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Influencia de la luz y de aditivos naturales sobre la

germinación de conidias de Metarhizium anisopliae

Silvia Ruth Rodríguez-Colorado1

J.Concepción Rodríguez-Maciel2

David Riestra-Díaz1

Juan A. Villanueva-Jiménez1

Daniel Arturo Rodríguez-Lagunes3

R E S U M E N . Se evaluó en el laboratorio el efecto de cuatro aditivos naturales (aceite de nim,aceite de maíz, g l i-
cerina comercial y agua destilada esterilizada) y la exposición a la luz sobre la germinación de las conidias de
Metarhizium anisopliae. Los materiales se mantuvieron en frascos transparentes u oscuros durante tres meses,
a 25±5°C y 70±5% HR . Se tomó una muestra mensual de cada tratamiento y se sembró en medio de cultivo
agar dextrosa de Sabourad.El porcentaje de germinación de las conidias se obtuvo 26 h después de la siembra.
Los tratamientos se distribuyeron en un diseño completamente al azar con cuatro repeticiones. Hubo diferen-
cias significativas en el porcentaje de germinación para las interacciones de los tres factores (∝= 0,05). En el
análisis posterior para cada período, hubo diferencias significativas en los aditivos en cada uno de los meses, y
para tipo de frasco solo a partir del segundo mes. En el agua destilada las conidias se mantuvieron viables en
>90% durante los tres meses, en ambos tipos de frascos. En aceite de maíz,las conidias se mantuvieron viables
en más de 90% hasta el primer mes, pero < 85% en los meses posteriores. Para conidias en aceite de nim y gli-
cerina,en ambos tipos de frasco, la viabilidad fue < 85% desde el inicio, con 0% al primer mes de evaluación.

Palabras claves: Metarhizium anisopliae,Viabilidad,Germinación, Luz,Aditivos naturales, Control biológico.

ABSTRACT. Influence of light and natural additives on the germination of Metarhizium anisopliae conidias.
The effect of four natural additives (neem oil, corn oil, commercial glycerin and distilled sterilized water) and
light exposure on the germination of conidia of M. anisopliae was evaluated in the laboratory.The materials
were kept in clear or dark flasks for three months, at 25±5°C and 70±5%RH. A monthly sample was taken
from each treatment and placed on Sabourad dextrose culture medium.The percentage of conidia germination
was determined 26 h after inoculation. The treatments were in a completely random design with four
replications.There were significant differences in the percentage of germination for the interactions of three
factors (∝= 0,05).In further analysis for each period,were obtained significant differences in the additives in each
of the months, and for the type of flask only after the second month. In distilled water the viability of conidia
remained > 90% during the three months,in both flask types.In corn oil,the viability of conidia was > 90% for the
first month,but was < 85% in the following months. The viability of conidia in neem oil and glycerin, in both
types of flask,was < 85% from the beginning, with 0% in the first month of evaluation.

Key Words: Metarhizium anisopliae,Viability, Germination, Light,Natural additives, Biological control.

Introducción

Las especies de mosca pinta o salivazo (Aeneolamia

spp.,Homoptera: Cercopidae) son consideradas como

una de las principales plagas de la caña de azúcar en

México. Flores (1996) estima que una población supe-

rior a 10 insectos adultos por cepa puede causar una

reducción de 3 a 6 ton/ha. Por su parte Salazar y Badi-

lla (1997) estiman que un número mayor de tres adul-

tos y cinco ninfas por tallo reducen aproximadamente

30% del rendimiento de la caña de azúcar. Para el
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combate de esta plaga se ha recurrido a la utilización

masiva de insecticidas convencionales, que en su ma-

yoría afectan al ambiente (Magalhaes 1997, Paray y

Rajabalee 1998) y representan un peligro para la sa-

lud humana (Lagunes-Tejeda y Villanueva-Jiménez

1994). Como una alternativa ecológica, se están utili-

zando cada vez más los hongos parásitos de esta pla-

ga. Las características principales para que un hongo

entomopatógeno sea eficaz en el control de insectos

plaga, son su formulación y aplicación apropiada, así

como la elevada virulencia del aislamiento (Bateman

1997).

Debido al bajo impacto que produce sobre el

ambiente y la fauna benéfica, se ha incrementado du-

rante los últimos años el uso del hongo M e t a r h i z i u m

a n i s o p l i a e (Metsch.) Sor. , como parte de la estrate-

gia de manejo integrado de la mosca pinta en Méxi-

c o. Por sus características patogénicas contra esta

p l a g a , su factibilidad de reproducción en forma arti-

ficial y la rentabilidad de su uso, este hongo repre-

senta una alternativa viable de combate en México y

en algunas regiones cañeras de América Latina

(Allard et al . 1 9 9 0 , Calderón y Hernández 1997, G ó-

mez 1998).

De acuerdo a Moore y Prior (1993) una formula-

ción apropiada parece ser la clave del éxito de los in-

secticidas biológicos. La tendencia actual en el desa-

rrollo de formulados con hongos entomopatógenos es

la utilización de bases aceitosas (Bateman et al. 1993).

Las conidias formuladas en aceites incrementan su

efecto sobre el insecto plaga, posiblemente porque el

aceite puede proteger a la conidia contra la deseca-

ción y la radiación ultravioleta (Alves et al. 1998, Jen-

kins y Thomas 1996), incrementar su adhesión a la cu-

tícula y las membranas intersegmentales, interferir

con la defensa natural de la cutícula y dispersar el inó-

culo sobre el cuerpo del insecto (Bateman et al. 1993).

Las características físicas y químicas de la formulación

no deben tener efectos perjudiciales sobre las conidias

(Carballo 1998).Además, la formulación debe propor-

cionar estabilidad a las conidias, e incrementar la vida

de anaquel del producto para su comercialización.

Desafortunadamente, la información sobre el efecto

de las formulaciones sobre las conidias de los hongos

entomopatógenos es escasa (Daoust et al. 1983).

Por tanto, se consideró necesario evaluar en con-

diciones de laboratorio el efecto del aceite de maíz,

aceite de nim,glicerina y agua destilada,como aditivos

sobre la germinación de las conidias de M . a n i s o p l i a e,

con el propósito de mejorar la formulación y lograr un

mejor control de la plaga en el campo. El objetivo fue

determinar la factibilidad de conservar la viabilidad

de las conidias de M.anisopliae mediante la adición de

aditivos naturales económicos y disponibles en el mer-

cado nacional mexicano.

Materiales y métodos

Condiciones del experimento

La investigación se realizó del 1 de febrero al 1 de ma-

yo de 1999 en la Unidad Reproductora de Hongos

Entomopatógenos (URHE) del Campus Córdoba del

Colegio de Postgraduados, México. Para la obtención

de esporas se utilizó la cepa MOTZ de M. anisopliae,

que se aisló en 1994 de mosca pinta recolectada en

Acatlán de Pérez Figueroa,Oaxaca,México, y se man-

tiene en el cepario de la URHE.

Factores evaluados

Los tratamientos constaron de tres factores a diferen-

tes niveles cada uno:aditivos (aceite de maíz,aceite de

nim, glicerina y agua destilada esterilizada), frascos

(transparente y oscuro) y tiempo de evaluación (mes

0, 1, 2, y 3). El aceite de nim se obtuvo como extracto

crudo de semillas de Azadirachta indica (A. Juss.),

procedentes de las plantaciones del Campus Córdoba

del Colegio de Postgraduados. Los demás aditivos fue-

ron aceite comercial de maíz (Dorella), glicerina co-

mercial (Kurax) y agua destilada esterilizada, utili-

zados a la pureza comercial.

Preparación del bioensayo

Se esterilizaron frascos de 5 ml durante 24 h a 120°C.

Los frascos de vidrio transparente se oscurecieron cu-

briéndolos totalmente con papel aluminio (Alupack).

Se depositaron 5 ml del aditivo respectivo y 100 mg de

conidias en cada frasco. Posteriormente, se cerraron

con un tapón de hule y se sellaron con plástico Kleen-

pack. Todas las unidades experimentales se mantu-

vieron en la sala de germinación de la URHE-CP.

Para determinar el efecto de los tratamientos so-

bre la germinación de las conidias de M. anisopliae,

con una punta de algodón esterilizada se tomó una

muestra del tratamiento respectivo y se sembró en ca-

jas de Petri que contenían medio de cultivo agar dex-

trosa de Sabourad (Bioxon), enriquecido con ex-

tracto de levadura 1% y 500 ppm de estreptomicina,

preparado 24 h antes del ensayo. Se realizaron cuatro

repeticiones por tratamiento. La siembra se realizó

bajo condiciones asépticas en una cámara de flujo la-

minar (Veco).
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Las cajas con el medio nutritivo y la siembra de la

muestra respectiva se mantuvieron en la sala de ger-

minación de la URHE, a una temperatura promedio

de 25°C y 70% de humedad relativa, bajo un fotope-

ríodo de 12:12 h, luz:oscuridad. La germinación de las

conidias se observó bajo microscopio (American Op-

tical) a partir de las 18 h, cada dos horas y hasta las

26 h después de la siembra. Se consideró como pará-

metro de germinación la formación del tubo germina-

tivo de 100 conidias. El porcentaje de germinación se

evaluó 26 h después de la siembra de los tratamientos,

ya que fue cuando se estandarizó la respuesta de ger-

minación en todos los tratamientos. La primera eva-

luación (mes 0), se realizó con la mezcla fresca de ca-

da tratamiento, por lo que se consideró que la

exposición de los frascos a la luz fue la misma. En ca-

da una de las tres evaluaciones mensuales restantes

(meses 1, 2 y 3) se utilizaron frascos que no habían si-

do abiertos con anterioridad a cada tratamiento.

Diseño experimental y análisis estadístico

El porcentaje de germinación se transformó a su arco-

seno raíz cuadrada, para asegurar homogeneidad de

varianzas. Con el fin de integrar el análisis a través del

tiempo, los datos se analizaron como parcelas subdivi-

didas en el tiempo, teniendo como parcela grande los

meses, como parcela pequeña a los tipos de frascos, y

como subparcela a los aditivos. Además, este análisis

permitió darle mayor importancia a la discriminación

de los aditivos, variable que se consideró como la más

importante (Steel et al. 1996). Se utilizó el procedi-

miento GLM del paquete estadístico SAS (SAS Ins-

titute 1985).

Resultados y discusión

La viabilidad de las conidias de M.anisopliae registra-

da 26 h después de la siembra se redujo considerable-

mente después de que los tratamientos (maíz, nim y

glicerina) permanecieron durante tres meses almace-

nados. Las condiciones de temperatura y humedad re-

lativa de la sala de germinación de la URHE se pre-

sentan en la figura 1. La temperatura promedio

mensual presentó una tendencia ascendente, siendo

24,5°C para el mes de febrero 27,0°C en marzo y

28,4°C en abril; mientras que la humedad relativa, en

promedio fue 69,7% para febrero, 72,8% en marzo y

65,2% en abril.

La interacción de las tres variables (meses*tipo

de frasco*aditivo), así como las interacciones de dos

variables (meses*tipo de frasco, meses*aditivo, y tipo

de frasco*aditivo) fueron significativas (∝ = 0,05).Es-

to requirió un análisis posterior a las subparcelas y

parcelas pequeñas, para cada período de las parcelas

grandes.

En el análisis posterior, fijando el factor meses

para febrero (mes 0), no se encontró diferencia signi-

ficativa entre los tipos de frasco, pero sí para la germi-

nación de las conidias para los aditivos utilizados (F =

4,07, P < 0,0441). Tanto las conidias inmersas en agua

como las que se encontraban en el aceite de maíz,pre-

sentaron una germinación de más de 90%.

Las conidias en aceite de nim y en glicerina pre-

sentaron una viabilidad menor a 85%, que es la mí-

nima recomendada para la utilización comercial de

estos organismos (SAGAR 1999). Se debe resaltar,

que las conidias sólo permanecieron por 24 h en los

p r o d u c t o s. Esto sugiere que el aceite de maíz y el
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Figura 1. Fluctuación de la temperatura
y la humedad relativa en la sala de ger-
minación de la Unidad Reproductora de
Hongos Entomopatógenos (URHE), Co-
legio de Postgraduados, Córdoba, Ver.,
del 1 de febrero al 1 de mayo de 1999.Meses

febrero marzo abril



agua destilada podrían ser utilizados para elaborar la

mezcla previa a su aplicación en campo de las coni-

dias de M . a n i s o p l i a e, no así el aceite de nim y la gli-

cerina utilizados.

Al fijar el análisis posterior al mes de marzo (mes

1), se observan diferencias significativas entre los adi-

tivos sobre la germinación de las conidias (F = 10869,

P < 0,001),pero no entre los tipos de frasco utilizados.

Las conidias en agua destilada y en aceite de maíz

mantienen su tendencia a germinar en más de 90%,

tanto en frascos oscuros como transparentes. Mientras

que la germinación de las conidias en glicerina y en

aceite de nim fue menor de 5% en los dos tipos de

frasco (Fig. 2 y 3). Por tanto, el aceite de nim y la gli-

cerina no se podrían utilizar con fines de almacena-

miento de conidias, dada la drástica pérdida de la es-

tabilidad de las conidias en tan sólo un mes.

En el análisis posterior para abril (mes 2), se ob-

servaron diferencias significativas entre los aditivos

utilizados (F = 79,11, P < 0,0001), y por primera vez

entre los tipos de frasco (F = 8,14,P <0,009). Las coni-

dias en aceite de maíz y frasco transparente perdieron

drásticamente su viabilidad (< 5%), mientras que en

frasco oscuro se conservaron viables alrededor de

60% de las conidias. De acuerdo a lo señalado por Al-

ves et al. (1998), se puede considerar que las condicio-

nes de oscuridad son más favorables para la conserva-

ción de la viabilidad de conidias, aunque solo se

reflejaron en el segundo mes, en aceite de maíz.Ade-

m á s, es probable que la temperatura de la sala de ger-

minación tuviera un efecto detrimental sobre la viabili-

dad de las conidias,en interacción con algunos aditivos,

dado que a 4°C, Daoust et al. ( 1 9 8 3 ) , registraron una

germinación de 72% de las conidias de M . a n i s o p l i a e

después de dos meses de almacenamiento en aceite de

maíz,mientras que a 26°C se registró 0% de viabilidad

no sólo para el aceite de maíz,sino para otros produc-

tos de origen vegetal, tal como se observó en el pre-

sente estudio, donde la temperatura promedio de abril

fue la más elevada (28,4°C) (Fig. 1).

A partir de abril (mes 2) la viabilidad de las coni-

dias fue nula tanto en aceite de nim como en gliceri-

na, en los dos tipos de frasco. Únicamente en el agua

destilada se mantuvieron viables más de 90% de las

conidias en ambos tipos de frasco.

El aceite de nim utilizado presentó crecimiento,

en el medio de cultivo, de un hongo saprófito del gé-

nero Aspergillus, el cual probablemente infectó las se-

millas durante el proceso de secado. Este contaminan-

te pudo interferir en la germinación de M. anisopliae.

Sin embargo, algunos autores han informado sobre el

efecto adverso del aceite de nim sobre las conidias de

Metarhizium (Aguda et al . 1986, Stathers et al . 1993).

Algunos componentes del aceite de nim se han obser-

vado con actividad antifúngica contra ciertos hongos

fitopatógenos (Govindachari et al. 1 9 9 8 ) , pero no nece-

sariamente sobre la especie saprófita presente en las

semillas utilizadas. Resultados similares sobre el efec-

37

Figura 2. Porcentaje promedio y des-
viación estándar de la germinación de
las conidias de M. anisopliae, 26 h
después de la siembra, almacenadas
en aceite de maíz, aceite de nim, gli-
cerina y agua y conservadas en fras-
cos transparentes, en condiciones de
laboratorio, de febrero a mayo de
1999.Meses



to en la viabilidad de las conidias de entomopatógenos

fueron observados por Stathers et al. ( 1 9 9 3 ) , q u i e n e s

reportaron un efecto detrimental del aceite de nim so-

bre la germinación de conidias de M . f l a v ov i r i d e, ya

que después de seis semanas de almacenamiento a

25°C la germinación disminuyó a 4,7%. Asímismo,

Aguda et al. (1986), indican que el aceite de nim tiene

un efecto inhibitorio en la germinación de conidias de

M. anisopliae. Los resultados obtenidos en esta inves-

tigación con el aceite de nim no son concluyentes, da-

da la presencia de Aspergillus sp., que pudo interferir

con el efecto del aceite y componentes del mismo so-

bre M. anisopliae.

Por otra parte, la glicerina utilizada pudo haber

disminuido la humedad disponible para el proceso de

germinación de las conidias, debido al efecto deseca-

dor de los alcoholes. Este efecto fue observado por

Kleespies y Zimmermann (1994), quienes al almace-

nar blastosporas a 35°C en glicerol 25%, r e g i s t r a r o n

una viabilidad de 45% después de siete días. En mez-

clas de campo, algunos autores indican la utilización

de glicerina como aditivo en formulaciones de ento-

m o p a t ó g e n o s. Con una emulsión de agua, glicerina y

e s p o r a s, Alatorre y Guzmán (1998) documentaron

mortalidades de 60 a 95% en poblaciones de primer a

tercer instar de chapulines.Luna et al.(1998) utilizaron

glicerina como aditivo en formulaciones de B a c i l l u s

t h u r i n g i e n s i s ( B e r l e n i e r ) , informando una adherencia

de 89,6% del formulado en hojas de algodón,con la gli-

cerina más pectina y azúcar.Por tanto,la utilización de

glicerina podría mejorar la adherencia de M .a n i s o p l i a e

y contribuir en el proceso de mortalidad del insecto

plaga, cuando se adiciona a la mezcla de campo antes

de su aspersión,a pesar de que esta práctica podría re-

ducir significativamente la viabilidad de las conidias.

No es recomendable la glicerina como sustrato de al-

macenamiento de conidias de M. anisopliae, ya que

cuando se utiliza a la pureza comercial afecta negati-

vamente su germinación.

Durante la evaluación del mes de mayo (mes 3)

se observó que solamente las conidias inmersas en

agua se mantuvieron viables en más de 90%.Lo ante-

rior difiere a lo informado por Daoust et al. (1983),

quienes observaron pérdida total de la viabilidad de

las conidias de M. anisopliae después de cuatro meses

de almacenamiento en agua esterilizada a una tempe-

ratura ambiente de 20°C. En el presente estudio, el

elevado porcentaje de germinación de las conidias al-

macenadas en agua pudo ser inducido por el ambien-

te húmedo que ésta proporcionó, ya que las conidias

se encontraban suspendidas en el agua al momento de

realizar la toma de las muestras para la siembra. El

agua esterilizada es comúnmente empleada para al-

macenar hongos en su estado miceliar (Ellis 1979).
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Figura 3. Porcentaje promedio
y desviación estándar de la ger-
minación de las conidias de M.
anisopliae 26 h después de la
siembra, almacenadas en acei-
te de maíz, aceite de nim, glice-
rina y agua y conservadas en
frascos oscuros de marzo a ma-
yo de 1999, bajo condiciones de
laboratorio. Meses



Daoust et al. (1983), indican que el agua esterilizada

puede ser inadecuada para almacenar conidias de

hongos entomopatógenos, ya que podría provocar la

germinación de las conidias en el medio de almacena-

miento. Sin embargo, en el presente estudio no se ob-

servó la germinación de las conidias en agua antes de

sembrarlas en el medio de cultivo. Estos resultados su-

gieren la utilización de agua esterilizada como sustra-

to para el almacenamiento de conidias por un período

de tres meses, con una viabilidad comercialmente

aceptable al final de este período.

La temperatura de almacenamiento bajo la cual

se mantuvieron los tratamientos, en interacción con

algunos de los aditivos, pudo haber provocado la baja

germinación de las conidias. El período de almacena-

miento de un producto bioinsecticida comercial se ha

estimado en un lapso de tres semanas a 24 meses, de-

pendiendo de la temperatura de almacenaje. Para fi-

nes de comercialización de productos, se requiere es-

tabilizar la sobrevivencia de las conidias a

temperatura ambiente (> 20°C) (Jackson et al. 1997).

El desafío es reducir la actividad metabólica del ento-

mopatógeno sin que el proceso ocasione el debilita-

miento o la muerte de la conidia. Mientras ello se lo-

g r a , la agricultura moderna debe aceptar las

limitaciones actuales de los bioinsecticidas (Jackson y

Schisler 1995, Moore y Prior 1993).

Conclusiones

El agua destilada esterilizada permite el almacena-

miento de las conidias, tanto en frascos transparentes

como oscuros, hasta los tres meses. El aceite de maíz

en frasco transparente, no tiene un efecto adverso so-

bre la viabilidad y la estabilidad de las conidias de M.

anisopliae hasta por un mes de almacenamiento, con-

siderando 85% como parámetro estándar mínimo de

germinación; por tanto, se puede considerar al aceite

de maíz como un aditivo para mejorar la mezcla de

campo de M. anisopliae, pero no para su almacena-

miento por períodos mayores a un mes.

Los aditivos que muestran un efecto negativo so-

bre las conidias son el aceite de nim y la glicerina, en

ambos tipos de frasco, a partir de su inmersión inicial

en el aditivo, y el aceite de maíz en frasco oscuro, a dos

meses de almacenamiento.

Se registró la presencia del hongo saprobio

Aspergillus sp. en el aceite de nim,por lo que se sugie-

re mejorar los procesos de manejo de la semilla y de

extracción del aceite, para evitar su proliferación en

las semillas, y su consecuente presencia en el aceite.
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