, la radiación solar y la temperatura, que determinan la 

adecuada esporulación y germinación de las conidias (Tanada y Kaya, 1993). Los hongos 

son microorganismos eucariontes, sin clorofila y pueden ser unicelulares o pluricelulares; 

son filamentosos y sus paredes contienen quitina y/o celulosa; su reproducción es sexual 

o asexual (con o sin conidias); las conidias se originan a partir de los conidióforos y se 

diseminan por el viento, el agua y otros agentes (Kuno et al., 1982). Son considerados 

como los patógenos más promisorios contra insectos, ya que pueden infectarlos 

directamente por contacto de esporas sobre la cutícula, además poseen múltiples 

mecanismos de acción que les confieren una alta capacidad para evitar que el hospedero 

desarrolle resistencia (Hayek y Leger, 1994). 
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Se conocen más de 100 géneros y 700 especies, entre los más importantes 

destacan Beauveria, Metarhizium, Entomophthora, Aschersonia, Fusarium, Hirsutella, 

Isaria (=Paecilomyces) y Lecanicillium, siendo estos los de mayor importancia en el 

control biológico por la susceptibilidad en los insectos plaga y por su facilidad de 

multiplicación (Monzón, 2001). En la Tabla 3 se describen los principales hongos 

entomopatógenos. 

Dentro de la clase Deuteromyces existe un grupo morfológico de hongos 

conocidos como Hyphomycetes. Éstos son hongos filamentosos que se reproducen por 

conidios y generalmente se forman aeróbicamente en conidióforos derivados del 

substrato. Muchos de los géneros de hongos entomopatógenos se ubican dentro de dicha 

clase y poseen uno de los más amplios rangos de hospederos, incluyendo numerosas 

especies de mosquitos. La ruta más común de invasión del huésped es por medio del 

tegumento externo, también es factible la infección a través del tracto digestivo (Goettel y 

Inglis, 1997). El conidio se adhiere a la cutícula, germina y penetra a través de ella. Una 

vez en el hemocele, el micelio crece dentro del huésped, formando hifas y blastoesporas. 

La muerte del insecto se debe en ocasiones a la combinación de toxinas del hongo, la 

obstrucción física de la circulación sanguínea, el agotamiento de nutrientes o la invasión a 

órganos. Una vez que el huésped ha muerto, las hifas usualmente emergen del cadáver y 

al presentarse condiciones abióticas adecuadas, el conidio se produce al exterior del 

huésped y es esparcido por el aire o el agua (Goettel y Inglis 1997). 

Los hongos entomopatógenos infectan individuos en todos los órdenes de insectos 

en su mayoría al orden Hemíptera, Díptera, Coleóptera, Lepidóptera, Hymenoptera y 

Orthoptera (Ferron, 1978). Los estados inmaduros (ninfas y larvas) a menudo son más 

infectados por hongos que los adultos, mientras que los estados de huevo y pupa no son 

frecuentemente infectados. La mayoría de estos hongos son patógenos obligados o 

facultativos y causan en el insecto enfermedades denominadas micosis (Tanada y Kaya, 

1993).  

Los hongos entomopatógenos se encuentran clasificados taxonómicamente en el 

phylum Ascomycota, subphylum Pezizomycotina de la clase Sordariomycetes, subclase 

Hipocreomycetidae (Rehner y Buckley, 2005). Pertenecen al orden Hypocreales de la 

familia Clavicipitaceae (Hawksworth et al., 1983) donde ejercen un papel muy importante 

en la reducción natural de poblaciones de insectos y ácaros fitófagos en la agricultura, 

silvicultura y otros agroecosistemas (Humber, 1989).  La familia Clavipitaceae presenta un 

elevado grado de adaptabilidad expresado por sus características patológicas, biológicas, 

genéticas y ecológicas, manifestando su gran variabilidad de formas y estructuras entre 

los diferentes géneros y especies existentes (Humber, 1997).  
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Tabla 3. Principales hongos entomopatógenos (Tanada y Kaya, 1993) 
 
Subdivisión Clase Orden  Género 

 
 
 
Mastigomycotina 

 
Chytridiomycetes  
 

Chytridiomycetes 
  
Oomycetes  
 

 
Oomycetes  
 

 
Chytridiales 
 
Blastocladiales 
 
Lagenidiales 
 
 
Saprolegniales 

 
Coelomycidium 
 
Myiophagus 
 
Coelomomyces Lagenidium 
 
Leptolegnia 
Couchia 

 
 
 
Zygomycotina 

 
Zygomycetes 

 
Mucorales  
Entomophthorales 

 

Sporodiniella 
Conidiobolus 
Entomophaga 
Entomophthora 
Erynia 
Massospora 
Meristacrum 
Neozygites 

 
 
 
 
Ascomycotina 

 

Hemiascomycetes  
 
 

 
Plectomycetes  
 

Pyrenomycetes  
 

 

Endomycetales 
 
 
 
 
Ascosphaerales 
 
Sphaeriales 

 
Blastodendrion 
Metschnikowia 
Mycoderma 
Saccharomyces 
 
Ascosphaera 
 
Cordyceps 
Torrubiella 

 
 
 
 
 
 
 
Deuteromycotina 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Laboulbeniomycetes  
 

 
Loculoascomycetes  
 
Loculoascomycetes  
 
Hyphomycetes  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Laboulbeniales 
 
 
Myriangiales 
 
Pleosporales 

 

Hesperomyces 
Trenomyces 
 
Myriangium 
 
Podonectria 
 
Akanthomyces 
Aschersonia 
Aspergillus 
Beauveria 
Culicinomyces 
Engyodontium 
Fusarium 
Gibellula 
Hirsutella 
Hymenostilbe 
Metarhizium 
Nomuraea 
Isaria 
Paraisaria 
Pleurodesmospora 
Polycephalomuces 
Pseudogibellula 
Sorosporella 
Sporothrix 
Stilbella 
Tetranacrium 
Tilachlidium 
Tolypocladium 
Verticillium 
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Tabla 3. Continuacion. (Tanada y Kaya, 1993) 
 

Subdivisión Clase Orden  Género 

 
Mycelia sterilia 
 

   
Aegerita 

 
Basidiomycotina 

 

Phragmobasidiomycetes 
 
Septobasidiales 

 
Filobasidiella 
Septobasidium 
Uredinella 

 

5.3.1 Beauveria bassiana 

Beauveria es uno de los géneros de hongos entomógenos que se aísla con más 

frecuencia y que presenta una distribución cosmopolita. Aunque el género cuenta con un 

amplio rango de hospederos (Roberts, 1974), los acontecimientos naturales de Beauveria 

en mosquitos han sido reportados tan solo en cuatro ocasiones, tres de ellas con 

Beauveria bassiana (Bálsamo) Vuillemin, dos casos fueron mencionados por Clark y 

colaboradores en 1968 (Clark et al., 1968) infectando a Culex tarsalis, C. pipiens y 

Anopheles albimanus, y uno por Pinnock y colaboradores en 1973 (Pinnock et al., 1973), 

infectando Ochlerotatus sierrensis 

Los conidios de B. bassiana son eficaces para matar las larvas de mosquitos 

cuando se aplica en formulaciones de polvo de conidios sobre la superficie del agua de 

los criaderos (Clark et al., 1968). Los conidios son hidrofóbicos, por lo que flotan en la 

superficie del agua, entrando en contacto con los mosquitos y las larvas que se alimentan 

debajo de la superficie, principalmente en el extremo del sifón, aunque Miranpuri y 

Khachatourians en el 1991 encontraron la cabeza como un sitio de infección de igual 

importancia (Miranpuri y Khachatourians, 1991). 

En pruebas de laboratorio demostraron que un hongo virulento fue eficaz contra 

larvas de Culex pipiens, C. tarsalis, C. tritaeniorhynchus y Anopheles albimanus, pero no 

contra el Aedes aegypti, Ochlerotatus sierrensis (Clark et al, 1968; Sandhu et al., 1993; 

Geetha y Balaraman 1999), y C. quinquefasciatus (Alves et al., 2002). Las especies 

sensibles eran propensas a la infección tiempo después de la muda, si la infección se 

produjo poco antes de la muda, el micelio se perdió en la muda. En tres pruebas de 

campo a pequeña escala con conidias de B. bassiana, las reducciones de 82, 95 y 69% 

se encuentran en larvas y pupas de Culex pipiens, después de dos semanas (Clark et al., 

1968). 

Un extracto de diclorometano del micelio que contiene beauvericina y dos 

análogos (beauvericina A y B), mostró actividad cuando se ensayó contra larvas de Aedes 

aegypti a 100 ppm (Gupta et al., 1995). Las propiedades de larvicida de la beauvericina ya 
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había sido reportado por Grove y Pople en el año 1980 (Grove y Pople, 1980), quienes 

encontraron 86% de mortalidad de larvas de A. aegypti, después de 48 horas a 20 g/ml, 

pero solo el 39% a 10 g/ml. La infección no parece ser dependiente de la temperatura 

(Schaerffenberg, 1964; Ferron, 1981). Sin embargo, para conidios las altas temperaturas 

pueden ser perjudiciales, especialmente en combinación con condiciones de alta 

humedad. Las conidios y blastoconidios son las etapas del hongo más efectivas contra las 

larvas, siendo la última etapa más patógena (Miranpuri y Khachatourians, 1991). La 

humedad es considerada como uno de los factores criticos que afectan los resultados de 

laboratorio y pruebas de campo con B.  bassiana (Clark et al., 1968). 

 

5.3.2 Isaria fumosorosea 

I. fumosorosea  (= P. fumosoroseus) se ha observado en diferentes tipos de suelo 

a muy bajas densidades (Bolckmans et al., 1995). Este hongo entomopatógeno ha sido 

citado como posible agente de control biológico para insectos de 25 familias distintas, 

incluyendo 41 especies (Smith, 1993). Su ciclo de vida consiste en las siguientes etapas: 

adhesión de las conidias o blastosporas al huésped, germinación, penetración, 

crecimiento vegetativo y conidiogénesis. En mosca blanca el hongo crece y se desarrolla 

rápidamente sobre todos los estadíos, completando su ciclo de vida a las 120 horas, bajo 

condiciones de campo, (Osborne y Landa, 1993). En medio de cultivo sintético, las 

colonias de I. fumosorosea crecen de manera moderada cuando son incubados a 24ºC 

(25–30 mm de diámetro a los 7 días y 50-65 mm a las 2 semanas).  

 

5.3.3 Metarhizium anisopliae 

Metharhizium, como Beauveria, son de los hongos entomopatógenos más 

comunes, con una distribución mundial. Muchos estudios han demostrado el potencial de 

Metarhizum anisopliae como agente de control de mosquitos (Roberts, 1970).  

Metharhizium es un hongo que es transmitido por la tierra e infecta principalmente 

insectos que viven en el suelo. La taxonomía de Metarhizium no es sencilla. La 

clasificación actual del taxón se basa principalmente en la morfología de los conidios y las 

células conidiógenas. Algunos autores combinan estas características con pruebas 

bioquímicas y moleculares (Riba et al., 1986), y/o patogenicidad en el hospedero, 

actividad en el frío y color de la esporulación (Yip et al., 1992; Rath et al., 1995).  

M. anisopliae se compone de cuatro variedades (Driver et al., 2000), dos de los 

cuales se consideran importantes, que son M. anisopliae var. acridum (previamente 

designados como M. flavoviride) y M. anisopliae var. anisopliae (Metschnikoff) Sorokin, 

siendo esta última la más conocida de las dos especies. M. anisopliae cuenta con un 
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amplio rango hospedero, incluyendo arácnidos y cinco órdenes de insectos (Boucias y 

Pendland, 1998), que comprenden más de 200 especie.  En insectos terrestres, el ciclo de 

vida comienza cuando un conidio se une a la cutícula del huésped, forman un apresorio, 

para penetrar a través de la cutícula. Después de entrar al hemocele, se forman hifas que 

producen y liberan toxinas, causando la muerte al hospedero en 4 a 16 días (dependiendo 

principalmente de la especie huésped) después de la infección (Ferron, 1981; 

Khachatourians, 1991; Boucias y Pendland, 1998). 

Daoust y Roberts (1983), encontraron que en más de la mitad de las 52 cepas de 

M. anisopliae tomados de nueve países causaron más del 50% de mortalidad en larvas de 

Culex pipiens tratados con 1 mg de conidias por cada 16 cm2. En el mismo estudio se 

demostró que la virulencia de las cepas en mosquitos podría aumentar a 1,6 a 2,5 veces 

por el paso a través de las larvas de mosquitos (Daoust y Roberts, 1983). En pruebas a 

pequeña escala al aire libre en pequeños estanques artificiales, con 300 mg ó 600 mg de 

conidios/m existió una disminución de C. pipiens de un 91% y 94% y Ochlerotatus 

sollicitans de un 85% y 98% en los tres días (Roberts, 1974). Además de las larvas, los 

mosquitos adultos resultaron ser susceptibles al hongo. 

A partir de un estudio de evaluación de riesgo, se ha concluido que el hongo no 

representa un riesgo evidente para los seres humanos o el medio ambiente (Strasser et 

al., 2000). Sin embargo, se ha informado de que el hongo puede causar queratitis humana 

(De Garcia et al., 1997). Otros trabajos han demostrado que el hongo puede causar una 

mortalidad significativa de embriones camarones, ranas y peces expuestos a las conidias 

(Genthner et al.1994, 1998). 

 

5.3.4 Clasificación de los hongos entomopatógenos  

De acuerdo a la clasificación realizada por Ainsworth (1973), los hongos son 

separados en dos divisiones: Myxomycota, aquellos que forman plasmodios, y Eumycota, 

aquellos que no forman plasmodios y son frecuentemente micelianos. Los hongos 

entomopatógenos se encuentran en la división Eumycota dentro de cinco subdivisiones: 

Mastigomycotina (forman zoosporas, oosporas y presentan estado perfecto), 

Zygomycotina (no presentan zoosporas, presentan estado perfecto y forman zygosporas), 

Ascomycotina (presentan estado perfecto y forman ascosporas), Basidiomycotina 

(presentan estado perfecto y forman basiodiosporas) y Deuteromycotina (no presentan 

estado perfecto, ni zoosporas y forman conidias) esta división se presenta en la Tabla 3. 

Las clases de mayor importancia desde el punto de vista del control de plagas agrícolas 

son Zygomycetes e Hyphomycetes (Ainsworth, 1973; Tanada y Kaya, 1993).  
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Dentro de la clase Deuteromyces existe un grupo morfológico de hongos 

conocidos como Hyphomycetes. Éstos son hongos filamentosos que se reproducen por 

conidio generalmente formado aeróbicamente en conidióforos derivados del substrato. 

Muchos de los géneros de hongos entomopatógenos aparecen dentro de dicha clase. 

Éstos poseen uno de los más amplios rangos hospederos dentro de los 

entomopatógenos, incluyendo numerosas especies de mosquitos. La ruta más común de 

invasión del huésped se da por medio del tegumento externo, asimismo la infección a 

través del tracto digestivo también es factible (Goettel y Inglish 1997). El conidio se 

adhiere a la cutícula, germina y penetra a la cutícula. Una vez en el hemocele, el micelio 

crece dentro del huésped, formando hifas llamadas blastoesporas. La muerte del insecto 

se debe en ocasiones a la combinación de las toxinas del hongo, la obstrucción física de 

la circulación sanguínea, el agotamiento de nutrientes o la invasión a órganos. Una vez 

que el huésped ha muerto hifas usualmente emergen del cadáver y al presentarse 

condiciones abióticas adecuadas, el conidio se produce al exterior del huésped. El conidio 

es esparcido por el aire o el agua (Goettel y Inglish 1997). 

Muchos hongos entomopatógenos se encuentran en la subdivisión Zygomycotina, 

clase Zygomycetes, orden Entomophthorales; en Ascomycotina, clase Pyrenomycetes, 

orden Sphaeriales; clase Laboulbeniomycetes, orden Laboulbeniales y en 

Deuteromycotina, clase Hyphomycetes, orden Moniliales. 

 

5.3.5 Métodos de aislamiento de hongos entomopatógenos 

Dentro de los hongos entomopatógenos más frecuentes y estudiados a nivel 

mundial se encuentran Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, debido a su alta 

eficiencia y facilidad para multiplicarse, (Allendes, 2007), por lo tanto tienen ventajas como 

como agentes de control. Para aislar hongos entomopatógenos se requiere una fuente de 

inóculo, tal como insectos, plantas, suelo, entre otros, además de medios artificiales como 

agar papa dextrosa (PDA). Dentro del aislamiento de los hongos se considera importante 

la obtención de cultivos puros o monospóricos, ya que es la primera etapa para un 

proceso de producción, que pueda garantizar el éxito del mismo, por lo que se debe tener 

la seguridad con el hongo  aislado que corresponda al hongo entomopatógeno de interés, 

que deberá estar libre de contaminantes y tener un buen vigor para su crecimiento. Dentro 

de las diferentes técnicas para aislar hongos entomopatógenos están: dilución seriada, 

aislamiento directo (Monzon, 2001) o utilizando insectos como cebo o trampa. 

Es importante destacar que los estudios de muestreo no deben realizarse en 

zonas donde se hayan aplicado o se apliquen microorganismos de las especies que 
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estamos tratando de aislar y siempre debe obtenerse un aislado monospórico para lograr 

mayor homogeneidad genética. 

 

5.3.5.1 Aislamiento por dilución seriada 

 Este método consiste en colocar un insecto micosado en un recipiente que 

contiene 10 ml de Tween 80 al 0.01% en agua destilada estéril. La suspensión resultante 

se agita por 1 minuto para desprender las conidias del cuerpo del insecto. Lo que resulta 

es una suspensión concentrada o solución madre del inóculo más otras partículas. A partir 

de la solución madre se preparan diluciones en serie. La primera dilución (10-1) se obtiene 

con 10 ml de la solución madre en un tubo que contiene 9 ml de Tween 80 al 0.01% en 

agua destilada estéril, esta operación se repite varias veces hasta obtener una serie de 

diluciones (10-1 hasta 10-6). Para realizar la siembra y obtener los cultivos del hongo, se 

utilizan las últimas diluciones (10-4, 10-5, 10-6). 

 

5.3.5.2 Aislamiento directo  

Consiste en la obtención directa del hongo a partir del cuerpo del insecto, 

pasándolo luego a un medio nutritivo.  Una de las desventajas de esta técnica es que  

pueden acarrear problemas de contaminación en el aislamiento debido a que las 

muestras que provienen de suelo pueden contener diversidad de microorganismos. Por lo 

cual se recomienda hacer una desinfección externa del insecto con hipoclorito de sodio, 

enjuagándose con agua destilada estéril. Este tipo de aislamiento puede ser de dos 

formas: el primero puede ser raspando con un asa bacteriológica las partículas del hongo 

a partir de un insecto desinfectado, y pasándola luego mediante la técnica de estriado a 

un medio de cultivo; y la segunda, con una pinza seca y estéril, tomar el insecto 

esporulado previamente desinfectado y agitarlo con movimientos verticales y horizontales 

sobre la superficie del medio de cultivo. 

 

5.3.5.3 Aislamiento con insectos trampa 

Consiste en insectos trampa para aislar el microorganismo deseado y evitar que 

en el proceso se presenten problemas de contaminación por otros organismos. Esta 

técnica se ha utilizado para hongos y nemátodos entomopatógenos. Bedding y Akhurst en 

el año de 1975, desarrollaron el método para recuperar nemátodos parásitos de insectos 

en muestras de suelo, atrapados con las larvas de la polilla mayor de la cera Galleria 
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mellonella (L) (Lepidoptera: Pyralidae) principalmente de los géneros Steinernema y 

Heterorhabditis (Bedding y Akhurst, 1975) 

Lezama y colaboradores (2001) aislaron M. ansiopliae, B bassiana y P 

fumosoroseus, y nemátodos pertenecientes a los géneros Steinermena y Heterorhabditis 

a partir de muestras de suelo cultivadas con maíz y sorgo provenientes de los estados de 

Michoacán, Colima y Jalisco (Lezama et al., 2001). 

En otra investigación, Molina y colaboradores del 2003, recuperaron M. anisopliae 

en localidades de Colima, Jalisco, Nayarit y Michoacán, y B. bassiana en Veracruz y 

Michoacán, además de nemátodos de Steinernema sp y Heterorhabditis (Molina et al., 

2003). 

 

5.3.5.3.1. Galleria mellonella  

Polilla mayor de la cera es comúnmente conocida G. mellonella,  es una clase de 

insecto lepidóptero de aproximadamente 14 mm a 35 mm de ancho alar y una longitud 

total entre los 8 y 17 mm (Maceda y González, 2008). Tiene una coloración marrón, gris o 

púrpura y su cabeza es gris o marrón claro. Su larva (oruga) roe y se alimenta de los 

panales de cera. El tamaño de la larva oscila entre 1 mm en su nacimiento, hasta 25-30 

mm en su último estado larval (Pérez, 2011). Su ciclo biológico es de aproximadamente 

50 a 60 días y consta de cuatro fases;  1) Huevo: dependen de la temperatura, eclosionan 

de 5 a 8 días a temperatura de 24 a 27ºC, mientras que a una temperatura de 10 a 16ºC 

lo hacen a los 35 días, por debajo de los 9ºC no hay postura. 2) Larva: pasa de 1 a 23 

milímetros en 28 días a una temperatura de 29 a 35ºC. 3) Pupa: dura 9 semanas en un 

rango de temperatura de 29 a 35ºC. 4) Imago (adulto): sobrevive de 1 a 3 semanas, a 

temperatura de 29 a 35ºC, deposita  entre 300 y 1000 huevos. G. mellonella es uno de los 

insectos más utilizados en fisiología, inmunología, bioquímica, a pesar de ser considerada 

una plaga para la apicultura, sorpresivamente este modelo no ha sido secuenciado. Las 

ventajas de Galleria son su rápido ciclo de vida, fácil lectura en dieta artificial y su 

comercialización en países como: España, Alemania, Estados Unidos, México, Chile y 

Perú (Páez y Hyrsl, 2010). 

Un ejemplo de su uso, es como alimento vivo tanto para aves, reptiles y batracios 

así como en artrópodos depredadores, ésto es en su estado larval. Finalmente, el cultivo 

de esta especie no representa ningún problema, a pesar de la especificidad alimenticia de 

sus larvas: la cera de las colmenas de la Apis mellifera. Se conocen varios medios de 

cultivo aptos para este insecto, una vez realizado el mismo, es suficiente con introducir 

una cepa de orugas en avanzado estado de desarrollo o imagos. 
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5.3.6 Proceso infectivo de los hongos entomopatógenos en los insectos  

El proceso infectivo de un hongo entomopatógeno ocurre bajo condiciones de 

humedad y temperatura favorables al patógeno, pero si éstas no se dan, el hongo 

producirá estructuras no infectivas llamadas conidias de reposo o de resistencia, con 

paredes gruesas y abundantes sustancias de reserva, con las que sobrevivirá frente a 

condiciones adversas impuestas por el medio. Cuando las condiciones climáticas son 

adecuadas, las conidias germinan y producen conidias infectivas, dando inicio 

nuevamente al ciclo biológico del hongo. Las limitaciones de los avances científicos y 

estudios aplicados están relacionados con las dificultades de crecimiento en medios de 

cultivo artificial y con las diferencias de cada género o especie.  

 

5.3.6.1 Adherencia de la conidia a la cutícula del insecto  

El primer contacto que hacen las conidias con la superficie del hospedero es la 

cutícula. Las características físicas y químicas de la superficie de la cutícula del insecto y 

la conidia son las responsables de esta unión. Algunas glicoproteínas pueden servir como 

un receptor específico para las conidias (Tanada y Kaya, 1993). 

 

5.3.6.2 Germinación de la conidia  

Es el proceso mediante el cual una conidia emite uno o varios pequeños tubos 

germinales, que por crecimiento y alargamiento originan las hifas (Volcy y Pardo, 1994). 

La germinación de las conidias en gran parte depende de la humedad ambiental y 

temperatura y en menor grado de las condiciones de luz o de su balance nutricional 

(Tanada y Kaya, 1993). El nivel de agua es determinante en el crecimiento del hongo, por 

lo cual pequeñas diferencias en los niveles de humedad relativa pueden ser un factor 

determinante en el éxito del hongo en el control de insectos plaga después de la 

aplicación de conidias (Guilliespie, 1988). El resultado de la germinación y la penetración 

no necesariamente dependen del porcentaje total de germinación, sino de la agresividad 

del hongo, tipo de conidia y susceptibilidad del hospedero (Samson et al., 1988).  

 

5.3.6.3 Penetración al integumento del hospedero  

La penetración de conidias germinadas a la cutícula del insecto, ocurre como 

resultado de la degradación enzimática de la cutícula y la presión mecánica del tubo 

germinal (Gilliespie, 1988). El modo de penetración depende principalmente de las 

propiedades de la cutícula, grosor, esclerotización y presencia de sustancias antifúngicas 

y nutricionales. La fuerza mecánica es notable en el extremo de una hifa invasiva, donde 
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la capa cuticular es deformada por presión (Tanada y Kaya, 1993). Se produce un tubo 

germinativo y un apresorio, con éste se fija en la cutícula y con el tubo germinativo o 

haustorio (hifa de penetración) se da la penetración al interior del cuerpo del insecto 

mediante presión mecánica. En la penetración participa un mecanismo físico y uno 

químico, el primero consiste en la presión ejercida por la estructura de penetración, la cual 

rompe las áreas esclerosadas y membranosas de la cutícula. El segundo mecanismo es 

químico y consiste en la acción enzimática, principalmente proteasas, lipasas y quitinasas, 

las cuales causan degradación del tejido en la zona de penetración, lo que facilita la 

penetración física (Monzón, 2001). Las enzimas descubiertas en el tubo germinativo son 

proteasas, aminopeptidasas, lipasas, esterasas y N-acetilglucosamidasa (quitinasas). 

Estudios in vitro indican que en la digestión del integumento sigue una secuencia de 

lipasa-proteasa-quitinasa (Tanada y Kaya, 1993). Los hongos B. bassiana, M. anisopliae, 

Isaria spp. y L. lecanii, producen grandes cantidades de proteasas y quitinasas en medios 

de cultivo líquido (Gilliespie, 1988).  La producción de proteasa, lipasa y quitinasa sobre la 

cutícula del insecto, se ha demostrado con M. anisopliae mediante coloración de enzimas 

específicas, recuperadas de moscas previamente inoculadas con conidias del hongo 

(Tanada y Kaya, 1993). En varios aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae la enzima 

principal es una endoproteasa que disuelve la proteína matriz que cubre la quitina 

cuticular. Por lo tanto, la producción de quitinasa ocurre después del proceso de infección 

y una vez que el hongo atraviesa la cutícula debe vencer el sistema inmunológico del 

hospedero antes de entrar a la hemolinfa y desarrollarse dentro del mismo (Gilliespie, 

1988).  

 

5.3.6.4 Penetración a través de cuerpos abiertos  

Los hongos pueden infectar insectos a través de la cavidad bucal, espiráculos y 

otras aberturas externas de un insecto. Puesto que la humedad no es un problema en el 

tracto alimenticio, la espora puede germinar rápido en este ambiente; por otra parte, los 

fluidos digestivos pueden destruir la espora o la hifa germinativa. La digestión de 

estructuras fúngicas puede causar la muerte por toxicidad más que por micosis (Charnley, 

1984). Los hongos pueden infectar insectos a través de los espiráculos y otros cuerpos 

abiertos, M. anisopliae ocasionalmente infecta larvas a través de los espiráculos y poros 

de órganos de los sentidos, B. bassiana infecta varias especies de mosquitos a través del 

sifón, en Heliothis zea a través del espiráculo y en el gorgojo de la alfalfa Hypera postica a 

través de la tráquea y no por la cutícula del integumento. La región anal de las larvas del 

gusano de seda es más frecuentemente infectada por el hongo Aspergillus flavus oryzae 

(Tanada y Kaya, 1993). 
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5.3.6.5 Crecimiento del hongo en el hemocele  

Después de llegar al hemocele, la mayoría de los hongos convierten el crecimiento 

micelial en una fase de levadura o crecimiento por gemación. Se producen toxinas y 

enzimas, aunque algunos hongos aparentemente carecen de toxinas, matan el insecto al 

consumir todos los nutrientes o por destrucción física (Bustillo, 2001). Los hongos pueden 

evitar la defensa inmune de un insecto por (1) desarrollo de protoplastos que no son 

reconocidos por la población de hemocitos del insecto (2) formación de cuerpos hifales 

que se multiplican y dispersan rápidamente (Samson et al., 1988) y (3) producción de 

micotoxinas (Tanada y Kaya, 1993). Las toxinas causan la muerte del insecto debido a la 

degeneración de los tejidos, producto de la pérdida de la integridad estructural de las 

membranas, seguido de la deshidratación de las células por pérdida de fluido (Ferron, 

1981). Posterior al crecimiento del hongo en el hemocele, la micosis induce síntomas 

fisiológicos anormales en el insecto tales como convulsiones, carencia de coordinación y 

comportamientos alterados. Ocurre una competencia entre el hongo y la flora intestinal. 

En la mayoría de los casos los hongos producen sustancias antibacteriales y cambio de 

color del cadáver (Ferron, 1981). Después de muerto el insecto, si la disponibilidad de 

agua es alta, los hongos emergen al exterior a través de la cutícula y esporulan sobre el 

cadáver produciendo inóculo para infectar a otros insectos. Si las condiciones son 

inadecuadas queda dentro del cadáver del insecto, donde puede sobrevivir por algunos 

meses y eventualmente producir conidias cuando las condiciones sean favorables. La 

esporulación ocurre generalmente en cadáveres, pero puede también ocurrir en insectos 

vivos (Tanada y Kaya, 1993).  

 

5.3.6.6 Producción de micotoxinas  

Durante el proceso de multiplicación de los hongos en el hemocele se producen 

toxinas que pueden matar al insecto ya que presentan propiedades insecticidas además 

actúan como inhibidores de las reacciones de defensa del hospedante alterando los 

hemocitos y retardando la agregación de las células de la hemolinfa. Entre las principales 

toxinas producidas por los hongos entomopatógenos se destacan la beauvericina, 

beauverolides, bassianolides, isarolides, ácido oxálico, destruxinas (a, b, c y d) y 

cytochalasinas (López, 1994). 

 

5.3.6.7 Muerte del insecto 

Posterior al crecimiento del hongo, la micosis induce síntomas fisiológicos 

anormales en el insecto como convulsiones, carencia de coordinación y comportamientos 
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alterados. Ocurre una competencia entre el hongo y la flora intestinal, se producen 

sustancias antibacteriales y cambios de coloración en el insecto (Leucona, 1996). Los 

síntomas en la fase infectiva de una larva enferma por hongos entomopatógenos son: 

pérdida de apetito, decoloración del integumento, hinchazón, flacidez, falta de movilidad 

hasta la parálisis, muerte y la momificación. Las larvas de lepidópteros y coleópteros que 

son afectadas en los últimos estados de su desarrollo larval, pupan en actitud de defensa 

antes de completar el ciclo (Ferron, 1981). Los adultos que se enferman pierden el 

apetito, interrumpen la oviposición, pierden movilidad hasta la parálisis, la muerte y la 

momificación. Los coleópteros adultos enfermos se retiran del lugar donde se alimentan 

en actitud de protección de su especie. Este comportamiento lo acompaña con una 

segregación de feromonas informantes que evitan que otros adultos de su especie, 

lleguen al sitio a infectarse. La finalización de esta fase generalmente resulta en la muerte 

del insecto. Algunos de los insectos muertos a causa de los hongos entomopatógenos 

manifiestan la miceliación y la esporulación (Ferron, 1981). 

 

5.3.6.8 Dispersión de las conidias  

La dispersión de la espora puede ser un proceso activo o pasivo, que  depende de 

las características de la conidia y el esporangio, cada conidia puede adherirse o pasar de 

un invertebrado a otro por diseminación (Tanada y Kaya, 1993). El integumento de los 

cadáveres aparece recubierto por una masa fúngica miceliar constituida por conidióforos, 

que dan lugar a nuevas conidias en la región conidiogénica, secuenciando así el ciclo 

biológico del hongo. La debilidad del insecto causada por la intoxicación hace difícil su 

sostenimiento y generalmente las plantas caen por la acción de la lluvia y el viento 

(López, 1994). 

 

5.4 Distribución de los hongos entomopatógenos 

Los hongos entomopatógenos Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae e Isaria 

fumosorosea son especies que presentan una distribución cosmopolita y cuentan con un 

amplio rango hospedero (Tanada y Kaya, 1993; Roberts, 1974). El suelo es el hábitat 

natural para estas especies de hongos (Hajek, 1997);  sin embargo se ha demostrado 

diferencia en cuanto a su cantidad, tanto en suelos de uso agrícola como en suelos 

adyacentes a cultivos y bosques (Vänninen, 1996; Bidochka et al., 1998; Keller et al., 

2003). La ubicación geográfica es un factor determinante para la distribución de los 

hongos entomopatógenos. Por otra parte, el tipo de suelo no afecta la distribución de B. 

bassiana, M. anisopliae e I. fumosorosea. Los patrones de distribución de hongos se 
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relacionan directamente con los requerimiento de temperatura en las diferentes especies 

así como su modo de supervivencia a largo plazo en suelo (Vänninen, 1996). 

 

5.5 Identificación de hongos entomopatógenos  

5.5.1 Identificación macroscópica 

Beauveria bassiana (Bálsamo) Vuillemin  

El género Beauveria está compuesto por varias especies: B. bassiana, B. 

brongniartii o B. tenella, B. amorpha, B. velata, sin embargo las más frecuentemente 

estudiadas son B. bassiana (Bálsamo) Vuillemin y B. brongniartii (De Lacroix) Siemszko 

(Bustillo, 2001).  

El género se caracteriza por presentar un micelio blanco. Las colonias en PDA son 

de aspecto aterciopelado a polvoriento, raras veces formando sinemas; blancas en los 

bordes volviéndose amarillentas, en ocasiones rojizas, incoloras al reverso, amarillas o 

rojizas. Presenta conidióforos sencillos de 1-2μ de diámetro donde nacen células 

conidiógenas, irregularmente agrupados o en grupos verticilados, en algunas especies 

hinchados en la base y adelgazándose hacia la porción que sostiene la conidia, la cual se 

presenta en forma de zigzag, después de que varias conidias se producen. Las células 

conidiógenas (c.cs) están agrupadas en forma de grupos compactos grandes y a veces 

solitarias, en forma de botellitas de 3 a 6 x 3 a 5μ. En ciertos casos, las c.cs. se ramifican 

formando c.cs secundarias. Al final de las c.cs se forma un raquis que sostiene las 

conidias. Las conidias son hialinas, redondeadas a ovoides y unicelulares (Bustillo, 2001). 

B. bassiana posee conidias de globosas a subglobosas (2-3 x 2.0-2.5 μm) y las 

estructuras conidióforas forman densos grupos (Samson, et al., 1988). 

 
 

Isaria fumosorosea (Wize) Brown & Smith 

El género Isaria presenta hifas hialinas a amarillosas, septadas, de paredes 

delgadas. La mayoría presentan ramificaciones verticiladas o irregularmente ramificadas, 

llevan en su parte terminal en cada rama grupos de fiálides, las cuales pueden ser 

también solitarias. Las fiálides constan de una porción basal cilíndrica o hinchada, 

adelgazándose abruptamente a menudo para formar un cuello muy notorio. Los 

conidióforos llevan cadenas de conidias; éstas son hialinas, unicelulares y de forma 

ovoide (Bustillo, 2001).  

En nuestro medio se registran como mínimo cinco especies de Isaria infectando 

ocho insectos diferentes. Las infecciones causadas por I. fumosorosea se reconocen por 
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el color rosado pálido mientras que en P. lilacinus son de color violeta claro. La especie 

más importante del género es Isaria fumosorosea (Wize) Brown & Smith (Bustillo, 2001). 

 
Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin 
 

Es un hongo imperfecto, cosmopolita, ataca a más de 300 especies de insectos de 

diversos órdenes (ortópteros, hemípteros, dípteros, lepidópteros, dermápteros, 

himenópteros y coleópteros), principalmente es un parásito de coleópteros en la 

naturaleza. 

Las colonias generalmente están: pegadas al medio, completamente redondas, de 

colores oliváceo, amarillento, verdoso o marrón oscuro dependiendo del proceso de 

aislamiento. El envés marrón, a veces verdoso cetrino. El conidióforo nace del micelio y 

es ramificado irregularmente con dos a tres ramas en cada septa; de 4 a 14 de longitud x 

1.5 a 2.5 μ de diámetro. Sus fiálides cilíndricas en forma de clava, adelgazados en el 

ápice; miden 6 a 13 de longitud y 2 a 4 μ de diámetro. Las conidias pueden ser 

unicelulares, cilíndricas y truncadas, formadas en cadenas muy largas, hialinas a verde 

oliváceo que miden 3.5 a 9 de longitud x 1.5 a 3.5 μ de diámetro 

 

5.5.2 Identificación microscópica 

En la caracterización fenotípica, también existen avances  tecnológicos, por 

ejemplo el uso de analizadores de imágenes y contadores de partículas para la 

determinación de parámetros geométricos (incluida la dimensión fractal) y tamaño de 

estructuras (Guarro, 1999). Además, también se ha implementado un sistema de 

taxonomía numérica para facilitar su clasificación (Hawksworth et al., 1995). 

Otra de las alternativas para la identificación de los hongos son las técnicas 

fisiológicas y bioquímicas. En las primeras, los aislamientos se analizan en cuanto a su 

velocidad de crecimiento en medios específicos, determinándose además su temperatura 

óptima de crecimiento. Dentro de las técnicas bioquímicas se incluye el análisis de 

producción de metabolitos secundarios (tales como esteroides, terpenos, alcaloides, 

ciclopéptidos y cumarinas) que sin embargo presentan el inconveniente de ser altamente 

dependientes de las condiciones de cultivo (Paterson y Bridge, 1994).  

Con el crecimiento exponencial que han tenido las técnicas moleculares en los 

últimos 10 años, y en especial con la técnica de la reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR), es ahora posible utilizar regiones de ADN con secuencias conservadas para 

corroborar, y en su caso modificar, las relaciones taxonómicas y pertenencias de género 

de los hongos. Existen reportadas varias técnicas para el análisis del ADN y búsqueda de 

información de su secuencia en regiones específicas en hongos. Dentro de las técnicas 
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más importantes reportadas, se pueden utilizar por ejemplo alguna de las siguientes para 

la caracterización de hongos fitopatógenos: Amplificación al azar de polimorfismos en el 

ADN (RAPD´s), o la amplificación del polimorfismo en la longitud de fragmentos (AFLP´s). 

Para estas técnicas se utilizan combinaciones de iniciadores (oligonucleótidos) que 

produzcan patrones de bandas que puedan diferenciar el ADN de los diferentes individuos 

(Bulat et al., 2000). En el mercado se encuentran disponibles kits con oligonucléotidos 

universales para microorganismos y plantas, que pueden ser utilizados para hongos. 

También es posible hacer ribotipificación o RFLP´s como generalmente se le conoce, que 

consiste en amplificar y cortar con enzimas las regiones espaciadoras transcritas internas 

(ITS), que se sabe están altamente conservadas en todos los organismos, por lo que 

pequeños cambios en ellas pueden ser utilizados para clasificar a nivel inclusive de 

especies. Ha sido utilizado para hongos tales como Aspergillus versicolor, Penicillium 

chrysogenum, Stachybotrys chartarum, Cladosporium herbarum y Alternaria alternata 

(Haugland et al., 1999) además de Trichoderma spp (Lübeck et al., 2000) y Phytophthora 

fragariae (Martín et al., 2000). Se puede complementar esta técnica con la utilización de 

sondas (basadas en la hibridación o complementación de fragmentos de ADN) para 

realizar su detección rápida y menos cara mediante pruebas tipo ELISA. En una etapa 

posterior, el conocimiento generado con las técnicas mencionadas, se podría utilizar para 

crear microarreglos (de genes o sondas), en los cuales se pueden manejar grandes 

volúmenes de muestras, y hacer un diagnóstico completo y rápido de las especies 

presentes en un suelo (Martín et al., 2000). 

Todas estas tecnologías se encuentran en una etapa incipiente de desarrollo, y los 

hongos son uno de los grupos que menos han sido estudiados desde el punto de vista 

molecular, por lo que todavía se tiene prácticamente todo su genoma para realizar la 

búsqueda de regiones que nos permitan su identificación rápida e inequívoca (Martín et 

al.,  2000).  
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6. MÉTODOS 
 
 

6.1 Reactivos y material biológico  

Las cepas de hongos entomopatógenos se obtuvieron de muestras de suelo de 

cultivos agrícolas en diferentes estados de México (Yucatán, Campeche, Tabasco, 

Veracruz, Tamaulipas, San Luis Potosí, Oaxaca, Michoacán, Sinaloa, Sonora y Nuevo 

León). En la Tabla 6 se muestran las cepas obtenidas en este trabajo de experimentación 

(la tabla se localiza en la sección de resultados). 

Se trabajó con las larvas de sexto estadío de Galleria mellonella (orden Lepidóptera 

y de familia Pyridae) como insectos trampa, para la obtención de los hongos 

entomopatógenos. 

Para la implementación de la cría se utilizó los siguientes ingredientes: miel de 

abeja, glicerol, vitamina de pollo, 15 cereales Nestlé, polen de abeja y agua destilada. 

Para el aislamiento se utilizó agar papa dextrosa, cloramfenicol y para la conservación de 

las cepas aisladas se utilizó glicerol.  

Para la parte de biología molecular se utilizaron los siguientes reactivos, agarosa, 

fenol, cloroformo etanol, isopropanol, alcohol isoamílico buffer de lisis, proteinasa K, tris 

base. Para el análisis por electroforesis en gel de poliacrilamida se utilizó lo siguiente: 

acrilamida, bis-acrilamida, glicina, persulfato de amonio y N,N,N’,N’-Tetrametilendiamina 

(TEMED). 

 

6.2 Equipo 

Los equipos utilizados para el desarrollo del presente trabajo se describen a 

continuación: campana microbiológica (Labconco Co. Inc.), balanza granataria (Mettler, 

Toledo), balanza analítica (Mettler, Toledo), potenciómetro (Beckman), placa de agitación 

(Termolyne), agitadores magnéticos (Thermoline), gradillas (Glaser), incubadora 

(Yamato), placa de calentamiento 17600 modelo DB17615 (Thermoline), termociclador 

(PCR Sprint Hybaid), cámara de electroforesis vertical y fuente de poder (494 ISCO), 

equipo de captura de imágenes (EDAS 40 Kodak), espectrofotómetro DU-650 (Beckman 

Coulter), espectrofotómetro modelo SmartSpect (Bio-Rad TM3000), microcentrífuga 

(Beckman, Coulter TM22R), centrífuga Allegra (Beckman Coulter TM21R), centrífuga 

Avanti (Beckman Coulter J25I), concentrador a vacío (Labconco Corporation), mini vortex 

(VWRbrand 58816-121), incubadora con agitación (Lab-Line Instruments Inc.), bomba de 

vacío (0322-V4B-G180X General Electric), autoclave (Aesa), olla de presión 21 litros 

(Presto), congelador a –20°C (Torrey) y 2 refrigeradores (Torrey) 



 33 

Para la identificación microscópica se utilizó una cámara de video Hitachi KDP-51 

conectada a un microscopio Olympus CX 30. Para el procesamiento de datos y esquemas 

se empleó una computadora Compaq presario MV540 (Compaq), el procesador de texto 

Microsoft Word XP (Microsoft Corporation, 2002), el procesador de gráficos Microsoft 

Power Point XP (Microsoft Corporation, 2002) y la hoja de cálculo Microsoft Excel XP 

(Microsoft Corporation, 2002).  

 

6.3 Estrategia experimental 

En la Figura 1 se ilustra el diagrama general de la estrategia experimental.  Para el 

aislamiento de las cepas de hongos entomopatógenos y su posterior identificación, se 

obtuvieron muestras de suelo de diferentes zonas citrícolas de México. Para el caso del 

aislamiento de los hongos entomopatógenos se utilizaron insectos trampa Galleria 

mellonella. Las muestras de suelo, se tamizaron, humedecieron y colocaron en 

recipientes de plástico, junto con las larvas de G. mellonella. Cada recipiente se tapó, se 

invirtió e incubó, durante siete días. Transcurrido ese tiempo, se extrajeron las larvas y 

pupas, se desinfectaron con hipoclorito de sodio y se colocaron en una cámara húmeda 

durante 7 días, para favorecer el desarrollo de los hongos. Cuando se observó el 

desarrollo de algún hongo sobre la superficie de la larva o pupa muerta, se tomó una 

pequeña muestra y se sembró en PDA.  

Para implementar la cría se utilizó una dieta artificial para la multiplicación de las 

larvas que contenía miel de abeja, glicerol, vitamina de pollo, 5 cereales, polen de abeja 

agua destilada. Con esta mezcla se llenaron botes de plástico de 1 Lt de capacidad a 1/3 

parte, se taparon con una malla de acero inoxidable y se colocó una placa de cera. Una 

vez lista, la dieta se llevó a cabo la infestación colocando las larvas en el bote después los 

recipientes se colocan en una incubadora, para que completen su ciclo biológico. A los 60 

días se realizó un recambio de las larvas a dieta nueva y se estableció la primera colonia 

a partir de larvas del último estadío de la polilla mayor de la cera G. mellonella como 

trampa cebo para la detección y multiplicación in vivo de los hongos entomopatógenos.  

Los hongos entomopatógenos se identificaron mediante la técnica tradicional, la 

identificación de género (fenotipificación) involucró su aislamiento en placas de cultivo, 

purificación y caracterización morfológica, identificando los elementos hifales (septación, 

estructura de pared, estructura de septos, etc.) y sus estructuras de reproducción 

(esporangióforo, conidióforo, ascomata, basidiomata ó zoosporangio). Esto se realizó a 

nivel microscópico. Posteriormente las cepas que resultaron ser hongos 

entomopatógenos, fueron identificadas genéticamente mediante técnicas moleculares, se 

les extrajo el DNA a partir del micelio, y se sometió a diferentes reacciones de PCR para 
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amplificar las secuencias de transcripción interna de los genes ribosomales y 

posteriormente, se realizó la digestión enzimática para la caracterización molecular de las 

cepas aisladas (PCR-RFLP). Se realizó la clonación y secuenciación de fragmentos de 

PCR amplificados para confirmar los patrones de restricción obtenidos y la homología con 

otras secuencias reportadas en el banco de genes del Centro Nacional de Información 

Biotecnológica (NCBI). Las cepas las cuales fueron identificadas se conservaron para uso 

posterior. 

 

 

Figura 1. Representación esquemática de la estrategia general. Se muestra cada una de las 
etapas realizadas para el aislamiento e identificación de cepas de hongos entomopatógenos. 

 
6.4 Establecimiento de la cría de Galleria mellonella a nivel laboratorio 

Con el propósito de establecer la cría y mantenimiento de la colonia de Galleria 

mellonella (Lineus) (Lepidóptera: Pyralidae), este procedimiento se efectuó de acuerdo a 

las especificaciones de Woodrig y Kaya (1988). Para ello se solicitaron larvas a la 

Facultad de Ciencias Biológicas y Agropecuarias de la Universidad de Colima, en 

Tecomán (Colima).  

Para implementar la cría se utilizó una dieta artificial para la multiplicación de las 

larvas que contenía 100 ml de miel de abeja, 100 ml de glicerol, 5 g de vitamina de pollo, 

1200 ml de 5 cereales Nestlé, polen de abeja y 100 ml de agua destilada. Se llenaron 

botes de plástico de 1 Lt de capacidad a 1/3 parte. Se taparon con una malla de acero 

inoxidable y se colocó una placa de cera. Una vez lista la dieta se llevó a cabo la 

infestación colocando aproximadamente 60 larvas por bote, después los recipientes se 
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colocan en una incubadora a 30 +/- 2 ºC, para que completen su ciclo biológico. A los 60 

días se realizó un recambio de las larvas a dieta nueva, debido a que se agotaron los 

nutrientes y al excremento que impide a las larvas seguir alimentándose. 

Se estableció la primera colonia a partir de larvas del último estadío de la polilla 

mayor de la cera G. mellonella como trampa cebo para la detección y multiplicación in 

vivo de los hongos entomopatógenos.  

 

6.5 Obtención de muestras de suelo de las diferentes zonas citrícolas de México 

Se colectaron muestras de suelo de cultivos agrícolas en diferentes estados de 

México (Yucatán, Campeche, Tabasco, Veracruz, Tamaulipas, San Luis Potosí, 

Michoacán, Sinaloa, Sonora y Nuevo León) (Figura 2). Una vez seleccionados los 

municipios se colectaron 5 muestras de suelo compuestas, para tomar la muestra el sitio 

se limpió, removiendo la hojarasca y las malezas; cerca de la rizósfera se tomaron 0.2 Kg 

de suelo de los primeros 10 cm; las cinco submuestras se mezclaron para obtener una 

sola muestra de 1 Kg; las muestras se colocaron en bolsas de plástico y llevadas en 

hieleras de unicel al laboratorio L6 del Instituto de Biotecnología de la Facultad de 

Ciencias Biológicas, UANL para realizar el aislamiento de los hongos (Molina et al., 2003).  

 

 

Figura 2. Mapa de la República Mexicana. Resaltan los Estados que conforman la región citrícola 
y de los cuales se recolectaron las muestras de suelo. 
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En la Figura 2 se presenta un mapa de la República Mexicana, donde se indican 

los estados citrícolas que fueron muestreados para la investigación y en la Figura 3 se 

muestra un diagrama para la recolección de las muestras de suelo.  

 

Figura 3. Representación general de la obtención de suelo. Se muestra el proceso de 
obtención de suelo de las diferentes zonas citrícolas de México. 

 

6.6 Aislamiento y purificación de los hongos entomopatógenos a través de Galleria 

mellonella 

En laboratorio se utilizaron larvas de sexto estadio de G. mellonella (L.) como 

insecto trampa (Fan y Hominick, 1991). De cada muestra se tomaron 400 g de suelo, se 

tamizaron, humedecieron y colocaron en recipientes de plástico de 1000 ml de capacidad, 

junto con cinco larvas de G. mellonella. Cada recipiente se tapó, se invirtió e incubó a 

25°C, durante siete días. Transcurrido ese tiempo, se extrajeron las larvas y pupas, se 

desinfectaron con hipoclorito de sodio al 1% durante 3 minutos y se colocaron en una 

cámara húmeda a 25°C durante 7 días, para favorecer el desarrollo de los hongos 

(Woodring y Kaya, 1988; Fan y Hominick, 1991). Cuando se observó el desarrollo de 

algún hongo sobre la superficie de la larva o pupa muerta, se tomó una pequeña muestra 
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y se sembró en agar dextrosa Sabouraud enriquecido con 1% de extracto de levadura y 

500 ppm de cloramfenicol (Hatting et al., 1999).  

 

 

Figura 4. Representación general del aislamiento y purificación de los hongos 
entomopatógenos. Se muestra el proceso del suelo hasta la obtención de cepas puras de hongos 
entomopatógenos. 

 

En la Figura 4 se muestra detalladamente la forma de como se trató el suelo para 

poder obtener cepas de hongos entomopatógenos mediante insectos trampa, para esto 

se implementó a nivel laboratorio la cría de G. mellonella. 

 

6.7 Identificación fenotípica de los hongos entomopatógenos  

La técnica tradicional de identificación de un género (fenotipificación) involucra su 

aislamiento en placas de cultivo, purificación y caracterización morfológica, tanto de los 

elementos hifales (septación, estructura de pared, estructura de septos, etc.) así como de 

sus estructuras de reproducción (esporangióforo, conidióforo, ascomata, basidiomata o 

zoosporangio) (Barnett y Hunter, 1972; Humber, 1997). Esto se realizó a nivel 

microscópico (cámara Evolution LC Color conectada a un microscopio Olympus BX 41). 
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6.8 Caracterización genética de los hongos entomopatógenos  

 El DNA se obtuvo a partir del micelio mediante la técnica siguiente: la muestra se 

centrifugó a 14000 rpm/1 min a 4 ºC, se desechó el sobrenadante. Se adicionó 500 μl de 

TE 1X y se centrifugó 14000 rpm/5 min a 4 ºC, se desechó el sobrenadante. Se agregó 

100 μl de buffer de lisis y adicionaron 3 perlas de vidrio a cada tubo. El tubo se sumergió 

en nitrógeno líquido por 20 seg. Se esperó a que deshiele un poco. Se usó vortex para 

descongelar por completo la muestra. Se adicionó 300 μl de buffer de lisis y 10 μl de 

proteinasa K (10 mg/ml). Se incubó a 65 ºC toda la noche. Posteriormente, se transfirió 

todo el volumen (aprox. 400 μl) a un tubo nuevo. Se agregó igual volumen de 

fenol:cloroformo (200 μl c/u). Se centrifugó a 14000 rpm/10 min a 4 ºC. Se transfirió la 

fase acuosa a un tubo nuevo y se agregó un volumen igual de SEVAG (cloroformo: 

alcohol isoamílico 24:1). Se centrifugó a 14000 rpm/10 min a 4 ºC. Se transfirió el 

sobrenadante a un tubo nuevo y adicionó un volumen igual de isopropanol. Los ácidos 

nucleicos se precipitaron y se lavaron con 1 ml de etanol 70%. Finalmente el DNA se 

resuspendió en 15 μl de TE 1X. Con el DNA se realizaron las reacciones de PCR para 

amplificar las secuencias de transcripción interna de los genes ribosomales (ITS1-5.8S-

ITS2) y posteriormente se realizó la digestión enzimática con la endonucleasa Hae III para 

la caracterización molecular de las cepas aisladas (PCR-RFLP). Se realizó de algunos 

aislados de B. bassiana la clonación y secuenciación de fragmentos de PCR amplificados 

para confirmar los patrones de restricción obtenidos y la homología con otras secuencias 

reportadas en el banco de genes del Centro Nacional de Información Biotecnológica 

(NCBI). 

 

6.9 Conservación y mantenimiento de las cepas aisladas 

La conservación de las cepas identificadas de hongos entomopatógenos se realizó  

partir de los cultivos purificados, los cuales se sembraron en PDA por extensión y luego 

incubados durante 21 días a temperatura ambiente. Posteriormente del cultivo anterior se 

realizaron cortes de aproximadamente 1 mm2 y se almacenaron en viales con 1.0 ml de 

glicerol al 10% a una temperatura de -80 oC, hasta ser utilizados en experimentos 

posteriores.  
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7. RESULTADOS 
 

7.1. Cría de G. mellonella (L.) a nivel laboratorio. 

Se estableció la cría de G. mellonella (Figura 5), para la detección y multiplicación 

in vivo de hongos entomopatógenos utilizando las larvas como trampa cebo, así como 

para la realización de bioensayos como insecto blanco. La cría se inició a partir de 80 

larvas. La primera generación de adultos proporcionó alrededor de 500 larvas a partir de 

las cuales se continuó para lograr la segunda generación y así sucesivamente. Se 

observó que el ciclo de G. mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) fue de 40-60 días bajo las 

siguientes condiciones de 26-30°C y 70-80 humedad relativa (Figura 6). De los cuales 5 a 

8 días corresponden al estadío de huevo a larva, 20 a 25 días del paso de larva a pupa y 

de 8 a 9 días de pupa a adulto. Los adultos ovipositaron en hojas de cera. 

 

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 5. Preparación de la dieta para el establecimiento de G. mellonella (Lineus) 
(Lepidoptera: Pyralidae).  
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Figura 6. Ciclo biológico de G. mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae) 

obtenido en el laboratorio. A) Huevo, B) Larva, C) Pupa y D) Adulto.  

 

 
7.2 Muestreo a nivel nacional en las zonas citrícolas 

Se colectaron muestras de suelo de cultivos agrícolas en diferentes estados que 

constituyen la zona citrícola de México (Figura 2). Los estados que fueron sujetos de 

estudio son Nuevo León, Tamaulipas, Tabasco, Campeche, Yucatán, Sinaloa, Sonora y 

San Luis Potosí. 

 

Nuevo León 

El estado de Nuevo León se localiza en la zona noreste de país (Figura 7) y se 

colectaron muestras de los siguientes municipios: General Terán, Cadereyta, Allende, 

Hualahuises, Linares y Montemorelos, obteniendo 25 muestras de suelo de diferentes 

localidades mostradas (Tabla 4). Además en la Tabla 4 se indican las coordenadas 

digitales de cada una de éstas. Las coordenadas fueron obtenidas utilizando el programa 

de coordenadas “Map Source”. 
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Figura 7. Mapa del estado de Nuevo León donde se resaltan los municipios muestreados 
que conforman la región citrícola. 

 
 

En el mapa del estado de Nuevo León (Figura 7), se indican los municipios 

muestreados en diferentes colores: Cadereyta es de color amarillo fuerte, Allende de color 

rojo, General Terán de color naranja, Montemorelos de color verde claro, verde obscuro 

para Hualahuises y para el municipio de Linares de amarillo claro. En la Figura 7 se 

señala a través de una clave de muestra, la localización de cada una de las lugares 

muestreados. 

 
 
Tamaulipas 

El estado de Tamaulipas se localiza al igual que el estado de Nuevo León en la 

zona noreste de país (Figura 8) y se colectaron 13 muestras de los siguientes municipios: 

Mainero, Villagrán, Hidalgo y Padilla. 

En la Figura 8, se señalan los municipios muestreados en diferentes colores: 

Mainero, rosa; Villagrán, verde obscuro; Hidalgo, verde claro y Padilla de color café. En el 

mapa de la Figura 8 se señala a través de una clave de muestra, la localización de cada 

una de las lugares muestreados. 
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Tabla 4. Ubicación geográfica de las diferentes zonas citrícolas muestreadas del estado de 
Nuevo León 

 

NUEVO LEÓN 

Clave de 
Muestra 

Localidad 

Coordenadas 

Digital Geográficas  

Norte Oeste Norte Oeste 

A Campo Experimental, General Terán 25.298056 -99.58528 25°17´53” 99°35´07” 

B Huerta La Unión, General Terán 25.326389 -99.585278 25°19´35” 99°35´07” 

C La Nutria, Cadereyta 25.47 -99.882222 25°28´12” 99°52´56” 

D Quinta Jazmín, Allende 25.409444 -99.988056 25°24´34” 99°59´17” 

E El Barrial, Hualahuises 24.893056 -99.708056 24°53´35” 99°42´29” 

F Huerta Pequeño, Hualahuises 24.885 -99.723056 24°53´06” 99°43´23” 

G Huerta El Ranchito, Montemorelos 25.23 -99.776667 25°13´48” 99°46´36” 

H Huerta El Jardín, Linares 24.763056 -99.672778 24°45´47” 99°40´22” 

I Huerta San Julián, General Terán 25.345833 -99.591389 25°20´45” 99°35´29” 

J El Granjenal, General Terán 25.2775 -99.614722 25°16´39” 99°36´53” 

K Huerta Nogalitos, General Terán 25.283611 -99.73 25°17´01” 99°43´48” 

L Huerta La Florida, General Terán 25.276111 -99.620278 25°16´34” 99°37´13” 

M El Ranchito, General Terán 25.263889 -99.771389 25°15´50” 99°46´17” 

N Huerto El Recuerdo, Hualahuises 24.884282 -99.634861 24°53’03’’ 99°38’55’’ 

O Hualahuises Km. 168 24.887449 -99.671185 24°53’14’’ 99°40’16’’ 

P El Fraile T-13 25.318417 -99.853472 25°19’06’’ 99°51’12’’ 

Q El Fraile T-122 25.3035 -99.887167 25°18’12’’ 99°53’13’’ 

R El Fraile T-125 25.3035 -99.902717 25°18’12’’ 99°54’09’’ 

S El Fraile T-129 25.319253 -99.902208 25°19’09’’ 99°54’07’’ 

T Montemorelos 25.167667 -99.953056 25°10’03’’ 99°57’11’’ 

U Montemorelos Las Parcelas 25.167667 -99.852917 25°10’03’’ 99°51’10’’ 

V Linares La Guitarra 25.15375 -99.852778 25°09’13’’ 99°51’10’’ 

W Linares Palomas 25.15375 -99.852917 25°09’13’’ 99°51’10’’ 

X Linares Concepción 24.885694 -99.617528 24°53’08’’ 99°37’03’’ 

Y Linares Hernando Izúñiga 24.884294 -99.617889 24°53’03’’ 99°37’04’’ 

 
 

Las localidades muestreadas de la zona citrícola de Tamaulipas: Mainero, Rancho 

de San Ignacio, Tomaseño, El Sauz, Cruz y Cruz, El Enquilado, El Barretal, y Santa 

Vicenta se muestran en la Tabla 5. En dicha tabla indican las coordenadas digitales de 

cada una de ellas. Las coordenadas fueron obtenidas utilizando el programa de 

coordenadas “Map Source” 
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Figura 8. Mapa del estado de Tamaulipas donde se resaltan los municipios muestreados 
que conforman la región citrícola. 

 
 

Tabla 5. Ubicación geográfica de las diferentes zonas citrícolas muestreadas del estado de 
Tamaulipas. 

 
TAMAULIPAS 

Clave de 
Muestra Localidad 

Coordenadas 

DIGITAL Geográficas  

NORTE OESTE NORTE OESTE 

A Mainero  24.557116 -99.610291 24° 33′ 25″ 99° 36′ 37″ 

B Mainero  24.557116 -99.610291 24° 33′ 25″ 99° 36′ 37″ 

C Mainero  24.565235 -99.629517 24° 33′ 54″ 99° 37′ 46″ 

D Rancho San Ignacio, Villagrán  24.472463 -99.488411 24° 28′ 20″ 99° 29′ 18″ 

E Santa Vicenta, Villagrán  24.476994 -99.497509 24° 28′ 37″ 99° 29′ 51″ 

F El Tomaseño, Hidalgo  24.381178 -99.500127 24° 22′ 52″ 99° 30′ 0″ 

G Hidalgo  24.247904 -99.436398 24° 14′ 52″ 99° 26′ 11″ 

H Hidalgo  24.247904 -99.436398 24° 14′ 52″ 99° 26′ 11″ 

I El Enchilado, Hidalgo  24.186221 -99.291 24° 11′ 10″ 99° 17′ 27″ 

J El Sauz, Hidalgo  24.183208 -99.173692 24° 10′ 59″ 99° 10′ 25″ 

K Cruz Y Cruz, Hidalgo  24.098785 -99.188385 24° 5′ 55″ 99° 11′ 18″ 

L El Barretal, Padilla  24.083455 -99.12509 24° 5′ 0″ 99° 7′ 30″ 

M El Barretal, Padilla 24.083455 -99.12509 24° 5′ 0″ 99° 7′ 30″ 
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Sinaloa 

El estado de Sinaloa se localiza en la zona noroeste de país (Figura 9) y se 

colectaron muestras de las siguientes localidades: Predio El Burrionsito, Baoma, Alprosa 

Modulo Pascola, Ejido Jiquilpan, Ejido Macapule, Ejido Goros 2 y San Miguel, obteniendo 

12 muestras de diferentes localidades, mostradas en la Tabla 6. 

 

 

 
Figura 9. Mapa del estado de Sinaloa donde se resaltan los municipios muestreados que 
conforman la región citrícola. 

 

El municipio de Guasave se muestra de color morado y Ahome se muestran de 

color verde en el mapa de Sinaloa (Figura 9). En la Figura 9 se señala a través de una 

clave de muestra, la localización de cada una de las lugares muestreados. 

 
 
 
Sonora 

El estado de Sonora se localiza en la zona noroeste de país al igual que el estado 

de Sinaloa (Figura 10) y se colectaron muestras del municipio de Hermosillo, 

representado de color amarillo de la figura antes mencionada. En el mapa (Figura 10) se 

identifica el municipio de Hermosillo y se señala a través de una clave de muestra, la 

localización de cada uno de las lugares muestreados. 

 



 45 

 

 
Tabla 6. Localidades de las diferentes áreas citrícolas muestreadas del estado de Sinaloa. 

 
SINALOA 

Clave de 
Muestra 

Localidad 

Coordenadas 

Digital Geográficas  

Norte Oeste Norte Oeste 

A Predio el Burrioncito, Guasave 25.566127 -108.4458 25° 33′ 58″ 108° 26′ 44″ 

B Bamoa, Guasave 25.705833 -108.346667 25° 42′ 20″ 108° 20′ 48″ 

C Alprosa, Guasave 25.575278 -108.471667 25º34’31’’ 108º28’18’’ 

D Modulo Pascola, Ahome 25.923607 -109.173621 25° 55′ 24″ 109° 10′ 25″ 

E Modulo Pascola, Ahome 25.923607 -109.173621 25° 55′ 24″ 109° 10′ 25″ 

F Ejido Jiquilpan, Los Mochis, Ahome 25.806073 -108.997078 25° 48′ 21″ 108° 59′ 49″ 

G Ejido Macapule, Los Mochis, Ahome 25.813336 -108.99107 25° 48′ 48″ 108° 59′ 27″ 

H Modulo Pascola, Ahome 25.923607 -109.173621 25° 55′ 24″ 109° 10′ 25″ 

I Ejido Goros 2, Ahome 25.917021 -109.178567 25° 55′ 1″ 109° 10′ 42″ 

J Modulo Pascola, Ahome 25.923607 -109.173621 25° 55′ 24″ 109° 10′ 25″ 

K San Miguel, Ahome 25.91264 -109.173288 25° 54′ 45″ 109° 10′ 23″ 

L Ejido Goros 2, Ahome 25.917021 -109.178567 25° 55′ 1″ 109° 10′ 42″ 

 
 

 
Figura 10. Mapa del estado de Sonora donde se resaltan los municipios muestreados que 
conforman la región citrícola. 

 

En las siguentes localidades de Hermosillo: La Esperanza, Masoloba, San 

Sebastian, Santa Sarina, Carlobento, San Martín, Tepeyac, Carolina, Todos los Santos, El 

Mezquite, 31 de Octubre, Santa Josefina, Santa Ines y Viñas de la Costa, se recolectaron 
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15 muestras. En la Tabla 7 se presentan las coordenadas digitales de cada una de ellas. 

Las coordenadas fueron obtenidas utilizando el programa de coordenadas “Map Source”. 

 

Tabla 7. Ubicación geográfica de las diferentes zonas citrícolas muestreadas del estado de 
Sonora 

 
SONORA 

Clave de 
Muestra 

Localidad 

Coordenadas 

Digital Geográficas  

Norte Oeste Norte Oeste 

A Campo la Esperanza, Hermosillo.  28.784722 -111.579722 28º47’04’’ 111º34’46’’ 

B Campo Masoloba, Hermosillo  28.770556 -111.558889 28º46’14’’ 111º33’32’’ 

C Campo San Sebastián, Hermosillo  28.74515 -111.53871 28º44’42’’ 111º32’19’’ 

D Campo Santa Sarina, Hermosillo  28.75621 -111.52051 28º45’22’’ 111º31’13’’ 

E Campo Carlobento, Hermosillo  28.75373 -111.48015 28° 45′ 13″ 111° 28′ 48″ 

F Campo San Martín, Hermosillo  28.77798 -111.30229 28° 46′ 40″ 111°18′ 8’’ 

G Campo Tepeyac, Hermosillo  28.75563 -111.40086 28° 45′ 20″ 111° 24′ 3″ 

H Campo Carolina, Hermosillo  28.7182 -111.39495 28° 43′ 5″ 111° 23′ 41″ 

I Campo Todos los Santos, Hermosillo  28.680278 -111.391389 28° 40′ 49″ 111° 23′ 29″ 

J Campo San Martín, Hermosillo  28.70093 -111.48331 28° 42′ 3″ 111° 28′ 59″ 

K Campo El Mezquite, Hermosillo  28.67702 -111.48909 28° 40′ 37″ 111° 29′ 20″ 

L Campo 31 de Octubre, Hermosillo  28.66682 -111.52841 28° 40′ 0″ 111° 31′ 42″ 

M Campo Santa Josefina, Hermosillo 28.72444 -111.55396 28° 43′ 27″ 111° 33′ 14″ 

N Campo Santa Inés, Hermosillo 28.8935 -111.32928 28° 53′ 36″ 111° 19′ 45″ 

O Campo Viñas de la Costa, Hermosillo 28.93022 -111.29182 28° 55′ 48″ 111° 17′ 30″ 

 
 

 

San Luis Potosí 

Los municipios Ciudad Valles, Tamuín, Tancahuite, San Martín, Coxcatlán y 

Matlapa, pertenecen al estado de San Luis Potosí, localizado en la zona cento norte del 

País, (Figura 11). En el mapa de la Figura 11, los municipios se identifican por colores, 

para Ciudad Valles verde claro; Tamuín, naranja; Tancahuite, café; San Martín, rosa; 

Coxcatlán, morado y Matlapa de color amarillo y además se señala a través de una clave 

de muestra, la localización de cada uno de las lugares muestreados. 
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Figura 11. Mapa del estado de San Luis Potosí donde se resaltan los municipios 
muestreados que conforman la región citrícola. 

 

En la Tabla 8 se muestra la ubicación geográfica de las siguientes localidades del 

estado de San Luis Potosí: Labor Grande, Huexco, La Cuchilla, Las Palomas, Sta. Rita, 

Ixpatlach, El Naranjo, Tierra Blanca, El Tecolote, Ejido Tanquián, La Laguna, Tamaquiche, 

Ajuatitla, Chiquitenco, La Laja, La Figura, Vega 501, Uruapan, El Charco, Miraflores, El 

Aguacatal, Jalpilla, El Mirador y Chalchitepetl, obteniendo 25 muestras, las cuales en la 

Tabla 8, se muestra su ubicación geográfica, indicando sus coordenadas digitales. 

 
 

Yucatán 

El estado de Yucatán se localiza en la zona sureste de país al igual que los 

estados de Campeche y Tabasco (mapa de la Figura 12) y se colectaron muestras del 

municipio de Akill, representado de color rojo en el mapa de la Figura 12. En el mapa del 

estado de Yucatán se señalan con una clave, la localización de cada uno de los lugares 

muestreados. 
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Tabla 8. Ubicación geográfica de las diferentes zonas citrícolas muestreadas del estado de 
San Luis Potosí. 

 
SAN LUÍS POTOSÍ 

Clave de 
Muestra 

Localidad 

Coordenadas 

Digital Geográficas 

Norte Oeste Norte Oeste 

A  Labor Grande, Matlapa  21.368056 -98.779167 21°22’05’’ 98°46’04’’ 

B  Huexco, Tampacán  21.359444 -98.760278 21°21’34’’ 98°45’36’’ 

C  La Cuchilla, Tamazunchale  21.2875 -98.7275 21°17’15’’ 98°43’38’’ 

D  Las Palomas, Tamazunchale  21.293056 -98.708333 21°17’34’’ 98°42’13’’ 

E  Santa Rita, San Martín  21.308333 -98.708333 21°18’29’’ 98°42’30’’ 

F  Ixpatlach, San Martín  21.351944 -98.7 21°21’07’’ 98°41’59’’ 

G  El Naranjo, San Martín  21.463333 -98.601389 21°27’48’’ 98°36’05’’ 

H  Tierra Blanca, Tampamolón  21.528333 -98.703889 21°31’41’’ 98°42’14’’ 

I  El Tecolote, Tanquián  21.586667 -98.663333 21°35’12’’ 98°39’47’’ 

J  Ejido Tanquián  21.594444 -98.645833 21°35’40’’ 98°38’45’’ 

K  La Laguna, Tanquián  21.604722 -98641667 21°36’16’’ 98°38’29’’ 

L  Tamaquiche, Ciudad Valles  21.937778 -98.979722 21°56’16’’ 98°58’47’’ 

M  Ajuatitla, Coxcatlán  21.509722 -98.905278 21°30’35’’ 98°54’19’’ 

N  Chiquitenco, Tampamolón  21.513611 -98.799722 21°30’49’’ 98°47’59’’ 

O  La Laja, Axtla  21.484722 -98.869167 21°29’05’’ 98°52’09’’ 

P  La Figura, Tancahuitz  21.626944 -98.985556 21°37’37’’ 98°59’08’’ 

Q  Vega 501, Ciudad Valles 22.053889 -99.095556 22°03’14’’ 99°05’44’’ 

R  Uruapan, Tamuín  21.124444 -98.605278 21°07’28’’ 98°36’19’’ 

S  El Charco, Tampacán  21.418056 -98.895556 21°25’05’’ 98°53’44’’ 

T  Miraflores, Tampacán  21.496944 -98.681389 21°29’49’’ 98°40’53’’ 

U  El Aguacatal, Tampacán  21.458333 -98.792222 21°27’30’’ 98°47’32’’ 

V  Jalpilla, Axtla  21.399444 -98.877778 21°23’58’’ 98°52’40’’ 

W  El Mirador, Axtla  21.454167 -98.822222 21°27’15’’ 98°49’20’’ 

X  El Mirador, Axtla  21.458056 -98.824444 21°27’29’’ 98°49’28’’ 

Y  Chalchitepetl, Axtla  21.3525 -98.839444 21°21’09’’ 98°50’22’’ 
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Figura 12. Mapa del estado de Yucatán donde se resaltan los municipios muestreados que 
conforman la región citrícola. 

 

En la las siguentes unidades de Akill: San Mateo, Santa Cruz, Echeverria, Mulba y 

el entronque Akill-Oxkutzcab, se recolectaron 5 muestras, mostradas en la Tabla 9.  En la 

tabla mencionada se indican las coordenadas digitales de cada una de ellas. Las 

coordenadas fueron obtenidas utilizando el programa de coordenadas “Map Source”. 

 

Tabla 9. Ubicación geográfica de las diferentes zonas citrícolas muestreadas del estado de 
Yucatán 

 
YUCATÁN 

Clave de 
Muestra 

Localidad 

Coordenadas 

Digital Geográficas 

Norte Oeste Norte Oeste 

A Unidad San Mateo, Akill 20.286111 -89.346111 20°17’02’’ 89°21’06’’ 

B Unidad Santa Cruz, Akill 20.275556 -89.338056 20°17’10’’ 89°20’46’’ 

C Unidad Echeverría, Akill 20.283889 -89.351667 20°16’32’’ 89°20’17’’ 

D Unidad Mulba, Akill 20.267222 -89.320833 20°19’15’’ 89°19’15’’ 

E Entronque Akill-Oxkutzcab 20.271389 -89.371389 20°16’17’’ 89°22’17’’ 
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Campeche 

El estado de Campeche se localiza en la zona sureste de país al igual que los 

estados de Yucatán y Tabasco (Figura 13), se colectaron muestras del municipio de 

Hecelchakán, representado de color amarillo y Campeche de color verde en el mapa de la 

Figura 13.  

 
 

 
Figura 13. Mapa del estado de Campeche donde se resaltan los municipios muestreados 
que conforman la región citrícola. 

 

En el municipio de Hecelchakán, se tomó una muestra de suelo de la localidad de 

Pomuch y en el municipio de Campeche se tomaron muestras de suelo de diferentes 

localidades: Poc-Yax’xum, Nohacal, Suc-Tuc, Pueblo Nuevo Cayal, Castamay, Tikinmul, 

Chencolli y Hampolol, obteniendo un total de 13 muestras de suelo, Tabla 10. En la tabla 

anterior se muestra la ubicación geográfica de estas localidades, indicando sus 

coordenadas digitales. Las coordenadas fueron obtenidas utilizando el programa de 

coordenadas “Map Source.” 
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Tabla 10. Ubicación geográfica de las diferentes zonas citrícolas muestreadas del estado 
de Campeche. 

 
CAMPECHE 

Clave De 
Muestra Localidad 

Coordenadas 

Digital Geográficas 

Norte Oeste Norte Oeste 

A Poc-Yax’xum  19.675 -90.341667 19º 40’ 30’’ 90º 20’ 30’’ 

B Nohacal  19.715 -90.349444 19º 42’ 54’’ 90º 20’ 58’’ 

C Suc-Tuc  19.709167 -90.024722 19º 42’ 33’’  90º 01’ 29’’ 

D Pueblo Nuevo Cayal  19.741667 -90.113889 19º 44’ 30’’ 90º 06’ 50’’ 

E Pueblo Nuevo Cayal  19.751667 -90.135833 19º 45’ 06’’ 90º 08’ 09’’ 

F Castamay  19.817778 -90.421389 19º 49’ 04’’ 90º 25’ 17’’ 

G Castamay  19.809722 -90.434444 19º 48’ 35’’ 90º 26’ 04’’ 

H Tikinmul  19.767222 -90.2075 19º 46’ 02’’ 90º 12’ 27’’ 

I Tikinmul  19.772222 -90.202778 19º 46’ 20’’ 90º 12’ 10’’ 

J Chencolli  19.790556 -90.253889 19º 47’ 26’’ 90º 15’ 14’’ 

K Chencolli  19.813333 -90.273611 19º 48’ 48’’ 90º 16’ 25’’ 

L Pomuch  20.123333 -90.134167 20º 07’ 24’’ 90º 08’ 03’’ 

M Hampolol  19.923611 -90.390556 19º 55’ 25’’ 90º 23’ 26’’ 

 

 

 
Michoacán  

Los municipios Apatzingán, Parácuaro y Múgica, pertenecen al estado de 

Michoacán, localizado en la zona occidente del país, (Figura 14). En el mapa de la Figura 

14, los municipios se identifican por colores, Apatzingán, rosa; Parácuaro, rojo y Múgica 

de color verde, además se señala a través de una clave de muestra, la localización de 

cada una de las lugares muestreados. 
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Figura 14. Mapa del estado de Michoacán donde se resaltan los municipios muestreados 
que conforman la región citrícola. 

 

 
En la Tabla 11 se muestra la ubicación geográfica de 3 municipios del estado de 

Michoacán, de los cuales se obtuvieron 15 muestras de suelo de las siguientes 

localidades: El Ceñido, Uspero, Los Tiquiches, El Valle, Antúñez, Gambara, El Columpio 

Corondrio, El Letrero, San Antonio Nopalera Presa del Rosario Puerta del Alambre, Loma 

de los Hoyos y 20 de Noviembre. Las coordenadas digitales de estas localidades se 

muestran en dicha tabla. 

 
 

Tabasco 

El estado de Tabasco se localiza en la zona sureste de país al igual que los 

estados de Yucatán y Tabasco (Figura 15) y se colectaron muestras del municipio de 

Huimanguillo, representado de color verde y de Emiliano Zapata de color rosa fuerte en el 

mapa de la Figura 15,  también se señala a través de una clave de muestra, la 

localización de cada una de las lugares muestreados. 
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Tabla 11. Ubicación geográfica de las diferentes zonas citrícolas muestreadas del estado 
de Michoacán. 

 
MICHOACÁN 

Clave de 
Muestra 

Localidad 

Coordenadas 

Digital Geográficas 

Norte Oeste Norte Oeste 

A El Ceñido, Parácuaro  19.146506 -102.218728 19° 8′ 47″ 102° 13′ 7″ 

B El Columpio, Múgica  19.032586 -102.090797 19° 1′ 57″ 102° 5′ 26″ 

C Corondrio, Múgica  19.715 -100.552368 19° 42′ 53″ 100° 33′ 8″ 

D El Letrero, Múgica  19.453644 -102.052002 19° 27′ 13″ 102° 3′ 7″ 

E Gambara, Múgica  18.950454 -102.119293 18° 57′ 1″ 102° 7′ 9″ 

F Uspero, Parácuaro  19.028367 -102.282715 19° 1′ 42″  102° 16′ 57″ 

G San Antonio, Apatzingán  19.092618 -102.375755 19° 5′ 33″ 102° 22′ 32″  

H Nopalera, Apatzingán  19.01863 -102.568016 19° 1′ 7″ 102° 34′ 4″ 

I Presa del Rosario, Apatzingán  19.396011 -102.174911 19° 23′ 45″ 102° 10′ 29″ 

J Puerta del Alambre, Apatzingán  19.048488 -102.323914 19° 2′ 54″ 102° 19′ 26″ 

K Loma de los Hoyos, Apatzingán  19.097809 -102.375069 19° 5′ 52″ 102° 22′ 30″ 

L 20 de Noviembre, Apatzingán  19.065687 -102.252846 19° 3′ 56″ 102° 15′ 10″  

M Los Tiquiches, Parácuaro  19.090022 -102.233276 19° 5′ 24″ 102° 13′ 59″ 

N El Valle, Parácuaro  19.10527 -102.217312 19° 6′ 18″ 102° 13′ 2″  

O Antúñez, Parácuaro  19.012787 -102.206497 19° 0′ 46″ 102° 12′ 23″  

 
 

 

 
Figura 15. Mapa del estado de Tabasco donde se resaltan los municipios muestreados 
que conforman la región citrícola. 
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Se recolectaron 5 muestras, una de ella es del municipio de Huimanguillo y las 

otras 4 se tomaron en el municipio Emiliano Zapata por la carretera a la Laguna. En este 

caso las coordenadas son aproximadas por que las muestras se tomaron durante el 

trayecto de regreso y se muestran en la Tabla 12. 

 

 
Tabla 12. Ubicación geográfica de las diferentes zonas citrícolas muestreadas del estado 
de Tabasco 

TABASCO 

Clave de 
Muestra Localidad 

Coordenadas 

Digital Geográficas 

Norte Oeste Norte Oeste 

A Huimanguillo 17.714444 -93.460833 17º 42’ 52’’ 93º 27’ 39’’ 

B Carretera a La Laguna 17.748333 -91.673611 17º 44’ 54’’ 93º 40’ 25’’ 

C Carretera a La Laguna 17.753056 -93.661667 17º 45’ 11’’ 93º 39’ 42’’ 

D Carretera a La Laguna 17.775278 -93.640833 17º 46’ 31’’ 93º 38’ 27’’ 

E Carretera a La Laguna 17.853056 -93.576667 17º 51’ 11’’ 93º 34’ 36’’ 

 
 
 
7.3. Aislamiento y purificación de hongos 
 

La multiplicación in vivo de los hongos entomopatógenos aislados fue detectada 

en un rango de 20 - 60% en las larvas evaluadas de G. mellonella:  Metarhizium sp. 

(Figura 16A),  Beauveria sp. (Figura 16B) e Isaria sp. (= Paecilomyces sp.) (Figura 16C).  

Se observó la presencia de nemátodos entomopatógenos en un rango del 20% de las 

larvas evaluadas de G. mellonella.   

 

Nuevo León  

Se colectaron un total de 25 muestras de suelo de áreas cultivadas de cítricos en 

el estado de Nuevo León, de las cuales el 60% de las muestras resultaron positivas a la 

presencia de hongos entomopatógenos. De los diferentes hongos aislados Beauveria spp. 

fue detectada en el 24% (6 aislados) de las muestras, Metarhizium spp. en el 8% (2 

aislados) y Isaria spp. en el 25% (7 aislados), en la tabla 13 se muestran estos aislados, y 

en que localidad fueron encontrados.  
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Figura 16.  Larvas de G. mellonella infectadas por: A) Metarhizium, B) Beauveria y C) Isaria ( = 
Paecilomyces). 
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Tabla 13. Géneros de hongos encontrados en suelos cultivados con cítricos en diferentes 
lugares del estado de Nuevo León 

 

 
NUEVO LEÓN 

Clave muestra Localidad Aisamiento 

A Campo experimental General Terán N.L Negativo 

B Huerta La Unión General Terán N.L Negativo 

C La Nutria, Caderetya N.L Negativo 

D Quinta Jazmín, Allende N.L Beauveria spp., Metarhizium spp. 

E El Barrial,Hualahuises N.L Beauveria spp., Metarhizium spp. 

F Huerta Pequeño Hualahuises N.L Beauveria sp 

G Huerta El Ranchito, Montemorelos,N.L Negativo 

H Huerta El Jardín, Linares N.L Beauveria spp. 

I Huerta San Julián General Terán,N.L Negativo 

J El Granjenal General Terán,N.L Beauveria spp. 

K Huerta Nogalitos General Terán,N.L Negativo 

L Huerta La Florida General Terán,N.L Negativo 

M El Ranchito General Terán,N.L Negativo 

N Huerto El Recuerdo Hualahuises N.L Isaria spp. 

O Hualahuises Km 168 Isaria spp. 

P El Fraile T-13 Isaria spp. 

Q El Fraile T-122 Isaria spp. 

R El Fraile T-125 Negativo 

S El Fraile T-129 Beauveria spp. 

T Montemorelos desviación Linares-Montemorelos Isaria spp. 

U Montemorelos Las Parcelas Isaria spp. 

V Linares La Guitarra Negativo 

W Linares Palomas Isaria spp. 

X Linares Concepción Negativo 

Y Linares Hernando Izuñiga Negativo 

 
 
 
Tamaulipas 

Se colectaron un total de 13 muestras de suelo de áreas cultivadas con cítricos en 

el estado de Tamaulipas, de las cuales el 38% de las muestras resultaron positivas a la 

presencia de hongos entomopatógenos. De los diferentes hongos aislados Beauveria spp. 

fue detectada en el 31% (4 aislados) de las muestras e Isaria spp. en el 8% (1 aislados) 

de las muestras, en la Tabla 14 se muestran los aislados y la localidad en que fueron 

encontrados. 
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Tabla 14. Géneros de hongos encontrados en suelos cultivados con cítricos en diferentes 
lugares del estado de Tamaulipas. 

 
Tamaulipas 

Clave muestra Localidad Aislamiento 

A Mainero  Negativo 

B Mainero  Negativo 

C Mainero  Negativo 

D Rancho San Ignacio, Villagrán  Negativo 

E Santa Vicenta, Villagrán  Negativo 

F El Tomaseño, Hidalgo  Negativo 

G Hidalgo  Beauverian spp. 

H Hidalgo  Beauveria spp. 

I El Enchilado, Hidalgo  Negativo 

J El Sauz, Hidalgo  Negativo 

K Cruz y Cruz, Hidalgo  Negativo 

L El Barretal, Padilla  Beauveria spp. 

M El Barretal, Padilla Isaria spp. 

 

Sinaloa 

En el estado de Sinaloa se colectaron un total de 12 muestras de suelo de áreas 

cultivadas con cítricos, de las cuales el 75% de las muestras resultaron positivas a la 

presencia de hongos entomopatógenos. Este 75% de cepas encontradas pertenecen al 

género de Beauveria spp. con 9 aislados, en la Tabla 15 se muestran estos aislados, así 

como la localidad en que fueron encontrados. 

 
Tabla 15. Géneros de hongos encontrados en suelos cultivados con cítricos en diferentes 
lugares del estado de Sinaloa. 

 
SINALOA 

Clave muestra Localidad Aislamiento 

A Predio el Burrionsito, Campo Santa Eduviges Beauveria spp. 

B Baoma, Guasave Beauveria spp. 

C Alprosa, Guasave Beauveria spp. 

D Modulo Pascola, Ahome Beauveria spp. 

E Modulo de pascola, Ahome Beauveria spp. 

F Ejido Jiquilpan, Los Mochis, Ahome Beauveria spp. 

G Ejido Macapule, Los Mochis, Ahome Beauveria spp. 

H Modulo Pascola Beauveria spp. 

I Ejido goros 2, Ahome Beauveria spp. 

J Modulo Pascola Negativo  

K San Miguel, Ahome Negativo 

L Ejido Goros 2, Ahome Negativo 
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Sonora 

Se colectaron un total de 15 muestras de suelo de áreas cultivadas de cítricos en 

el estado de Sonora, de las cuales solamente una (6.7%) resultó positiva a la presencia 

de hongos entomopatógenos. El hongo entomopatógeno aislado corresponde al género 

Isaria spp., en la Tabla 16 se muestra el aislado, así como la localidad donde fueron 

encontrados. 

 
Tabla 16. Géneros de hongos encontrados en suelos cultivados con cítricos en diferentes 
lugares del estado de Sonora. 

 
SONORA 

Clave muestra Localidad Aislamiento 

A Costa de Hermosillo, Campo la Esperanza Negativo 

B Costa de Hermosillo, Campo Masoloba Negativo 

C Costa de Hermosillo, Campo San Sebastian Negativo 

D Costa de Hermosillo, Campo Santa Sarina Negativo 

E Costa de Hermosillo, Campo Carlobento Negativo 

F Costa de Hermosillo, Campo San Martin Negativo 

G Costa de Hermosillo, Campo Tepeyac Negativo 

H Costa de Hermosillo, Campo Carolina Negativo 

I Costa de Hermosillo, Campo Todos los Santos Negativo 

J Costa de Hermosillo, Campo San Martín (Laborin) Negativo 

K Costa de Hermosillo, Campo el Mezquite Negativo 

L Costa de Hermosillo, Campo 31 de Octubre Negativo 

M Costa de Hermosillo, Campo Santa Josefina Negativo 

N Costa de Hermosillo, Campo Santa Ines Isaria spp. 

O Costa de Hermosillo, Campo Viñas de la Costa Negativo 

 
 
San Luis Potosí 

En San Luis Potosí se colectaron un total de 25 muestras de suelo de áreas 

cultivadas de cítricos, de las cuales el 8% de las muestras resultaron positivas a la 

presencia de hongos entomopatógenos. El porcentaje corresponde a 2 aislados, uno de 

ellos del género Beauveria spp. (4%) y el segundo aislado del genero Isaria spp.(4%), en 

la Tabla 17 se muestran estos aislados y en que localidad fueron encontrados. 
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Tabla 17. Géneros de hongos encontrados en suelos cultivados con cítricos en diferentes 
lugares del estado de San Luis Potosí  

 
SAN LUIS POTOSÍ 

Clave muestra Localidad Aislamiento 

A Labor Grande, Matlapa Negativo 

B Huexco, Tampacan Negativo 

C La Cuchilla, Tamazunchale Negativo 

D Las Palomas, Tamazunchale Beauveria spp. 

E Sta Rita, San Martín  Negativo 

F Ixpatlach, San Martín  Negativo 

G El Naranjo, San Martín  Negativo 

H Tierra Blanca, Tampamolon   Negativo 

I El Tecolote, Tanquian Isaria spp. 

J Ej. Tanquian Negativo 

K La Laguna, Tanquian Negativo 

L Tamaquiche, Cd Valles Negativo 

M Coxcatlan, Ajuatitla Negativo 

N Chiquitenco, Tampamolon Negativo 

O La Laja, Axtla, Tancanhuitz Negativo 

P La Figura, Tancanhuitz Negativo 

Q Vega 501, Cd Valles Negativo 

R Uruapan, Tamuin Negativo 

S El Charco, Tampacan Negativo 

T Miraflores, Tampacan Negativo 

U El Aguacatal (Imdecit), Tampacan Negativo 

V Jalpilla, Axtla Negativo 

W El Mirador(Imdecit), Axtla Negativo 

X El Mirador(Imdecit), Axtla Negativo 

Y Chalchitepetl, Axtla Negativo 

 
 
 
Yucatán 

Se colectaron un total de 5 muestras de suelo de áreas cultivadas de cítricos en el 

estado de Yucatán, las muestras resultaron negativas a la presencia de hongos 

entomopatógenos 

 
 
Campeche 

Se colectaron un total de 13 muestras de suelo de áreas cultivadas de cítricos en 

el estado de Campeche, de las cuales el 23% de las muestras resultaron positivas a la 
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presencia de hongos entomopatógenos. Este 23% corresponde a tres aislados de Isaria 

spp. en la tabla 18 se muestran estos aislados. 

 
 

Tabla 18. Géneros de hongos encontrados en suelos cultivados con cítricos en diferentes 
lugares del estado de Campeche 

 
CAMPECHE 

Clave muestra Localidad 

Aislamiento 

A Poc-Yax’xum Campeche Isaria spp. 

B Nohacal Campeche. Negativo 

C Suc-Tuc Hopelchen Camp. Negativo 

D Pueblo Nuevo Cayal Camp. Negativo 

E Pueblo Nuevo Cayal Camp. Negativo 

F Castamay Campeche Negativo 

G Castamay Campeche Negativo 

H Tikinmul Campeche Negativo 

I Tikinmul Campeche Isaria spp. 

J Chencolli, Campeche Negativo 

K Chencolli, Campeche Isaria spp. 

L Pomuch, Campeche Negativo 

M Hampolol, Campeche Negativo 

 
 
 
Michoacán 

Se colectaron un total de 15 muestras de suelo de áreas cultivadas de cítricos en 

el estado de Michoacán, todas las muestras resultaron negativas a la presencia de 

hongos entomopatógenos. 

 
 
Tabasco 

En el estado de Tabasco se colectaron un total de 5 muestras de suelo de áreas 

cultivadas de cítricos, de las cuales el 100% de las muestras resultaron negativas a la 

presencia de hongos entomopatógenos. 

Se recolectaron un total de 128 muestras de suelos de áreas cultivadas de cítricos 

de los diferentes estados de la República Mexicana, de los cuales el 24% (35 aislados) de 

las muestras resultaron positivas a la presencia de hongos entomopatógenos. De los 

diferentes hongos aislados Beauveria spp. fue detectada en el 15% (19 aislados) de las 

muestras, Metarhizium spp. en el 1.5% (2 aislados) e Isaria spp. en el 11% (14 aislados). 

A cada uno de los aislados de hongos entomopatógenos (Beauveria, Isaria y 
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Metarhizium), se les asignó una clave de identificación alfa numérica, que se observa en 

las tablas 19, 20 y 21, respectivamente para los géneros Beauveria spp., Isaria spp. y 

Metarhizium spp. 

 

 

Tabla 19. Resumen de cepas aisladas del género Beauveria spp. encontradas en los 
diferentes estados de la República Mexicana. 
 
 

Beauveria spp. 

Estado  Localidad  Clave alfa numérica  

Nuevo León Quinta Jazmín, Allende N.L HIN -10 

El Barrial,Hualahuises N.L HIB-11 

Huerta Pequeño Hualahuises N.L HIB-20 

Huerta El Jardín, Linares N.L HIB-28 

El Granjenal General Terán,N.L HIB 29 

El Fraile T-129 HIB-24 

Tamaulipas Hidalgo  HIB-14 

Hidalgo  HIB15 

El Barretal, Padilla  HIB-18 

Sinaloa Predio el Burrionsito, Campo Santa Eduviges HIB-3 

Baoma, Guasave HIB-1 

Alprosa, Guasave HIB-6 

Modulo Pascola, Ahome HIB-17 

Modulo de pascola, Ahome HIB-16 

Ejido Jiquilpan, Los Mochis, Ahome HIB-5 

Ejido Macapule, Los Mochis, Ahome HIB-7 

Modulo Pascola HIB-4 

Ejido goros 2, Ahome HIB-2 

San Luis Potosí Las Palomas, Tamazunchale HIB-8 
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Tabla 20. Resumen de cepas aisladas del género Isaria spp. encontradas en los diferentes 
estados de la República Mexicana. 

Isaria spp. 

Estado  Localidad  Clave alfa numérica  

Nuevo León Huerto El Recuerdo Hualahuises N.L. HIB-34 

Hualahuises Km 168 HIB-20 

El Fraile T-13 HIB-28 

El Fraile T-122 HIB-29 

Montemorelos desviación Linares-Montemorelos HIB-30 

Montemorelos Las Parcelas HIB-23 

Linares Palomas HIB-19 

Tamaulipas El Barretal, Padilla HIB-32 

Sonora Costa de Hermosillo, Campo Santa Ines HIB-27 

San Luis Potosí El Tecolote, Tanquian HIB-9 

Campeche Poc-Yax’xum Campeche HIB-33 

Tikinmul Campeche HIB-21 

Chencolli, Campeche HIB-31 

Hampolol, Campeche HIB-26 

 
 

Tabla 21. Resumen de cepas aisladas del género Metarhizium spp. encontradas en los 
diferentes estados de la República Mexicana.  

 
 

 Metarhizium spp. 

Estado  Localidad  Clave alfa numérica  

Nuevo León Quinta Jazmín, Allende N.L HIB-12 

El Barrial,Hualahuises N.L HIB-11 

 
 
 
7.4. Caracterización microscópica de los diferentes hongos purificados 
 
 

 La identificación de los hongos aislados se realizó mediante las claves de Barnett 

H. L. y Hunter, B. B. 1998, tomando como base sus estructuras de reproducción, que en 

este caso fueron los conidióforos, para la identificación de B. bassiana (Figura 17), I. 

fumosorosea (Figura 18) y de M. anisopliae (Figura 19). 
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Figura 17. Microfotografía a 100x de B. bassiana donde se puede apreciar la presencia de 
(A) conidioforos, (B) esporas, (C) nótese el arreglo característico en zigzag que distingue a 
este género. 

 
 

 
 
Figura 18. Microfotografía a 100x de I. fumosorosea, donde se puede apreciar (A) los 
conidioforos con cadenas de conidias. 
 

 

 
 

Figura 19. Microfotografía  a 100x de M. anisopliae (A) que muestra la forma característica 
de sus conidias. 
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7.5. Identificación de los aislamientos mediante métodos moleculares basados en 
DNA 
 
 
 Los resultados de la PCR generaron fragmentos de aproximadamente 600 pares 

de bases (pb), las diferencias en tamaño fueron indistinguibles en geles de agarosa entre 

los géneros Beauveria spp. y Metarhizium spp. En el caso de Isaria spp, se amplificó un 

fragmento superior a 600 pb (Figura 20). Mediante la simulación del PCR con el programa 

computacional el fragmento de Metarhizium es de 581 pb, para Isaria es de 612 pb y para 

Beauveria 593 pb, los cuales fueron similares entre las cepas aisladas de campo y cepas 

de colección. Con los productos de PCR virtual generados por el programa Amplify 2.0, se 

realizaron simulaciones de análisis de restricción con el programa DNAStrider-1.1. 

 

 

 

 
 

Figura 20. Productos de amplificación de muestras aisladas de campo. Carril 1-3 = Beauveria sp 
(HIB-1, HIB-2 y HIB-3); carriles 4-9 = Isaria sp  (HIB-19, HIB-20, HIB-23, HIB-28, HIB-29 y HIB-30); 
carriles 10 y 11 = Metarhizium sp (HIB-11 y HIB-12); carril = 12 control negativo y carril = 13 
marcador de peso molecular Ladder 100 pb. 

 

 El análisis de restricción para Isaria spp. con Hae III mostró 7 fragmentos, de los 

cuales fueron visibles en gel de agarosa los de 257, 133, 87, 56 pb. Para Metarhizium 

spp., se obtuvieron los fragmentos de 404 y 141 pb y para el caso de Beauveria spp. de 

257, 133, 87, 56, 27, 22, 19 y 11 pb (Figura 21). Tanto en cepas de colección como en 

aislados de campo se obtuvieron patrones de restricción similares para los aislados de 

Beauveria spp. (HIB-6, HIB-5, HIB-4, HIB-3, HIB-2, HIB-16 y HIB-1). 

 



 65 

 

 

Figura 21. Productos de digestión enzimática de muestras aisladas de campo. Carril 1 = GHA, 
carriles 2 a 8 = HIB-6, HIB-5, HIB-4, HIB-3, HIB-2, HIB-16, HIB-1 respectivamente. Carril 9 = 
Control negativo y carril 10 = Marcador de peso molecular Ladder 100 pb.  

 

A partir de la secuencia de bases obtenidas de los fragmentos amplificados por 

PCR, se realizó una comparación mediante el programa computacional MegaAlign y se 

encontraron valores de similitud.  La determinación de secuencias de ADN de los 

fragmentos ITS fueron realizadas en el Centro de Biotecnología Genómica, Instituto 

Politécnico Nacional (Anexo 1). Se encontró una similitud entre Beauveria HIB-5 y 

Metharizium HIB-12 de 76.0 y Beauveria HIB-2 y Metharizum HIB-12 de 57.0. Al comparar 

Beauveria HIB-5 con secuencias de Beauveria bassiana reportadas en el banco de genes 

del NCBI, se encontró que las similitudes de 355/390 (91%), espacios de 19/390 (4%). El 

aislado HIB-2 presentó homología con Beauveria bassiana cepa EABb 04/01-Tip del 

banco de genes con identidades de 564/571 (98%) y espacios de 3/571 (0%), por lo que 

se confirma el género y la especie. 
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8. DISCUSIÓN 

 

México es un país mega-diverso y tiene gran variedad de ecosistemas, el aislar 

hongos entomopatógenos nativos para ser utilizados en el control biológico, es importante 

para conservar el ecosistema, explotar la biodiversidad y tener un manejo de plagas más 

eficiente (Torres et al., 2004). 

Los hongos entomopatógenos son considerados como los patógenos más 

promisorios contra insectos como el caso de los áfidos, escamas y moscas blancas, ya 

que pueden infectar a los insectos directamente a través de la penetración de la cutícula 

(Hayek y Leger 1994).  

Las especies más comunes como controladores de estos insectos son los hongos 

Deureromycetes: Isaria fumosorosea, Verticillium lecanii y Beauveria bassiana.  En 

general Metarhizium y Beauveria actúan sobre varios órdenes de insectos que agrupan 

varias especies de lepidópteros, coleópteros, ortópteros, I. fumosorosea actúa sobre 

lepidópteros (Spodoptera y especies de áfidos) y mosca blanca (Bemisia). 

A nivel mundial, las dos especies más frecuentes y estudiadas de hongos 

entomopatógenos son Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, debido a su 

eficiencia y facilidad de multiplicación, (Allendes, 2007).  El aislamiento de los hongos 

entomopatógenos puede hacerse de diferentes maneras: dilución seriada, aislamiento 

directo (Monzon, 2001) o utilizando insectos como cebo o trampa. 

Con el fin de aislar cepas de hongos entomopatógenos y poder caracterizar 

molecularmente, en este proyecto se realizó la implementacion de la cría de G. Mellonella, 

utilizando una dieta artificial a base de miel de abeja y cereales, de acuerdo a la 

comunicación personal con el Dr. Roberto Lezama. Con respecto a los ingredientes de la 

dieta no se realizó ninguna modificación debido a que G. mellonella la aceptó 

perfectamente sin afectar su ciclo biológico. Éste se completó sin presentar 

malformaciones o una mortalidad elevada de las larvas. En investigaciones anteriores se 

menciona que el establecer un insecto en dieta artificial facilita el crecimiento larval, 

reduce la probabilidad de contaminación por enfermedades y puede obtenerse una 

producción continua de insectos independiente de la temporada, localización geográfica o 

la fuente de los insectos (Lezama-Gutiérrez et al., 2001). 
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La cría del insecto G. mellonella se mantuvo por 5 generaciones, lo cual es tiempo 

considerable para probar la acción de algún microorganismo entomopatógeno o para la 

detección y multiplicación in vivo de hongos o nemátodos entomopatógenos. 

En la Tabla 22 se observa la cantidad de muestras recolectadas en los diferentes 

estados, (Nuevo León, Tamaulipas, Sinaloa, Sonora, San Luis Potosí, Yucatán, 

Campeche, Michoacán y Tabasco) que constituyen la zona citrícola de México. Todas las 

muestras fueron llevadas al laboratorio L6 del Instituto de Biotecnología de la Facultad de 

Ciencias Biológicas, UANL, para realizar el aislamiento de los hongos. 

Una vez establecida la cría de G. mellonella se realizó el procedimiento para aislar 

los hongos entomopatógenos en el laboratorio utilizando al insecto como cebador. De las 

128 muestas obtenidas de los huertos de cítricos de los diferentes estados: Nuevo León, 

Tamaulipas, Sinaloa, Sonora San Luis Potosí, Yucatán, Campeche, Michoacán y 

Tabasco, el 24% de éstas se encontraron positivas a la presencia de hongos 

entomopatógenos. El 15% de los aislamientos fueron positivos para el hongo 

entomopatógeno Beauveria spp., el 11% para Isaria spp. y para Metarhizium spp. se 

encontró el 1.5% de las muestras (Tablas 19, 20 y 21, éstas se encuentran en el apartado 

de resultados).  

En la Tabla 22 se muestra, un resumen de las cepas aisladas de los diferentes 

géneros de hongos entomopatógenos (Beauveria sp, Isaria sp y Metharizium spp.), 

encontrados en las muestras de suelo de los diferentes estados citrícolas en estudio, 

también se menciona por estado la cantidad de aislados encontrados de Beauveria sp, 

Isaria sp y Metharizium spp.  

Del estado de Nuevo León se obtuvieron 25 muestras, al igual que San Luis 

Potosi, ambos estados obtuvieron la mayor cantidad de muestras de suelo. Nuevo León 

fue el estado del cual se obtuvieron la mayor cantidad de cepas de hongos 

entomopatógenos, 7 cepas de Isaria spp., 6 cepas de Beauveria sp y 2 cepas de 

Metharizium spp., siendo Nuevo León el único estado en el cual se obtuvo éste hongo, 

mientras que en las muestas de suelo de los estados de Michoacán, Yucatán y Tabasco 

no se obtuvieron cepas de hongos entomopatógenos. Es posible que el muestreo 

realizado en campo de estos dos estados fuera muy reducido para obtener hongos 

entomopatógenos. 
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Tabla 22. Resumen de cepas aisladas de los tres géneros de hongos entomopatogenos. 
encontradas en los diferentes estados de la República Mexicana.  
 

Estado  Número de muestras Isaria spp. Beauveria spp. Metharizium spp. 

Nuevo León  25 7 6 2 

Tamaulipas 13 1 3 0 

Sinaloa 12 0 9 0 

Sonora 15 1 0 0 

San Luis Potosí  25 1 1 0 

Yucatán  5 0 0 0 

Campeche 13 4 0 0 

Michoacán  15 0 0 0 

Tabasco 5 0 0 0 

 

 

Estos géneros de hongos entomopatógenos han sido encontrados en suelos bajo 

diversos cultivos (Bidochka et al., 1998; Lezama-Gutiérrez et al., 2001). En México, 

(Lezama et al., 2001) se aislaron de muestras de suelo de diferentes estados del país, las 

siguientes especies: M. anisopliae en Colima y Jalisco, B. bassiana en Colima, Michoacán 

y Jalisco, y I. fumosoroseus en Colima, las cuales mostraron patogenicidad hacia 

Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidóptera: Noctuidae).  

En Nuevo León, durante el 2007 se informó también del aislamiento de estos 

géneros de hongos entomopatogenos de los suelos de los huertos citrícolas de la región 

(Gandarilla-Pacheco et al., 2006; Galán-Franco et al., 2007). En el estudio de Lezama-

Gutiérrez et al., (2001),  así como en la presente investigación no se han aislado especies 

del género Lecanicillium (=Verticillium), las cuales poseen la capacidad reportada de 

infectar a G. mellonella (López-Llorca y Carbonell, 1999), el insecto indicador utilizado, y 

aún cuando han sido detectadas en insectos infectados asociados a los cítricos (Berlanga 

y Núñez, 2006).  

Es posible que el muestreo realizado en campo fue muy reducido para obtener al 

hongo, o que las condiciones para el crecimiento en medio no favorecieran el desarrollo 

de alguna posible especie de Lecanicillium; además como se conoce existen diversos 

factores ambientales que pueden afectar el aislamiento y la eficiencia de estos hongos 

como agentes de control biológico, entre estos factores pueden encontrarse la baja 

humedad relativa, temperatura y brillo solar (Leucona, 1996), así como la presencia de 
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funguicidas en el suelo. Por ejemplo se requiere de una alta humedad relativa para la 

germinación del hongo entomopatógeno M. anisopliae. Así como el estudio de Walstad y 

colaboradores, indica que la mayor germinación ocurre al 100% de humedad relativa y 

disminuye a 0 al 85% de HR (Walstad et al. 1970). 

Se logró identificar todos los aislados de hongos entomopatógenos a nivel 

microscópico, mediante las claves de Barnett H. L. y Hunter, B. B. 1998, tomando como 

base sus estructuras de reproducción, que en este caso fueron los conidióforos. Se 

identificaron los géneros B. bassiana, I. fumosorosea y de M. anisopliae . 

Se confirmó la identificacion mediante los métodos moleculares, mediante PCR-

RFLPS de las secuencias ITS, el género y la especie de los aislados obtenidos en los tres 

géneros.  

Se logró determinar homologías 91% y del 98% para B. bassiana, confirmando 

nuevamente el género y especie mediante secuenciación de los fragmentos ITS de los 

aislados y comparando éstas con lo reportado en el banco del NBCI. 

Sin embargo, los géneros de hongos entomopatógenos encontrados generalmente 

albergan especies con capacidad para infectar insectos que son plagas de los cultivos, 

por lo que es necesario continuar con la determinación de las especies y su capacidad de 

infección, y de esta forma contar en el futuro, con referencias mínimas de sus 

características como agentes efectivos de control de plagas. Asimismo, será necesario 

determinar las estrategias de producción masiva para una aplicación extensiva en los 

programas de manejo de plagas en la región o el país. La presente investigación continúa 

y contempla ampliar la exploración en búsqueda de especies de hongos 

entomopatógenos de las zonas citrícolas más importantes del país, ya que esto 

contribuirá a establecer las bases para el aprovechamiento potencial de agentes de 

control biológico adaptados a las condiciones agroecológicas que imperan en el país.  
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9. CONCLUSIONES 

1. Se estableció la cría de G. mellonella, óptima para la detección y multiplicación In 

vivo de hongos entomopatógenos utilizando las larvas como trampa cebo. 

 

2. Se observó que el ciclo de G. mellonella fue de 40-60 días bajo las siguientes 

condiciones de 26-30°C y 70-80 H. R. 

 

3. G. mellonella aceptó favorablemente la dieta artificial, desarrollando su ciclo de 

manera normal, sin malformaciones ni mortalidad elevada. 

 

4. Los hongos entomopatógenos aislados en huertos de cítricos de los estados de 

Nuevo León, Tamaulipas, Sinaloa, San Luis Potosí, Yucatán, Campeche, 

Michoacán y Tabasco fueron: B. bassiana, I. fumosoroseus y M. anisopliae. 

 

5. El más abundante de los hongos entomopatógenos aislados fue Beauveria spp. 

detectado en un 15% de todas las muestras procesadas en la zona citrícola de 

México. 

 

6. Se obtuvieron en total 35 cepas de hongos entomopatógenos aisladas de las 

diferentes muestras de suelo de los estados de la zona citrícola de México, 19 

cepas se identificaron como B. bassiana, 14 cepas de I. fumosorosea y 2 cepas de 

M. anisopliae. 

 
7. Se confirmaron, mediante PCR-RFLPS de las secuencias ITS, el género y la 

especie de los aislados obtenidos en los tres géneros. 

 

8. Mediante secuenciación de los fragmentos ITS de los aislados y comparando 

éstas con lo reportado en el banco del NBCI, se logró determinar homologías del 

91% y del 98% para Beauveria bassiana, confirmando nuevamente el género y 

especie. 
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APENDICE 1 

 
Secuencias de la región ITS1-5.8S-ITS2 

 
HIB-1 (Morfológico: Beauveria) 
 

cgcgttctgcgtccccAaCGCCgcCtcCCCaagGGGgGGtCGtGGGTTGaAATGACGCtCGAACAGGCATgCC

CGCCAGAATgTGGCGGGCGaATGTGCGTTCAAAGATtcGATGATtcACTGGAtTCTGcAATTCAcATTACTTA

TCGCGTTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAGCCaAGAGATCcGTTGTTGAAAGTTTTgaTTcATTTGTTT

TccTTGcGGcGTTTcAGttGATGcTGGTcgGTTTGaGGTcccGGcGGGccGccGGTccAGTcctcGTccGGgc

TggGGcGAGtccGccGcaGcAAcGATGGTcGGTTcccgGGGTTAtGGcGTTGcccccTcGGTAaTGTcccTcc

GGccGGTTcAcTAcGGAtATcAcTAGTGAAtTcGcGGcCGccTGcaGGTcGaccATATGGGAGAGCTCCCaAC

GCGTTGGaTGCATaGCTTGaGTaTTCTATAGTGTCACCTGaaTAGCTTGGCGTaatgatGgtcatgct 

 
Hongos con los que tiene similitud: 
 

Accession Description 
Max 

score 

Total 

score 

Query 

coverage 
E value 

Max 

ident 

DQ153037.1 

Cordyceps brongniartii isolate CNPMS78 18S ribosomal 

RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 

1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed 

spacer 2, complete sequence; and 26S ribosomal RNA 

gene, partial sequence 

514 514 73% 1e-142 91% 

AY531995.1 

Beauveria bassiana isolate 1848 18S ribosomal RNA 

gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8s 

ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, 

complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial 

sequence 

508 508 73% 6e-141 91% 

 
 
 
HIB-2 (Morfológico: Beauveria) 

 
 

AATATGTAATACGCCTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGCCGGGG

AATTCAATTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTTCAACTCCCTAACCCTTCTGTGAACC

TACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCAA

ACTCTTGTATTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATC

TCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCCGAAACGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATC

ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGACCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCC

TCGACCTCCCCTTGGGGAGGTCGGCGTTGGGGGACCGGCAGCACACCGACGGCCCTGAAATGGAGTGGCGGCC

CGTCCGCGGCGACCTCTGCGCAGTAATACAGCTCGCACCGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCA

ACTTCTGAACGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAACGGAGGAAATCA

CTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGT

ATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATA 

 
 
 
 
 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZCGJA7F014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZCGJA7F014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZCGJA7F014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZCGJA7F014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZCGJA7F014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZCGJA7F014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZCGJA7F014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZCGJA7F014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZCGJA7F014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=73487229&dopt=GenBank&RID=GZCGJA7F014
http://livepage.apple.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=46812083&dopt=GenBank&RID=GZCGJA7F014
http://livepage.apple.com/
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Hongos con los que tiene similaridad: 
 

Accession Description 
Max 

score 

Total 

score 

Query 

coverage 

E 

value 
Max ident 

DQ364698.

1 

Beauveria bassiana strain EABb 04/01-Tip 18S ribosomal 

RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 

5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 

2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, 

partial sequence 

1013 1013 73% 0.0 98% 

DQ153037.

1 

Cordyceps brongniartii isolate CNPMS78 18S ribosomal 

RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 

5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 

2, complete sequence; and 26S ribosomal RNA gene, 

partial sequence 

1013 1013 73% 0.0 98% 

 
 
 
HIB-12 (Morfológico: Metarhizium) 

 
CGTCGATATATGAGCATACAGTATGCTCATGACGATACAGTAttGgATGtgtGgGGgaAATAgAGAAATAGGT

CCcCgcCTTATTGATATgCTTAAGTTCAGCGGGTAGTCCTACCTGATTCGAGgCAACTATAAAAAGTTGGGGG

TTTTACGGCAGTGGACgCGCCGGCtCCTGTGCGAGTGCTTACTatGCGCAGAGGAGGGCCACGCGAGACCGCc

AATTAATTTAAGGGACGGCTGTGCTGGAAAACCAGCCTCGCCGATCCCCAACACCAAGTCCACAGGGGACTTG

AGGGGCGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGA

TGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGA

GATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTTTTTAACCACTCAGAAGATACTTATTAAAAAATTCAGAAGGTT

TGGGTCCCCGGCGGGCGCGAAGTCCCGCCGAAGCAACAATTAAAGGTATGATTCACAGGGGTTGGGAGTTGGA

TAACTCGGTAATGATCCCTCCGCAGGTTCACTACGGAAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGAC

CATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGt

AatCaTGgtcATA 

 
Hongos con los que tiene similitud: 
 
 

Accession Description 
Max 

score 

Total 

score 

Query 

coverage 
E value Max ident 

EF113341.

1 

Metarhizium anisopliae var. anisopliae strain Mb7 18S 

ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed 

spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed 

spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, 

partial sequence 

950 950 72% 0.0 98% 

EF113340.

1 

Metarhizium anisopliae var. anisopliae strain Mb5 18S 

ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed 

spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed 

spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, 

partial sequence 

944 944 72% 0.0 98% 

 
 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZWAEZ9Y01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZWAEZ9Y01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZWAEZ9Y01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZWAEZ9Y01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZWAEZ9Y01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZWAEZ9Y01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZWAEZ9Y01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZWAEZ9Y01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZWAEZ9Y01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=86450064&dopt=GenBank&RID=GZWAEZ9Y01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=86450064&dopt=GenBank&RID=GZWAEZ9Y01R
http://livepage.apple.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=73487229&dopt=GenBank&RID=GZWAEZ9Y01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=73487229&dopt=GenBank&RID=GZWAEZ9Y01R
http://livepage.apple.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZY255Y301R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZY255Y301R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZY255Y301R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZY255Y301R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZY255Y301R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZY255Y301R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZY255Y301R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZY255Y301R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=119394641&dopt=GenBank&RID=GZY255Y301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=119394641&dopt=GenBank&RID=GZY255Y301R
http://livepage.apple.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=119394640&dopt=GenBank&RID=GZY255Y301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=119394640&dopt=GenBank&RID=GZY255Y301R
http://livepage.apple.com/
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