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RESUMEN  

Para que un agente de control biológico sea utilizado a gran escala, se deben 

realizar pruebas que validen su efectividad contra la plaga, la seguridad en otros 

organismos no blanco, una adecuada formulación del producto, y un tiempo de 

anaquel razonable del producto terminado. En el presente trabajo se evaluaron 

dos aislados (EH-506/3 y EH-511/3) de Paecilomyces fumosoroseus, agente 

fúngico utilizado en el control biológico de la plaga de la mosquita blanca 

(Homoptera: Aleyrodidae). Se comparó la productividad conidial por gramo de 

sustrato (arroz); el efecto de diferentes formulantes (aceites y acuosos) sobre la 

viabilidad de los conidios por el método del tubo germinal, desde 24 h hasta 5 

meses. Se ensayó un tratamiento de glicerol como preservador de los conidios; se 

disminuyó su contenido de humedad (CH) y se determinó el tiempo de 

conservación de los conidios con bajo CH, almacenados a 4 y 28 ºC. También se 

ensayó la virulencia del hongo por el tiempo letal medio (TLM) en la mosquita 

blanca (Bemisia tabaci) al inicio y a los tres meses de almacenamiento. Los datos 

obtenidos se analizaron por ANOVA (α = 0.05), la comparación múltiple de medias 

con la prueba de Tukey, y en su caso por la t de Student. El TLM se calculó por 

análisis Probit. Se encontraron diferencias significativas (P < 0.01) en la 

producción de conidios por g de arroz entre aislados (EH-506/3 = 0.91 x 109; EH-

511/3 = 7.52 x 109 conidios/g de arroz). A las 120 h no hubo efecto adverso en la 

viabilidad de los conidios formulados en los 5 agentes seleccionados (acuoso: 

Tween 80 al 1%, Traspore; aceites: Acemin-E, citrolina y aceite de maíz) en 

ambos aislados. A los 5 meses la viabilidad conidial disminuyó en Tween 80, 

Traspore y Acemin-E a valores promedio de 50-60%, mientras que en citrolina y 

aceite de maíz, disminuyó aproximadamente al 20%, independientemente del 

tratamiento de glicerol y la temperatura de almacenamiento (4 y 28 ºC). El CH de 

los conidios disminuyó a 8 % después de 72 h en el horno de secado al vacío. La 

viabilidad de los conidios disminuyó independientemente del tratamiento con 

glicerol, bajo CH, y almacenamiento a 4 y 28 ºC. Los conidios de ambos aislados 

sin tratamiento de glicerol mostraron la mayor virulencia cuando se formularon con 

 



 

aceite de maíz; y los conidios con tratamiento cuando se formularon con Acemin-

E. El tratamiento de los conidios con glicerol no mejoró la viabilidad fúngica 

durante el almacenamiento en ambas temperaturas. Los resultados sugieren la 

formulación de los conidios en formulantes de aceite de 1 a 5 días antes de su 

aplicación en el campo. 

 



 

ABSTRACT 

For a biological control agent to be used at a large scale, tests must be performed 

to validate its effectiveness against pests, its safety for other non-targeted 

organisms, an adequate formulation of the product, and a reasonable shelf-life of 

the finished product. In the present work, we assessed two isolates (EH-506/3 and 

EH-511/3) of Paecilomyces fumosoroseus, a fungal agent used for the biological 

control of the whitefly (Homoptera: Aleyrodidae). We compared conidial 

productivity per gram of substrate (rice); the effect of different vehicles (oils and 

aqueous) on the viability of conidia by means of the germinal tube method, from 24 

h to 5 months. We tested glycerol treatment as a conidia preservative; decreased 

the moisture content (MC), and determined the time of conidia conservation with 

low MC, stored at 4 and 28 ºC. We also assessed the fungus virulence by means 

of the median lethal time (MLT) in the whitefly (Bemisia tabaci) at the start and at 

three months of storage. Data were analyzed through ANOVA (α = 0.05), Tukey’s 

multiple comparison test, and, when appropriate, Student’s t test. MLT was 

calculated through Probit analysis. Significant differences (P < 0.01) were found in 

the production of conidia per gram of rice between isolates (EH-506/3 = 0.91 x 109; 

EH-511/3 = 7.52 x 109 conidia/g of rice). At 120 h no adverse effect was observed 

on the viability of conidia formulated in the five chosen vehicles (aqueous: 1% 

Tween 80, Traspore; oils: Acemin-E, citroline, and corn oil) with both isolates. At 5 

months, conidial viability decreased in Tween 80, Traspore, and Acemin-E to 

average values of 50-60%, whereas in citroline and corn oil, it decreased 

approximately to 20%, independently from the glycerol treatment and the storage 

temperature (4 and 28 ºC). MC of conidia decreased to 8% after 72 h in the 

vacuum drier oven. Viability of conidia decreased independently from the treatment 

with or without glycerol, low MC, and storage temperature (4 and 28 ºC). Conidia 

from both isolates without glycerol treatment showed the highest virulence when 

formulated with corn oil, whereas conidia treated with glycerol showed the highest 

virulence when formulated with Acemin-E. Glycerol treatment of conidia did not 

 



 

improve the fungal viability during storage at either temperature. Results suggest 

oil formulation for conidia,1 to 5 days before their field application. 

 

 

 

 

 

 



 

1. INTRODUCCIÓN 
El uso indiscriminado de plaguicidas de origen químico en el campo agrícola ha 

llegado a ocasionar problemas severos de contaminación, los cuales afectan la 

salud humana directa o indirectamente, así como daños considerables al medio 

ambiente. Otra consecuencia del uso intensivo de insecticidas químicos es que los 

insectos considerados como plaga desarrollan resistencia a dichos productos, así 

como también, se causa daño a otros organismos benéficos para el ser humano. 

 El control biológico ofrece una alternativa para frenar el daño causado por el 

abuso de insecticidas químicos, utilizando hongos entomopatógenos como 

agentes microbianos, los cuales han demostrado ser en los últimos años una 

opción ecológicamente aceptable. 

 Entre las especies más usadas para el control biológico de plagas se 

encuentran las especies Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., Metarhizium anisopliae 

(Metsch.) Sorokin, Paecilomyces fumosoroseus (Wize) Brown & Smith y 

Verticillium lecanii (Zimm.) Viegas. (Clarkson y Charnley, 1996). 

 Existen actualmente productos registrados cuyo ingrediente activo son 

esporas de hongos entomopatógenos, ya sea conidios aéreos o propágulos 

obtenidos de cultivos sumergidos (Wraight, et al., 2001). 

El hongo Paecilomyces fumosoroseus (Figura 1) es un patógeno común de 

insectos y ha demostrado excelentes resultados como micoinsecticida contra la 

mosquita blanca (Homoptera: Aleyrodidae) (Osborne y Landa, 1992). Este hongo 

es considerado mitospórico, puesto que no se le conoce estado sexual, aunque 

posee las características de pared celular, bioquímicas y genéticas de un 

ascomiceto. Presenta colonias generalmente de crecimiento lento (4 cm en 14 

días a 25°C en medio agar extracto de malta), con pequeñas acumulaciones en 

las colonias que van de un color blanco, pasando por tonalidades crema, hasta 

llegar a verse rosa o gris (Figura 1a). Produce grupos de conidióforos erectos 

agrupados en fiálides ensanchadas en las bases (Figura 1b), y los conidios, 

catenulados, son de cilíndricos a fusiformes y de dimensiones aproximadas de 3 x 

1 µm (Domsch et al., 1980) (Figura 1c). 

 



 

El mecanismo de infección de este hongo sigue un proceso similar al de 

otros entomopátogenos, el cual consiste en la adhesión, penetración, proliferación 

y salida del hongo ya muerto el insecto (Figura 2). Una vez que el conidio se 

adhiere a la superficie cuticular del insecto, este germina y forma estructuras 

denominadas apresorios, las cuales permiten la penetración por medio de 

acciones combinadas de enzimas, principalmente proteasas y quitinasas, así 

como presión mecánica. Cuando el hongo llega al hemocele del insecto, produce 

propágulos fúngicos denominados blastosporas. El insecto muere por resultado de 

diferentes factores, entre ellos, la producción de toxinas fúngicas además de la 

colonización de los tejidos. El desarrollo del hongo obstruye la circulación de la 

hemolinfa, ocasiona pérdida de nutrientes e invasión de diferentes órganos. 

Después de la muerte del insecto, las hifas pueden salir del cadáver y producir 

conidios, y si las condiciones ambientales son adecuadas, estos pueden repetir el 

ciclo infectivo en otros insectos (Charnley y St. Leger, 1991; Clarkson y Charnley, 

1996; Inglis et al., 1997).  
 Debido a la capacidad de causar epizootias en diferentes regiones del 

mundo (Osborne y Landa, 1992), este hongo ha sido estudiado y se han 

desarrollado trabajos que ponen en evidencia su capacidad para ser utilizado 

como un prometedor agente microbiano para el control de diversos insectos plaga, 

entre ellos, la mosquita blanca (Jackson et al., 1997).  
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Fig. 1. Paecilomyces fumosoroseus. a) aspecto general de la colonia; b) conidióforos erectos agrupados en 

fiálides ensanchadas en las bases ; c) conidios catenulados, cilíndricos o fusiformes. Imágenes: acervo del 

Laboratorio de Micología Básica, UNAM. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 2. Mecanismo de infección de Paecilomyces fumosoroseus. Modificado de Clarkson y Charnley (1996). 

 

La mosquita blanca (Homoptera: Aleyrodidae) es una plaga polífaga que 

llega a causar severos daños de gran impacto económico en el campo agrícola. 

Se han descrito alrededor de 1200 especies agrupadas en 126 géneros alrededor 

de todo el mundo (Byrne, 1991; Ortega, 1991). 

 El ciclo de vida corto de este insecto, acompañado de la capacidad de 

reproducción por partenogénesis, explica el rápido crecimiento poblacional, por lo 

que la presencia de dicha plaga en zonas en donde no se encuentra con sus 

enemigos naturales representa un alto riesgo fitosanitario. La presencia de 

enemigos naturales endémicos mantienen regulados los niveles poblacionales por 

debajo del umbral de daño económico (Robles, 2002). 

 El ciclo de vida de este insecto (Figura 3) incluye una etapa de huevecillo y 

la etapa de ninfa, que a su vez se subdivide en 4 estadios. Cada estadio tiene una 

duración que varía de 5 a 6 días para el primero, 2 a 4 días para el segundo y de 4 

a 6 días para el tercero. El cuarto estadio, llamado pupa, dura aproximadamente 

de 6 a 10 horas, de donde emerge el adulto que mide de 2 a 3 mm (Rodríguez, 

1993). 
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Fig. 3. Ciclo de vida de la mosquita blanca Bemisia tabaci. Se muestran los estadios de desarrollo del insecto 

(Ilustración tomada de www.bayercropscience.com; imágenes: acervo fotográfico del Laboratorio de Micología 

Básica, UNAM). 

 

Los adultos (Figura 4) de ambos sexos están cubiertos por un polvo seroso, 

blanquecino, de apariencia harinosa, característica que da nombre a la familia  

(Aleyron = harina) (Figura 4b). Las patas tienen tarsos de 2 segmentos y antenas 

de siete; el macho posee un par de apéndices al final del abdomen y en la hembra 

dichos apéndices son menos prominentes (Rodríguez, 1993). 

Las dos especies de mayor impacto en México son: 

• Bemisia tabaci o Bemisia argentifolii (Figura 4a) 

• Trialeurodes vaporariorum (Figura 4b) 
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Figura 4. Adultos de mosquita blanca. a) Bemisia tabaci; b) Trialeurodes vaporariorum, adulto cubierto por un 

polvo de apariencia harinosa, característica que da nombre a la familia. 

 

Esta plaga afecta diferentes tipos de cultivos, entre otros, frijol, tabaco, tomate, 

algodón, chile, calabaza y muchos otros cultivos, incluidos plantas de ornato 

producidas en invernadero, tales como flor de nochebuena y flor de aretillo (Fucsia 

sp.), entre otras (Sánchez et al., 1997).  

 El daño de esta plaga no solo es el causado por la alimentación del insecto 

mediante la succión de savia de las hojas del hospedero, sino porque es un vector 

de enfermedades, principalmente de tipo viral (geminivirus) que afectan cultivos de 

gran importancia económica. Además de que producen sustancias denominadas 

fumaginas, las cuales promueven el desarrollo de hongos fitopatógenos, los 

cuales afectan el desarrollo de la planta (Yañez, 1990; Ramírez, 1996). 

Para que se incremente la utilización de los bioinsecticidas en el control 

biológico de plagas, se deben considerar diferentes puntos. Entre ellos, y de 

fundamental relevancia, es el de desarrollar una formulación del hongo en un 

vehículo adecuado, el cual debe ser compatible con la tecnología disponible para 

la aplicación del micoinsecticida en el campo agrícola. Los agentes microbianos 

deben ser seguros al ambiente y que no sean peligrosos al ser humano y a otros 

seres vivos. 

Las formulaciones hechas en aceites permiten obtener formulaciones de 

ultra bajo volumen, las cuales permiten aplicar altas concentraciones del hongo en 

poco volumen (Lomer, et al., 2001). Además, para la producción de un 

 



 

micoinsecticida efectivo, se deben tomar en cuenta aspectos como: tiempo de 

anaquel del producto terminado, esto es, la viabilidad de las esporas en el 

formulado, así como el efecto del tiempo de conservación sobre la virulencia del 

agente microbiano. 

 

 



 

2. ANTECEDENTES 
El control biológico de plagas usando hongos entomopatógenos se ha utilizado 

por más de 100 años, pero es en los últimos cuando se han desarrollado 

actividades que conlleven a su desarrollo  a gran escala y nivel comercial.  

En el mundo,  se han llevado a cabo programas para el combate de la 

mosquita blanca. Desde 1971 se usa Verticillium lecanii para combatir esta 

plaga, para la década de los 80`s se incrementa el número de patógenos para 

el combate de la plaga, entre ellos, B. bassiana, V. lecanii y P. fumosoroseus 

(Robles, 2002). 

 En México, el control biológico de la mosquita blanca solo se ha 

desarrollado a nivel de pruebas de laboratorio o en campos experimentales, 

sugiriendo su uso como un buen agente de control biológico. Así mismo se 

establece que la mejor opción para combatir la plaga con entomopatógenos es 

aplicando el agente durante los estadios ninfales. Datos obtenidos en estos 

experimentos sugieren a P. fumosoroseus como una opción viable para el 

combate de la plaga  (Ruiz et al, 1995; Pineda y Alatorre-Rosas, 1995). 
Berlanga-Padilla y Hernández-Velázquez (1995) estudiaron la viabilidad 

de conidios de P. fumosoroseus al ser almacenados en un polvo humectable 

(bentonita, diatomita y mezcla entre ambas), y determinaron que la viabilidad 

en el polvo es superior a la viabilidad de conidios conservados en el arroz 

donde fueron almacenados a bajas temperaturas (0 y 7 °C), mientras que a 

temperatura ambiente, la viabilidad disminuyó considerablemente. 

 A pesar de estos resultados, no se han desarrollado estudios más 

profundos que permitan obtener una formulación óptima del hongo. Sin 

embargo, en México se reporta la existencia de un formulado comercial de P. 

fumosoroseus como polvo humectable, y en el cual el principio activo son 

conidios del hongo. El nombre comercial es Pae-Sin®, de Agrobionsa (Wraight 

et al, 2001). 
 Un paso de crucial importancia para el desarrollo de formulaciones de 

micoplaguicidas, fue el descubrir que los conidios formulados en aceites 

mejoran su eficacia y aumentan la velocidad en que matan al insecto en 

comparación con formulados realizados a base de agua (Prior y Greathead, 

1989). 

 



 

Se reconocen tres requerimientos para la producción a gran escala  y 

uso exitoso de hongos como agentes de biocontrol contra plagas: primero, el 

hongo seleccionado debe ser de rápido crecimiento, abundante esporulación  y 

alta virulencia sobre la plaga. En segundo lugar, los costos de producción 

deben ser lo más bajos posibles, y el tercer punto es que el producto debe ser 

convenientemente formulado para su almacenamiento por largo tiempo bajo 

condiciones naturales, sin pérdidas significativas de su eficiencia como 

biocontrolador (Hernández Velázquez, 2001). 

 Una de las principales desventajas de los hongos entomopatógenos 

como agentes de control microbiano es el efecto negativo de las condiciones 

ambientales sobre su germinación y estabilidad en el campo, esto puede ser  

reducido favorablemente formulando la unidad infectiva adecuadamente 

(Moore et al., 1995). 

 Las formulaciones básicas de entomopatógenos comprenden: líquidos 

(suspensiones acuosas o emulsificables), polvos humectables, cebos y 

granulados (Hernández Velázquez, 2001). 

 Debido a la condición lipofílica de los conidios de la mayoría de los 

entomopatógenos, estos pueden ser fácilmente suspendidos en aceites 

(Bateman, 1992). La mezcla resultante de aceite, esporas y agua forma una 

suspensión emulsificable. Los aceites son preferidos en formulaciones para 

ultrabajo volumen, ya que minimizan la evaporación del acarreador líquido, 

facilitan la adhesión y dispersión de los conidios en la cutícula del insecto, 

favoreciendo que penetren al interior del mismo (Prior et al,1988). 

En México, se han evaluado formulados de M. anisopliae en citrolina y 

otros aceites vegetales y minerales para uso experimental contra langosta, 

Schistocerca piceifrons, mostrando mayor mortalidad en comparación con 

formulados en agua (Hernández Velázquez, 2001). 

Este trabajo tiene como objetivo probar aceites y dispersantes que se 

puedan conseguir en México y llevar a cabo formulaciones con conidios de P. 

fumosoroseus que tengan un tiempo de anaquel razonable y sigan siendo 

virulentos contra la mosquita blanca. 
 

 



                                                                          

3. JUSTIFICACIÓN 
Paecilomyces fumosoroseus ofrece una opción al uso indiscriminado de 

productos químicos para el control de la mosquita blanca, lo cual contribuiría a 

detener el deterioro  ambiental por agroquímicos. Sin embargo, hacen falta 

estudios de una formulación óptima que pueda ser comercializada y sea  

efectiva en el campo y así contribuir a que su uso se extienda y sea posible 

integrar a este agente de control biológico en un plan de manejo integrado de 

plagas. Este trabajo se enfocará a obtener una formulación de Paecilomyces 

fumosoroseus con ingredientes disponibles en México para su posterior 

aplicación en el campo. 

 



                                                                          

 
4. HIPÓTESIS 
El bajo contenido de humedad y el tratamiento con glicerol de los conidios de 

Paecilomyces fumosoroseus prolongarán su viabilidad sin alterar su virulencia. 

 

5. OBJETIVOS 
5.1. OBJETIVO GENERAL 
Obtener una formulación óptima de Paecilomyces fumosoroseus con tiempo de 

anaquel prolongado y alta efectividad biológica contra el insecto. 

 
5.2. OBJETIVOS PARTICULARES 

• Determinar el tiempo de conservación de los conidios de P. 

fumosoroseus en dos condiciones: cultivo tradicional y cultivo con un 

tratamiento previo adicionando glicerol, a un contenido de humedad 

bajo, menor al 10 %. 

• Determinar la virulencia de los conidios obtenidos, en el modelo 

experimental de mosquita blanca (Homoptera: Aleyrodidae) mediante el 

porcentaje de mortalidad acumulado, y el tiempo letal medio (TLM). 

• Determinar el tiempo de conservación de conidios obtenidos 

tradicionalmente y con glicerol a dos temperaturas (ambiente y 

refrigeración) 

• Determinar el efecto de dispersantes, aceites vegetales y minerales 

sobre la viabilidad de los conidios. a dos temperaturas (refrigeración y 

temperatura ambiente). 

• Determinar la virulencia de los conidios sin y con tratamiento, con bajo 

CH y almacenados a 4 y 28 ºC. 

• Someter los resultados a un análisis estadístico. 

 



 

6. MATERIAL Y MÉTODOS 
6.1. Material fúngico 
En este estudio se trabajó con los cultivos monospóricos EH-506/3 y EH-511/3, 

derivados de los aislados originales (PFCAM y AMBAS2 respectivamente), de la 

mosquita blanca, de la colección del Centro Nacional de Referencia en Control 

Biológico (CNRCB) en Tecomán, Colima, México. Se escogieron estos aislados 

debido a que el primero mostró una alta virulencia  y el segundo por ser tambien 

altamente virulento y un gran productor de conidios (Cavallazzi-Vargas, 2002; 

Castellanos-Moguel, 2002). Los aislados están conservados en la colección del 

Laboratorio de Micología Básica, Departamento de Microbiología  y Parasitología, 

Facultad de Medicina, UNAM. El esquema general de trabajo se muestra en la 

Figura 5. 

 

6.2. Producción de conidios de Paecilomyces fumosoroseus 

La producción de los conidios se realizó según la metodología propuesta por 

Jenkins et al. (1998) con algunas modificaciones, en un sistema difásico; primero 

con la producción de micelio en medio líquido y posteriormente una conidiación 

aérea en un sustrato sólido (arroz esterilizado). 

 La fase micelial se obtuvo de la inoculación de 1 ml de una suspensión 

de 6 X106 conidios/ml en matraces Erlenmeyer con 200 ml de medio nutritivo con 

extracto de levadura (20 g/l) y azúcar no refinada (20 g/l) esterilizado y adicionado 

de 50 g de perlas de vidrio para limitar la formación de pellets. Los matraces 

inoculados fueron incubados durante 3 días a 28 °C en agitación a 100 rpm.  

 Para la siguiente fase, a cada matraz se le agregaron 100 ml de agua 

destilada estéril. La conidiación aérea se realizó en bolsas de polipapel de 24 X 32 

cm con 300 g de arroz procesado de la siguiente manera; diferentes enjuagues de 

solución de hipoclorito al 10% durante 10 min, agua hirviendo durante 1 min, y 

nuevamente de hipoclorito 1% durante 10 min. Después de este último enjuague, 

el arroz se escurrió durante 15 min para eliminar el exceso de agua. Luego del 

tiempo de escurrimiento, el arroz se depositó en bolsas de polipapel con un tapón 

de algodón, el cual se cubrió con papel aluminio, y se esterilizó a 120°C durante  

 



 

 

Paecilomyces fumosoroseus EH-506/3 y EH-511/3 

Efecto de formulantes en conidios. 24-120 h; 1-5 
meses. Por medio de la medición del tubo germinal 
(viabilidad) 

Obtención de conidios sin y con tratamiento de glicerol 

Contenido de Humedad (CH), y disminución del mismo 
a <10 % 

Viabilidad a 0, 1, 2, 3, 4 y 5 meses 

Tween 80 al 
1% 

Traspore al 
1% 

Acemin-E al 
1% 

Citrolina Aceite de 
maíz 

Análisis estadístico 

Virulencia de conidios después de 24 h con formulantes 

Conservación de conidios con bajo CH, a temperatura 
ambiente (28 ºC)  y refrigeración (4 ºC). 

Figura 5. Esquema general de trabajo.  

 



 

20 min y se dejó enfriar a temperatura ambiente durante 24 h (Basilio-Hernández, 

2004). A cada bolsa se le agregaron 30 ml del micelio diluido y se incubó a 28 °C, 

con un fotoperiodo de 12:12 h luz-oscuridad. Los conidios se cosecharon a los 16 

días.  Al término del tiempo de cultivo se determinó la productividad de las bolsas 

de arroz, realizando diluciones seriadas y cuantificando los conidios/g de arroz con 

ayuda de una cámara de Neubauer. Se realizaron 10 conteos por bolsa, de un 

total de 10 bolsas para cada uno de los dos aislados utilizados. 

 

6.3. Obtención de conidios de P. fumosoroseus sin tratamiento 
Después del tiempo de incubación del hongo en el arroz, los conidios fueron 

cosechados agregando 800 ml de Tween 80 al 1% a las bolsas, agitando 

vigorosamente y filtrando con gasa estéril. Se determinó la cantidad de conidios/g 

de arroz por conteos en cámara de Neubauer. La suspensión obtenida fue 

centrifugada a 5000 rpm durante 15 min, y el sobrenadante fue desechado al 

constatar que no había conidios. El botón fue sacado de los tubos de centrífuga 

con un asa micológica y colocado en crisoles de porcelana para determinar el 

contenido de humedad. 

  
6.4. Obtención de conidios con tratamiento 
La obtención de conidios con tratamiento de glicerol al 14 % (Hallsworth y Magan, 

1995), consistió en cultivar  y obtener los conidios como se describió en el párrafo 

anterior. Una vez centrifugados y separados del Tween 80, se agregó un volumen 

considerable de glicerol al 14 % hasta cubrir los conidios y se dejaron reposar 

durante 14 días a 4 °C, cubiertos con papel estraza para evitar contacto con 

alguna fuentes de luz. Posteriormente, se centrifugó a 5000 rpm durante 15 min 

para separar el glicerol. 

 
6.5. Formulantes seleccionados 
Se seleccionaron dos agentes surfactantes para llevar a cabo los formulados 

acuosos: Tween 80 y Traspore. El primero se seleccionó porque es un producto 

ampliamente utilizado en el laboratorio de investigación y el segundo por su 

 



 

utilización en el campo agrícola para aplicación de agroquímicos y facilitar la 

suspensión de polvos humectables. También se probó el agente emulsificante, 

Acemin-E, usado en el campo en México, para un formulado de agua en aceite. 

 Los aceites seleccionados para la prueba de formulación fueron citrolina 

(aceite de origen mineral derivado del petróleo) y aceite de maíz de la marca Great 

Value®. El primero se seleccionó debido a que ya se está utilizando en pruebas de 

formulación con hongos entomopatógenos para el control de plagas agrícolas 

como la langosta Schistocerca piceifrons (Hernández-Velázquez et al, 2000) y el 

segundo se ha utilizado en pruebas de aceites con otros entomopatógenos con 

excelentes resultados. La marca del aceite de maíz fue la que mayor calificación 

obtuvo en un estudio de calidad realizado por la Procuraduría Federal del 

Consumidor (Profeco, 2002). 

 Antes de realizar los formulados, se llevó a cabo un control de calidad 

en todos los formulantes, colocando una gota de estos en medio de cultivo APD e 

incubado a 37 °C, durante 24 h para detectar la presencia de algún agente 

contaminante.  

  

6.6. Efecto de formulantes en conidios de P. fumosoroseus, prueba de 
viabilidad de conidios 
 Se determinó el efecto inicial de los formulantes (Tween 80 al 1 %, Traspore® al 1 

%, Acemin-E al 1 %, citrolina y aceite de maíz) sobre la viabilidad de conidios sin y 

con tratamiento de glicerol, al inicio de los ensayos, cada 24 h, durante 120 h, para 

verificar algún posible efecto adverso de los formulantes en los conidios.   

 Se obtuvieron conidios sin y con tratamiento como se describió en el 

apartado correspondiente y fueron suspendidos en cada formulante. La 

concentración se ajustó a 1 X 106 conidios/ml utilizando una cámara de Neubauer. 

La viabilidad se determinó tomando una muestra de una suspensiòn de conidios y 

depositada en cajas con APD, dispersando con una varilla de vidrio e incubando a 

28°C.  Cada 24 h se midió la viabilidad en los conidios. El criterio para determinar 

la viabilidad fue la presencia de tubo germinal de igual  o mayor tamaño al conidio 

(Moore et al., 1995) y los conteos fueron realizados con ayuda de microscopios 

 



 

Olympus CH-2 y CH-20 con el objetivo 40 X. Se contaron 300 conidios por caja, 

con 4 repeticiones.  

 Los datos obtenidos en porcentaje fueron transformados a arcoseno, y 

sometidos a un análisis de varianza con el programa estadístico SPSS para 

Windows, Ver. 12. Los datos donde se encontraron diferencias significativas se 

sometieron a un análisis de comparación múltiple de medias (Tukey). Al término 

de las 120 h, los formulados se almacenaron a temperatura ambiente (28 ºC) y 

refrigeración (4 ºC) y se determinó la viabilidad mensual, hasta completar cinco 

meses. 

 

6.7. Contenido de humedad de los conidios 
Despues de centrifugar los conidios sin y con tratamiento de glicerol, como se 

mencionó con anterioridad, se pesaron 0.5 g de conidios en un crisol de 

porcelana, e incubando a 100 ºC en un horno Precision (USA), cada 24 h, hasta 

alcanzar un porcentaje menor al 10 %.Transcurrido este tiempo se volvió a pesar 

el material depositado en los crisoles y se determinó la diferencia de peso. Cada 

determinación se realizó por cuatriplicado. 

 

6.8. Disminución del CH de los conidios 
Se tomaron muestras de aproximadamente 5 g de conidios y se esparcieron en 

papel aluminio estéril dejando una capa de aproximadamente 1 mm de espesor. 

Después, se introdujeron las muestras en un horno de secado al vacío Lab-Tech 

(Napco, USA) a temperatura ambiente. Se realizaron determinaciones del CH 

cada 24 h para determinar el tiempo en que las muestras disminuyen a menos del 

10 % de humedad. 

 
6.9. Virulencia, estandarización del ensayo 
La estandarización de los ensayos de virulencia se realizó con un aerógrafo de 

mezcla externa Badger® (México) para simular la aspersión en el campo agrícola. 

Se hicieron pruebas preliminares para determinar la cantidad de formulado 

asperjado por disparo del aerógrafo, y así evaluar la cantidad de conidios emitidos 

 



 

en un área aproximada de 5 cm2 de hojas de la planta con el insecto. Las pruebas 

consistieron en hacer 100 disparos de los vehículos formulantes con el aerógrafo y 

luego por diferencia de volumen inicial y final, se determinó un promedio de 

volumen desplazado por disparo realizado. Esto se hizo con cada uno de los 

formulantes, ya que los aceites son más densos que los agentes acuosos. Con los 

promedios de volumen desplazado se determinó la cantidad de conidios 

asperjados por cada disparo. También se estandarizó la manera en que se 

deberían realizar los disparos, la posición y distancia en que se deben poner las 

cajas Petri con respecto al aerógrafo, para así realizar la aspersión de la misma 

manera en cada uno de los ensayos de virulencia posteriores. 

 La virulencia del hongo fue evaluada según la metodología propuesta 

por Vidal et el. (1997) con algunas modificaciones, en el segundo y tercer estadio 

ninfal de Bemisia tabaci, ajustando la suspensión de los formulados a 1 x 107 

conidios/ml. 

 Se seleccionaron hojas de Poinsetia sp. (nochebuena) infestadas de 

mosquita blanca, se desinfectaron con enjuagues secuenciales de hipoclorito al 

2.5 %, alcohol 70 % y agua destilada estéril. Se asperjó el envés de las hojas y 

luego se pusieron a secar en papel filtro estéril durante 5 min en la campana de 

flujo laminar. Posteriormente, las hojas fueron depositadas en cajas con medio 

KNOP (en g/l: KNO3, 0.125; CaNO3, 0.50; MgSO4, 0.125; KHPO4, 0.125; agar, 23) 

y se colocaron en incubación durante 24 h a 25 ºC, 60 % de humedad relativa y un 

fotoperiodo de 16:8 h luz-oscuridad. Después de  la incubación se seleccionaron 

ninfas al azar y se depositaron en cajas Petri con agar agua, 25 ninfas por caja, 

por triplicado y una caja con 25 ninfas testigo (75 ninfas asperjadas y 25 testigo) y 

se incubaron en las condiciones arriba mencionadas. Las cajas fueron revisadas 

diariamente llevando un registro de la infección de ninfas. Cada bioensayo se 

realizó por triplicado y el testigo fue asperjado con los formulantes, Tween 80 al 1 

%, Traspore 1%, Acemin-E 1%,  citrolina y aceite de maiz sin conidios. El criterio 

para considerar a una ninfa muerta por el hongo, es confirmar la salida del micelio 

de su cuerpo, y obtener la colonia fúngica característica en medio APD. 

 

 



 

6.10. Determinación del tiempo de conservación (tiempo de anaquel) de los 
conidios de P. fumosoroseus   
A los conidios obtenidos sin y con tratamiento, con bajo contenido de humedad, se 

les llevó a cabo las pruebas de viabilidad y virulencia con la metodología arriba 

mencionada. Estas pruebas se llevaron a cabo a los 0, 1, 2, 3, 4 y 5 meses. 

 

6.11. Análisis estadístico 
Todos los ensayos de viabilidad realizados en los conidios de ambos aislados 

formulados en los 5 agentes formulantes, sin y con tratamiento, obtenidos en 

porcentaje fueron transformados a arcoseno, y sometidos a un análisis de 

varianza con el programa estadístico SPSS para Windows, Ver. 12 para detectar 

diferencias significativas. Los datos donde se encontraron diferencias se 

sometieron a un análisis de comparación múltiple de medias (Tukey). 

 Los datos de viabilidad de conidios con el CH disminuido y 

almacenados a 4 y 28 ºC, determinados mensualmente fueron sometidos a una 

prueba de t (α = 0.05) para detectar diferencias significativas entre los valores 

iniciales y finales. 

 Con los datos de virulencia obtenidos se determinó el tiempo letal 

medio (TLM)  utilizando análisis Probit (Finney, 1972) con ayuda del programa 

Polo-PC (1987). Se registró la mortalidad acumulada a las 72 h, y los datos, 

expresados en porcentaje, fueron sometidos a análisis de varianza (ANOVA), 

previa transformación a arcoseno. En todos los análisis, la significancia 

considerada fue de α = 0.05.  

 



 

7. RESULTADOS 
 

7.1. Producción y obtención de conidios sin tratamiento de Paecilomyces 

fumosoroseus  
En la producción de conidios en bolsas de arroz se observó el crecimiento del 

hongo en el sustrato, hasta cubrirlo totalmente. Al término de 16 días se observó la 

coloración típica rosa grisáceo de los conidios  cubriendo en su totalidad el arroz, 

en las bolsas con el aislado EH-511/3 (Figura 6). Las bolsas que contenían el 

aislado EH-506/3, mostraron esencialmente micelio sin la coloración típica de los 

conidios de P. fumosoroseus. El aislado EH-511/3, produjo una cantidad de 

conidios significativamente mayor (P < 0.01), que el EH-506/3 (Tabla 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig. 6. Aspecto de las bolsas con el sustrato de arroz cubierto de P. fumosoroseus EH-511/6. 

 

 

 



 

Tabla 1. Comparación de la producción de conidios de los dos aislados de  
P. fumosoroseus  estudiados 

 EH-506/3 EH-511/3 
 Conidios X 109/g de arroz 

Media + EE* 

Bolsa 1 0.41 + 0.012 5.95 + 0.078 

Bolsa 2 0.44 + 0.008 7.23 + 0.062 

Bolsa 3 0.91 +  0.017 7.24 + 0.074 

Bolsa 4 0.62 + 0.014 7.69 + 0.080 

Bolsa 5 1.12 +  0.014 9.11 +  0.078 

Bolsa 6 0.86 + 0.010 9.41 + 0.082 

Bolsa 7 1.12 +  0.010 6.02 + 0.052 

Bolsa 8 1.38 + 0.010 7.01 + 0.063 

Bolsa 9 1.16 + 0.014 7.10 + 0.072 

Bolsa 10 1.09 + 0.028 8.45 + 0.050 
EE = error estándar. La determinación se realizó 10 veces en diez bolsas diferentes (n = 100) para cada 

aislado 

 
7.2 Obtención de conidios de P. fumosoroseus con tratamiento 
El primer método utilizado para la obtención de conidios con tratamiento de 

glicerol (agregar glicerol al arroz antes de la siembra del hongo) no se siguió 

utilizando (Figura 7). Al agregar glicerol al sustrato (arroz), aumentó la humedad 

en el mismo, lo que retardó el desarrollo de P. fumosoroseus y contribuyó a la 

rápida aparición de contaminantes. Este resultado fue observado tanto en el 

aislado EH-506/3 como en el EH-511/3. 

Debido a este resultado se modificó el método propuesto al inicio de este 

estudio, y se obtuvieron conidios mediante el sistema difásico propuesto por 

Jenkins et al. (1998). Los conidios obtenidos como mencionado en material y 

métodos se depositaron en tubos Falcon estériles donde se cubrieron con glicerol 

al 14 % durante 10 días en refrigeración (4 °C) y cubiertos con papel estraza para 

evitar algún contacto con la luz. 

 

 



 

7.3 Formulantes seleccionados  
Se realizaron pruebas de control de calidad de  los agentes formulantes (Tabla 2) 

y ninguno mostró agentes contaminantes a las 24 h de incubación, en el medio de 

cultivo utilizado (APD) a 37 ºC. 
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Fig. 7. Comparación del crecimiento fúngico en bolsas de arroz sin y con tratamiento de glicerol. 

a) Las bolsas de la izquierda no tienen glicerol, mientras que las de la derecha si tienen el tratamiento y no se 

observa crecimiento fúngico. b) Acercamiento de una bolsa con arroz con tratamiento. 

 

Tabla 2. Tipo de agentes formulantes seleccionados 

Agente Tipo de formulado Tipo de aplicación

Tween 80 1% Acuoso AV 

Traspore 1 % Acuoso AV 

Acemin-E 1 % Aceite parafínico  

para formulación en agua 

AV 

Citrolina Aceite mineral UBV 

Aceite de maíz Aceite vegetal UBV 
AV = Alto volumen,UBV = Ultra Bajo Volumen 

 
7.4 Efecto de formulantes en la viabilidad de conidios de P. fumosoroseus 
sin y con tratamiento 

Antes de llevar a cabo las formulaciones se determinó el efecto de los formulantes 

sobre la viabilidad de los conidios sin y con tratamiento de glicerol a temperatura 

ambiente (28 ºC) y refrigeración (4 ºC) durante 120 h. En la figura 8 se muestra un 

 



 

conidio viable con un tubo germinal de mayor largo que el conidio. La viabilidad de 

los conidios de ambos aislados utilizados no mostró una disminución significativa 

(P  < 0.01) al cabo de  120 h de incubación con todos los formulantes ensayados 

(Tabla 3). 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 8. Conidio viable de P. fumosoroseus, EH-511/3 a  las 8 horas de incubación en medio APD a 27 ºC, con 

tubo germinal mayor al conidio. 100 X. 

 

Los conidios formulados mantuvieron una viabilidad alta, 

independientemente del formulante, la temperatura de almacenamiento, y el recibir 

o no tratamiento de glicerol. La viabilidad en todos los casos no disminuyó del 97.5 

% al cabo de las 120 h del ensayo. 

El ensayo de la viabilidad de los conidios en los cinco formulantes se 

continuó hasta cinco meses. La viabilidad fue disminuyendo paulatinamente en 

todos los casos (ver anexos I-V). El análisis estadístico se llevó a cabo 

comparando para cada aislado la viabilidad de los conidios inicial y al cabo de 

cinco meses sin y con tratamiento de glicerol a las 2 temperaturas (4 °C y 28 °C), 

para cada aislado. 

En la figura 9 se observa el efecto del Tween 80 al 1 % en la viabilidad de 

los conidios. Se observó que la viabilidad inicial fue alta, superior al 98 %  en todos 

los casos para ambos aislados. A los cinco meses, la viabilidad conidial disminuyó 

considerablemente al compararla con la inicial.  

 
 
 

 



 

Tabla 3. Porcentaje de viabilidad de conidios de P. fumosoroseus EH-506/3 y 
EH-511/3 sin y con tratamiento de glicerol, en diferentes formulantes 

 EH-506/3 EH-511/3 

  Sin tratamiento Con tratamiento  Sin tratamiento Con tratamiento 

 4 ºC 28 ºC 4 ºC 28 ºC 4 ºC 28 ºC 4 ºC 28 ºC 

         
Tween 80 

1 %         

Inicial 98.66 + 1.18 98.08 + 0.80 99.53 + 0.42* 99.25 + 1.13 99.08 + 0.80 99.58 + 1.53 98.25 + 1.53 98.75 + 0.84 

120 h 98.08 + 0.79 98.53 + 1.57 98.33 + 0.79 98.16 + 0.78 98.25 + 0.78 98.25 + 0.79 98.08 + 1.17 98.08 + 1.18 

         
Traspore 

1 %         

Inicial 98.75 + 1.57 99.25 + 2.00 99.5 + 1.18 99.33 + 1.95 99.66 + 1.51 99.41 + 1.19 99.41 + 1.53 99.58 + 1.30 

120 h 98.33 + 1.56 98.41 + 2.35 97.53 + 1.57 97.66 + 1.18 98.25 + 1.58 98.16 + 1.18 98.83 + 1.60 98.08 + 1.19 

 
Acemin-E 

1 %         

Inicial 99.91 + 1.18 99.91 + 0.05 100.0 + 0.00 99.91 + 0.79 99.25 + 0.95 99.33 + 1.17 98.75 + 0.53 98.53 + 0.80 

120 h 98.16 + 0.78 98.25 + 0.79 98.41 + 2.25 98.91 + 1.19 98.33 + 0.81 98.16 + 1.05 99.00 + 0.35 98.50 + 1.18 

         

Citrolina         

Inicial 99.50 + 0.40 99.33 + 1.50 98.50 + 1.40 98.83 + 0.78 98.41 + 0.98 98.41 + 0.98 99.25 + 0.45 99.16 + 0.79 

120 h 97.58 + 1.18 98.16 + 1.42 98.33 + 0.48 99.25 + 0.78 99.58 + 0.78 98.53 + 0.78 98.33 + 0.79 98.16 + 0.75 

         
Aceite de 
maíz         

Inicial 98.41 + 0.35 98.66 + 0.78 98.75 + 0.74 99.66 + 0.04 98.33 + 0.79 98.58 + 0.37 99.08 + 0.70 98.16 + 1.13 

120 h 98.16 + 0.35 98.25 + 0.51 97.58 + 0.78 98.16 + 0.37 98.16 + 0.45 98.16 + 0.79 99.08 + 0.37 98.50 + 1.17 
La media corresponde al resultado de cuatro repeticiones contando 300 conidios por repetición. 

*media + EE. 

 

Se observó que el Tween 80 al 1 % tuvo un efecto adverso en los conidios 

de ambos aislados al cabo de 5 meses. El aislado EH-506/3 no presentó 

diferencias significativas en la viabilidad inicial (P > 0.001) independientemente del 

tratamiento con glicerol y temperaturas ensayadas, mientras que la viabilidad al 

cabo de los 5 meses si mostró diferencias (P < 0.001). Los conidios almacenados 

a temperatura ambiente y con tratamiento de glicerol mostraron mayor viabilidad 

(64.75 + 0.09 %) que los conidios sin tratamiento a ambas temperaturas (4 °C = 

61.66 + 0.20 %; 28 °C = 61.66 + 0.20 %). Los conidios con la menor viabilidad (P < 

 



 

0.001) fueron aquellos con tratamiento de glicerol y a 4 °C (58.58 + 0.05 %) (Tabla 

4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Fig. 9. Efecto del Tween 80 al 1 % en la viabilidad de conidios de P. fumosoroseus 

 
 

Tabla 4. Porcentaje de viabilidad de conidios de P. fumosoroseus EH-506/3 y 
EH-511/3 en Tween 80 al 1 % 

           sin tratamiento 
     4 °C                   28 °C           

con tratamiento 
     4 °C                  28 °C 

 
506/3** 
Inicial 

 
 
99.25 + 0.05a* 

 
 
98.58 + 0.05a

 
 
99.58 + 0.05a

 
 
98.66 + 0.06a

5o mes 61.66 + 0.20c 61.66 + 0.20c 58.58 + 0.05d 64.75 + 0.09b

     
511/3*** 
Inicial 

 
98.75 + 0.02ab

 
99.58 + 0.05ª 

 
98.25 + 0.02b

 
99.08 + 0.05b

5o mes 52.75 + 0.08c 53.75 + 0.08c 50.75 + 0.15d 51.41 + 0.15d

La media corresponde al resultado de cuatro repeticiones contando 300 conidios por repetición 

*Media + EE; EE = error estándar. 

**Letras iguales no presentan diferencias significativas (F = 3622.76, gl = 7, P < 0.001) (Prueba de Tukey). 

*** Letras iguales no presentan diferencias significativas (F = 8714.62, gl = 7, P < 0.001) (Prueba de Tukey). 
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El aislado EH-511/3 mostró diferencias significativas (P < 0.001) desde el 

inicio observándose el mejor resultado en los conidios sin tratamiento a 28 °C 

(99.58 + 0.05 %). Al cabo de los cinco meses, donde se observó una disminución 

notable de la viabilidad similar al otro aislado, también se observó la menor 

viabilidad (P < 0.001) en los conidios con tratamiento de glicerol a ambas 

temperaturas (4 °C = 50.75 + 0.15 %; 28 °C = 51.41 + 0.15 %) (Tabla 4). 

En la figura 10 se observa el efecto del Traspore al 1 %, en la viabilidad de 

los conidios. Se observó que la viabilidad inicial fue superior al 98 %, en todos los 

casos para ambos aislados. A los 5 meses ésta disminuyó considerablemente al 

compararla con la inicial. 

Se observó que el Traspore al 1 % tuvo un efecto adverso en los conidios 

de ambos aislados al cabo de 5 meses (Tabla 5). El aislado EH-506/3 no presentó 

diferencias significativas en la viabilidad inicial (P > 0.001), mientras que la 

viabilidad al cabo de los 5 meses mostró diferencias significativas (P < 0.001). Los 

conidios almacenados a temperatura ambiente y sin tratamiento de glicerol 

mostraron mayor viabilidad (64.75 + 0.09 %) que los conidios con tratamiento a 

ambas temperaturas (4 °C =53.75 + 0.08 %; 28 °C = 61.66 + 0.20 %). La menor 

viabilidad (P < 0.001) se presentó en  aquellos conidios sin tratamiento de glicerol  

a 4 °C (58.58 + 0.05 %) (Tabla 5).  

El aislado EH-511/3 no mostró diferencias significativas (P < 0.001) en la 

viabilidad inicial, y en todos los casos fue superior al 99 %. Al cabo de los cinco 

meses, se observó una disminución notable de la viabilidad similar al otro aislado. 

La mayor viabilidad se alcanzó en los conidios sin tratamiento almacenados a 4 °C 

(61.66 + 0.20 %), y la menor viabilidad (P < 0.001) se observó en los conidios sin 

tratamiento de glicerol a 28 °C (50.75 + 0.15 %) (Tabla 5). 
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Fig. 10. Efecto del Traspore al 1 % en la viabilidad de conidios de P. fumosoroseus 

 
 
 

Tabla 5. Porcentaje de viabilidad de conidios de P. fumosoroseus EH-506/3 y 
EH-511/3 en Traspore al 1 %  

           Sin tratamiento                             Con tratamiento 
          4 C°                 28 °C                4 °C               28 °C 

EH-506/3** 
Inicial 

 
99.33 + 0.01a*

 
99.25 + 0.02ª

 
99.50 + 0.03ª 

 
98.75 + 0.02ª

5o mes 58.58 + 0.05d 64.75 + 0.09b 53.75 + 0.08e 61.66 + 0.20c

EH-511/3*** 
Inicial 

 
99.58 + 0.02a

 
99.41 + 0.07ª

 
99.41 + 0.05ª 

 
99.66 + 0.04ª

5o mes 61.66 + 0.20b 50.75 + 0.15d 54.50 + 0.22c 52.75 + 0.08c

La media corresponde al resultado de cuatro repeticiones contando 300 conidios por repetición 

*media + EE; EE = error estándar. 

**Letras iguales no presentan diferencias significativas (F = 6702.17, gl = 7, P < 0.001) (Prueba de Tukey). 

*** Letras iguales no presentan diferencias significativas (F = 4136.67, gl = 7, P < 0.001) (Prueba de Tukey). 
 

En la figura 11 se observa el efecto del Acemin-E al 1 % en la viabilidad de 

los conidios. Se observó que la viabilidad inicial fue superior al 99 %, en todos los 

casos para ambos aislados. A los 5 meses ésta disminuyó considerablemente al 

compararla con la inicial. 
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Fig. 11. Efecto del Acemin-E al 1 % en la viabilidad de conidios de P. fumosoroseus 

 
Tabla 6. Porcentaje de viabilidad de conidios de P. fumosoroseus EH-506/3 y 
EH-511/3 en Acemin-E al 1 % 

             Sin tratamiento                           Con tratamiento 
 4 ºC 28 ºC 4 ºC 28 ºC 
EH-506/3** 
Inicial 

 
99.91 + 0.16ª* 

 
99.91 + 0.16ª 

 
100 + 0.0a

 
99.91 + 0.16ª 

5o mes 61.66 + 1.18b 61.66 + 1.18b 50.75 + 0.87d 53.75 + 0.50c

EH-511/3*** 
Inicial 

 
98.58 + 0.50ª 

 
99.33 + 0.27ª 

 
98.75 + 0.73ª 

 
99.25 + 0.41ª 

5o mes 52.75 + 0.50d 51.41 + 0.87e 64.75 + 0.56b 58.58 + 0.31c

La media corresponde al resultado de cuatro repeticiones contando 300 conidios por repetición. 

**Media + EE; EE = error estándar. 

**Letras iguales no presentan diferencias significativas (F = 4420.78, gl = 7, P < 0.001) (Prueba de Tukey). 

***Letras iguales no presentan diferencias significativas (F = 6713.18, gl = 7, P < 0.001) (Prueba de Tukey). 
 

Se observó que el Acemin-E tuvo un efecto adverso en los conidios de 

ambos aislados al cabo de 5 meses (Tabla 6). El aislado EH-506/3 no presentó 

diferencias significativas en la viabilidad inicial (P > 0.001), mientras que la 

viabilidad al cabo de los 5 meses si mostró diferencias significativas (P < 0.001) en 

cuanto al tratamiento de glicerol. Los conidios almacenados a ambas temperaturas 

y sin tratamiento de glicerol mostraron mayor viabilidad (61.66 + 1.18 %), mientras 

que los conidios con tratamiento a 28 °C mostraron un valor de 53.75 + 0.50 %. La 

 



 

menor viabilidad (P < 0.001) se presentó en  aquellos conidios con tratamiento de 

glicerol y a 4 °C (50.75 + 0.87 %) (Tabla 6).  

El aislado EH-511/3 no mostró diferencias significativas (P < 0.001) en la 

viabilidad inicial, y en todos los casos fue superior al 98 %. Al cabo de los cinco 

meses, se observó una disminución de la viabilidad. La mayor viabilidad se 

alcanzó en conidios con tratamiento almacenado a 4 °C (64.75 + 0.56 %) y la 

menor viabilidad (P < 0.001) en los conidios sin tratamiento de glicerol a 28 °C 

(51.41 + 0.87 %) (Tabla 6). 

En la figura 12 se observa el efecto de la citrolina en la viabilidad de los 

conidios. Se observó que la viabilidad inicial fue superior al 98 %, en todos los 

casos para ambos aislados. A los 3 meses ésta disminuyó a aproximadamente 15 

% de la inicial y por lo tanto no se completaron los cinco meses. 

Se observó que la citrolina tuvo un efecto adverso en los conidios de ambos 

aislados al cabo de 3 meses (Tabla 7). El aislado EH-506/3 no presentó 

diferencias significativas en la viabilidad inicial (P > 0.001), mientras que la 

viabilidad al cabo de los 3 meses si mostró diferencias (P < 0.001). Los conidios 

almacenados a ambas temperaturas, con tratamiento de glicerol y los conidios sin 

tratamiento almacenados a 4 °C mostraron mayor viabilidad (P < 0.001) que  

aquellos conidios sin tratamiento de glicerol y a 28 °C (11.16 + 0.43 %) (Tabla 7).  

En el aislado EH-511/3 no hubo diferencias significativas (P < 0.001) en la 

viabilidad inicial, y en todos los casos fue superior al 98 %. Al cabo de los tres 

meses, también se observó una disminución notable de la viabilidad, sin 

diferencias significativas (P > 0.001) entre temperaturas y tratamiento (Tabla 7). 
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Fig. 12. Efecto de la citro ad de conidios de P. fumosoroseus itrolina en la viabilidad de conidios de P. fumosoroseus lina en la viabilid

  
  
  

Tabla 7. Porcentaje de viabilidad de conidios de P. fumosoroseus EH-506/3 y 
EH-511/3 en citrolina 
Tabla 7. Porcentaje de viabilidad de conidios de P. fumosoroseus EH-506/3 y 
EH-511/3 en citrolina 

  
  Sin tratamiento                                          Con tratamiento   Sin tratamiento                                          Con tratamiento 
  
          4 ºC                    28 ºC                 4 ºC                    28 ºC            4 ºC                    28 ºC                 4 ºC                    28 ºC  

EH-506/3** 
Inicial 98.83 + 0.43ª* 99.33 + 0.00a 98.50 + 0.19ª 99.50 + 0.19ª 
3er mes 14.25 + 0.56b 11.16 + 0.43c 14.66 + 0.60b 14.33 + 0.81b

EH-511/3*** 
Inicial 99.16 + 0.33ª 98.41 + 0.31ª 99.25 + 0.16ª 98.41 + 0.16ª 
3er mes 14.33 + 0.54b 14.25 + 0.16b 14.41 + 0.31b 14.75 + 0.63b

La media corresponde al resultado de cuatro repeticiones contando 300 conidios por repetición. 

*media + EE; EE = error estándar 

**Letras iguales no presentan diferencias significativas (F = 36984.98, gl = 7, P < 0.001) (Prueba de Tukey). 

*** Letras iguales no presentan diferencias significativas (F = 59576.48, gl = 7, P < 0.001) (Prueba de Tukey). 
 

En la figura 13 se observa el efecto del aceite de maíz en la viabilidad de 

los conidios. Se observó que la viabilidad inicial fue superior al 98 %, en todos los 

casos para ambos aislados. A los 4 meses ésta disminuyó aproximadamente a 20 

% de la inicial, por lo cual no se continuó el ensayo hasta los 5 meses. 

 



 

Se observó que el aceite de maíz tuvo un efecto adverso en los conidios de 

ambos aislados al cabo de 4 meses (Tabla 8). El aislado EH-506/3 no presentó 

diferencias significativas en la viabilidad inicial (P > 0.001), mientras que la 

viabilidad al cabo de los 3 meses si mostró diferencias (P < 0.001). Los conidios 

almacenados a 4 °C con tratamiento de glicerol mostraron mayor viabilidad (18.25 

+ 0.68 %) que aquellos conidios sin tratamiento (4 °C = 16.25 + 0.41 %; 28 °C = 

16.00 + 0.60 %) y con tratamiento almacenado a 28 °C (16.50 + 0.43) (Tabla 8).  

En el aislado EH-511/3 no hubo diferencias significativas (P < 0.001) en la 

viabilidad inicial, y en todos los casos fue superior al 98 %. Al cabo de los cuatro 

meses, se observó una disminución similar al aislado anterior. La mayor viabilidad 

(P < 0.001) se alcanzó en los conidios con tratamiento almacenados a 4 °C (24.00 

+ 0.47 %), y la menor se observó en los conidios almacenados a 28 °C (sin 

tratamiento = 21.08 + 0.41 %; con tratamiento = 20.58 + 0.41 %) (Tabla 8). 
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Fig. 13. Efecto del aceite de maíz en la viabilidad de conidios de P. fumosoroseus 

 
 
7.5. Contenido de humedad de los conidios 
El contenido de humedad inicial del botón de conidios al ser centrifugados, en el 

momento de ser cosechados, independientemente del tratamiento o no de glicerol, 

se muestra en la tabla 9. 

 

 



 

 
Tabla 8. Porcentaje de viabilidad de conidios de P. fumosoroseus EH-506/3 y 
EH-511/3 en aceite de maíz 

 Sin tratamiento                          Con tratamiento 
 4 ºC 28 ºC 4 ºC 28 ºC 

EH-506/3** 
Inicial 

 
99.66 + 0.27ª* 

 
98.66 + 0.38ª 

 
98.75 + 0.16ª 

 
98.41 + 0.31ª 

4 mes 16.25 + 0.41c 16.00 + 0.60c 18.25 + 0.68b 16.50 + 0.43c

EH-511/3*** 
Inicial 

 
98.16 + 0.19ª 

 
98.58 + 0.16ª 

 
99.08 + 0.41ª 

 
98.33 + 0.27ª 

4 mes 21.58 + 0.16c 21.08 + 0.41d 24.00 + 0.47b 20.58 + 0.41d

La media corresponde al resultado de cuatro repeticiones contando 300 conidios por repetición. 
*media + EE; EE = error estándar 
**Letras iguales no presentan diferencias significativas (F = 39653.05, gl = 7, P < 0.001) (Prueba de Tukey). 
*** Letras iguales no presentan diferencias significativas (F = 58757.43, gl = 7, P < 0.001) (Prueba de Tukey). 
 

 
Tabla 9. Contenido de humedad (CH) inicial de los conidios de ambos 
aislados, sin y con tratamiento de glicerol 

Aislado CH (%)* 

EH-506/3 sin tratamiento de glicerol      63.50 + 0.45 ab **

EH-506/3 con tratamiento de glicerol 64.24 + 0.37 ab

EH-511/3 sin tratamiento de glicerol 62.62 + 0.56a

EH-511/3 con tratamiento de glicerol 65.93 + 0.41b  
La media corresponde al resultado de cuatro repeticiones. 
*Media + Error estándar. 
**En letras iguales no hay diferencias significativas (F = 3.08, gl = 3, P < 0.001(Prueba de 

……………………Tukey). 
 

La mayor diferencia encontrada fue en el aislado EH-511/3 donde se 

observó el mayor CH en los conidios con tratamiento de glicerol. 

 
7.6 Disminución del contenido de humedad (CH) de los conidios de P. 

fumosoroseus 
El tiempo en que las muestras de conidios cosechados alcanzaron un CH menor 

al 10 %  en el horno al vacío, fue a las 72 h (Tabla 10). 

 

 



 

Tabla 10. Contenido de humedad (CH) final de los conidios sin y con 
tratamiento de glicerol a las 72 h 

 
Aislado y tratamiento CH (%) 

EH-506/3 sin tratamiento de glicerol    8.15 + 0.19* 

EH-506/3 con tratamiento de glicerol 8.46 + 0.35 

EH-511/3 sin tratamiento de glicerol 8.90 + 0.33 

EH-511/3 con tratamiento de glicerol 7.98 + 0.37 
La media corresponde al resultado de cuatro repeticiones 
*Media + EE; EE = Error estándar 

 

No se encontró diferencia significativa (P > 0.001) entre el CH de ambos 

aislados a las 72 h independientemente si fueron cosechados sin o con 

tratamiento de glicerol. Se determinó este tiempo como el indicado para que los 

conidios disminuyeran su CH para los ensayos posteriores. 

 

7.7 Determinación del tiempo de conservación (tiempo de anaquel) de los 
conidios con bajo contenido de humedad (CH) de P. fumosoroseus  por la 
viabilidad de conidios 
La viabilidad de los conidios con CH disminuido se registró de manera mensual, 

como descrito en material y métodos, hasta el quinto mes, sin embargo para una 

mejor comprensión de los resultados, el análisis estadístico se realizo con los 

datos obtenidos al tercer mes. Se observo en todos los casos que al transcurrir el 

tiempo la viabilidad disminuyó.  

 La figura 14 muestra la disminución del porcentaje de viabilidad  de P. 

fumosoroseus EH-506/3 durante los primeros 3 meses del ensayo, de los conidios 

sin y con tratamiento a 4 y 28 °C, mostrando al cabo del tiempo una disminución 

del alrededor del 30 % de la viabilidad inicial. 

 

 
 

 



 

0

20

40

60

80

100

120

4 °C 28 °C 4 °C 28 °C

Sin tratamiento Con tratamiento

Vi
ab

ili
da

d 
(%

)

Inicial
Final

 
Fig. 14. Porcentaje de la viabilidad inicial y al tercer mes de conidios de P. fumosoroseus EH-506/3 con bajo 

contenido de humedad  

 

Al inicio del ensayo se observó un alto porcentaje de viabilidad en los 

conidios con tratamiento a ambas temperaturas (4 ºC = 98.58 + 0.01 y 28 ºC = 

98.08 + 0.01) (Tabla 11). Sin embargo el análisis estadístico (prueba de t) no 

reveló diferencias significativas entre la viabilidad inicial independientemente del 

tratamiento y temperatura. 

 
Tabla 11. Porcentaje de la viabilidad inicial y al tercer mes de conidios con 
bajo contenido de humedad de P. fumosoroseus EH-506/3  

Sin tratamiento Con tratamiento Tiempo 

(meses) 4 °C 28 °C 4 °C 28 °C 

0 97.91 + 0.03*  97.41 + 0.01 98.58 + 0.01  98.08 + 0.01  

3 70.41 + 0.01 70.33 + 0.01 71.91 + 0.01 74.33 + 0.01 
La media corresponde al resultado de cuatro repeticiones contando 300 conidios por repetición. 
*Media + EE; EE = error estándar. 
 

Al tercer mes la viabilidad mostró valores dentro del intervalo de  70.33 + 

0.01 % hasta 74.33 + 0.01 %, es decir, hubo una disminución de alrededor de un 

30 % en los valores de porcentaje de viabilidad, mostrando otra vez un porcentaje 

menor de viabilidad en los conidios sin tratamiento a 28 °C (70.33 + 0.01). Sin 

 



 

embargo el análisis estadístico (prueba de t) tampoco reveló diferencias 

significativas (P < 0.001) entre todos los valores de viabilidad final, 

independientemente del tratamiento con glicerol y la temperatura de 

almacenamiento. Cabe hacer mención que al quinto mes, la viabilidad de este 

aislado tuvo un intervalo de viablidad desde 58.41 + 0.01 hasta 64.75 + 0.01 %, 

presentándose el valor mas bajo y mas alto en conidios con tratamiento, y 

almacenados a 4 y 28 ºC respectivamente. 

 La figura 15 muestra la disminución  del porcentaje de la viabilidad del 

aislado EH-511/3 con bajo CH, durante los tres primeros meses del ensayo, de los 

conidios sin y con tratamiento de glicerol a 4 y 28 °C, mostrando al final  que la 

viabilidad disminuyó aproximadamente 30 % del inicial, mismo patrón observado 

en el otro aislado. En este aislado, la viabilidad inicial fue superior al 97 %, y el 

análisis estadístico (prueba de t) no reveló diferencias significativas (P < 0.001) 

entre los conidios sin y con tratamiento a ambas temperaturas, mientras que tercer 

mes tampoco hubo diferencias significativas entre los conidios sin y con 

tratamiento en ambas temperaturas (Tabla 12).  

Al quinto mes se observó que este aislado tuvo una disminución cercana al 50 %, 

la menor viabilidad se registró en conidios con tratamiento de glicerol y 

almacenados a 4 ºC (50.75 + 0.10 %) y el mayor porcentaje de viabilidad se 

registró en conidios sin tratamiento almacenado a temperatura ambiente (53.75 + 

0.05 %). 

 Cabe resaltar que en ambos aislados se observó el mismo patrón de 

comportamiento, es decir, una viabilidad inicial cercana al 100 %, y una viabilidad 

alrededor del 70 % al cabo del tercer mes, el análisis estadístico se realizo con los 

datos del tercer mes, debido a que el análisis estadístico de los ensayos de 

virulencia también se realizaron con conidios hasta el tercer mes. 

 En resumen, se observó que la viabilidad disminuyó de una manera 

similar en ambos aislados al tercer mes, independientemente del tratamiento o no 

de glicerol, y de la temperatura de almacenamiento. 
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Fig. 15. Viabilidad inicial y al tercer mes de conidios de P. fumosoroseus EH-511/3 con bajo contenido de 

humedad 

 
Tabla 12. Porcentaje de la viabilidad inicial y al tercer mes de conidios con 
bajo contenido de humedad de P. fumosoroseus EH-511/3 

Sin tratamiento Con tratamiento Tiempo 

(meses) 4 ºC 28 ºC 4 ºC 28 ºC 

0 98.58 + 0.01*  97.91 + 0.03 98.16 + 0.03  98.33 + 0.07  

3 71.00 + 0.16 72.00 + 0.16 70.75 + 0.08 71.41 + 0.08 
La media corresponde al resultado de cuatro repeticiones contando 300 conidios por repetición 
*Media + EE; EE = error estándar  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

7.8 Mortalidad en B. tabaci  de los conidios formulados  
7.8.1 Estandarización del ensayo 
 Se utilizó un aerógrafo (Figura 16) para simular la aplicación por aspersión 

en el campo. En las pruebas preliminares se determinó que cada disparo del 

aerógrafo con bote nuevo de gas propelente proyectaba 0.15 ml de formulantes 

acuosos (Tween 80 al 1 %, Traspore al 1 % y Acemin-E al 1 %). La concentración 

inicial de los formulados fue de 1 x 107 conidios por ml, o sea que por cada disparo 

se asperjaron 1 x 106 conidios. La cantidad depositada en hojas infestadas de 

ninfas de mosquita blanca cubrieron un área aproximada de 5 x 5 cm, obteniendo 

400 conidios por mm2. Los formulantes en aceite  (citrolina y aceite de maíz) 

proyectaron 0.07 ml por disparo, asperjando 7 x 105 conidios por disparo (280 

conidios por mm2). Por esta razón se determinaron dos disparos para asperjar una 

cantidad similar de conidios en formulados con los aceites. Estos datos se 

obtuvieron con el aerógrafo a 10 cm de las cajas con hojas infestadas, en una 

posición de 45 °. 

Para el análisis estadístico de los ensayos de virulencia se consideró la 

mortalidad acumulada a las 72 h, debido a que en este tiempo se observó la 

mayor diferencia entre los formulados (Anexos VI a IX). Se compararon los 

resultados de la mortalidad inicial y la del tercer mes, ya que los conidios 

almacenados a temperatura ambiente, a partir del cuarto mes,  ya no presentaron 

ninfas con los síntomas de infección por P. fumosoroseus. 

  

 

 

 

 

 

 
 
 

Fig. 16. Aspecto del aerógrafo utilizado para simular una aspersión en campo agrícola. 

 



 

 7.8.2 Mortalidad inicial y a los tres meses de conservación de los 
aislados EH-506/3 y EH-511/3 de P. fumosoroseus 
Los conidios del aislado EH-506/3 sin tratamiento de glicerol mostraron en todos 

los casos una disminución de la mortalidad al cabo de tres meses (Tabla 13). 

 

Tabla 13. Mortalidad acumulada de insectos a las 72 h y Tiempo Letal Medio 
(TLM) del aislado EH-506/3 sin tratamiento de glicerol 

  4 °C  28 °C  

  

Mortalidad 

acumulada (%)* TLM (h) 

Mortalidad 

acumulada (%) TLM (h)

Tween 80 1 % Inicial 64.0 + 0cd** 53.15 66.66 + 0.29c 51.91 

 3er mes 60.0 + 0d 58.7 22.66 + 0.29gh 90.59 

      
Traspore 1% Inicial 84.0 + 0b 48.89 80.0 + 0b 51.45 

 3er mes 53.33 + 0.29e 66.99 25.33 + 0.29g 94.18 

      
Acemin-E 1 % Inicial 84.0 + 0b 39.22 85.33 + 0.59b 42.79 

3er mes 62.66 + 0.29cd 57.31 25.33 + 0.29g 87.25 

      
Citrolina Inicial 84.0 + 0b 29.55 81.33 + 0.29b 25.18 

 3er mes 52.0 + 0e 98.04 36.0 + 0f 64.64 

      
Aceite de maíz Inicial 100.0 + 0a 54.01 100.0 + 0a 48.27 

 3er mes 49.33 + 0.29e 56.24 17.33 + 0.29h 109.79
La media corresponde al resultado de tres repeticiones con 25 ninfas por repetición. 
*Media + EE; EE = error estándar  
**En letras iguales no hay diferencias significativas (F = 585.45, gl = 19, P < 0.001) (Prueba de Tukey). 
 

El porcentaje de mortalidad acumulada más alto (100 %) se registró en los 

conidios formulados en aceite de maíz conservados a ambas temperaturas. En los 

conidios formulados en citrolina, Acemin-E y Traspore a ambas temperaturas 

también se registraron mortalidades altas, dentro de un intervalo de 80 a 85.33 + 

0.59 %. En todos los casos al tercer mes la moralidad fue significativamente 

menor (P < 0.001) a las registradas al inicio. El menor porcentaje de mortalidad se 

 



 

registró en los  conidios almacenados a temperatura ambiente y formulados en 

aceite de maíz (17.33 + 2.30 %). El TLM varió entre todos los formulados 

inicialmente entre 39.22 y 54.01, con la excepción de los conidios formulados con 

citrolina que mostraron un TLM mucho menor de 29.55 y 25.18 a 4 y 28 °C 

respectivamente. A los tres meses de almacenamiento el TLM aumentó de mayor 

manera en los conidios conservados a 28 °C, y en los formulados con citrolina. 

Los conidios del aislado EH-506/3 con tratamiento de glicerol mostraron en 

todos los casos una disminución de la mortalidad al cabo de tres meses (Tabla 

14). 

Tabla 14. Mortalidad acumulada de insectos a las 72 h y Tiempo Letal Medio 
(TLM) del aislado EH-506/3 con tratamiento de glicerol 

  4 °C 28 °C 

  

Mortalidad 

acumulada (%)* TLM (h) 

Mortalidad 

acumulada (%) TLM (h)

Tween 80 1 % Inicial 76.0 + 0cd** 49.06 84.0 + 0ab 48.35 

 3er mes 65.33 + 0.29ef 55.56 17.33 + 0.29k 109.57

 

Traspore 1% Inicial 66.66 + 0.29ef 54.24 78.66 + 0.29bc 51.06 

 3er mes 62.66 + 0.29fg 56.63 22.66 + 0.29jk 106.27

      
Acemin-E 1 % Inicial 84.0 + 0ab 56.31 86.66 + 2.30a 48.6 

 3er mes 53.33 + 0.29hi 73.93 17.33 + 0.29k 108.21

      
Citrolina Inicial 70.66 + 0.29de 55.67 49.33 + 0.29i 45.59 

 3er mes 58.66 + 0.29gh 76.46 20.0 + 0jk 113.93

      
Aceite de maíz Inicial 73.33 + 0.29cd 25.65 57.33 + 0.29gh 24.33 

 3er mes 65.33 + 0.29ef 63.47 25.33 + 0.29j 101.53
La media corresponde al resultado de tres repeticiones con 25 ninfas por repetición. 
*Media + EE; EE = error estándar. 
**En letras iguales no hay diferencias significativas (F = 395.40, gl = 19, P < 0.001) (Prueba de Tukey). 

 

El porcentaje de mortalidad acumulada inicial mas alto (86.66 + 0.29 %) se 

registró en los conidios formulados en Acemin-E a temperatura ambiente. En los 

 



 

conidios formulados en Acemin-E a temperatura de 4 °C y en Tween 80 al 1 % a 

28 °C también se registró mortalidad alta aunque significativamente menor a la 

mayor registrada (86.66 + 0.29 %). En todos los casos al tercer mes la mortalidad 

fue significativamente menor (P < 0.001) a las del inicio. El menor porcentaje de 

mortalidad a los tres meses se registró en conidios almacenados a temperatura 

ambiente y formulados en Acemin-E y Tween 80 al 1 % (igual para ambos = 17.33 

+ 0.29 %). El TLM tuvo la misma tendencia que con la mortalidad acumulada, 

observándose el menor TLM al inicio en los conidios formulados en aceite de maíz 

(4 °C = 25.65; 28 °C = 24.33). A los tres meses de incubación se observó la mayor 

virulencia (menor TLM) en todos los conidios conservados a 4 °C y en todos los 

formulantes previos a la aplicación. 

Los conidios del otro aislado, EH-511/3 sin tratamiento de glicerol, 

mostraron en todos los casos una disminución de la mortalidad al cabo de tres 

meses (Tabla 15). El mayor porcentaje de mortalidad acumulada inicial (61.33 + 

0.29 %) se registró en los conidios formulados en Acemin-E a temperatura de 

refrigeración. En los conidios formulados en Tween 80 al 1 %, Acemin-E al 1 % a 

28 °C y aceite de maíz a 4 °C, (57.33 + 0.29 % para los primeros y 60.0 + 0 % 

para los dos siguientes) se registraron mortalidades altas aunque 

significativamente menores a la mayor registrada. En todos los casos, al tercer 

mes, la mortalidad fue significativamente menor (P < 0.001) a las registradas al 

inicio. El porcentaje de mortalidad significativamente menor (P < 0.001) se registro 

en conidios almacenados a temperatura ambiente y formulados en Traspore al 1 

%  y Acemin-E al 1 % almacenados a temperatura de 4 °C (6.66 + 0.29 y 5.33 + 

0.29 respectivamente) (Tabla 15). El TLM mostró la misma tendencia que con la 

mortalidad acumulada. En general, a los tres meses se observa también que la 

virulencia (valores de TLM mayores) disminuye en mayor grado en los conidios 

almacenados a 28 °C, independientemente de los formulantes utilizados. 

 

 

 

 



 

Tabla 15. Mortalidad acumulada de insectos a las 72 h y Tiempo Letal Medio 
(TLM) del aislado EH-511/3 sin tratamiento de glicerol 

  4 °C  28 °C  

  

Mortalidad 

acumulada (%) TLM (h) 

Mortalidad 

acumulada (%) TLM (h) 

Tween 80 1 % Inicial 54.66 + 0.29bc 71.25 57.33 + 0.29ab 77.18 

 3er mes 20.0 + 0fg 94.26 10.66 + 0.29ij 115.56 

      
Traspore 1% Inicial 49.33 + 0.29cde 67.23 50.66 + 0.29cd 66.0 

 3er mes 25.33 + 0.29f 92.86 6.66 + 0.29j 117.5 

      
Acemin-E 1 % Inicial 61.33 + 0.29a 63.75 60.0 + 0ab 63.97 

 
3er mes 5.33 + 0.29j 100.47 13.33 + 0.29hi 113.19 

Citrolina Inicial 46.66 + 0.29de 70.74 44.0 + 0e 70.51 

 3er mes 17.33 + 0.29gh 95.74 17.33 + 0.29gh 130.84 

      
Aceite de maíz Inicial 60.0 + 0ab 65.01 58.66 + 0.29ab 65.04 

 3er mes 20.0 + 0fg 94.15 10.66 + 0.29ij 120.83 
La media corresponde al resultado de tres repeticiones con 25 ninfas por repetición. 
*Media + EE; EE = error estándar. 
**En letras iguales no hay diferencias significativas (F = 337.72, gl = 19, P < 0.001) (Prueba de Tukey). 
 

Los conidios del aislado EH-511/3 con tratamiento de glicerol mostraron en 

todos los casos el mismo comportamiento de los mencionados anteriormente, o 

sea, una disminución significativa (P< 0 .001) de la mortalidad al cabo de tres 

meses (Tabla 16). El porcentaje de mortalidad acumulada inicial significativamente 

mayor (P < 0.001) (62.66 + 0.29 %) se registró en los conidios formulados en 

aceite de maíz. En todos los casos al tercer mes la mortalidad fue 

significativamente menor (P < 0.001) a las registradas como iniciales. El menor 

porcentaje de mortalidad se registró en conidios almacenados a temperatura 

ambiente y formulados en Acemin-E al 1 % (10.66 + 0.29 %) (Tabla 16). 

 

 



 

Tabla 16. Mortalidad acumulada de insectos a las 72 h y Tiempo Letal Medio 
(TLM) del aislado EH-511/3 con tratamiento de glicerol 

  4 °C  28 °C  

  

Mortalidad 

acumulada (%) TLM (h)

Mortalidad 

acumulada (%) TLM (h)

Tween 80 1 % Inicial 29.33 + 0.29de 77.18 53.33 + 0.29bc 69.01 

 Final 20.0 + 0fg 91.04 22.66 + 0.29efg 111.11

      
Traspore 1% Inicial 29.33 + 0.59de 71.15 52.0 + 0bc 65.69 

 Final 26.66 + 0def 89.69 25.33 + 0.29def 113 

      
Acemin-E 1 % Inicial 30.66 + 4.6cd 70.72 62.66 + 0.29a 62.12 

 Final 25.33 + 0.29def 83.85 10.66 + 0.29h 169.22

      

Citrolina Inicial 26.66 + 0.29def 76.32 49.33 + 0.29c 69.97 

 Final 25.33 + 0.29def 91.97 17.33 + 0.29gh 131.33

      
Aceite de maíz Inicial 25.33 + 0.29def 73.44 57.33 + 0.29ab 65.96 

 Final 22.66 + 0.29efg 86.95 20.0 + 0fg 160.43
La media corresponde al resultado de tres repeticiones con 25 ninfas por repetición. 
*Media + EE; EE = error estándar. 
**En letras iguales no hay diferencias significativas (F = 106.00, gl = 19, P < 0.001) (Prueba de Tukey). 
 

El TLM mostró que en todos los casos la virulencia disminuyó (mayores 

horas) a los tres meses de almacenamiento de los conidios con bajo CH, 

observación igual a todos los casos anteriores, en este aislado es notoria la menor 

virulencia en los conidios con tratamiento de glicerol almacenados a 28 °C. 

 



 

8. DISCUSIÓN 
Debido a la importancia  que han adquirido estrategias alternativas al uso de 

productos químicos en el combate de plagas agrícolas, el control biológico ha 

adquirido una gran relevancia en la actualidad por su bajo impacto ambiental, 

costos accesibles y su alta eficiencia biológica. El uso de hongos 

entomopatógenos en este control ha mostrado eficiencia (García-Sandoval y 

Gutiérrez-Baeza, 1998; Gutiérrez-Baeza y García-Sandoval, 1998; Vandenberg et 

al., 1998) y seguridad en su uso (Mier et al., 2005; Toriello et al., 2006). 

El control biológico está siendo desarrollado y lentamente incorporado a las 

técnicas para el control de plagas, aun cuando es relativamente más económico el 

uso de plaguicidas químicos comunes. El desarrollo de nuevas tecnologías de 

producción de agentes microbianos permitirá disminuir sus costos (Quimby et al., 

2002). 

 Un requerimiento relevante para la producción a gran escala y aplicación de 

un hongo como agente microbiano contra plagas, es que el producto final  debe 

ser formulado  convenientemente  para su almacenamiento por un tiempo 

adecuado, sin pérdidas significativas de su eficiencia como biocontrolador 

(Hernández-Velázquez, 2001). 

 Se deben hacer estudios que validen  la efectividad de un agente 

microbiano, para conocer los rangos en los que el biocontrolador realiza su función 

de manera exitosa. Estos estudios  comprenden una serie de experimentos tales 

como determinación de la temperatura óptima de desarrollo (Ouedraogo et al., 

1997), temperatura óptima de almacenamiento (Hernández-Velázquez, 2001), 

virulencia (Ekesi et al., 2003), y efectos del almacenamiento (temperatura y modo 

de almacenaje) (Milner et al., 1997; Braga et al., 2001). 

Una vez seleccionado el agente idóneo en pruebas preliminares de 

laboratorio, se le debe caracterizar feno y genotípicamente (Cavallazzi-Vargas, 

2002)  para así poder pasar a las pruebas definitivas en el campo agrícola. 

Se han reportado algunos estudios en los que se logra mejorar la calidad de 

un agente de control biológico con una adecuada formulación (Hernández-

Velázquez y Arredondo-Bernal, 2003), secado del material fúngico a utilizar 

 



 

(Sandoval-Coronado et al., 2001), adición de agentes químicos para proteger los 

conidios (Altre y Vandenberg, 2001a), entre otros. 

En el presente estudio se pretendió alargar el tiempo de almacenamiento de 

producto terminado, mediante la disminución del contenido de humedad de los 

conidios a utilizar, y verificar la utilidad de un tratamiento de glicerol a los conidios 

para alargar la vida de anaquel de los mismos. 

Para iniciar los estudios de producción de un agente microbiano, se debe 

estandarizar una metodología que permita obtener grandes cantidades de material 

biológico a bajo costo. Esto se logró gracias a la metodología de un cultivo bifásico 

para la producción de entomopatógenos (Jenkins et al, 1998). Las condiciones 

óptimas de cultivo para la obtención de cantidades importantes de conidios en 

sustrato de arroz, permitió la producción de cantidades importantes de P. 

fumosoroseus a un costo relativamente bajo (Basilio-Hernández, 2004). La 

diferencia en la producción de conidios de ambos aislados estudiados, puede ser 

explicada por la gran variabilidad encontrada en cepas de la misma especie en 

estudios previos (Cavallazzi-Vargas et al, 2002; Castellanos-Moguel, 2002). El 

aislado más virulento reportado fue el que menos conidios produjo, sin embargo, 

se ha reportado que esta especie puede ser inducida a mostrar una mayor 

productividad si se cultiva en condiciones especiales de luz (Sánchez-Murillo et al., 

2004). 

Para la obtención de conidios con tratamiento de glicerol, se propuso de 

manera inicial agregar el glicerol al sustrato de cultivo (arroz), sin embargo, esta 

forma de producción inhibió el desarrollo fúngico, y por consiguiente se reflejó en 

una muy baja producción de conidios. El motivo puede ser explicado debido a que 

la adición de glicerol al arroz aumentó la humedad del mismo. En estudios previos 

se había demostrado que el arroz con un gran contenido de humedad inhibía el 

desarrollo del hongo y favorecía la rápida aparición de hongos contaminantes 

(Basilio-Hernández, 2004). Debido a estos resultados, se seleccionó el tratamiento 

con un contacto directo de los conidios con el glicerol durante 14 días, después de 

su cosecha del arroz. 

 



 

En este trabajo, se demostró que los agentes formulantes no tuvieron un 

efecto adverso en conidios frescos al cabo de 120 h de contacto. Kubilay y Gökce 

(2004) reportan que P. fumosoroseus resiste altas concentraciones de algunos 

productos químicos de uso extensivo en el campo agrícola, principalmente 

pesticidas químicos, durante los dos primeros días. Al cabo de 14 días 

encontraron que la viabilidad de los conidios disminuyó, pero éstos aun 

mantuvieron un considerable nivel de viabilidad. La disminución de la viabilidad 

que encontramos en los conidios al cabo de cinco meses en contacto con los 

formulantes puede deberse a productos químicos y/o biológicos (por ejemplo, 

metabolitos secundarios de plantas) que interfieren con los procesos vitales del 

hongo, inhibiendo o retardando la germinación de los propágulos fúngicos (Vega 

et al., 1997). Resultados similares también se han observado para otros 

entomopatógenos de amplio uso en el campo agrícola. Stathers et al. (1993) 

realizaron un estudio similar en conidios de Metarhizium flavoviride observando 

que los aceites mineral, vegetal y animal, no tuvieron efectos adversos en la 

viabilidad de los conidios al cabo de 1 semana, pero al cabo de 4 meses se 

detectó una disminución considerable de la misma. 

El contenido de humedad de los conidios inmediatamente después de la 

cosecha se mantuvo alto, debido a la metodología misma (cosecha con Tween 80 

al 1 %). En el presente trabajo se logró disminuir el CH de los conidios 

aproximadamente al 8 %, después de 72 horas en el proceso de secado en el 

horno de vacío. Hallsworth y Magan (1999) reportan que conidios de diferentes 

especies de entomopatógenos permanecen viables por más tiempo sin afectar 

considerablemente su virulencia, al disminuir el CH de los conidios. Resultados 

similares se observaron en muestras de propágulos fúngicos  de P. fumosoroseus 

(blastosporas, conidios sumergidos y conidios aéreos) al ser desecados por 

diferentes métodos (desecación con sílica gel, arena y tierras diatomeas) (Cliquet 

y Jackson, 1997). 

El CH obtenido en el presente trabajo permitió una viabilidad alrededor del 

96 % al cabo de un mes. En el aislado EH-506/3 se obtuvo una viabilidad superior 

al 58 % al cabo de 5 meses, y para el aislado EH-511/3 la viabilidad permaneció 

 



 

arriba del 51 %. Estos resultados concuerdan con trabajos similares realizados 

con anterioridad para muestras de conidios de diferentes especies de hongos, 

incluyendo Paecilomyces spp. donde un bajo CH alargó la viabilidad de los 

conidios (Stathers et al., 1993; Hong et al., 1997). 

En la determinación del tiempo de anaquel mediante la determinación de la 

viabilidad, se encontró que al tercer mes los conidios del aislado EH-506/3 

disminuyó a valores aproximados del 70 %. Se encontró que en todos los casos 

(temperatura de almacenamiento y tratamiento o no de glicerol), la disminución fue 

similar. El tratamiento de glicerol para este aislado no alargó el tiempo de anaquel, 

ya que la comparación de los valores de la viabilidad sin y con tratamiento fue 

similar. Así mismo, la temperatura en que se almacenaron los conidios tampoco 

mostró diferencias significativas entre tratamientos. 

Hong et al. (2000) realizaron pruebas de viabilidad de conidios de M. 

flavoviride con el CH disminuido, y encontraron que la viabilidad de estos conidios 

disminuyó considerablemente al realizar el proceso de secado de manera rápida. 

Por el contrario, un proceso de secado un poco más lento (alrededor de 5 días) 

ofrece mejores condiciones de viabilidad  para conidios que van a ser 

almacenados por algún tiempo. El tiempo usado en este estudio para el secado de 

los conidios fue de 72 h (3 días). Se sugiere probar otros tiempos o procesos de 

secado para evaluar si la velocidad de secado usado en este estudio tiene un 

efecto adverso en los conidios de los aislados estudiados. 

Datos similares se observaron en Moore y Higgins (1997), quienes 

mostraron una disminución del 30 % aproximadamente en la viabilidad de conidios 

de M. flavoviride  con un bajo CH, al cabo de 20 días, almacenados a temperatura 

ambiente. En ese mismo trabajo se observó que la mejor temperatura para 

almacenar conidios con bajo CH fue a  -10 °C. Estos datos  sugieren que en 

nuestro trabajo, la temperatura de 4 °C no ofreció ventajas en el almacenamiento 

de conidios de P. fumosoroseus con el tratamiento de glicerol, al observar valores 

similares de viabilidad al cabo de tres meses para ambos aislados estudiados al 

compararlos con los datos obtenidos a temperatura ambiente. 

 



 

Fargues y Bon (2004) estudiaron la influencia de la temperatura en el 

desarrollo de cepas de P. fumosoroseus. Encontraron que algunas cepas de este 

hongo pierden viabilidad al ser almacenadas en refrigeración, también sugieren 

que la mejor temperatura de almacenamiento es de alrededor de -5 °C. Batta 

(2003) reporta también una disminución en la viabilidad de conidios de M. 

anisopliae con un bajo CH. Al cabo de 2 meses encontró una disminución del 30 

% de la viabilidad. Se menciona que los dos factores más importantes a 

considerar en estudios de este tipo, son el tiempo y la manera en que se 

disminuye el CH. 

El glicerol y otros polioles ofrecen a los conidios ventajas para su 

almacenamiento, ya que altas concentraciones de estos compuestos en el interior 

de las células fúngicas, permite conservar la función y estructura enzimática, así 

como un mantenimiento de la activad metabólica durante largos periodos cuando 

el CH es bajo (Hallsworth y Magan, 1994; 1995). Las ventajas del glicerol para 

mejorar el tiempo de conservación es evidente en especies como M. anisopliae, B. 

bassiana, M. anisopliae var. acridum, pero a temperaturas menores de -10 °C.  

El glicerol otorga beneficios en la conservación de los conidios, pero los 

resultados consultados en la bibliografía indican temperaturas menores a 0 °C, por 

lo tanto, se sugiere ampliar el intervalo de temperaturas de almacenamiento, por 

ejemplo, a temperaturas menores a 0 °C. 

Referente a la virulencia, este hongo ha sido caracterizado como altamente 

virulento hacia la plaga de la mosquita blanca, principalmente B. tabaci y T. 

vaporariorum, pero también es patógeno de otras plagas como Plutella xilostella 

(Altre et al., 1999) y Diuraphis noxia (Vandenberg et al., 1998). Se han 

desarrollado diferentes tipos de bioensayos donde se valida la efectividad del 

hongo contra la plaga, entre ellos, destaca el que desarrollaron Vidal et al. (1997), 

bioensayo que fue modificado para nuestro trabajo. 

El aislado EH-506/3 sin tratamiento de glicerol registró al inicio una gran 

virulencia, alcanzando los valores más altos de mortalidad acumulada en los 

conidios formulados en aceites, independientemente de la temperatura de 

almacenamiento. Mientras que con Tween 80 (acuoso) se registró la menor 

 



 

mortalidad. Esta variación en la virulencia entre formulaciones sugiere que los 

aceites en que se formularon los conidios permiten una mejor distribución del 

formulado sobre la hoja,  ya que su superficie es lipofílica; en cambio, se observó 

que la suspensión de Tween 80 no se distribuyó uniformemente, al quedar gotitas  

de formulado atrapadas en los tricomas de la hoja. Los aceites formaron una capa 

uniforme que cubrió toda la superficie foliar. Con este mismo aislado pero con 

tratamiento de glicerol, se observó también virulencia inicial alta, sin embargo, los 

conidios formulados en aceites y almacenados a temperatura ambiente mostraron 

menores valores de virulencia, sugiriendo una asociación negativa entre el 

tratamiento de glicerol y la temperatura de 28 °C para el almacenamiento, ya que 

independientemente del tratamiento de glicerol, se observó que los conidios que 

presentaron la mejor virulencia fueron aquellos almacenados a temperatura de 

refrigeración. Altre y Vandenberg (2001b) concuerdan en que dentro de un mismo 

ensayo se pueden presentar diferencias en la virulencia, las cuales dependen de 

diversos factores, tales como el estadio del insecto problema, la dureza de la 

cutícula del insecto, e incluso la zona de la hoja donde se asperja el hongo. Al 

cabo de tres meses, la disminución más evidente de la virulencia se mostró en los 

conidios almacenados a temperatura ambiente. Este dato concuerda con otros 

estudios (Altre y Vandenberg, 2001a) que muestran que la temperatura de 

refrigeración mantiene por más tiempo la viabilidad de los conidios. 

En el caso de la disminución de la virulencia tan marcada con una viabilidad 

de conidios semejante sugiere que el tratamiento de glicerol puede afectar las 

propiedades de la pared celular del conidio, incluyendo la hidrofobicidad del mismo 

(Dunlap et al., 2005).  

Con el aislado EH-511/3 en los conidios con tratamiento de glicerol y 

almacenados a 4 °C, se observó que a pesar de tener una viabilidad alta (cercana 

al 100 %) los valores de virulencia fueron bajos. En este caso, el glicerol pudo 

afectar las características de la pared conidial (Dunlap et al., 2005) y además por 

el hecho que el glicerol protege a los conidios pero cuando se van a conservar a 

temperaturas inferiores a 0 °C (Hallsworth y Magan, 1994). A 4 °C no se pudo 

 



 

observar la eficiencia del glicerol en el mantenimiento de la virulencia de los 

conidios. 

El aislado EH-506/3 siempre mostró valores más altos de virulencia que el 

EH-511/3, apoyando la caracterización previa de virulencia en otros estudios 

(Cavallazzi-Vargas et al., 2002). 

En nuestro trabajo, el tratamiento de glicerol no ofreció ventajas para la  

conservación de los conidios de los aislados de P. fumosoroseus estudiados, ya 

que se mostraron valores similares en todos los casos (temperaturas de 

almacenamiento y formulante). Nuestros resultados sugieren realizar estudios 

donde se hagan comparaciones en las características electrostáticas e 

hidrofóbicas entre P. fumosoroseus y otros entomopatógenos (Dunlap et al, 2005), 

y así ajustar un ensayo basado en las características propias para este hongo. 

Para verificar si efectivamente hay un efecto adverso en la virulencia al 

paso del tiempo, se sugiere realizar pruebas inoculando la misma cantidad de 

conidios viables al inicio y al final, ya que hay que considerar que la viabilidad 

conidial a los tres meses fue del 70 %. Una disminución de la virulencia puede ser 

atribuida a que se estaban asperjando menos conidios viables al final, y no 

propiamente a la disminución de la virulencia al cabo del tiempo del ensayo. 

 

 



 

9. CONCLUSIONES 
 

• El aislado EH-506/3 produce menos conidios por gramo de sustrato pero 

mayor virulencia que el EH-511/3, ambos son virulentos, lo que sugiere la 

probabilidad de usar una mezcla de ambos para ensayos en campo. 

• Los formulantes ensayados no afectan los conidios al cabo de 120 h, 

independientemente de la temperatura de almacenamiento, lo que sugiere 

que si los conidios con bajo contenido de humedad (CH) son almacenados 

por varios meses, se podrían formular entre 1-5 días antes de ser aplicados 

al campo. 

• El contenido de humedad (CH) alcanzado en los conidios fue de 8 % 

después de 72 h de secado al vacío, en comparación con otros estudios 

que tardan hasta 15 días. 

• Los conidios con CH bajo disminuyeron su viabilidad al 70 % al cabo de tres 

meses, independientemente del aislado, tratamiento de glicerol y 

temperatura de almacenamiento, sugiriendo que el almacenamiento debe 

ser a menores temperaturas. 

• La mayor virulencia del aislado EH-506/3 sin tratamiento de glicerol se 

alcanzó con los conidios formulados en aceite de maíz y citrolina; la mayor 

virulencia de este aislado con tratamiento de glicerol se alcanzó en conidios 

formulados en Acemin-E; la mayor virulencia del aislado EH-511/3 sin 

tratamiento de glicerol se alcanzó en conidios formulados en aceite de maíz 

y Acemin-E; y la mayor virulencia de este aislado con tratamiento, se 

alcanzó en conidios formulados en Acemin-E, estos datos sugieren el uso 

de aceites para su aplicación en campo. 
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ANEXOS 
I. VIABILIDAD DE CONIDIOS DE P. fumosoroseus FORMULADOS EN 

TWEEN 80 AL 1 % 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

0

20

40

60

80

100

120

0 1 2 3 4 5 6

Tiempo (meses)

Vi
ab

ili
da

d 
(%

)

EH-506/3 Con tratamiento 4 ºC EH-506/3 Con tratamiento 28 ºC
EH-506/3  Sin tratamiento 4 ºC EH-506/3  Sin tratamiento 28 ºC

EH-511/3  Con tratamiento 4 ºC EH-511/3  Con tratamiento 28 ºC
EH-511/3  Sin tratamiento 4 ºC EH-511/3  Sin tratamiento 28 ºC

 
 

II. VIABILIDAD DE CONIDIOS DE P. fumosoroseus FORMULADOS EN 
TRASPORE AL 1 % 
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III. VIABILIDAD DE CONIDIOS DE P. fumosoroseus FORMULADOS EN 
ACEMIN-E AL 1 % 
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IV. VIABILIDAD DE CONIDIOS DE P. fumosoroseus FORMULADOS EN 
CITROLINA 
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V. VIABILIDAD DE CONIDIOS DE P. fumosoroseus FORMULADOS EN 
ACEITE DE MAÍZ 
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VI. MORTALIDAD ACUMULADA DE INSECTOS A LAS 72 h DE CONIDIOS 
DE P. fumosoroseus EH-506/3 SIN TRATAMIENTO DE 
GLICEROL

EH-506/3 sin tratamiento 4 °C
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VII. MORTALIDAD ACUMULADA DE INSECTOS A LAS 72 h DE CONIDIOS 
DE P. fumosoroseus EH-506/3 CON TRATAMIENTO DE GLICEROL 
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