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RESUMEN 
 

 

Hirsutella citriformis Speare es el único hongo entomopatógeno que se ha 

reportado que causa epizootias en adultos de Diaphorina citri en varias regiones del 

mundo. Sin embargo, es limitado el uso de productos comerciales de este hongo, 

disponibles en condiciones de campo, debido a la vida útil de los conidios y su corta 

persistencia ambiental. El objetivo principal de este trabajo fue desarrollar un método 

de control biológico contra Diaphorina citri mediante el uso de Hirsutella citriformis 

como endófito y en formulación. El presente trabajo consistió en identificar 

molecularmente cepas de H. citriformis aisladas en las principales regiones citrícolas 

de México, determinar la capacidad de colonización de H. citriformis en plantas de 

Citrus × sinensis L mediante los métodos de inoculación por cuña, semilla, y asperjado 

foliar. Además, se evaluaron diferentes formulaciones a base de conidios y gomas de 

H. citriformis, para mejorar el biocontrol de D. citri en adultos, en condiciones de 

laboratorio, invernadero y campo, utilizando gomas de Hirsutella como 

estabilizadores de conidios y adherente, para mejorar su viabilidad en condiciones de 

sequía ambiental. Los resultados demostraron que H. citriformis no tuvo la capacidad 

de colonizar como endófito a Citrus × sinensis L mediante los métodos empleados. 

Los experimentos de laboratorio y campo realizados para evaluar adherentes, 

mostraron que la goma de H. citriformis es compatible con los conidios de H. 

citriformis y posee un efecto tóxico en los adultos de D. citri. La evaluación de 

diferentes formulaciones demostró su efectividad para el control de poblaciones de 

adultos de D. citri a nivel de laboratorio, invernadero y campo. En conclusión, que el 

uso de aceite vegetal en polvo y goma de Hirsutella no afectan los conidios de H. 

citriformis e incrementan la efectividad de control de psílidos. 
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ABSTRACT 
 

Hirsutella citriformis Speare is the only entomopathogenic fungus that has 

been reported to cause epizootics naturally in adults of Diaphorina citri in several 

regions of the world. However, the use of commercially available products under field 

conditions is limited due to the conidia’s shelf life and their short environmental 

persistence. The main objective of this work was to develop a biological control 

method against D. citri through the use of H. citriformis as an endophyte and in 

formulation. The present study consisted of molecular identification of H. citriformis 

strains isolated from the main citrus regions of Mexico and determining the 

colonization capacity of H. citriformis in Citrus × sinensis L plants using the 

inoculation by wedge, seed, and foliar spraying methods. In addition, different 

formulations based on conidia and gums of H. citriformis were evaluated to improve 

the D. citri adults biocontrol under laboratory, greenhouse, and field conditions. 

Hirsutella gums were added as conidia stabilizers to improve its viability in conditions 

of environmental drought. Results demonstrated that H. citriformis did not have the 

ability to colonize Citrus × sinensis L, using the methods tested. Laboratory and field 

experiments performed to evaluate conidia adherents, showed that H. citriformis gum 

was compatible with the H. citriformis conidia and was toxic against D. citri adults. 

The effectiveness of different formulations showed that they controlled the adult 

populations of D. citri at the laboratory, greenhouse, and field levels.  In conclusion, the 

use of powdered vegetable oil and Hirsutella gum do not affect the H. citriformis 

conidia and increase the psyllid control effectiveness. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

 

La enfermedad Huanglongbing (HLB), también conocida como 

enverdecimiento (greening) de los cítricos o enfermedad del dragón amarillo, es 

causada por cuatro especies de α-proteobacterias: Ca. Liberibacter asiaticus, Ca. 

Liberibacter americanus y Ca. Liberibacter caribbeanus son trasmitidas a la planta por 

el insecto vector Diaphorina citri Kuwayama, mientras que Ca. Liberibacter africanus 

es transmitida por Trioza erytrae. El HLB es reconocida actualmente como la 

enfermedad más devastadora de los cítricos a nivel mundial. En México, el HLB se 

encuentra 351 municipios pertenecientes a 25 estados citrícolas del país (SENASICA 

2022) aunque los mayores daños se han registrado en los huertos comerciales de 

Colima, Nayarit, Jalisco, Michoacán y Sinaloa (Ruiz-Galván et al. 2015). 

Las estrategias para el manejo de D. citri se basan en diferentes métodos que 

incluyen al control químico, biológico y cultural, los cuales son necesarios para lograr 

un manejo sustentable de la plaga y de esta manera reducir la incidencia de la 

enfermedad (Gandarilla-Pacheco et al. 2013). Sin embargo, las aplicaciones masivas 

de insecticidas químicos traen consigo una mayor presión de selección y por lo tanto 

mayor riesgo de desarrollo de resistencia, así como daños al medio ambiente y la salud 

(SENASICA 2022). 

Entre los agentes de control biológico de D. citri se encuentran una gran 

variedad de artrópodos depredadores y parasitoides; además de diferentes especies de 

hongos entomopatógenos como Hirsutella citriformis Speare, Isaria fumosorosea 

Wize, Metarhizium anisopliae Metschnikoff y Beauveria bassiana Bals.-Vuill. 

(Lezama-Gutierrez et al. 2014, Berlanga-Padilla et al. 2018). 

Estudios realizados en México por Pérez et al. (2016a) evaluaron la 

infectividad de conidios de 4 cepas mexicanas de H. citriformis Speare en contra de 

adultos de D. citri en condiciones de semicampo, donde todas las cepas mostraron 

patogenicidad con un rango promedio de 51.05-50.6% y observaron después de 30 

días de realizado el bioensayo en la huerta, un incremento de 2.33 a 10.2 (337.7%) de 

insectos micosados por H. citriformis. Además, Pérez et al. (2016b) demostraron 
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que la aplicación de H. citriformis al parecer no afecta a insectos no blanco, como 

son Hippodamia convergens Guérin-Méneville (Coleoptera: Coccinellidae) y 

Chrysoperla rufilabris Burmeister (Neuroptera: Chrysopidae), demostrando así el uso 

seguro de este agente de control biológico como una alternativa potencial en un 

programa de manejo integrado del HLB. 

Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue desarrollar un método de 

control biológico contra Diaphorina citri mediante el uso de Hirsutella citriformis 

como endófito y en formulación. 
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2. ANTECEDENTES 
 

 

2.1 Biología y epidemiología de Candidatus Liberibacter sp. 

 

Las especies de Candidatus Liberibacter son bacterias Gram negativas que 

viven como parásitos obligados de plantas y psílidos, debido a esto solo pueden 

multiplicarse dentro de sus huéspedes eucariotas (Merfa et al. 2019). Estas bacterias 

son transmitidas por insectos pulgones y psílidos que se alimentan de la savia del 

floema vegetal, fungiendo, así como vectores (Sakar y Ghanim et al. 2020). El rango de 

especies de plantas infectadas por una determinada especie de Ca. Liberibacter se 

encuentra restringido por el rango de hospedadores del insecto vector que 

generalmente se limita a unas pocas especies de plantas estrechamente relacionadas, 

entre las cuales se encuentran los cultivos pertenecientes a las familias Rutaceae, 

Solanaceae y Apiaceae (Quintana-González et al. 2020). El género Candidatus 

Liberibacter se distribuye de manera heterogénea en el floema de la corteza, en la 

nervadura central de hojas, en raíces, en diferentes partes florales y en frutos, sin 

embargo, esta bacteria no se ha encontrado en endospermo y embriones de semillas 

procedentes de frutos infectados (Robles-González et al. 2013). Al presente, no ha sido 

posible cultivar esta bacteria in vitro lo que restringe el uso de métodos 

microbiológicos para su caracterización bacteriana, sin embargo, los métodos basados 

en detección de ADN son muy sensibles y nos permiten detectar y monitorear la 

presencia de este patógeno (Haapalainen 2014; Camacho-Tapia et al. 2016) 

En la actualidad, han surgido brotes involucrando a diferentes especies de Ca. 

Liberibacter en distintos continentes, entre las especies de Ca. Liberibacter se 

encuentran Ca. Liberibacter asiaticus, Ca. Liberibacter africanus, Ca. Liberibacter 

americanus que causan el Huanglongbing (HLB) también conocida como enfermedad 

de enverdecimiento de cítricos; mientras que Ca. Liberibacter solanacearum causa la 

enfermedad Zebra Chip en cultivos de papa, la enfermedad permanente del tomate y 

la enfermedad de brotes cloróticos en cultivos chile (Haapalainen 2014; Delgado-Ortiz 

et al. 2019). 
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2.2 Enfermedad Huanglongbing de cítricos 

 

 

El Huanglongbing (HLB), también conocida como enverdecimiento 

(“greening”) de los cítricos o enfermedad del dragón amarillo, es una enfermedad 

asociada con la infección de varias especies de α-proteobacterias: Ca. Liberibacter 

asiaticus y Ca. Liberibacter americanus trasmitidas a la planta por el Psílido Asiático 

de los Cítricos (PAC) Diaphorina citri Kuwayama mientras que Ca. Liberibacter 

africanus es transmitida por Trioza erytrae (Aidoo et al. 2020). El HLB está 

actualmente considerada como la enfermedad más devastadora de los cítricos a nivel 

mundial y en la actualidad no existe cura para árboles que padecen esta enfermedad 

(Mora-Aguilera et al. 2014). 

Las plantas una vez infectadas, presentan síntomas solo después de un período 

de latencia de aproximadamente 6 a 12 meses, la planta afectada presenta 

amarillamento de uno o más brotes, que con el tiempo se extiende a toda la planta 

pudiendo ocasionar su muerte dependiendo del estado nutricional de la planta 

(Gottwald 2010). Los síntomas del HLB incluyen manchas moteadas y clorosis, que 

pueden llegar a confundirse con deficiencias nutrimentales, además de 

achaparramiento y reducción del follaje conforme progresa la enfermedad (Figura 1) 

(da Graca 2008). El rendimiento de los árboles afectados es menor, y éstos pueden 

producir frutos pequeños y de mala calidad siendo las variedades comerciales las más 

susceptibles (Camacho-Tapia et al. 2016). 

Las pérdidas reportadas a nivel mundial se han reportado desde el 26% en 

Brasil hasta un 100% en China, mientras que en México en naranja dulce se reportan 

pérdidas de 42 %, en limón mexicano 62% y en limón persa 17.3% (Mora-Aguilera et 

al. 2014). 
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Figura 1. Síntomas de HLB en limón mexicano. A) síntomas 

en ramas de un sector afectado; B) Árbol con sintomatología; 

C) Evolución de los síntomas en las hojas. Fuente Robles-

González et al. (2013) 

En México, las especies de cítricos de mayor importancia son la naranja dulce 

(63.6%), limón en todas sus especies (26.5%), mandarina (5.5%) y toronja (5.5%) 

(Hernández-Hernández et al. 2019). Sin embargo, estimaciones recientes sobre el 

impacto potencial de la enfermedad en los cítricos de México, anticipan que el HLB 

puede causar una reducción en el rendimiento del limón mexicano que va de 20 a 48% 

en los primero tres años, dependiendo del nivel de intensidad del daño, en un escenario 

de alta presencia en México, sería la pérdida de 1.7 millones de toneladas y 112.2 

millones de jornales, siendo más vulnerable el cultivo de naranja (Díaz-Padilla et al. 

2014). 

Actualmente, el HLB se encuentra en 351 municipios pertenecientes 25 

estados citrícolas del país (SENASICA 2022), afectando principalmente a los huertos 

comerciales de citrícolas de los estados de Sinaloa, Colima, Jalisco, Michoacán y 

Nayarit (Ruiz- Galván et al. 2015). 
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2.3 Psílidos transmisores de Candidatus Liberibacter sp. 

 

 

2.3.1 Descripción taxonómica Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae) 

 

 

Reino: Animalia 

Filo: Arthropoda 

Clase: Insecta 

Orden: Hemiptera 

Suborden: Sternorrhyncha 

Superfamilia: Psylloidea 

Familia: Liviidae 

Género: Diaphorina 

Especie: citri 

 

 

2.3.2 Biología y características morfológicas. 

 

 

El psílido asiático de los cítricos mide de 2.7 a 3.3 mm de longitud, tiene un 

color marrón claro, con moteados recubiertos de polvo ceroso, alas transparentes con 

manchas marrón claro en el borde (Tsai y Liu 2000). Los adultos pueden encontrarse 

descansando o alimentándose de las hojas con la cabeza en la superficie de la hoja y su 

cuerpo sostenido en un ángulo de 45° sobre la superficie de la hoja (Figura 2). Este 

psílido se alimenta insertando sus piezas bucales en el tejido vegetal, los adultos se 

alimentan preferentemente de tallos jóvenes y de hojas de todas las etapas de 

desarrollo, su rango de temperatura óptima de desarrollo es de 24°C a 28 °C, su ciclo 

de vida a 25°C es de 20 a 22 días (Hall et al. 2013). 
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El tamaño promedio de un huevo es de 0.31 mm de largo y 0.14 mm de ancho, 

con forma ovalada, presentan un color amarillo claro y color naranja brillante con dos 

puntos rojos distintos en la madurez mientras que las ninfas, son aplanadas, de color 

amarillento, sin alas, pero con paquetes alares, ojos de color rojo y antenas filiformes 

(Hall 2008). Son de movimientos lentos y se alimentan de las partes tiernas de las 

plantas donde se desarrollan. Pasan por cinco estadíos ninfales y secretan filamentos 

cerosos, que los protegen de posibles depredadores (Hall 2008). 

 

 

 

2.3.3 Hospedantes y distribución geográfica de D. citri 

 

 

Los principales hospedantes de D. citri son especies de la familia Rutaceae, 

como las naranjas (Citrus sinensis), toronja (C. paradisi), lima (C. aurantifolia), 

naranja agria (C. arantium), limón (C. aurantifolia), limón persa (C. latifolia), 

mandarina (C. reticulata), pomelo (C. grandis). La limonaria (Murraya paniculata), 

usada como planta de ornato, es un hospedante preferencial, mientras que M. koenigii 

es un hospedante del psílido en India y Sri Lanka (SENASICA 2019) 

El psílido asiático de los cítricos, D. citri, fue descrito por primera vez en 

Taiwán por Kuwayama en 1908 (Carlson et al. 2022). En México, fue detectado por 

primera vez en 2002, en los estados de Campeche y Quintana Roo, y desde entonces 

se ha dispersado a todas las áreas productoras de cítricos del país (SENASICA 2019). 

Figura 2. Adulto de D. citri alimentándose (izquierda), huevos y estadíos ninfales 

(derecha). Fuente: SENASICA 2019. 
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2.4 Estrategias para el control de los vectores D. citri. 

 

 

Se han implementado diversos métodos y estrategias de control para enfrentar 

tanto a los vectores como las enfermedades, donde el manejo de las enfermedades está 

basado en el control de los insectos vectores, así como la eliminación de fuentes de 

inóculo por medio de la erradicación de los árboles enfermos y el establecimiento de 

anillos fitosanitarios alrededor de dichas plantas (Hernández-Fuentes et al. 2012). 

Las estrategias para el manejo de D. citri se han basado en diferentes métodos 

que incluyen al control químico, biológico y cultural, los cuales son necesarios para 

lograr un manejo sustentable de la plaga y de esta manera reducir la incidencia de la 

enfermedad (Gandarilla-Pacheco et al. 2013). En México, el control químico es el más 

utilizado entre los productores, usando productos de contacto y sistémicos, con acción 

inmediata y residualidad hasta de 30 días, siendo recomendado iniciar las aplicaciones 

previo a los máximos picos poblacionales del vector, esto a principio de año cuando 

las condiciones son favorables para el aumento de la población (SENASICA 2019). 

Entre los insecticidas más usados en el mundo para el control del vector se encuentran 

temik, imidacloprid, dimetoato, clorpirifos, malation, cipermetrina, deltametrina, 

betaciflutrina, spinotetramat, spinetram, oxamyl, ácidos tricarboxilicos, ometoato, 

sulfoxafor, aceites minerales (Ruiz- Galván et al. 2015). Sin embargo, las aplicaciones 

masivas traen consigo una mayor presión de selección y por lo tanto mayor riesgo de 

desarrollo de resistencia, así como daños al medio ambiente y la salud, la estrategia 

más aceptada para el manejo de la resistencia con el uso de pesticidas es la aplicación 

en rotación de insecticidas efectivos con diferentes modos de acción y destoxificación 

(SENASICA 2019). 

El control biológico es un factor importante en la reducción de la población 

de plagas en los programas de manejo integrado de plagas (MIP), dentro del control 

biológico se ha detectado la presencia de insectos entomófagos y parasitoides de D. 

citri, además de diferentes especies de hongos entomopatógenos, entre los que se 

incluyen: Hirsutella citriformis (Rivero y Grillo 2000; Subandiyah et al. 2000; 

Etienne et al. 2001; Meyer et al. 2007; Hall et al. 2012), Isaria fumosorosea (Samson 
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1974; Subandiyah et al. 2000; Meyer et al. 2007), Lecanicillium lecanii Zimm. (Rivero 

y Grillo 2000; Xie et al. 1988), Beauveria bassiana (Rivero y Grillo 2000) y 

Metarhizium anisopliae (Lezama-Gutiérrez et al. 2014, Berlanga-Padilla et al. 2018). 

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

(SENASICA) a través de la Dirección General de Sanidad Vegetal (DGSV), desarrolla 

un programa de control biológico para el manejo de D. citri a través del uso de hongos 

entomopatógenos (HE) y de parasitoide Tamarixia radiata (Waterston) (Berlanga-

Padilla et al. 2018). 

 

2.4.1 Uso de hongos entomopatógenos como alternativa para el control biológico 

de D. citri 

 

En la actualidad, muchas especies de hongos entomopatógenos se formulan 

como bionsecticidas, entre los principales hongos usados en formulación son 

Cordyceps confragosa (Anteriormente Lecanillicum lecanii), Beauveria bassiana, 

Metarhizium spp. y Cordyceps fumosorosea (anteriormente Isaria fumosorosea) 

(Sharma et al. 2023). Estos bioinsecticidas proporcionan opciones viables para su 

inclusión en el MIP, ya que presentan mayor inocuidad que los insecticidas 

convencionales y tienen el potencial de poder diseminarse y circular entre la población 

plaga (Mauchline y Stannard 2013). H. citriformis es el único hongo que se ha 

encontrado causando epizootias de manera natural en D. citri en diversas regiones del 

mundo (Cabrera et al. 2004; Meyer et al. 2007; Hall et al. 2012). En México se tienen 

reportes de epizootias de H. citriformis en los estados de Tamaulipas y Veracruz 

(Casique et al. 2011). 

Subandiyah et al. (2000) aislaron a Cordyceps fumosorosea e Hirsutella 

citriformis de cadáveres micosados de D. citri, Meyer et al. (2007) evalúan la capacidad 

infectiva de los conidios de H. citriformis observando que al exponer adultos sanos de 

D. citri poniéndolos en contacto con los conidios de insectos infectados; los insectos se 

infectaban y morían. Por otra parte, en México, Pérez et al. (2016a) evaluaron la 

infectividad de conidios de 4 cepas mexicanas de H. citriformis Speare en contra de 

adultos de D. citri en condiciones de semi-campo, los resultados obtenidos mostraron 

que todas las cepas presentaron patogenicidad, siendo los mayores porcentajes de 
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mortalidad en un rango promedio de 51.05-50.6% y observaron después de 30 días de 

aplicado el bioensayo en la huerta un incremento de 2.3 a 10.2 insectos micosados por 

H. citriformis, además Pérez et al. (2016b) demostraron que la aplicación de H. 

citriformis no afecta a insectos no blanco, como son Hippodamia convergens Guérin-

Méneville (Coleoptera: Coccinellidae) y Chrysoperla rufilabris Burmeister 

(Neuroptera: Chrysopidae) lo que demostró que el uso de este agente de control 

biológico era seguro y se podía implementar como alternativa en un programa de 

manejo integrado del HLB. 
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3. JUSTIFICACIÓN 
 

 

En la actualidad, han surgido brotes de HLB en diferentes continentes 

involucrando a especies de Ca. Liberibacter como agente causal, y como vectores a 

los psílidos. Entre las especies de Ca. Liberibacter asociadas se encuentran Ca. 

Liberibacter asiaticus, Ca. Liberibacter africanus, Ca. Liberibacter americanus, 

afectando a cultivos de cítricos causando la enfermedad de enverdecimiento de cítricos 

o Huanglongbing. 

El HLB está reconocida actualmente como la enfermedad más devastadora de 

los cítricos a nivel mundial y en la actualidad no existe cura para árboles que padecen 

esta enfermedad. A nivel mundial, se reporta un impacto epidémico alto del HLB, con 

niveles de incidencia desde 26 % (Brasil) hasta 100 % (China), mientras que en 

México se reportan pérdidas de 42 % en naranja dulce, en limón mexicano 62% y en 

limón persa 17.3%. Actualmente el HLB se encuentra presente en 25 estados citrícolas 

del país, aunque los mayores daños se han registrado en huertas comerciales de 

Colima, Nayarit, Jalisco, Michoacán y Sinaloa. 

Por ello, en el presente trabajo se determinó la capacidad de establecimiento 

endofítico de H. citriformis en plantas de cítricos, así como la evaluación de un 

formulado a nivel de laboratorio, invernadero y campo contra las poblaciones de D. 

citri, para contribuir con el desarrollo de estrategias de control de estas enfermedades, 

para ofrecer una nueva herramienta para los productores citrícolas del país. 
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4. HIPÓTESIS 
 

 

Hirsutella citriformis como endófito o en formulación, actúa como 

agente de control biológico contra Diaphorina citri. 
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5. OBJETIVO GENERAL 
 

 

Desarrollar un método de control biológico contra Diaphorina citri 

mediante el uso de Hirsutella citriformis como endófito y en formulación. 

 

 

5.1 Objetivos específicos 

 

 

• Caracterizar molecular y morfológicamente cepas de H. citriformis aisladas de los 

principales estados productores de cítricos de México. 

• Evaluar la capacidad de H. citriformis para establecerse como endófito en plantas 

de cítricos. 

• Determinar la efectividad de control biológico de formulados a base de H. 

citriformis contra D. citri en laboratorio, invernadero y campo. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

 

6.1 Material biológico 

 

 

6.1.1 Cepas de Hirsutella spp. 

 

 

Las 11 cepas de Hirsutella OP-Hir-10, OP-Hir-11, OP-Hir-8, OP-Hir-9, OP-

Hir-12, OP-Hir-3, OP-Hir-7, OP-Hir-5 y OP-Hir-6 fueron previamente aisladas por 

investigadores de la Facultad de Ciencias Biológicas de la UANL a partir de insectos 

adultos micosados de D. citri provenientes de los estados de Yucatán, Quintana Roo, 

Colima, Tabasco, y Veracruz. Las cepas fúngicas se mantuvieron mediante resiembra 

periódica en Agar dextrosa y papa adicionado con extracto de levadura al 1% y 

conservadas en crioviales de muestras con glicerol al 30%, los cuales se mantuvieron 

a -70 °C. 

 

6.1.2 Cría de insectos 

 

 

Se inició una cría de Diaphorina citri realizando colectas de insectos adultos 

en huertas de cítricos del Estado de Nuevo León. Los insectos fueron colectados de 

campo de brotes de árboles de cítricos usando un aspirador bucal adaptado a un 

depósito de plástico y transportados al invernadero en hieleras. La colonia se 

estableció en jaulas de 80 cm x 80 cm x 150 cm de largo, ancho y alto recubierto con 

tela organza. Se empleo a plantas de limón mexicano (Citrus aurantifolia L.) y naranjo 

valencia (Citrus sinensis L.), como hospederos mantenidos en condiciones semi 

invernadero, se introdujeron 50 adultos por cada árbol de cítrico presente. 

 

 

6.2 Caracterización molecular de cepas aisladas de Hirsutella 

 

Para la caracterización molecular se utilizó la metodología propuesta por 

Pérez-González et al. (2015a), las cepas de Hirsutella spp. se cultivadas en caldo 
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dextrosa papa, durante 15 días a 250 rpm y 25 °C. Posteriormente, los cultivos fueron 

centrifugados a 14000 rpm por 10 min, se descartó el sobrenadante. El micelio se 

transfirió a tubos cónicos de 1.5 mL de capacidad, se lavaron en dos ocasiones con el 

buffer Tris (TE 1 X). Se añadieron 250 µL de buffer de lisis (200 mM Tris pH 8.5, 

250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0.5% SDS) y se maceraron con la ayuda de un pistilo. 

Se agregaron nuevamente 250 μL de buffer de lisis y 500 μL de 

fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1), se centrifugó a 13000 rpm durante 15 

min y se recuperó el sobrenadante. Por último, el ADN se precipitó añadiendo acetato 

de sodio (3M, pH 7) e isopropanol, seguido de un lavado con etanol al 70%, y se 

resuspendió en buffer TE 1X. 

El ADN purificado fue amplificado utilizando los oligonucleótidos ITS1 (5’- 

TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGAATATGC-

3’), bajo las condiciones de 95 °C por 5 min de desnaturalización inicial, 35 ciclos de 

desnaturalización a 94 °C por 30 s, un alineamiento a 60 °C por 45 s y un proceso de 

extensión a 72°C por 90 s, finalizando por un paso de extensión final de 72 °C por 8 

min. Así mismo, se amplificó el gen parcial 28S ribosomal, utilizando los 

oligonucleótidos LS1 (5’-AGTACCCGCTGAACTTAAG-3’) y LR5 (5’ 

CCTGAGGGAAACTTCG-3’), bajo las condiciones descritas por Meyer et al. (2007). 

Los productos de PCR se purificaron utilizando el kit Wizard SV Gel and PCR 

clean-up system (Promega, Invitrogen), y posteriormente se enviaron a la Unidad de 

Síntesis y Secuenciación del Instituto de Biotecnología de la UNAM para su 

secuenciación. 

 

6.3 Preparación del inóculo para la colonización endofítica de plantas 

 

Se cultivó una cepa de Hirsutella citriformis (OP-Hir-10) en agar dextrosa 

papa, adicionado al 1% con extracto de levadura; el cultivo se incubó por 6-7 semanas 

hasta alcanzar una conidiación abundante. Una vez observado esto, se tomó la caja de 

Petri y se le adicionaron 10 mL de agua estéril, y, con la ayuda de un asa micológica, 

se realizó un raspado superficial para desprender los conidios. Posteriormente, se 

transfirió la suspensión de conidios a un tubo cónico de 50 mL y se determinó su 
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concentración por observación directa en una cámara de Neubauer. Finalmente se 

ajustó a la concentración deseada (Pérez et al. 2015b). 

Además, se determinó el porcentaje de germinación de esporas. Para lograrlo, 

se cortaron cuadros de aproximadamente 1 cm2 en una caja de Petri con PDA, donde 

se colocaron 10 µL de las suspensiones de esporas. Las cajas Petri se incubaron a 25 

± 2 °C durante 72 a 96 h, posteriormente se contabilizaron 100 conidios bajo el 

microscopio, donde fueron positivos si el tubo germinativo era igual o mayor al tamaño 

que del conidio (Pérez-González et al. 2017). 

 

6.4 Evaluación de la colonización endofítica en plantas de cítricos mediante 

distintos métodos de inoculación 

 

6.4.1 Inoculación por cuña (injerto). 

Se realizó un corte tipo cuñas de 1cm2 en el tallo de cada una de las 8 plantas 

de Citrus × sinensis para cada tratamiento, donde se colocó un trozo de agar con H. 

citriformis (OP-Hir-10) o B. bassiana de aproximadamente 1-cm2, con una 

concentración de 1×107 conidios/mL, los cortes se sellaron con papel parafilm. El 

control positivo fue B. bassiana y como control negativo se utilizó PDA adicionado 

con extracto de levadura al 1% (Polanco-Florian et al. 2019). La presencia endofítica 

de los hongos en las plantas se determinó a las 4 y 8 semanas post-inoculación. Para 

lograrlo, se tomaron hojas superiores (hojas nuevas), hojas inferiores y tallo de las 

plantas tratadas; se realizó una desinfección del material vegetal con etanol al 70% 

durante 3 min e hipoclorito de sodio al 2% durante 3 min, y, por último, se enjuagaron 

en tres ocasiones con agua estéril y se sembró por extensión 100 µL de agua destilada 

del último lavado en PDAY (Bamisile et al. 2019).   De las distintas partes de la planta, 

se sembraron 5 trozos por caja con PDAY y se incubaron a 25 ± 2°C, se observaron 

cada 3 días en busca de crecimiento de H. citriformis o B. bassiana durante 21 días. 

 

6.4.2 Inmersión de semilla en metilcelulosa al 2%. 

Se utilizaron 30 semillas de Citrus × sinensis, estas fueron sumergidos en 10 

mL de una suspensión de H. citriformis (OP-Hir-10) y otras en B. bassiana a una 

concentración de 1×107 conidios/mL con metil-celulosa al 2% por alrededor de 24 
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horas. Una vez transcurrido el tiempo, las semillas se dejaron secar en papel durante 

30 min y posteriormente se sembraron en macetas de 15 cm. Como control positivo se 

B. bassiana y como control negativo se utilizó agua destilada estéril 

(Kuzhuppillymyal-Prabhakarankutty et al. 2020).  El establecimiento endofítico de los 

hongos se determinó a las cuatro y ocho semanas post-germinación de las semillas 

tratadas, para evaluar la colonización de los hongos, se tomó una hoja de cada planta 

y se esterilizaron con etanol al 70% durante 3 min e hipoclorito de sodio al 2% durante 

3 min, se enjuagaron en tres ocasiones con agua estéril (Bamisile et al. 2019). Para 

verificar la esterilización, se sembraron 100 µL del último lavado en PDAY por 

extensión. Las hojas fueron seccionadas en partes utilizando un bisturí estéril y cuatro 

secciones de cada hoja fueron sembrados en agar PDAY adicionado con ácido láctico 

para evitar contaminación bacteriana. Los cultivos se incubaron a 25 ± 2°C y se 

revisaron cada tres días para detectar el crecimiento de hongos. Las partes de tejidos 

de la planta que presentaron crecimiento de hongos fueron transferidos a otra placa de 

agar papa dextrosa suplementado con extracto de levadura al 1% (PDAY), esto para 

prevenir contaminación. 

 

6.4.3 Asperjado foliar. 

Para esta técnica, se utilizaron las mismas cepas que en las técnicas anteriores. 

Se utilizaron 12 plantas por tratamiento con 14 semanas de crecimiento las 

cuales se asperjaron (utilizando un aspersor manual) con 10 mL del inóculo, a una 

concentración de 1×108 conidios/mL de cada hongo o agua destilada estéril con 

solución Tween 80 al 0.01% como control absoluto. Por último, las plantas fueron 

recubiertas con una bolsa de nylon por 24 horas y se mantuvieron en un invernadero a 

una temperatura de 25 ± 2°C y humedad relativa de 65-75% con fotoperiodo de 14:10 

horas luz: oscuridad para evaluar la colonización endofítica (Bamisile et al. 2019). La 

evaluación de la colonización endofítica se determinó a las 4, 8 y 12 semanas post-

inoculación tomando hojas superiores (hojas nuevas) y hojas inferiores. Estas hojas 

superiores e inferiores fueron desinfectadas utilizando la metodología previamente 

descrita, se cortaron en secciones y se inocularon 4 secciones de cada hoja en PDAY. 

Los resultados se expresaron como: 
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La frecuencia de colonización: (Número de secciones en tejido (hoja, tallo, raíz) 

colonizado/ total de secciones del tejido) × 100 (Allegrucci et al. 2017). 

  

6.5 Evaluación de goma Acacia y goma de Hirsutella como adherentes bajo 

condiciones de laboratorio y campo. 

Para evaluar tanto en laboratorio como en campo 5 tratamientos, dos de ellos 

como testigos en los cuales solo se usaron suspensiones acuosas con las gomas; el 

tratamiento TGH con goma de H. citriformis al 0.5 % (p/v), y el TGA con goma Acacia 

al 0.5% (p/v), 2 formulados a evaluar con las gomas y conidios de H. citriformis (OPG-

Hir-10) a una concentración de 1×107 conidios/mL; tratamiento HGA compuesto por 

la suspensión de goma Acacia al 0.5% (p/v) y conidios de H. citriformis y HGH con 

goma de H. citriformis al 0.5% (p/v) y conidios de H. citriformis y como testigo 

absoluto se utilizó agua estéril. Todos los tratamientos se aplicaron por aspersión 

aproximadamente 0.3 mL sobre cada grupo de 15 adultos (no sexados) de D. citri, se 

emplearon 7 réplicas por cada tratamiento. Cada grupo de 15 insectos inoculados 

fueron puestos dentro de una arena experimental (recipientes plásticos de 150 mL, de 

6 cm alto × 8 cm ancho × 5 cm largo, donde se colocó una esponja de dos centímetros 

de espesor saturada con agua destilada estéril para proporcionar humedad) a 28 °C ± 

2.0 °C y 12h:12h luz/oscuridad. La mortalidad de los insectos se registró cada 3 días 

durante un periodo de 21 días, los datos fueron empleados para calcular la mortalidad 

y el tiempo letal medio (TL50) de cada uno de los tratamientos. 
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En condiciones de campo se evaluaron los adherentes en dos experimentos 

independientes, en plantas de Citrus sinensis Osbeck ‘Valencia’ (Rutaceae), en la zona 

citrícola del municipio de Montemorelos, Nuevo León, México (25°17’12.69’’ N, 

99°55’39.99’’ O), el primer bioensayo inició el 1 de Octubre de 2020 y finalizó el 22 

de Octubre de 2020. Durante este periodo, la temperatura promedio fue de 23°C con 

humedad relativa del 69% y 3.0 mm de precipitación. Los tratamientos evaluados 

fueron los mismo que se utilizaron en el experimento a nivel de laboratorio (TA, TGA, 

TGH, HGH, HGA). Los adultos de D. citri se recolectaron en el mismo huerto usando 

para ello un aspirador bucal. Los insectos fueron dormidos e inoculados por aspersión 

de 0.3 mL, en cada repetición se usaron 15 adultos los cuales se colocaron en bolsas 

de malla (20 cm x 20 cm) y puestos en brotes libres de enemigos naturales de D. citri. 

El bioensayo se evaluó 21 días después. 

El segundo experimento de campo inició el 6 de Octubre y finalizó el 27 de 

Octubre de 2021, en la misma zona citrícola de Montemorelos, Nuevo León, México. 

La temperatura promedio fue de 22.8 °C, 76% de humedad relativa y una 

precipitación de 3.3 mm. La preparación de los tratamientos y evaluación de la 

mortalidad sobre los adultos de D. citri se realizó de la misma manera que el primer 

experimento de campo, realizado en Octubre del 2020. 

 

 6.6 Evaluación de la efectividad de control biológico de los formulados a base de 

H. citriformis contra D. citri en laboratorio, invernadero y campo 

 

6.6.1 Eficacia de formulados a base de H. citriformis contra adultos de D. citri en 

condiciones de laboratorio. 

Conidios de H. citriformis a una concentración de 1 × 107 conidios/ml y como 

adherente goma de Acacia o goma de Hirsutella, además de aceite vegetal en polvo al 

3% fueron los diferentes tratamientos usados en los bioensayos. Para cada tratamiento 

se usaron siete réplicas de 15 adultos/tratamiento de D. citri. Se evaluaron concp 

tratamientos, control absoluto (TA), control con goma de Acacia y aceite vegetal en 

polvo (TGA), control con goma de Hirsutella y aceite vegetal en polvo (TGH), conidios 

formulados con goma de Acacia y aceite vegetal en polvo (HGA), y conidios 
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formulados con goma de Hirsutella y aceite vegetal en polvo (HGH). Los tratamientos 

se asperjaron directamente usando un mililitro de cada suspensión sobre cada grupo 

de 15 adultos de D. citri, y cada grupo fue puesto sobre una hoja de cítricos dentro de 

una arena experimental e incubadas durante 21 días a 28.0 ◦C ± 2.0 °C y 12 h:12 h 

luz/oscuridad. La mortalidad de los insectos se registró cada tres días. Se usaron cuatro 

replicas por tratamiento, los datos fueron analizados para calcular el porcentaje de 

mortalidad y el tiempo letal medio (TL50).  

Para el porcentaje de mortalidad se utilizó la fórmula de corrección de Abbott 

(Abbott 1925):  

 

6.6.2 Eficacia de formulados a base de H. citriformis contra adultos de D. citri en 

condiciones de invernadero. 

La evaluación de la eficacia de los conidios formulados de H. citriformis se 

determinó dentro de un invernadero del Centro Nacional de Referencia de Control 

Biológico de México, Tecomán, Colima, México, empleando 12 plantas de naranja (C. 

× sinensis). El experimento inició el 28 de octubre y finalizó el 18 de noviembre de 

2022. Se infestaron cinco brotes por planta con 10 adultos de D. citri por brote, y se 

confinaron usando una bolsa de malla (30 cm de alto × 28 cm de ancho). La infestación 

de insectos en los brotes se realizó por la mañana, antes de la aplicación de los 

formulados. Los tratamientos fueron: control absoluto (TA), control de goma 

Hirsutella (TG) y las cepas formuladas de H. citriformis FOP-Hir-03 (Tabasco), FOP-

Hir-10 (Yucatán) y FOP-Hir-12 (Colima). Los conidios formulados se ajustaron a una 

concentración de 5×106 conidios/mL y se aplicaron 4 mL de tratamiento por brote 

durante la tarde con un aspersor manual. La mortalidad de adultos de D. citri se evaluó 

después de 21 días cuantificando el número de adultos muertos, adultos vivos (sin 

presencia de micosis) y adultos micosados. Los cadáveres se colocaron en cámaras 

húmedas (25 °C ± 2 °C y 90% de humedad relativa) durante 10 días para verificar el 

desarrollo de micelio. La temperatura y la humedad relativa se determinaron 

diariamente mediante un higrómetro (Elitech RC-4HC; Elitech Technology Inc., San 

José, CA, EE. UU.) colocado en el dosel de la planta. El experimento consistió en un 
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diseño de bloques al azar con cinco replicas por tratamiento. 

 

6.6.3 Eficacia de formulados a base de H. citriformis contra adultos de D. citri en 

condiciones de campo. 

 

La efectividad de formulaciones a base de H. citriformis contra adultos de D. 

citri a nivel de campo se evaluó en dos experimentos independientes.  

El primer experimento de campo se realizó en un huerto comercial de limón 

persa mexicano (Citrus × latifolia) ubicada en el municipio de Tecomán, Colima, 

México (18° 55’53.2’’ N, 103° 51’51.6’’ O) del 23 de marzo al 12 de abril del 2022. 

Un huerto de 187 plantas con edad promedio de 3 años, altura de 2 metros y sembrados 

con una separación de 3 metros entre cada planta. Los adultos de D. citri utilizados en 

este experimento fueron recolectados con la ayuda de un aspirador bucal del mismo 

huerto. Se aplicaron cinco tratamientos, tres formulaciones con cada una de las cepas 

(FOP-Hir-03, FOP-Hir-10 y FOP-Hir-12) 5×106 conidios/mL de concentración, 

empleando como adherente goma de Hirsutella y aceite vegetal en polvo como 

protector; un control sin el agente activo (TG) y un control absoluto (TA). Se emplearon 

8 plantas para cada tratamiento y 6 brotes libres de enemigos naturales por árbol. Diez 

adultos de D. citri confinados en una bolsa de malla por repetición. Cada brote fue 

inoculado con 4 mL utilizando un aspersor manual con cada uno de los tratamientos. 

Después de 21 días de aplicación, se cuantificaron los insectos vivos y muertos dentro 

de cada bolsa de malla y los cadáveres se incubaron en cámara de humedad (25 °C ± 2 

°C y 90% de humedad relativa) para evaluar el desarrollo de micelio. Los niveles de 

temperatura y humedad relativa se midieron cada cuatro horas durante el periodo del 

experimento. 

El segundo experimento de campo se llevó a cabo el 28 de octubre y finalizó el 

18 de noviembre de 2022. Este se realizó en un huerto de limón mexicano (C. 

aurantiifolia) en Tecomán, Colima, México (18°49’7.5’’ N 103°48’33.6’’ O). La 

efectividad de los formulados FOP-Hir-03, FOP-Hir-10 y FOP-Hir-12 se evaluó de 

manera similar a la descrita para el primer experimento, donde se utilizaron 10 adultos 

de D. citri en cada brote, seis brotes por árbol. y ocho árboles para cada tratamiento. Se 

aplicaron las mismas tres formulaciones a una concentración de 5×106 conidios/mL, 
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incluido un control sin el agente activo (TG) y un control absoluto (TA). Cada brote 

fue asperjado con cuatro 4 mL de cada tratamiento y la aplicación de la formulación se 

realizó por la tarde. La mortalidad se determinó 21 días después de la aplicación y los 

cadáveres fueron colocados durante 10 días en cámaras húmedas (25 °C ± 2 °C y 90% 

de humedad relativa) con el fin de promover la presencia de micelio. Durante el 

período del bioensayo, los niveles de temperatura y humedad relativa se registraron 

con un higrómetro. 

 

6.7 Análisis estadísticos 

 

En los bioensayos de laboratorio, el tiempo letal medio de los tratamientos se 

calculó mediante la prueba de Kaplan-Meier. Los porcentajes de mortalidad fueron 

transformados con arcoseno para normalización. Los datos de mortalidad fueron 

ajustados utilizando la fórmula de corrección de Abbott, donde el valor de control 

absoluto se restó de todos los demás valores (Abbot 1925). Se utilizó ANOVA para 

analizar los datos de mortalidad de los experimentos y se empleó la prueba post hoc 

de Tukey a un nivel de significancia de p ≤ 0.05 (IBM SPSS Statistics Version 22; 

SPSS, Inc., Chicago, IL, EE. UU.). Se utilizó la prueba de Kruskal-Wallis para analizar 

los datos de porcentaje de esporulación de los diferentes experimentos y donde los 

datos analizados no mostraron una normalidad, posteriormente se comparó mediante 

la prueba de Dunn, utilizando el software Graph Pad Prism 9 (GraphPad Software Inc., 

San Diego, CA, EE.UU). 
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7. RESULTADOS 

 

 

7.1 Caracterización molecular de aislamientos de Hirsutella spp. 

El análisis filogenético en base al gen de β-tubulina, mostró que las 11 cepas 

aisladas de Hirsutella sp. están estrechamente relacionadas entre sí y forman un nodo 

en común con secuencias del género H. citriformis. Los hongos originarios de Veracruz 

(OP- Hir-4 y OP-Hir-6), Yucatán (OP-Hir-10 y OP-Hir-11) y Tabasco (OP-Hir-3 y 

OP-Hir-7) tienen una similitud más estrecha agrupándose en el mismo clado (Figura 

3). 

 

 

En cuanto a la filogenia del gen 28S ARNr, se identificaron 10 aislamientos 

como H. citriformis, mientras que OP-Hir-03 (Tabasco) presentó una relación más 

estrecha con H. rhossiliensis (Simmons et al. 2015). Los aislamientos OP-Hir-04 

Figura 3. Árbol filogenético de las secuencias de β- tubulina de asilados de H. 

citriformis junto a secuencias de referencias obtenidas de NCBI. En color amarillo 

se destacan los aislamientos identificados en el presente trabajo. 
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(Veracruz), OP-Hir-06 (Veracruz), OP-Hir-08 (Quintana Roo) y OP-Hir-10 

(Yucatán), sus secuencias se encuentran estrechamente relacionadas en el árbol 

filogenético y podría deberse a las cercanías de su distribución geográficas (Figura 4). 

 

 

Los resultados de la filogenia de gen ITS mostraron que solo dos aislamientos 

se identificaron como H. citriformis (OP-Hir-07 y OP-Hir-11), mientras que OP-Hir-

06 se agrupó en un clado distinto, ya que presentó una estrecha similitud con Fusarium 

werrikimbe (Hypocreales: Nectriaceae) (Walsh et al., 2010). El resto de los 

aislamientos solo se lograron relacionar como especies del género Hirsutella (Figura 

5). 

Figura 4. Árbol filogenético de las secuencias del gen 28S ARNr de asilados de 

H. citriformis junto a secuencias de referencias obtenidas de NCBI. En color 

verde se destacan los aislamientos identificados en el presente trabajo. 
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Figura 5. Árbol filogenético de las secuencias de la región ITS de asilamientos de H. 

citriformis junto a secuencias de referencias obtenidas de NCBI. En color azul se destacan 

los aislamientos identificados en el presente trabajo. 

 

7.2 Evaluación de la colonización endofítica de H. citriformis en plantas de 

cítricos mediante distintos métodos de inoculación. 

 

Los resultados de la capacidad endofítica por el método de cuña mostraron que 

H. citriformis y B. bassiana empleando una concentración de 1×107 conidios/cm2, no 

fueron capaces de colonizar la planta, al utilizar esta técnica, e intentar recuperar estos 

hongos a las cuatro y ocho semanas a partir de los distintos tejidos de la planta, como 

son hojas superiores, hojas inferiores y tallo (Tabla 1). 
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Frecuencia de colonización en diferentes 

partes de la planta 

 

 

 

H. citriformis 

 

 

B. bassiana 

 

 

Por otra parte, al evaluar el método de inmersión de semilla en metil-celulosa 

al 2% se observó que H. citriformis y B. bassiana no lograron ser recuperados de las 

primeras hojas de las plantas que germinaron de las semillas tratadas después de 4, 8 

y 12 semanas a partir de nacimiento de las primeras hojas (Tabla 2). 

 

 

Tabla 2 Frecuencia de colonización de hongos entomopatógenos en hoja de la planta Citrus sinensis a 

distintas semanas después de la inoculación de H. citriformis y B. bassiana a una concentración de 1 x 107 

conidios/mL mediante la inoculación de semillas recubiertas con metil-celulosa al 2% y su germinación. 

Cepa Tratamientos n Frecuencia de 

colonización en hojas 

 4 semanas post inoculación 4 0/4 

H. citriformis 8 semanas post inoculación 4 0/4 

 12 semanas post inoculación 4 0/4 

 4 semanas post inoculación 4 0/4 

B. bassiana 8 semanas post inoculación 4 0/4 

 12 semanas post inoculación 4 0/4 

 

 

Por último, se utilizó el método de inoculación de asperjado en plantas de 

limón mexicano (Citrus aurantiifolia) con una concentración de 1×108 conidios/mL de 

cada hongo. Los resultados no mostraron colonización, ya que H. citriformis no pudo 

ser recuperada de hojas superiores ni hojas inferiores después del periodo de 12 

 

Cepa Tratamientos 

 

n 

Hojas 

superiores 

Hojas 

inferiores 

 

Tallo 

 4 semanas post inoculación 4 0/4 0/4 0/4 

8 semanas post inoculación 4 0/4 0/4 0/4 

4 semanas post inoculación 4 0/4 0/4 0/4 

8 semanas post inoculación 4 0/4 0/4 0/4 

 

Tabla 1. Frecuencia de colonización de hongos entomopatógenos en diferentes segmentos de la planta 

Citrus sinensis (hojas superiores, hojas inferiores y tallo) a distintas semanas posterior a la 

inoculación de H. citriformis y B. bassiana a una concentración de 1×107 conidios/cm2 mediante el método 

de cuña. 
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semanas, mientras que B. bassiana solo se recuperó de las hojas inferiores de una de 

las cuatro plantas tratadas (25%) a las 12 semanas post inoculación foliar (Tabla 3). 

 

 
 

Frecuencia de colonización en hojas 
 

Cepa Tratamientos n Hojas superiores Hojas inferiores 

 4 semanas post inoculación foliar 4 0/4 0/4 

H. citriformis 8 semanas post inoculación foliar 4 0/4 0/4 

 12 semanas post inoculación foliar 4 0/4 0/4 

 4 semanas post inoculación foliar 4 0/4 0/4 

B. bassiana 8 semanas post inoculación foliar 4 0/4 0/4 

 12 semanas post inoculación foliar 4 0/4 1/4 

 

 

 

7.3 Efectividad de formulados a nivel de laboratorio, invernadero y campo. 
 

7.3.1 Evaluación de goma Acacia y goma de Hirsutella citriformis como adherente 

a nivel de laboratorio. 

Los resultados de la evaluación de adherentes con goma Acacia y goma de 

Hirsutella mostraron diferencias significativas entre los tratamientos y el control 

absoluto sobre la mortalidad de adultos de D. citri en condiciones de laboratorio (F4,20 

= 3.394; p < 0.028). La mayor mortalidad se observó con el tratamiento HGH (conidios 

de H. citriformis y goma de Hirsutella al 0.5%), que infectó y mató al 50.9% de los 

insectos tratados, mientras que los tratamientos HGA (conidios de Hirsutella y goma 

Acacia), TGH (goma de Hirsutella sin conidios) y TGA (goma de Acacia sin 

conidios), causaron una mortalidad del 42.5%, 39.6% y 20.8%, respectivamente 

(Figura 6).  

El tratamiento HGH, presentó un tiempo letal medio de 13.2 días (IC = 11.3 – 

15) siendo el más bajo en comparación con los demás tratamientos (Tabla 4). 

  

Tabla 3. Frecuencia de colonización de hongos entomopatógenos en diferentes segmentos de la planta 

Citrus sinensis (hojas superiores y hojas inferiores) a distintas semanas después de la inoculación de 

H. citriformis y B. bassiana a una concentración de 1×108 conidios/mL mediante el método de aspersión 

foliar. 
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Tabla 4. Tiempo letal medio (TL50) de los adultos de D. citri expuestos a los distintos tratamientos. 

 Tratamientos  

 TA TGA TGH HGA HGH 

Días 16.5 17.2 15.0 16.3 13.2 

intervalo de confianza (15.7-17.3) (15.8-18.5) (13.5-16.5) (15.3-17.4) (11.3-15.0) 

 

 

 
Figura 6. Promedio del porcentaje de mortalidad de adultos de D. citri en condiciones de laboratorio 

después de la aplicación mediante aspersión de conidios de H. citriformis y gomas como adherentes. 

Control absoluto = TA, control goma Acacia = TGA, control goma Hirsutella = TGH, conidios de H. 

citriformis con goma Acacia = HGA, conidios de H. citriformis con goma Hirsutella = HGH. Letras 

diferentes indican diferencias significativas y las barras indican el error estándar de la media (prueba de 

Tukey). 

 

7.3.2 Evaluación de goma Acacia y goma de Hirsutella citriformis como adherente 

a nivel de campo. 

En los resultados de la evaluación de adherentes en condiciones de campo 

realizado en octubre de 2020, se observó que los tratamientos con conidios y goma de 

Hirsutella (HGH) y el control de goma de Hirsutella (TGH) mostraron mayor 

mortalidad contra adultos de D. citri (79.3% y 55.3%, respectivamente), siendo estos 

resultados estadísticamente significativos en comparación con los demás tratamientos 

(F4,25 = 48.7; p<0.001). Además, al emplear conidios y goma Acacia (HGA) se observó 

una mortalidad de 34.7% de insectos mientras que el control con goma Acacia solo 
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presentó una mortalidad de 4.5% muy similar a la del control absoluto (Figura 7). 

 

 
Figura 7. Promedio de mortalidad de los adultos de D. citri en condiciones de campo después de la 

aplicación mediante aspersión de conidios de H. citriformis y gomas como adherentes. Control absoluto = 

TA, control goma Acacia = TGA, control goma Hirsutella = TGH, formulación con goma Acacia = HGA, 

formulación con goma Hirsutella = HGH, el control goma Hirsutella (TGH). Letras diferentes indican 

diferencias estadísticas significativas y las barras indican el error estándar de la media (prueba de Tukey). 

 

Los resultados del segundo experimento en campo, realizados en octubre de 

2021, fueron similares a los obtenidos en octubre de 2020, donde el tratamiento con 

conidios y goma de Hirsutella (HGH) al 0.5% fue el que resultó en la mayor mortalidad 

de adultos de D. citri (59.7%), el control con goma de Hirsutella (TGH) causó un 49.5% 

y los conidios con goma de Acacia un 44.7% de mortalidad sobre los insectos (Figura 

8), observándose diferencias significativas entre los tratamientos y el control absoluto 

(F4,10 = 11.961; p< 0.001). 
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7.3.3 Efectividad de formulados de Hirsutella citriformis contra Diaphorina citri a 

nivel de laboratorio. 

En condiciones de laboratorio, se observó que la formulación FOP-Hir-10GH 

fue la más efectiva significativamente (F4,19 = 8.0, p ˂ 0.001) controlando a adultos de 

D. citri con mortalidad del 63.5% durante los 21 días evaluados, en comparación con 

el control absoluto (TA). Además, la goma de H. citriformis sin conidios (TGH) causó 

una mortalidad del 42.2% de los adultos de D. citri, lo que demostró que la goma por 

si sola, posee toxicidad directa sobre estos insectos, similar a lo observado en los 

experimentos utilizando las gomas como adherentes en condiciones de laboratorio y 

campo mencionados anteriormente. Los tratamientos con goma de Acacia sin conidios 

(TGA) y la formulación FOP-Hir-10GA no presentaron diferencias significativas, en 

comparación con TA (Figura 9). El tratamiento FOP-Hir-10GH tuvo un tiempo letal 

medio (TL50) de 9 días (IC95 = 6.2–11.7), la cual fue menor que el tiempo letal del 

tratamiento con TGH, que fue de 14.7 días (IC95 = 12.9–16.5) (Tabla 5). 

  

Figura 8. Promedio de mortalidad de los adultos de D. citri en condiciones de campo después de 

la aplicación mediante aspersión de conidios de H. citriformis y gomas como adherentes. Control 

absoluto = TA, control goma de Acacia = TGA, control goma de Hirsutella = TGH, formulación 

con goma de Acacia = HGA, formulación con goma de Hirsutella = HGH, el control goma de 

Hirsutella (TGH). Letras diferentes indican diferencias estadísticas significativas y las barras 

indican el error estándar de la media (prueba de Tukey). 
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Tabla 5. Tiempo letal medio (TL50) de los adultos de D. citri expuestos a las distintas formulaciones en 

condiciones de laboratorio. 

 
TA TGA TGH 

FOP-Hir-

10GA 

FOP-Hir-

10GH 
Días 19.1 ± 0.6 19.1 ± 0.6 19.1 ± 0.6 19.1 ± 0.6 19.1 ± 0.6 

Intervalo de 

confianza 
(17.9- 20.3) (16.9-19.5) 

 
(12.9 - 16.5) (17.0-19.9) 

 
(6.2 - 11.7) 

 

 

Figura 9. Porcentajes de mortalidad de adultos de D. citri después de la aplicación por aspersión de conidios 

formulados de H. citriformis (1×107 conidios/mL), en condiciones de laboratorio. TA = control absoluto; 

TGA = goma de Acacia + aceite vegetal en polvo; TGH = goma de Hirsutella + aceite vegetal en polvo; 

FOP-Hir-10GA = conidios de Hirsutella + goma de Acacia + aceite vegetal en polvo; y FOP-Hir-10GH 

= conidios de Hirsutella + goma de Hirsutella + aceite vegetal en polvo. Las barras indican el error 

estándar y las letras diferentes indican diferencias estadísticas significativas (prueba de Tukey < 0.05). 

 

 

7.3.4 Evaluación de formulados de Hirsutella citriformis contra Diaphorina citri a 

nivel de invernadero. 

Al evaluar la eficacia de los conidios de H. citriformis formulados en 

experimentos de invernadero, se observaron diferencias significativas entre las 

formulaciones y el control absoluto (F4,19 = 8.6; p ≤ 0.05). La mayor mortalidad de 

adultos de D. citri se observó con el formulado FOP-Hir-12, causando la mortalidad 

del 84.6% de los insectos tratados. Las formulaciones FOP-Hir-03 y FOP-Hir-10 
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mostraron una mortalidad del 55.7% y 56.1%, respectivamente sobre los adultos de D. 

citri. Además, el tratamiento TG (goma de Hirsutella sin conidios) causó una 

mortalidad del 49.0% de los adultos de D. citri, con un efecto similar a lo observado 

en los experimentos en laboratorio (Figura 10A).  

 
Figura 10. Porcentajes de mortalidad y promedios de desarrollo del micelio aéreo (esporulación) causados 

por conidios formulados de H. citriformis (5×106 conidios/mL), aplicado por aspersión sobre D. citri 

adultos en condiciones de invernadero. TA = control absoluto; TG = control sin agente activo; FOPHir-

03 = formulación de cepa OP-Hir-03; FOP-Hir-10 = formulación de cepa OP-Hir-10; y FOP-Hir-12 = 

Formulación de la cepa OP-Hir-12. (A) Porcentaje promedio de mortalidad. Las barras indican el error 

estándar (Tukey α < 0,05) y diferentes letras minúsculas indican una diferencia estadística significativa 

entre tratamientos. (B) Mediana del porcentaje del desarrollo medio del micelio aéreo. Diferentes letras 

indican una diferencia estadísticamente significativa (α de Dunn < 0.05) en el porcentaje de esporulación 

del hongo en los insectos infectados, mediante la prueba de Kruskal-Wallis. 
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No se observaron diferencias significativas (H (4) = 8.226, p = 0.0836) al 

comparar la presencia de cadáveres micosados entre tratamientos. La mayor de 

cantidad de cadáveres micosados fue presentada por el tratamiento FOP-Hir-03, el 

cual micosó al 38.7% de los cadáveres, mientras que los tratamientos FOP-Hir-10 y 

FOP-Hir-12 solo micosaron 20.8% y 18.4% de los insectos muertos, respectivamente 

(Figura 10B). 

 

7.3.5 Evaluación de formulados de Hirsutella citriformis contra Diaphorina citri a 

nivel de campo. 

La mortalidad de los adultos de D. citri tratados con formulados de H. 

citriformis en el bioensayo de campo fue significativamente mayor que el control 

absoluto durante el experimento de marzo de 2022. El tratamiento FOP-Hir-12 causó 

mayor mortalidad (67.3%) de los adultos de D. citri (F4,14 = 44.2; p ≤ 0.05). Los 

tratamientos FOP-Hi-03 y FOP-Hir-10 ocasionaron mortalidad del 57.0 % y 54.2 % 

en adultos de D. citri, respectivamente. La goma de Hirsutella (TG) mostró un efecto 

similar al observado en experimentos de laboratorio y de invernadero, causando una 

mortalidad del 41.2% entre los adultos tratados con D. citri (Figura 11).  

 

Figura 11. Porcentajes de mortalidad de adultos de D. citri después de la aplicación por aspersión de 

conidios formulados de H. citriformis (5×106 conidios/mL) en condiciones de campo. Control absoluto 

= TA; goma de Acacia + goma de Hirsutella + control de aceite vegetal en polvo = TG; conidios FOP-

Hir- 03 + goma de Hirsutella + aceite vegetal en polvo = conidios formulados con OP-Hir-03; conidios 

FOP-Hir- 10 + goma de Hirsutella + aceite vegetal en polvo = conidios formulados con OP-Hir-10; 

Conidios FOP-Hir- 12 + goma de Hirsutella + aceite vegetal en polvo = conidios formulados con OP-

Hir-12. Las barras indican el error estándar (Tukey α < 0.05), y diferentes letras minúsculas indican 

una diferencia estadística significativa entre tratamientos. 
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Durante el período experimental, no fue posible detectar el desarrollo de 

micelio aéreo de H. citriformis en cadáveres de D. citri recolectados en áreas de campo 

tratadas. 

 

 

Figura 12. Porcentajes de mortalidad y promedios de desarrollo del micelio aéreo (esporulación) causados 

por conidios formulados de H. citriformis (5×106 conidios/ml), aplicado por aspersión sobre D. citri adultos 

en condiciones de campo. TA = control absoluto; TG = control sin agente activo; FOPHir-03 = formulación 

de cepa OP-Hir-03; FOP-Hir-10 = formulación de cepa OP-Hir-10; y FOP-Hir-12 = Formulación de la cepa 

OP-Hir-12. (A) Porcentaje promedio de mortalidad. Las barras indican el error estándar. (Tukey α < 0,05) 

y diferentes letras minúsculas indican una diferencia estadística significativa entre tratamientos. (B) 

Mediana del porcentaje del desarrollo medio del micelio aéreo. Diferentes letras indican una diferencia 

estadísticamente significativa (α de Dunn < 0.05) en el porcentaje de esporulación del hongo en los insectos 

infectados, mediante la prueba de Kruskal-Wallis. 
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En el segundo bioensayo, realizado en octubre de 2022, siguiendo los mismos 

tratamientos y dosis que en el primer experimento, los conidios formulados de cepas 

de H. citriformis (5×106 conidios/mL) causaron una mortalidad que osciló entre 90.7% 

y 94.0%, significativamente mayor en comparación que la del control (17.0%) (F4,39 = 

85.4; p ≤ 0.05), mientras que el tratamiento con TG causó mortalidad del 35.4%. 

Además, el control absoluto presentó mortalidad del 17.0 % (figura 12A). La micosis 

de los cadáveres de D. citri fue de 88.4% en el tratamiento FOP-Hir-12, mientras que 

para los tratamientos FOP-Hir-10 y FOP-Hir-03, fue de 55.0% y 49,.1% 

respectivamente (Figura 12B). 
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8. DISCUSIÓN 

 

La identificación de los aislamientos, basada en las características 

morfológicas observadas, principalmente los sinemas, forma de la fiálide y de los 

conidios, indican que todos los aislados pertenecen al género de Hirsutella (Reddy et 

al. 2020). Sin embargo, hay autores que argumentan que las características 

morfológicas de este género son insuficientes para determinar relaciones entre especies 

(Simmons et al. 2015). Por lo cual, en el presente estudio se realizaron los análisis 

filogenéticos de los genes β-tubulina, ITS y 28s ARNr con el objetivo de determinar 

estas relaciones interespecíficas. 

Al emplear las regiones ITS para el análisis filogenético solo dos de los 11 

aislamientos fueron asociados a la especie H. citriformis mientras que el resto de las 

secuencias solo se relacionó al género Hirsutella, esto pudo deberse a que las regiones 

ITS pueden generar incongruencias en los análisis filogenéticos como lo ha reportado 

Simmons et al. (2015). Por otra parte, con el análisis filogenético de la región 28s 

ARNr de estas muestras, 10 de ellas presentaron gran similitud con las especies de H. 

citriformis utilizadas como referencia, solo la cepa OP-Hir-03 presentó una relación 

más estrecha hacia la especie de H. rhossiliensis, pero sus características morfologías 

la asocian a la especie H. citriformis. Con base en los análisis filogenéticos empleando 

del gen de β-tubulina, todas las muestras lograron ser asociadas e identificadas como 

H. citriformis, por la estrecha relación filogenéticas que se observaron con cepas de 

referencias obtenidas del NCBI. Además, se encontró una similitud más estrecha entre 

las cepas de Veracruz, Yucatán y Tabasco, que podría representar algún tipo de patrón 

en relación con su distribución geográfica (Walsh et al. 2010). 

Respecto a la capacidad de colonización endofítica de H. citriformis en plantas 

de cítricos, se demostró que este hongo no fue capaz de establecerse dentro de las 

plantas evaluadas, al menos mediante los métodos analizados en este trabajo. Esto 

puede deberse a que H. citriformis, en una etapa de su ciclo de vida, depende de un 

insecto hospedero para su desarrollo (patógeno obligado), lo cual afectaría su posible 

establecimiento como endófito en estas plantas.  



37 

 

 

Contrario a esto, existen varios reportes en los cuales se cita que B. bassiana 

(hongo saprófito con capacidad de parasitar a diferentes artrópodos) tiene el potencial 

de colonizar todas las partes de la planta sin importar el método de inoculación 

empleado (Brownbridge et al. 2012; Behie y Bidochka 2015; Qayyum et al. 2015). 

Nuestros resultados difieren de dichos investigadores, ya que solo nos fue 

posible endofitar a B. bassiana al aplicarla por asperjado y otros investigadores usando 

la misma cepa, fueron capaces de endofitar plantas de maíz, introduciendo al hongo 

en las semillas (Kuzhuppillymyal-Prabhakarankutty et al. 2020). Sin embargo, 

Bamisile et al. (2020) mediante aspersión foliar, reportaron la colonización de tres 

cepas de B. bassiana y una de M. anisopliae (1×108 conidios/mL) hasta por 56 días en 

hojas de plantas de Citrus limon con edades de 3 meses de germinación. Además, al 

inocular a H. citriformis y a B. bassiana (PTG4) en semillas de Citrus × sinensis 

tratadas con metil-celulosa al 2% y una concentración de conidios de 1×107 

conidios/mL, no se logró recuperar a ninguno de los dos hongos después de 4.8 o 12 

semanas posterior a la germinación de las semillas. Contrario a lo reportado por 

Kuzhuppillymyal‑Prabhakarankutty et al. (2020), donde empleando este mismo 

método de inoculación y logró recuperar a B. bassiana (GHA), B. bassiana (PTG4) y 

B. bassiana (PTG6) después de 14 días post germinación de las plantas de maíz.  

Por otra parte, la inoculación de H. citriformis y B. bassiana por aspersión 

foliar en plantas de limón mexicano (Citrus aurantiifolia) demostró que solo B. 

bassiana tuvo la capacidad de establecerse como endófito siendo detectada en hojas 

inferiores a las 12 semanas. Este resultado valida reportes que han demostrado la 

capacidad de colonización endofítica de B. bassiana en plantas de cítricos 

reportándose hasta 12 semanas post inoculación en estudios realizados por Bamisile et 

al. (2019). En el caso de H. citriformis a la actualidad no existen reportes de 

colonización endofítica en plantas de cítricos. 

En los bioensayos de laboratorio realizados con gomas como adherentes, los 

tratamientos que incluyeron conidios formulados con ambas gomas (HGH y HGA), 

mostraron patogenicidad contra los adultos de D. citri, además observamos que la 

goma producida por H. citriformis (TGH) por sí sola, causó la mortalidad del 39.6% 

de los insectos, indicando así que esta goma parece tener efectos nocivos sobre 
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insectos adultos de D. citri. La mortalidad en adultos de D. citri lograda con un tiempo 

letal medio de 13.2 días por la cepa OP-Hir-10 aplicada por aspersión con goma de H. 

citriformis fue menor (50%) que la reportada en ensayos de laboratorio después de 

probar ocho cepas de H. citriformis aplicadas por contacto, cuya mortalidad de adultos 

de D. citri fue de entre 50% a 88% (Pérez-González et al. 2015b). 

Por otra parte, los dos experimentos independientes realizados en campo para 

evaluar las gomas como adherentes, mostraron resultados muy similares entre sí, la 

mortalidad provocada por los tratamientos con conidios y goma de Hirsutella (HGH) 

fue mayor (69.0 % - 79.0%) que la reportada por Pérez-González et al. (2016) al 

evaluar cuatro cepas de H. citriformis y goma de Acacia al 1% aplicadas por aspersión 

donde se registró una mortalidad de 35.7% a 51.0% en adultos de D. citri en 

condiciones de semi- campo y similar a los tratamientos con conidios y goma de Acacia 

(HGA) donde se obtuvo una mortalidad de 44.7% de insectos. Además, se observó un 

efecto similar al de los ensayos de laboratorio con mortalidad de la goma de Hirsutella 

(TGH) mostrándose una mortalidad de alrededor del 50% de adultos de D. citri. La 

cantidad limitada de cadáveres micosados de insectos infectados puede estar 

relacionado con las condiciones ambientales del experimento, alta temperatura (31.5 

°C) y baja humedad relativa la cual solamente permitió que H. citriformis infectara y 

matara a los adultos de D. citri, pero no para que el hongo desarrollara micelio aéreo 

después de la muerte de los insectos. De manera similar, durante otras pruebas de 

campo se informó una baja micosis en el campo bajo condiciones similares de 

humedad relativa (Pérez-González et al. 2020). En base a los resultados obtenidos, la 

goma de Hirsutella se consideró la mejor opción para la formulación por su 

compatibilidad con los conidios de H. citriformis y al efecto sinérgico que presentó 

sobre los adultos de D. citri. 

En este trabajo, se evaluó la efectividad de formulaciones con conidios de H. 

citriformis como ingrediente activo, goma de Hirsutella como adherente y aceite 

vegetal en polvo como protector para los conidios. Flores-Villareal et al. (2023), cita 

que los conidios se mantienen viables al menos durante 90 días en almacenamiento a 

25° C y al menos 120 días a temperaturas de 4°C. El formulado FOP-Hir-10GH al ser 

evaluado a nivel laboratorio, obtuvo la mayor mortalidad (63.5%) con un tiempo letal 
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medio (TL50) de 9 días, mientras que la goma de Hirsutella alcanzó 42.2% de 

mortalidad con un tiempo letal medio de 14.7 días. El efecto insecticida de la goma 

Hirsutella puede deberse a la producción de toxinas, como la Hirsutelina A (HtA), la 

Hirsutelina B (HtB), el ácido ftálico, las ribotoxinas o algunos exopolisacáridos como 

lo han reportado varios autores (Liu et al. 1995; Quereshi et al. 2007; Li et al. 2010; 

Herrero-Galan et al. 2013; Ramachadran et al. 2013; Corallo et al. 2021). 

Los resultados obtenidos en el bioensayo en invernadero demostraron que los 

tratamientos FOP-Hir-3, FOP-Hir-10 y FOP-Hir-12 causaron 55.7%, 56.1% y 84.6% 

de mortalidad de adultos de D. citri, respectivamente, aquí el porcentaje de cadáveres 

micosados obtenido fue bajo (18.4% a 38.7%) debido a que las condiciones climáticas 

(25.7 °C ± 1 °C y 93.0% de humedad relativa) no permitieron el desarrollo del hongo 

durante el período de evaluación. Estos resultados son similares con los reportados por 

Ullah et al. (2018), mostrando que después de aplicar Isaria fumosorosea y B. 

bassiana en condiciones de invernadero a concentración de 1×108 conidios/mL, la 

mortalidad observada de adultos de D. citri fue del 72.1% y del 61.2% 

respectivamente. Además, el porcentaje de cadáveres micosados observados fue de 

52.6% y 38.4%, para cada hongo. Resultados similares se han observado en adultos 

de D. citri tras aplicar conidios de B. bassiana y M. anisopliae (1 × 107 conidios/mL), 

alcanzando mortalidad del 51.0% y 78.9%, respectivamente (Fernandes et al. 2018). 

Además, la virulencia de los conidios de H. citriformis (5 × 106 conidios/mL) contra 

adultos de D. citri fue mayor que la de otros hongos entomopatógenos, donde se 

observó 70.0% de mortalidad de D. citri después de aplicar de 107 a 108 conidios/mL 

de B. bassiana. NCIM 1216, B. bassiana 2067, C. fumosorosea Wize IF-171201 y M. 

anisopliae 2411 (Ullah et al. 2018). 

En los bioensayos en campo, las formulaciones con diferentes cepas de H. 

citriformis mostraron una mortalidad de 54.2% a 94.0% sobre adultos de D. citri, lo 

que puede estar relacionado con una variabilidad genética de las cepas evaluadas que se 

asocia con alta patogenicidad y virulencia, como se observa en muchos patógenos 

como B. bassiana y M. anisopliae (Hoy et al. 2010). Además, la goma de Hirsutella 

aplicada como control, mató alrededor del 41.2% de los insectos adultos en campo, 

resultado similar a lo observado en condiciones de laboratorio e invernadero. En el 
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primer experimento de campo, la presencia de cadáveres micosados se vio afectada 

por las condiciones ambientales, principalmente por la baja temperatura de 21.5 °C y 

una humedad relativa de 73.5%, ya que la temperatura óptima para el crecimiento de 

H. citriformis es 25°C (Boucias et al. 2007). Así mismo, se ha reportado que la 

presencia de cadáveres micosados se ve afectada durante la primavera y verano debido 

a niveles subóptimos de humedad relativa para H. citriformis (Hall et al. 2012). En el 

segundo experimento, las condiciones ambientales (25.7 °C y 72.5% de humedad 

relativa) permitieron que se desarrollara el hongo en los cadáveres, pues se observó 

un gran porcentaje de insectos micosados (55.0% a 88.4%). La mortalidad de D. citri 

lograda, utilizando las formulaciones FOP-Hir-3, FOP-Hir-10 y FOP-Hir-12 en 

campo, fue similar a la reportada previamente en ensayos de campo, donde se usó goma 

de Hirsutella en la formulación, causando mortalidad del 65.8% al 80.0% en dos 

experimentos (Peréz-González et al. 2020). 

Por otra parte, Pérez-González et al. (2016a) en su bioensayo de semicampo, 

reportaron que las diferentes cepas de H. citriformis formulada con goma de Acacia al 

1.0% y asperjadas sobre adultos de D. citri en un huerto de limones persa, causó una 

mortalidad del 35.7% al 51.0%, la cual fue menor que los resultados obtenidos en 

nuestros bioensayos. Saldarriaga-Ausique et al. (2017) reportan que al aplicar 2.5×106 

conidios/mL de Isaria fumosorosea ESALQ-1296 obtuvieron una mortalidad de 

82.5%, mientras que la aplicación de 5×106 conidios/mL de B. bassiana ESALQ-PL63 

causó mortalidad de 82.3% en adultos de D. citri en un huerto comercial de cítricos, 

similar a lo reportado en este trabajo. Sin embargo, otros autores han reportado una tasa 

de mortalidad de adultos de D. citri de 42.0%, 50.0% y 50.0% aplicando en campo en 

concentraciones de 2 × 1013 conidios/hectárea I. fumosorosea, B. bassiana y M. 

anisopliae, respectivamente (Lezama-Gutiérrez et al 2012). 

Los resultados obtenidos en invernadero y campo demuestran que la 

“formulación base” (aceite vegetal en polvo y goma de Hirsutella) es compatible con 

las cepas evaluadas y no afecta su patogenicidad de los hongos contra los adultos de 

D. citri. Además, se ha reportado la ausencia de efectos adversos de H. citriformis 

sobre depredadores como Chrysoperla rufilabris Burmeister (Neuroptera: 

Chrysopidae), e Hippodamia convergens Guérin-Méneville (Coleoptera: 
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Coccinellidae) (Perez-González et al. 2016b), demostrando así que su aplicación en 

formulaciones contra los adultos de D. citri minimizan el impacto sobre los organismos 

benéficos y aumentan la mortalidad contra el insecto plaga y con ello nos es posible 

asumir que los conidios de H. citriformis en formulado, pueden ser aplicados de 

manera segura en un programa de manejo integrado para combatir a D. citri por medio 

de control biológico en México. 
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9. CONCLUSIONES 
 

• Todos los aislamientos fueron identificados como H. citriformis mediante el 

marcador molecular de β -tubulina. 

• H. citriformis no posee la capacidad de colonizar plantas de Citrus × sinensis L al 

inocularlos mediante los métodos de cuña, semilla con metil-celulosa, asperjado 

foliarmente. 

• La goma de Hirsutella posee un efecto bionsecticida sobre adultos de D. citri a 

nivel de laboratorio, invernadero y campo. 

• Todas las formulaciones evaluadas demostraron controlar las poblaciones de 

adultos de D. citri a nivel de laboratorio, invernadero y campo. 

• El uso de aceite vegetal en polvo y goma de Hirsutella son componentes 

compatibles que no afectan la patogenicidad de los conidios de H. citriformis. 
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10 PERSPECTIVAS 
 

• Caracterizar la goma de H. citriformis con el fin de identificar los componentes 

que causan toxicidad sobre los adultos de D. citri. 

• Evaluar la patogenicidad de la goma de Hirsutella sobre los diferentes instares 

ninfales de D. citri. 

• Optimizar el escalamiento de la producción y rendimiento de goma de Hirsutella 

citriformis para su uso como posible bioinsecticida. 

• Evaluar la compatibilidad de las formulaciones con insecticidas químicos para un 

mejor manejo integrado de plagas. 
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11. PRODUCTOS ENTREGABLES 
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