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Tabla comparativa.

Centímetros Pixeles Pulgadas

21.5927.94 25503300 8.511

18.511.5 21851358 7.34.5

18.55.55 2158656 7.32.2

12.211.5 14411358 4.84.5

12.25.55 1441656 4.82.2

5.855.55 691656 2.32.2

911.5 10631358 3.54.5

95.55 1063656 3.52.2

Guía para autores

Estructura
Agroproductividad es una revista de divulgación, auspiciada por el Colegio de 

Postgraduados para entregar los resultados obtenidos por los investigadores en 

ciencias agrícolas y afines a los técnicos y productores. En ella se podrá publicar 

información relevante al desarrollo agrícola en los formatos de artículo, nota 

o ensayo. Las contribuciones serán arbitradas y la publicación final se hará en 

idioma español.

La contribución tendrá una extensión máxima de 16 cuartillas, incluyendo las 

ilustraciones. Deberá estar escrita en Word a doble espacio empleando el tipo 

Arial a 12 puntos y márgenes de 2.5 cm. Debe evitarse el uso de sangría al inicio 

de los párrafos.

Las ilustraciones serán de calidad suficiente para su impresión en offset a colores, 

y con una resolución de 300 dpi en formato JPEG, TIFF o RAW y el tamaño, de-

pendiendo de la imagen y su importancia de acuerdo con la tabla comparativa.

La estructura de la contribución será la siguiente:
1) Artículos: una estructura clásica definida por los capítulos: Introducción, Ma-

teriales y Métodos, Resultados y Discusión, Conclusiones y Literatura Citada; 2) 

Notas o Ensayos: deben tener una secuencia lógica de las ideas, exponiendo 

claramente las técnicas o metodologías que se transmiten en lenguaje llano, con 

un uso mínimo de términos técnicos especializados.

Formato
Título. Debe ser breve y reflejar claramente el contenido. Cuando se incluyan 

nombres científicos deben escribirse en itálicas.

Autor o Autores. Se escribirán él o los nombres completos, separados por co-

mas, con un índice progresivo en su caso. Al pie de la primera página se indicará 

el nombre de la institución a la que pertenece el autor y la dirección oficial, in-

cluyendo el correo electrónico.

Cuadros. Deben ser claros, simples y concisos. Se ubicarán inmediatamente 

después del primer párrafo en el que se mencionen o al inicio de la siguiente 

cuartilla. Los cuadros deben numerarse progresivamente, indicando después de 

la referencia númerica el título del mismo (Cuadro 1. Título), y se colocarán en 

la parte superior. Al pie del cuadro se incluirán las aclaraciones a las que se hace 

mención mediante un índice en el texto incluído en el cuadro.

Figuras. Corresponden a dibujos, gráficas, diagramas y fotografías. Las fotogra-

fías deben ser de preferencia a colores. Se debe proporcionar originales en ta-

maño postal, anotando al reverso con un lápiz suave el número y el lugar que le 

corresponda en el texto. Los títulos de las fotografías deben mecanografiarse en 

hoja aparte. La calidad de las imágenes digitales debe ceñirse a lo indicado en la 

tabla comparativa.

Unidades. Las unidades de pesos y medidas usadas serán las aceptadas en el 

Sistema Internacional.

Guía para autores
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En este mes de junio recordamos el relevo en la revista AGRO
PRODUCTIVIDAD, la 

cual fue fundada en el 2008, por el Dr. Rafael Rodríguez Montessoro, 

quien fue notable académico del Colegio de Postgraduados, y un ac-

tor importante en la ciencia, docencia y administración. Fue además 

un académico comprometido con la transferencia del conocimiento 

a los usuarios; percibiendo las complejidades de la ciencia y el com-

promiso de su divulgación. Uno de los objetivos iniciales fue atender 

el área de extensión del conocimiento hacia la sociedad, partiendo de 

la formación de talentos e investigación como medios de generación, 

transmisión y aplicación del conocimiento en forma articulada. Una 

premisa importante para el Dr. Rodríguez Montessoro, fue traducir los 

avances en ciencias agrícolas tanto del Colegio, como de otras insti-

tuciones relacionadas a un plano socialmente horizontal, reduciendo 

la verticalidad del conocimiento para evitar el aislamiento y pérdida de 

vigencia social. Con esas premisas se diseñó la revista en un formato 

accesible en su lenguaje gráfico y escrito, de tal forma que su conte-

nido tuviera el alcance de transmisión del mensaje científico hacia los 

académicos, técnicos extensionistas, productores y público en gene-

ral, de tal forma que la divulgación de la ciencia llegue hacia aquellos 

que requieren de sus productos; y promueva el vínculo virtuoso de-

nominado: la culturización a través de la técnica, que ha permitido 

a las sociedades que la ejercitan, alcanzar el aprendizaje y madurez 

social de sus miembros. Actualmente Agroproductividad está inscrita 

en índices como CONACyT, Latindex, EBSCO, Master Journal List de 

Thomson Reuters, base de datos del USDA y Cengage Learning, Inc.
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Director de AGRO
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EFECTIVIDAD in vitro E in situ DE 
FUNGICIDAS QUÍMICOS Y BIOLÓGICOS EN 
EL CONTROL DE Fusarium oxysporum f. sp. 

gladioli y Uromyces transversalis 
EN GLADIOLA

In vitro AND in situ EFFECTIVENESS OF CHEMICAL AND BIOLOGICAL 
FUNGICIDES ON CONTROL OF Fusarium oxysporum f.sp. gladioli 

AND Uromyces transversalis IN GLADIOLA

Michel-Aceves, A.C.1; Ariza-Flores, R.2
, Otero-Sánchez, M.O.1 

Barrios-Ayala, A.2; Quiroz-Millán, A.M.1

1Centro de Estudios Profesionales del Colegio Superior Agropecuario del Estado de Guerrero, Av. 

Vicente Guerrero No. 81, Colonia Centro, Iguala, Guerrero. CP 40000, México. 2Instituto Nacional 

de Investigaciones Forestales, Agrícolas y Pecuarias (INIFAP-Guerrero), Campo Experimental Iguala. 

Carretera Iguala-Tuxpan km 2. Iguala, Gro. México. 

Autor responsable: amichelaceves@yahoo.com.mx

RESUMEN
Se evaluó la efectividad in vitro e in situ de los fungicidas sintéticos ProclorazTiofanato-metílico y MetalaxilClorotalonil 

y los biológicos (Trichoderma spp., y Bacillus subtilis) en el control de Fusarium oxysporum f. sp. gladioli (Fog) y Uromyces 

transversalis en gladiola. In vitro se realizaron tres ensayos: prueba de celofán, cultivo dual y prueba de fungicidas. Un 

ensayo in situ con cinco tratamientos: dos fungicidas sintéticos, dos biológicos y un testigo, unidad experimental de 

cuatro surcos de 0.8 m de ancho por 7 m de largo. Las variables: altura de planta, incidencia, severidad y rendimiento. 

Los datos de cada bioensayo se sometieron a un análisis de varianza y prueba de Tukey. In vitro, de los productos bioló-

gicos, Trichoderma asperellum cepa 8 inhibió 60.6% el micelio de Fog con antagonismo clase dos y Bacillus subtilis no 

fue efectivo; de los químicos la mezcla de ProclorazTiofanato-metílico, 98.3%. In situ, la incidencia y severidad de U. 

transversalis fue nula donde se aplicaron los productos. En Fog, la mezcla ProclorazTiofanato-metílico logró reducir 

la severidad 47% y 30.9% con T. asperellum. En esta zona, donde la incidencia y severidad de Fog es alta, se tiene un 

producto sintético que es bueno y requiere seguir buscando cepas nativas efectivas.

Palabras clave: Trichoderma asperellum, Bacillus subtilis, control biológico.
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ABSTRACT
The in vitro and in situ effectiveness of ProclorazTiofanato-methylic synthetic fungicides 

and MetalaxilClorotalonil, as well as biological ones (Trichoderma spp., and Bacillus subtilis), 

on control of Fusarium oxysporum f. sp. gladioli (Fog) and Uromyces transversalis in gladiola, 

was evaluated. For in vitro three assays were carried out: cellophane test, dual cultivation 

and fungicide test. An in situ assessment with five treatments: two synthetic fungicides, two 

biological and one control, with an experimental unit of four furrows, 0.8 m wide by 7 m 

long. The variables: plant height, incidence, severity and yield. The data from each bioassay 

underwent variance analysis and Tukey test. In vitro, of the biological products, strain 8 of 

Trichoderma asperellum inhibited the Fog mycelium with antagonism class two in 60.6%, 

and Bacillus subtilis was not effective; of the chemicals, the mixture of ProclorazTiofanato-

methylic in 98.3%. In situ, the incidence and severity of U. transversalis was null where the 

products were applied. In Fog, the ProclorazTiofanato-methylic mixture reduced the severity 

in 47% and T. asperellum in 30.9%. In this area, where the incidence and severity of Fog is high, 

there is a synthetic product that is good and it is required to continue searching for effective 

native strains.

Key words: Trichoderma asperellum, Bacillus subtilis, biological control.

INTRODUCCIÓN

La gladiola (Gladiolus grandiflorus) es una flor econó-

micamente importante en el mundo, apre-

ciada como ornamental por su diversidad de colores llamativos; se utiliza 

como planta de paisaje en jardines, exhibición y como flor de corte. En Méxi-

co las condiciones agroclimáticas son favorables para su cultivo; la superficie 

sembrada en 2011 alcanzó un total de 3,714.5 ha1, con una producción de 

3,858,073.32 t ha1. Los estados productores son Puebla, México, Morelos, 

Veracruz, Michoacán, Oaxaca y Guerrero; este último cuenta con 365 ha1 

cultivadas, equivalentes a 698.8 t ha1 de producción (SIAP, 2012), y repre-

senta la fuente de empleo y sustento de hasta 80% de la población en comu-

nidades como La Concepción, Guerrero.

En la producción de la gladiola existen problemas fitosanitarios que conlle-

van a pérdidas económicas y las de mayor importancia por su incidencia 

son Fusarium oxysporum f sp. gladioli (Fog), que ocasiona la pudrición del 

cormo; Uromyces transversalis (Ut), que provoca la roya en el follaje. De 

las variedades comerciales, las de color rojo y blanco son más susceptibles 

y para su control se aplican diversos agroquímicos, tales como carbenda-

zim, clorotalonil (Chandel y Bhardwaj, 2000) y benomilo (Ram et al., 2004), 

y su uso continuo contamina el ambiente; tienen efecto residual y gene-

ran resistencia a los patógenos (Riaz et al., 2008; Nazir y Riazuddin, 2008). 

En este sentido se requiere evaluar métodos de control más eficientes y 

sustentables, tales como los biológicos y de manejo cultural que faciliten 

reducir o eliminar el uso de agroquímicos de origen sintético, además de 

integrar métodos para un manejo cultural de la enfermedad (Chandel y Dee-

pika, 2010). Dentro de las alternativas biológicas se han evaluado especies 

como Trichoderma harzianum, T. viride, T. koningii y T. virens, así como al 

hongo micorrízico arbuscular Glomus mosseae, la bacteria Bacillus subtilis, 

extractos vegetales e, inclusive, se ha recurrido a la transformación genéti-

ca para resistencia a la enfermedad 

(Chandel y Deepika, 2010). Autores 

como Khan y Mustafa, (2005) han 

reportado que, aplicada al suelo, la 

mezcla de T. harzianum (T014) y 

Pseudomonas fluorescens (PS07) 

reduce la infección por Fog e in-

crementa el rendimiento, compa-

rado con el uso de carbendazim a 

200 ppm; sin embargo, se requiere 

un uso más extensivo del control 

biológico y la búsqueda de agen-

tes bio-controladores eficientes y 

preferentemente nativos que sean 

capaces de competir con el pató-

geno en el mismo nicho ecológico. 

Con base en lo anterior se evaluó la 

efectividad biológica de B. subtilis, 

cepa comercial y cepas nativas de 

Trichoderma spp., como alternativa 

de control biológico, y fueron com-

parados con los fungicidas sintéti-

cos de uso común por el productor.

MATERIALES Y 
MÉTODOS

Muestreo, aislamiento e 
identificación de microrganismos
Para aislar Trichoderma spp. nativo, 

en el mes de octubre se colectó 

suelo de un terreno donde el ciclo 

anterior se había sembrado gladio-

la en la comunidad de La Concep-

ción, municipio de Pilcaya, Guerrero 

(18°46’ N y 99°44’ O) a 1370 m de 

altitud. Para aislar a Fusarium oxys-

porum f. sp. gladioli se utilizaron 

cormos recién cosechados con sín-

tomas de la enfermedad. En el caso 

de U. transversalis no fue posible 

cultivarlo en laboratorio por tratar-

se de un hongo parásito obligado. 

El aislamiento e identificación de 

Trichoderma spp. nativo se hizo di-

rectamente del suelo por el método 

de dilución en placa (Singleton et al., 

1992; Michel-Aceves et al., 2009) y 

las colonias se identificaron por su 

crecimiento típico y características 
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morfológicas (Barnett y Hunter, 

1999). F. oxysporum f sp gladioli 

(Fog) se aisló de cormos recién co-

sechados con síntomas de la enfer-

medad (Leslie y Summerell, 2006). 

Las colonias se identificaron por la 

forma y dimensión de micro y ma-

croconidios con claves del género 

(Nelson et al., 1983; Seifert, 1996; 

Leslie y Summerell, 2006). Para la 

extracción de ADN se utilizó la me-

todología propuesta por Arhens y 

Seemüller (1992), donde las secuen-

cias de nucleótidos se compara-

ron con las de la base de datos del 

banco de genes del NCBI (National 

Center for Biotechnology Informa-

tion).

Bioensayo in vitro I. Prueba de celofán
Se evaluaron los metabolitos de 

Trichoderma spp., (Dennis y Webs-

ter, 1971), se sembró al hongo an-

tagonista en cajas Petri con medio 

de cultivo PDA y papel celofán, a los 

dos días se retiró el celofán y en esa 

misma caja se sembró a Fog. Se mi-

dió el diámetro del crecimiento ra-

dial hasta que el testigo llenó la caja 

Petri (12 días). Se tuvieron nueve 

tratamientos que correspondieron a 

ocho cepas nativas de Trichoderma 

spp., aisladas, y el testigo Fog, dis-

tribuido en un diseño experimental 

completamente al azar, con ocho 

repeticiones. El crecimiento mi-

celial de Fog se midió en cm y el 

porcentaje de inhibición se calculó 

con la ecuación: % de inhibición 

[(D1D2)/D1100] (Arzate-Vega 

et al., 2006); donde: D1diámetro 

de la colonia de Fog creciendo en 

cajas con PDA libre de inhibidores 

y D2 diámetro de la colonia fun-

gosa de Fog creciendo en cajas con 

PDA, donde anteriormente creció 

Trichoderma spp., sobre el papel 

celofán, impregnando al medio de 

cultivo enzimas y metabolitos se-

cundarios producidos.

Bioensayo in vitro II. Actividad antagónica de Trichoderma spp., sobre Fog. 
Se utilizó la técnica de cultivo apareado o dual (Cherif y Benhamou, 1990). 

Para cada tratamiento se sembró en un extremo de cajas Petri con PDA a 

Fog y se dejó crecer durante tres días; posteriormente, en el otro extremo 

de la caja se sembró Trichoderma spp. Se tuvieron ocho tratamientos que 

correspondieron a las cepas nativas de Trichoderma spp., distribuidas bajo un 

diseño completamente al azar con ocho repeticiones. La unidad experimen-

tal estuvo constituida por una caja petri. Se tomaron lecturas cada 24 h para 

observar el número de días al primer contacto entre las hifas de los hongos, 

medir el crecimiento de Trichoderma spp., de Fog y la zona de intersección. 

A los 15 días después de la siembra se clasificó el tipo de antagonismo según 

Bell et al. (1982).

Bioensayo in vitro III. Evaluación de fungicidas
Se utilizaron los productos sintéticos MetalaxilClorotalonil (Blazon®), Pro-

cloraz (Sportak®)Tiofanato metílico (Cercobin®) y el producto biológico a 

base de Bacillus subtilis (Serenade®) y un testigo sin productos. Los cuatro 

tratamientos se distribuyeron bajo un diseño experimental completamente al 

azar con ocho repeticiones; se generaron 32 unidades experimentales (una 

caja Petri). Los fungicidas se depositaron en el fondo de cada caja petri y se 

les agregó 15 mL de PDA líquido; se agitó suavemente hasta disolverlos y se 

dejó solidificar a temperatura ambiente. En el centro de la caja se sembró a 

Fog y el diámetro de la colonia se midió diariamente por diez días. Las varia-

bles fueron el crecimiento micelial y el porcentaje de inhibición.

Bioensayo in situ: Control biológico 
y químico de Fog. Material vegetal
Se utilizó la variedad de gladiola roja borrega (Gladiolus 

grandiflorus), la cual tiene tallo vigoroso de color verde-

rosado con buena aceptación en el mercado por su vis-

tosidad y vida de anaquel; sin embargo, es muy suscepti-

ble a enfermedades.

Tratamientos y diseño experimental en campo
Se evaluaron cinco tratamientos. Los fungicidas sin-

téticos MetalaxilClorotalonil (Blason®) y (Procloraz 

(Sportak®)Metil Tiofanato (Cercobin®), así como los 

biológicos Bacillus subtilis (Serenade®), Trichoderma 

asperellum nativo (Ta8) y el testigo, distribuidos bajo 

un diseño experimental de bloques completos al 

azar con cuatro repeticiones. La unidad experimental 

consistió de cuatro surcos de 0.8 m de ancho por 7 

m de largo y la parcela útil en los dos surcos centrales, 

dejando 0.5 m en cada extremo por efecto de orilla. 

Antes del sembrado se desinfectaron los cormos por 

inmersión de 15 min en un contenedor que contenía 

el producto, según su tratamiento. Éstos se sembraron 

en hilera a 5 cm de distancia cada uno. Se realizó la primera 

fertilización con nitrógeno, fósforo y potasio (N-P-K) al momento 

de la siembra con 10 kg de la mezcla 71N-52P-00K y la segunda 45 
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días después con 30 kg de 17N-17P-17K, además de apli-

caciones foliares de micro-nutrimentos con los produc-

tos comerciales Viretrol 20500 y PK Suprem. 

Preparación y aplicación de los productos
La cepa de Trichoderma spp., fue multiplicada de la cepa 

nativa 8 (T. asperellum) en olote molido estéril (Arzate-

Vega et al., 2006). Se contabilizó el número de esporas 

en una cámara de Neubauer y se ajustó a 1108 esporas 

mL1. El fungicida biológico con Bacillus subtilis (Sere-

nade®) (3 kg ha1) y los fungicidas sintéticos Procloraz 

(Sportak®)Tiofanato-metil (Cercobin®) (0.5 L ha11.0 

kg ha1) y MetalaxilClorotalonil (Blasón®) ((Blasón®) 

(dosis 3 kg ha1), fueron adquiridos comercialmente y 

se aplicaron en las dosis indicadas. Los productos se 

aplicaron al momento de la siembra y cada 10 días por 

siete ocasiones en el nudo vital de la planta y al follaje. 

La cosecha se realizó cada tercer día durante 10 cortes. 

Se contabilizó el número de tallos florales por corte y el 

total para ser transportados y comercializados en la Cen-

tral de Abastos (CEDA) del estado de México.

Variables de Estudio
Altura de la planta, incidencia de Fog (% de incidencia 

número de plantas con síntomas100 / número total de 

plantas), severidad (% de severidadnúmero de plantas 

muertas100 / número total de plantas) y rendimiento. 

Los datos obtenidos de cada ensayo se sometieron a un 

análisis de varianza (ANVA) y la prueba de rangos múlti-

ples de Tukey (P0.05) con el paquete estadístico SAS 

(1999). En el caso de los datos en porcentajes, antes de 

someterlos al ANVA y prueba de Tukey, se les realizó la 

transformación con la fórmula: raíz cuadrada del prome-

dio más 0.5    

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Del tejido infectado del cormo de gladiolo se aisló, puri-

ficó e identificó la especie de Fog en PDA. El micelio es 

blanco con ligera pigmentación violeta pálido al reverso 

de la caja, microconidios de forma oval divididos en su 

mayoría por un septo, macroconidos de tamaño corto 

dividido por tres septos, de forma apical enganchado, 

la forma basal claramente con muesca, con una longi-

tud de 50.5 a 67.5 m. No se observaron clamidosporas 

(Nelson et al., 1983; Leslie y Summerell, 2006). Se con-

firmó con la identificación molecular al comparar las se-

cuencias con el banco de genes (F. oxysporum f. gladioli 

DQ279795 F. oxysporum FJ545244). Se aislaron ocho 

cepas nativas de Trichoderma spp. con las características 

típicas del género (Barnett y Hunter, 1999). Se identificó a 

nivel de especie la cepa nativa ocho que fue mejor en los 

ensayos in vitro, primero con base en las características 

morfológicas con las claves de Rifai (1969) y Bisset (1991), 

y correspondió a la especie T. asperellum. Se confirmó 

con la identificación molecular al comparar secuencias 

con las del banco de genes (gi|169117643|gb|EU280122.

1|Trichoderma asperellum strain GJS.1110 0.0).  

Estos resultados son relevantes, tal como los obtenidos 

por Arzate-Vega et al. (2006) quienes aislaron 25 cepas 

en 15 huertas de plátano (Musa spp.) en Tenexpa, Gue-

rrero, y similares a los obtenidos por Michel-Aceves et 

al. (2009) de suelo colectado en otoño de la huerta de 

mango en Tuxpan, Guerrero. Es importante señalar y re-

saltar que la estación del año pudo influir en la densi-

dad de población de Trichoderma spp. Harman (2002) 

ha reportado altas poblaciones en primavera y verano, 

comparado con otoño e invierno de zonas templadas 

en suelos forestales donde la temperatura y la hume-

dad fueron parámetros de importancia en la distribución 

natural de Trichoderma spp. en suelo, además de la in-

fluencia del manejo de huertas mediante el uso excesivo 

de productos químicos sobre la dinámica poblacional; 

tal es el caso del fungicida Benomilo (Ahmad y Baker, 

1987) y la aplicación de citrolina (aceite agrícola), o bien, 

por presencia de saprofitos que compiten por espacio 

y nutrientes. En el bionsayo I la cepa 8 sobresalió sig-

nificativamente a los 21 días (P0.0281) con el menor 

crecimiento (Cuadro 1) y el mayor porcentaje de inhibi-

ción (60.6%). Las cepas dos y tres mostraron crecimiento 

semejante al del testigo y no manifestaron inhibición. En 

Cuadro 1. Crecimiento micelial y porcentaje de inhibición de 

Fusarium oxysporum f. sp. gladioli por Trichoderma spp. a los 21 

días después de la siembra.

No. Tratamiento Crecimiento (cm) Inhibición (%)

Cepa 1    3.7   ab z 18.3   bcd

Cepa 2 4.5   a 0.0   d

Cepa 3 4.5   a 0.0   d

Cepa 4 3.2   b 37.8   b

Cepa 5   3.8   ab 12.2   cd

Cepa 6   3.6   ab 23.9   bc

Cepa 7   3.6   ab 20.6   bc

Cepa 8 1.6   c 60.6   a

Testigo 4.5   a 0.0  d

z Medias dentro de cada columnas seguidas con la misma letra son 

estadísticamente iguales (Tukey0.5).
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trabajos similares realizados por di-

ferentes autores se reportan valores 

superiores e inferiores a los obteni-

dos en esta investigación; por ejem-

plo, Michel-Aceves et al. (2005a) 

indicaron 77.8% de inhibición en Fo 

f. sp. lycopersici con cepas nativas 

de Trichoderma spp. Otros, como 

Aquino-Martínez et al. (2008), eva-

luando in vitro la inhibición de ais-

lamientos de Fusarium oxysporum 

f. sp. dianthi con cepas de Tricho-

derma spp., obtuvieron valores de 

42.08% a 64.81%. En otra investiga-

ción Michel-Aceves et al. (2009) in-

dicaron un porcentaje de inhibición 

sobre Fo de 62.9%. Estas diferencias 

podrían deberse entre otras causas 

a la especie de Trichoderma spp., 

sitio de procedencia y potencial 

antagónico ante la producción de 

quitinasas y glucanasas, las cuales 

son diferentes en cada una de ellas 

e inclusive en cepas de la misma es-

pecie (Harman, 2002).

Al respecto, Vargas-Hoyos et al. 

(2012) indica que de 27 aislamien-

tos de Trichoderma spp., las ce-

pasT46 y T109 de T. asperellum 

crecieron en un amplio rango de 

temperaturas y mostraron capaci-

dad de adaptación a condiciones 

ambientales cambiantes, registran-

do el mayor porcentaje de inhibi-

ción entre 20 °C y 30 °C, el cual fue 

superior a 75% sobre Rhizoctonia 

sp. y Colletotrichum sp. 

En el cultivo dual el crecimiento 

de ambos hongos fue significa-

tivamente diferente a los 17 días 

después de siembra (dds) (Cuadro 

2); en el caso de Trichoderma spp. 

sobresalió (P0.0032) la cepa seis 

con 4.37 cm, mientras que en Fog 

(P0.0100) la cepa dos obtuvo el 

mayor crecimiento con 1.22 cm. Es 

importante observar la zona de in-

tersección pues entre mayor sea el 

área de contacto, mayor es la agre-

sividad por parte del hongo antagó-

nico (Michel-Aceves et al., 2005a). 

La colonización del área compi-

tiendo por espacio y nutrientes es 

una manera de ejercer biocontrol, 

al reducir o detener completamen-

te el desarrollo del micelio (Dennis 

y Webster, 1971). Esta variable fue 

visible para las diferentes cepas de 

Trichoderma spp. y de las ocho ais-

ladas, solo tres en diferente medida 

a Fog, y en cinco de ellas no exis-

tió zona de intersección. Las cepas 

dos y tres fueron estadísticamente 

significativas (P0.0094) con 3.22 

cm y 3.00 cm, respectivamente 

(Cuadro 2). 

Sousa Rocha y Oliveira (1998) re-

portan de 1.93 a 4.5 cm de la zona 

de intersección de diferentes espe-

cies de Trichoderma y Colletotri-

chum gloeosporioides. Asimismo, 

Michel-Aceves et al. (2008) obtuvo 

valores de 0.54 y de 2.47 cm entre 

Trichoderma con Alternaria solani 

y Phytophthora infestans, respec-

tivamente. Utilizando un producto 

comercial a base de Trichoderma 

lignorun, T. harzianum cepa Thz-

cf-12 y T. harzianum Thzn-2 nati-

va en el control in vitro de Fo y F. 

subglutinans, agentes causales 

de la “escoba de bruja” del mango 

(Michel-Aceves et al., 2009) reporta 

la mayor zona de intersección con 

T. lignorum (0.87 cm) contra Fo, 

Thzcf-12 (0.77 cm) y la cepa nativa 

Thzn-2 con 0.85 cm, todos ellos 

menores a los obtenidos en la pre-

sente investigación. 

Las hifas de Trichoderma spp., tu-

vieron contactos con las hifas de 

Fo en diferentes tiempos; a pesar 

de que se dieron dos días de ven-

taja a Fog por su lento crecimiento, 

y se observó que Trichoderma spp., 

se comportó de forma agresiva. Los 

valores oscilaron significativamente 

entre uno y seis días para la mayoría 

de las cepas, excepto la cepa cinco 

que no mostro contacto alguno. Ya-

tes et al. (1999) registraron en una 

cepa aislada de T. virens seis días 

para el contacto en  F. moniliforme. 

Michel-Aceves et al. (2005b), repor-

tó sobre contra Fo f. sp. lycopersi-

ci valores entre cinco y siete días, y 

Cuadro 2. Valores de crecimiento de las cepas en cultivos duales de Trichoderma spp. y 

Fusarium oxysporum f. sp. gladioli a 17 días después de siembra.

Cepas

Crecimiento 

Trichoderma 

spp.

Crecimiento

 Fog

Zona de 

intersección 

(cm)

Días 1er. 

contacto

Clase

Antagonismo

Cepa 1 3.15  bx      1.05  ab  0.00  b         1  cd  2y

Cepa 2 3.40  b      1.22   a 3.22  a         5  ab  1

Cepa 3 3.55  b 1.00  abc 3.00  a         6  a  1

Cepa 4 3.50  b      0.82   bc 0.00  b         4  ab  2

Cepa 5 3.52  b      0.80   bc 0.00  b         0  d  2

Cepa 6 4.37  a      0.77   c 1.07  b         4  ab  2

Cepa 7 3.55  b      0.87   bc 0.00  b         3  bc  2

Cepa 8 3.37  b      0.75   c 0.00  b         5  ab  2

x Medias dentro de cada columna seguidas con la misma letra son estadísticamente iguales 

(Tukey0.5). y Clase de antagonismo según Bell et al., 1982 (1Trichoderma sobrecrece al 

patógeno y cubre toda la superficie del medio; 2Trichoderma crece en 75% de la superficie 

del medio, detiene el crecimiento del fitopatógeno y no lo puede sobrecrecer).
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Arzate-Vega et al. (2006) reportaron contacto a las 24 h después de la ino-

culación de ocho cepas de Trichoderma spp., a pesar de haber dado 16 días 

de ventaja a M. fijiensis. Finalmente, Michel-Aceves et al. (2009) registraron 

valores entre tres y cuatro para Fo, donde las cepas de T. harzianum Thzn-

2 nativa y Thzcf-12 fueron más agresivas en comparación con T. lignorum. 

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Sánchez et al. (2007), 

quienes observaron inhibición de crecimiento de micelio y sobre posición de 

las colonias de Thielaviopsis paradoxa por cepas nativas de Trichoderma spp., 

atribuyendo este modo de acción al micoparasitismo.

Las cepas dos y tres presentaron antagonismo clase uno y todas las cepas 

restantes clase dos (Cuadro 2). Sousa Rocha y Oliveira (1998) reportaron de 

20 cepas de Trichoderma spp para C. gloeosporioides y Sclerotium rolfsii  

sólo tres de clase uno y dos; en las demás cepas el fitopatógeno fue más 

agresivo con clase cinco (Michel-Aceves et al., 2005b) y Arzate-Vega et al. 

(2006) reportaron antagonismo tipo uno en seis cepas de Trichoderma spp., 

sobre M. fijiensis.

En la prueba in vitro de los fungicidas (valores medidos a los dos, ocho y 16 

dds) fueron ascendentes conforme pasaron los días (Cuadro 3). El porcen-

taje de inhibición a los 16 dds para la mezcla ProclorazTiofanato metílico 

provocó el menor crecimiento para Fog con 0.07 cm y, por consiguiente, la 

mayor inhibición con 98.33%, mientras que los biológicos como B. subtilis 

registraron 58.89%. Al respecto, El-Hassan et al. (2004) indican que B. sub-

tilis presentó 69% de control de F. oxysporum f. sp. Lentis bajo condiciones 

de invernadero y Cao et al. (2011) reportaron control in vitro de Fo f. sp. 

cucumerinum con B. subtilis SQR 9 al obtener 65% de inhibición. 

En ensayos in vitro con Trichoderma spp., Bacillus spp. y Pseudomonas 

spp. contra fitopatógenos comunes en cultivos de tomate, chile y cebo-

lla, Izzeddin y Medina (2011) demostraron que el crecimiento de Fusarium, 

Rhyzoctonia spp. y Phytophthora spp. se inhibe. Trichoderma viride mostró 

la mayor eficiencia significativa que B. subtilis y Pseudomonas aeruginosa. 

En este sentido, algunos autores señalan que Trichoderma spp. debe ser es-

tudiada con una mayor atención en temas de control biológico, ya que su 

actividad resulta de una combinación de microparasitismo y una producción 

de metabolitos capaces de controlar un gran número de plagas (Stefanova 

et al., 1999).

En el ensayo de campo, la altura de 

planta osciló entre 69 cm y 95 cm 

a los 77 dds, sin diferencias esta-

dísticas; la mayor altura se presen-

tó donde se aplicó T. asperellum 

(Cuadro 4). Al respecto, al aplicar 

micorrizas (Glomus sp.) Zac. 19 y 

G. aggregatumm para el control de 

F. oxysporum en el cultivo de gla-

diola variedad Fany Roja, Khalil et al. 

(2001) reportaron alturas de 80 cm 

a 90 cm a los 120 dds, lo cual fue 

coincidente con los valores regis-

trados en esta investigación, pero 

en menor tiempo. Se observaron 

diferencias evidentes de incidencia 

y severidad para los fitopatógenos 

en estudio. En el caso de U. trans-

versalis fue nula en los tratamien-

tos, excepto en el testigo, donde 

se presentó al final del ciclo del 

cultivo en una incidencia de 10% 

y severidad de 1%. En cambio, la 

incidencia de Fog fue de 90% en 

todos los tratamientos (Cuadro 4). 

Respecto a la severidad, la mezcla 

de ProclorazTiofanato metíli-

co presentó la menor cantidad de 

plantas enfermas (639) y redujo la 

severidad 47% respecto al testigo 

con 1206 plantas enfermas. 

Vergara (2010) aplicó en árboles 

de manzano B. subtilis en dosis 

de 8 kg ha1 y cepas nativas de 

Trichoderma spp., en floración, co-

secha y postcosecha. No reportan 

daños en floración; sin embargo, 

Cuadro 3. Efectividad de fungicidas in vitro sobre el crecimiento e inhibición de Fusarium oxysporum f. sp. gladioli.

Tratamiento
Crecimiento (cm) Inhibición (%)

Día  2 Día 8 Día 16   Día  2 Día 8 Día 16

MetalaxilClorotalonil  0.1 cz 0.4 c 1.05 c    82.32 b 87.03 b 76.67 b

ProclorazTiofanato M 0.0 d 0.0 d 0.07 d  100.00 a 100.00 a 98.33 a

Bacillus subtilis 0.2 b 0.1 b 1.85 b   70.72 c 66.39 c 58.89 c

Testigo 0.6 a 2.9 a 4.50 a     0.00 d   0.00 d   0.00 d

z Medias dentro de las columnas seguidas con la misma letra son estadísticamente iguales (Tukey0.5).
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en cosecha indicaron una baja in-

cidencia de Alternaria alternata y la 

ausencia total de Botrytis cinérea. 

En postcosecha (tres meses de al-

macenaje más siete días a tempera-

tura ambiente) indicaron buen con-

trol, con incidencia de B. cinérea y 

de A. alternata de 3% y 22% respec-

tivamente. Estos resultados fueron 

más relevantes en el control de la 

enfermedad a los obtenidos en el 

presente trabajo con incidencia de 

90% de Fog.

Debe existir gran cantidad de espo-

ras de Fog en los suelos de la Con-

cepción, Guerrero, a pesar de que 

realizan rotación de cultivos (gladio-

la-frijol-maíz-cebolla) porque los be-

neficios de los fungicidas sintéticos 

y más aún de los biológicos no se 

ven reflejados; sin embargo, es im-

portante seguir aplicando biológicos 

para que se establezcan en el lugar. 

En este sentido, bajo condiciones de 

invernadero, Cao et al. (2011) eva-

luaron el efecto del bio-fertilizante 

orgánico (BIO) con B. subtilis SQR 9 

en el control de la pudrición por Fo 

f. sp. cucumerinum, registrando re-

ducción significativa de la incidencia 

(49%-65%) de la pudrición en com-

paración con el testigo cuando se 

aplicó el BIO. Más aún, detectó por 

PCR la población del fitopatógeno 

en la rizosfera (106 cfu g1 de raíz) y 

Cuadro 4. Efectividad de productos sobre la altura de planta, porcentaje de severidad y rendimiento ha1 en 

condiciones de campo.

Tratamiento
Altura

planta

Plantas enfermas Plantas

 Cosechadas ha1
No. Severidad (%)

ProclorazTiofanato Metílico 83.70 639 28.53 b 178,683 a

MetalaxilClorotalonil 90.20 923  41.21 ab 146,987 ab

Trichoderma asperellum nativo 95.00 924 41.25 ab 146,875 ab

Bacillus subtilis 74.00 975 43.53 a 141,183 b

Testigo 90.25 1206 53.84 a 115,402 b

z Medias seguidas con la misma letra son estadísticamente iguales (Tukey0.5).

fue significativamente menor en las 

plantas tratadas con BIO que en el 

testigo. Estos resultados indican que 

la cepa es capaz de sobrevivir en la 

rizosfera y proteger a la planta del 

fitopatógeno.

Se cosecharon 145,826 plantas en 

promedio; el tratamiento donde 

se aplicó la mezcla de los fungici-

das sintéticos ProclorazTiofanato 

metílico obtuvo significativamente 

la mayor cantidad de plantas por 

hectárea, con 178,683 (Cuadro 4), 

mientras que B. subtilis y el testigo 

obtuvieron las menores cantida-

des. De acuerdo con Sierra (2009), 

en el estado de Michoacán, México 

se obtienen 1000 gruesas ha1 de 

gladiolas (140,000 tallos florales), 

partiendo de 140,000 plantas ha1, 

cantidad inferior a la obtenida en la 

presente investigación, en la que se 

cosecharon 145,826 plantas ha1 en 

promedio, a pesar de los altos por-

centajes de severidad por Fog. 

CONCLUSIONES
La evaluación in vitro de los pro-

ductos biológicos Trichoderma 

asperellum cepa 8 inhibió 60.6% el 

micelio de Fog con antagonismo 

clase dos, mientras que Bacillus 

subtilis no fue efectivo; de los agro-

químicos sintéticos, la mezcla de 

ProclorazTiofanato-metílico fue 

efectiva en 98.3%. En la evaluación 

in situ, la incidencia y severidad de 

U. transversalis fue nula donde se 

aplicaron los agroquímicos. En Fog, 

la mezcla ProclorazTiofanato-

metílico logró reducir la severidad 

en 47% y con T. asperellum en 

30.9%. En ésta zona, donde la inci-

dencia y severidad de Fog es alta, 

se tiene un producto sintético que 

es eficiente y se requiere continuar 

buscando cepas nativas con mayor 

efectividad.
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RESUMEN
El kefir es un alimento probiótico, compuesto principalmente de bacterias ácido-lácticas y levaduras. Su ingesta ayuda al 

buen funcionamiento del intestino humano por el incremento de la flora benéfica. Dependiendo del lugar, este producto 

presenta características organolépticas distintivas proporcionadas por el tipo de microorganismos asociados y la calidad 

de la leche utilizada. Actualmente existe interés en industrializarlo, pero es necesario seleccionar el inóculo adecuado 

para estandarizar su sabor y calidad. Con base en lo anterior, se caracterizaron e identificaron molecularmente bacterias 

ácido-lácticas aisladas de kefir artesanal. Todas las bacterias caracterizadas fueron de forma bacilar, Gram positivas, ca-

talasa negativas, sin esporulación, y acidificaron la leche en valores de pH diferentes. La leche fermentada presentó con-

sistencia viscosa, olor característico, y generalmente estaba gasificada. Todos los aislamientos fueron diferenciados con 

RAPDs, RAPD-CAFs, separados en cuatro grupos, y las secuencias del gen 16S los identificó como Lactobacillus kefiri.

Palabras clave: leche fermentada, marcadores genéticos, RAPD-CAFs, rDNA, Lactobacillus kefiri.

ABSTRACT
Kefir is a probiotic food composed mainly of lactic acid bacteria and yeasts; intake helps the proper function of the human 

intestine by increasing the beneficial flora. Depending on the geographic site, this product has distinctive organoleptic 

characteristics provided by the type of associated microorganisms and the quality of the milk used. Kefir has undergone 

industrialization, but to standardize the taste and quality, it is necessary to select the appropriate inoculum. Lactic acid 

bacteria isolated from artisanal kefir were identified and characterized molecularly. All the bacteria were rod shaped, 

Gram positive, catalase negative and with no sporulation; the bacteria also acidified the milk with different pH values. The 

fermented milk showed viscous consistency, characteristic odor and most frequently it was gasified. Bacterial isolates 

were differentiated with RAPD and DAF-PCR, and classified into four groups. The sequences of the 16S gene identified 

them as Lactobacillus kefiri.

Key Word: fermented milk, genetic markers, organoleptic properties, DAF-PCR, rDNA, Lactobacillus kefiri.
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Figura 1. Gránulos de kefir (Lactobacillus kefiri).

INTRODUCCIÓN

La preservación de los 

alimen-

tos por fermentación es uno de los métodos más an-

tiguos conocidos por la humanidad. La leche ha sido 

uno de los primeros productos pecuarios utilizados por 

el hombre, e incluso, de los primeros alimentos some-

tidos a procesos fermentativos (Cheesman, 1984). Las 

leches fermentadas se elaboran generalmente con le-

che de vaca (Liu y Lin 2000; Je-Ruei et al., 2002), utili-

zando selectos cultivos lácticos en modernos procesos. 

El consumo de estos productos a nivel mundial se ha 

incrementado debido a que favorecen la flora intestinal 

y ayudan a prevenir el incremento de organismos pató-

genos en el intestino por la propia acidificación del pro-

ducto (Roberfroid, 2000). El kefir (de origen caucásico) 

es una bebida láctea viscosa, ligeramente carbonatada, 

que contiene pequeñas cantidades de alcohol; se co-

noce como kephir, kiaphur, kefer, knapon, kepi y kippi 

(Farnworth, 2005; Karagözlü et al., 2007). Se clasifica en 

el grupo de leches fermentadas y acidificadas por una mi-

croflora mixta basada en bacterias y levaduras (Marshall 

y Cole, 1985; Ot-es y Cagindi, 2003). Los gránulos de 

kefir, comúnmente conocidos en México como “búlga-

ros”, se utilizan como inóculo y se obtienen a partir de 

la proliferación de gránulos preformados (Garrote et al., 

1998), que son estructuras de polisacáridos, gelatinosas, 

blancas o amarillentas, irregulares y de tamaño variable 

(Figura 1) donde conviven en simbiosis bacterias ácido 

lácticas (BAL), levaduras y, ocasionalmente, bacterias 

acéticas incrustadas en una matriz formada por Kefiran 

(Frengova et al., 2002; Ninane et al., 2005). Las BAL se 

localizan principalmente en la capa superficial y las le-

vaduras en el centro de los gránulos, ocasionando fer-

mentación ácido-alcohólica durante la cual se acumu-

lan metabolitos como ácido láctico (producido por las 

bacterias), alcohol etílico y ácido carbónico (producido 

por levaduras) que le confieren propiedades organolép-

ticas distintivas a este alimento milenario (Yilmaz et al., 

2006). Además de otros beneficios atribuidos a su con-

sumo, la cantidad de microorganismos y la variedad de 

componentes bioactivos que pueden formarse durante 

la fermentación hacen del kefir un probiótico complejo 

(Farnworth, 2005).

El kefir es consumido principalmente en Europa, pero se 

produce comercialmente en otras partes del mundo. Ac-

tualmente la elaboración a escala comercial requiere de 

cultivos seleccionados y eficientes que permitan contro-

lar la microflora involucrada para obtener producción de 

calidad y estandarizada; así como extender la vida útil del 

producto y facilitar los aspectos nutrimentales, conside-

rando altos valores de bacterias viables, además de bue-

nas propiedades químicas y organolépticas. A la fecha 

se ha intentado producir leche similar al kefir tradicio-

nal, combinando Lactobacillus helveticus, Lactococcus 

lactis subsp lactis y Saccharomyces cerevisiae aislada 

de kefir con las cepas para yogur, L. delbrueckii subsp 

bulgaricus y Streptococcus thermophilus (Beshkova et 

al., 2002). Con la misma finalidad, en Estados Unidos 

(EUA) se produce kefir comercial, que contiene S. lactis, 

S. cremoris, S. diacetylactis, Leuconostoc plantarum, 

L. casei, L. cremoris y S. florentinus (Hertzler y Clancy 

2003). Debido a las propiedades nutricionales que ofre-

ce este producto lácteo y al interés por industrializarlo de 

forma estandarizada, un grupo de bacterias lácticas ais-

ladas de kefir producido artesanalmente se caracterizó e 

identificó, utilizando marcadores genético-moleculares 

y comparando las secuencias del gen 16S del rDNA.

MATERIALES Y MÉTODOS

Aislamiento y caracterización de BAL con 
pruebas bacteriológicas
Se obtuvieron diferentes muestras de kefir de la Ciudad 

de Texcoco, Estado de México, México, producido arte-

sanalmente. Se inoculó 10% (p/v) de gránulos de cada 

muestra en leche de vaca, semidescremada y ultrapas-

teurizada, marca Alpura®, y se incubaron a 30 °C por 

48 h. Del nuevo kefir se hicieron diluciones en solución 
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de Ringer de 101, 102, 103 y 104, se sembraron en caldo para lactobaci-

los MRS (De Man et al., 1960) por extensión en placa y se incubaron a 37 °C 

durante 72 h. Se aislaron colonias de bacterias color blanco-cremoso, Gram 

positivas y catalasa negativa. Para medir la acidificación de los diferentes 

aislamientos, cada cultivo se inoculó al 1% (v/v) en leche semidescremada 

ultra pasteurizada Alpura® y se incubó a 37 °C durante 24 h. La concentra-

ción de células se determinó en un espectrofotómetro NanoDrop, ND100 

a de 550 nm.

Extracción de DNA y PCR
Se extrajo ADN de los aislamientos de las bacterias lácticas de acuer-

do con Sambrook et al. (1989), además de Streptococcus thermophilus 

(Gram positiva) y de Escherichia coli (Gram negativa) que se utilizaron 

como grupos de comparación en los análisis de DNA. Todas las muestras 

se trataron con Ribonucleasa A (RNasa A) 10 mg mL1 (fermentas) y el 

ADN se re-suspendió en buffer TE (10 mM Tris-HCl pH 7.6 y 1 mM EDTA pH 

8). La integridad del ADN se estimó por electroforesis en agarosa 1%, teñi-

do con bromuro de etidio 0.5 g mL1, y se observó con luz ultravioleta. 

El ADN se cuantificó con espectrofotómetro (ND100) a 260 nm. Para la 

caracterización y diferenciación de los aislamientos se utilizaron las téc-

nicas RAPDs y una modificación a esta técnica, que consistió en digerir 

previamente el ADN con una enzima de restricción, con la finalidad de 

hacer menos compleja la topología de la molécula y facilitar el reconoci-

miento de fragmentos molde por parte del primer aleatorio, con el fin de 

incrementar considerablemente la reproducibilidad y la nitidez de los per-

files que se obtienen al separarlos en geles de acrilamida. En el presente 

trabajo a esta modalidad se propone el nombre de RAPD-CAFs (Random 

Amplified Polymorphic DNA-Claved Amplified Fragments). Esta técnica al-

ternativa prácticamente tiene como base las que reportaron Konieczny y 

Ausubel (1993), quienes restringieron productos de PCR en lugar del ADN 

molde; y Caetano-Anollés y Gresshoff (1994), que tiñeron fragmentos DAF 

con sales de plata en geles de acrilamida en lugar de usar radioactividad. 

Los iniciadores para PCR se seleccionaron del kit L de Carl Roth Com-

pany. La mezcla de reacción para RAPD consistió en 100 ng de ADN, 20 

pM de cada iniciador, 200 pM de dNTPs, 1X de amortiguador, 2.5 mM de 

MgCl2 y 1.5 unidades de Taq ADN Polimerasa. El volumen final se ajustó 

a 25 L con agua destilada estéril. El termociclaje consistió en: un ciclo a 

94 °C durante dos minutos; 35 ciclos [94 °C, un minuto; 40 °C, un minuto; 

72 °C, 1.5 minutos y un ciclo de extensión final de 72 °C por cinco minu-

tos. Se seleccionaron los iniciadores L-03, L-06, L-07, L-08, L-10, L-12, L-18 

y L-20, dada su funcionalidad para el tipo de muestras. Cabe hacer notar 

que aun cuando los RAPDs se alinean comúnmente entre 32 °C y 35 °C, 

en la presente evaluación se hizo a 40 °C con la finalidad de incrementar 

la especificidad y reproducibilidad (Luna et al., 2007). Para RAPD-CAFs se 

digirió 1 g de ADN de cada cepa con la enzima EcoRI (PROMEGA) de 

acuerdo con las indicaciones del fabricante. Los productos de digestión 

se amplificaron con los mismos iniciadores empleados para RAPD y con 

el mismo programa de termociclaje referido. Los productos de PCR se 

separaron en geles de poliacrilamida 8% y se tiñeron con nitrato de plata 

0.2 % (Caetano-Anollés y Gresshoff, 1994).

Análisis estadísticos de los 
perfiles electroforético
Se construyó una matriz binaria (0 

y 1) a partir de los diferentes perfiles 

de ADN, donde “1” indicó la presen-

cia de un fragmento y “0” su ausen-

cia entre los aislamientos compa-

rados. Se generó un dendrograma 

por el método de UPGMA, con 

coeficiente Nei & Li/Dice y 1000 

re muestreos tipo Jackknife, elimi-

nando dos bandas en cada corrida; 

esto se realizó con el software Free 

Tree 0.9.1.50 y se graficó con Tree 

View 1.6.6 (Hampl et al., 2001; Page, 

2001). 

Amplificación del fragmento 16S rDNA 
y secuenciación
Para la amplificación del gen 16S del 

rDNA de las BAL se utilizaron 25 ng 

de ADN de cada aislamiento, 10 pM 

de cada uno de los iniciadores uni-

versales para bacterias, el 16S (8f: 

5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCA-3’ y 

U1492r: 5’ ACCTTGTTACGACTT-3’) 

(Ashelford et al., 2005; Sasoh, et 

al., 2006), 200 pM de dNTPs, 1X de 

amortiguador, 2.5 mM de MgCl2 y 

2 U de Taq DNA Polimerasa y agua 

libre de nucleasas en un volumen 

final de 25 L. El programa de ter-

mociclaje consistió en un ciclo a 

95 °C por dos minutos, 30 ciclos 

[95 °C, un minuto, 56 °C, un minu-

to; 72 °C, uno punto cinco minu-

tos] y un ciclo de extensión final de 

72 °C por cinco minutos. Se obtu-

vo un fragmento de alrededor de 

1500 pb (pares de bases) y se lim-

pió por el método Exo-Sap (Shrimp 

Alkaline Phosphatase-Exonuclease 

I de Invitrogen). Para la reacción 

de secuenciación se utilizaron 20 

ng del fragmento purificado, 10 

pM de cada iniciador U514F (5’-GT-

GCCAGCMGCCGCGG-3’) y 800R 

(5’-CTACCAGGGTATCTAAT-3’) (An-

zai et al., 2000; Edgcomb et al., 

2002), 2 L de amortiguador 5X, 
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4 L de la solución RRM (incluye 

enzima AmpliTaq DNA polimera-

sa, MgCl2, amortiguador Tris-HCl, 

dNTPs y ddNTPs) y agua. La reac-

ción de PCR se realizó por 25 ciclos 

[96 °C, 10s; 50 °C, 5s; 60 °C, 4 mi-

nutos]; posteriormente el ADN se 

limpió de acuerdo con las indica-

ciones del kit de secuenciación de 

Applied Biosytems. Las secuencias 

se realizaron con un Analizador Ge-

nético Applied Biosystems modelo 

3130; se ensamblaron y editaron 

con los programas computacio-

nales BioEdit Sequence Alignment 

Editor 7.0.5.3 y FinchTV 1.4.0 Geos-

piza Inc. Esta información se com-

paró con la base de datos GenBank 

del Nacional Center for Biotechno-

logy Information (http://www.ncbi.

nlm.nih.gov). 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Aislamiento de bacterias y 
capacidad acidificante
El medio MRS resultó adecuado 

para crecimiento de BAL. En la Fi-

gura 2 se muestran colonias ho-

mogéneas de color blanco-crema 

y forma semejante que se caracte-

rizaron como Gram () y catalasa 

(). La cuenta de colonias se hizo 

con base en las diluciones 102 

y 103, dando un recuento en el 

orden de 3.8105 a 1.45107 ufc 

mL1 respectivamente, lo que pre-

supone que la forma de cultivo utili-

zada permite obtener la cantidad de 

bacterias BAL apropiadas para con-

tribuir a la calidad del kefir. En este 

sentido, Siuta (2001) indica que la 

diferencia en cuentas microbianas 

en productos lácteos es un factor 

de determinación del sabor y aroma 

y, además, los probióticos de leches 

fermentadas deben estar presentes 

en cantidades apropiadas (1106 

UFC mL1) para prevenir adecuada-

mente problemas gastrointestinales. 

tipificar genéticamente con RAPD 

los 20 aislamientos de BAL mos-

traron pocos polimorfismos; sin 

embargo, fueron capaces de dife-

renciar claramente a S. termophillus 

y E. coli (Figura 3). Con la técnica 

RAPD-CAFs solamente los inicia-

dores L-07 y L-12 fueron capaces 

de reconocer y amplificar todas las 

muestras que se compararon en el 

estudio (Cuadro 2). 

Los perfiles de esta última técnica 

fueron diferentes a los obtenidos 

con RAPDs (Figura 3); las huellas ob-

tenidas fueron abundantes y nítidas. 

La razón de esta diferencia se debió 

principalmente a que los iniciadores 

encuentran más fácilmente los si-

tios de alineación en los fragmentos 

de restricción que se utilizan en la 

PCR como ADN molde, favorecien-

do una amplificación selectiva y 

proporcionando ampliaciones me-

jor definidas y reproducibles entre 

experimentos independientes. El 

ADN de alto peso molecular que 

normalmente se utiliza para obtener 

RAPD dificulta el potencial recono-

cimiento por parte de los iniciado-

res, dada la compleja topología de 

la molécula; esta es seguramente 

es una de las razones por la que los 

RAPD son cuestionados entre labo-

ratorios o experimentos. Sin embar-

go, en el presente caso las huellas 

tipo RAPD fueron capaces de dife-

renciar las cepas de BAL respecto a 

las bacterias comparadoras.

Por otro lado, los geles de acrila-

mida resultaron ser una excelente 

herramienta para la visualización 

de polimorfismos de ADN, ya que 

las diferencias entre ampliaciones 

con pesos moleculares cercanos se 

aprecian más fácilmente, proporcio-

nando un mayor número de datos. 

Luna et al. (2007) reportaron resul-

tados similares utilizando la misma 

Figura 2. Desarrollo de bacterias lác-

ticas aisladas de kefir. a-d: Diluciones 

a 101, 102, 103, 104, respectiva-

mente. 

a

b

c

d

Los valores de pH entre los 20 ais-

lamientos variaron desde 4.9 a 6.1 

(Cuadro 1). La fermentación de la 

leche también produjo un aumento 

en la viscosidad, desarrollo de olor 

característico y producción de gas.

Análisis de perfiles RAPDs y RAPD-CAFs
Los ocho iniciadores utilizados para 
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Cuadro 1. Valores de pH en leche acidificada por los aislamientos 

de bacterias ácido-lácticas obtenidas de kefir.

Cepa* pH Cepa* pH

10 4.9 24 5.8

17 5.1 5 5.8

21 5.5 6 5.8

19 5.5 7 5.8

28 5.6 20 5.9

14 5.7 2 5.9

16 5.7 4 5.9

9 5.7 3 6.0

13 5.7 18 6.0

26 5.7 22 6.1

*Numeración asignada en el estudio.

Figura 3. Perfiles RAPD (3a) y DAF-PCR (3b) obtenidos con el iniciador L-07 y separados en geles de poliacrilamida. Nótese la nitidez de 

los fragmentos de DNA y los polimorfismos detectados con DAF-PCR (señalados con flechas). El marcador de peso molecular (M) es de 

1 kb (PROMEGA). Ec: Escherichia coli; St: Streptococcus thermophilus. Gel inferior contiene las cepas reportadas en el presente estudio. 

Gel superior, incluye otros aislamientos que resultaron iguales entre sí.

técnica. Para los análisis estadísticos se utilizó un total 

de 105 fragmentos obtenidos en la técnica de RAPD-

CAFs; 37% de éstos fueron propios de los dos aislamien-

tos comparadores. El agrupamiento de las cepas de la 

Figura 4 definió seis grupos: dos independientes, donde 

se ubicaron los comparadores E. coli y S. termophilus, 

y cuatro donde se distribuyeron las 20 cepas de BAL. El 

grupo principal estuvo integrado por 17 aislamientos, a 

su vez separados en diferentes subgrupos: [4, 17, 16, 2, 3, 

7, 24, 28, 13 y 5]; [21, 22, 20, 14 y 26]; [18 y 19], pero las 

cepas 9, 6 y 10 se mantuvieron independientes entre sí y 

separadas del grupo mayor. Este nivel de diferenciación 

fue evidenciado solo utilizando los datos RAPD-CAFs, así 

como la variabilidad genética intrínseca del la especie, 

resultados que no se lograron con los datos RAPDs (no 

mostrados y no considerados). Al tratar de establecer 
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Cuadro 2. Respuesta de amplificación de las bacterias ácido-lácticas aisladas del kefir con ocho iniciadores aleatorios. Las hileras indican los 

iniciadores utilizados y las columnas, los aislamientos evaluados.

2 3 4 5 6 7 9 10 13 14 16 17 18 19 20 21 22 24 26 28 Ec St

L-03      

L-06        

L-07                                            

L-08          

L-10        

L-12                                            

L-18          

L-20                                  

Figura 4. Dendograma agrupado con UPGMA, utilizando 105 fragmentos RAPD-CAF de 20 cepas de Lactobacillus 

kefiri, con la separación de los aislamientos 10, 6 y 9. 
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una correlación de los grupos de las BAL del dendrogra-

ma con los de acidificación de la leche (Cuadro 1), ésta 

fue negativa, a excepción posiblemente de la cepa 10 

que tenía el pH más bajo (4.9). 

Secuenciación. El fragmento secuenciado de alrededor 

de 1400 pb, correspondiente al gen 16S, que identificó 

con exactitud a las 20 cepas BAL, como Lactobacillus 

kefiri, de acuerdo con la base de datos NCBI (Figura 5, 

6). La Figura 6 muestra el árbol de relación filogenéti-

ca entre las cepas del presente estudio (LK) y algunas 

bacterias relacionadas, obtenidas del banco de genes 

GenBank; donde LK se encuentra más relacionado ge-

néticamente con L. kefiri, L. sanfranciscensis, L. brevis, 

L. casei subsp. casei y L. casei que con el resto de las 

especies comparadas. Indudablemente, la compara-

ción de secuencias conservadas de ADN, como fue el 

gen analizado en este trabajo, tiene gran importancia 

porque permite comparar a los microorganismos de 

manera muy fina. Torriani et al. (1999) y Blaiota et al. 

(2008) han indicado que las inferencias basadas en este 

solo gen no son del todo concluyentes al comparar 

bacterias, por lo que se sugiere utilizar otras secuencias 

o genes; por ejemplo, las regiones espaciadoras inter-

génicas (ISR) que ayudan a identificar serotipos o las 

regiones en los extremos de la subunidad 16S, llamadas 

V1-V3 o V6-V9 e, incluso, genes codificadores de pro-

teínas heat shock, etcétera, que muestran mayor varia-

ción y permiten asegurar la separación de las especies 

con más precisión. Con base en nuestros resultados y 

para nuestro caso, resulta muy importante considerar 

otras zonas del genoma de las BAL; por ejemplo, las 

sugeridas por estos autores para conocer si las cepas 6, 

9 y 10, que mostraron perfiles de ADN diferentes tanto 

con RAPDs (datos no mostrados) como con DAF, re-

presentan variación inter-específica de la especie o son 

otras especies de bacterias ácido lácticas presentes en 

el kefir de la zona de Texcoco, México.

CONCLUSIONES
Aislamientos de BAL obtenidos de kefir producido de for-

ma doméstica fueron capaces de fermentar y acidificar 

la leche de vaca con valores de pH 4.9 a 6.1.

•	 La tipificación genética realizada con RAPD y RA-

PD-CAF permitió apreciar claramente la variabili-

dad intra-específica de los aislamientos de BAL.

•	 Los RAPD-CAFs fueron más eficientes que los RA-

PDs para revelar polimorfismos claros entre los 

aislamientos de BAL y entre las bacterias utilizadas 

como grupos comparadores (Steptococcus ter-

mophillus y Escherichia coli); particularmente, el 

iniciador L-07 fue el más informativo.

•	 Los aislamientos de BAL se separaron en cuatro 

grupos: el principal se integró por 17 de los 20 ais-

lamientos evaluados: [4, 17, 16, 2, 3, 7, 24, 28, 13 y 

ATCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCGTTTCCGTTATTG 
ATTTTAGGTGCTTGCATTTAAATGATTTAACACGAAACGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTG 
GGTAACCTGCCCTTGAAGTAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAACCAA 
AACCACATGGTTTTGGTTTAAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTAGGATGGACCCGCGGCGTATTA 
GCTTGTTGGTAAGGTAATGGCCTACCAAGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGC 
CACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATG 
GACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTG 
TTGGAGAAGAACAGGTGTCAGAGTAACTGTTGACATCTTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGG 
CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGT 
AAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAGGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCAT 
CGGAAACCAGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCG 
TAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCG 
AAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAG 
TGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGA 
CCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT 
TCGATGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAACCTAAGAGATTAGGCGTTC 
CCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA 
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACT 
GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT 
ACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAAACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAA 
GCCGTTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTG 
GATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC

Figura 5. Fragmento de 1397 bases correspondiente al gel 16S del rDNA de bacte-

rias ácido-lácticas de kefir de Texcoco, México obtenido con los iniciadores univer-

sales 8 Forward 5’-
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Figura 6. Relación filogenética de algunas especies de 

Lactobacillus spp., obtenidas del Genbank con cepas del pre-

sente estudio.

5]; [21, 22, 20, 14 y 26]; [18 y 19] con poca variación 

genómica; los otros tres grupos independientes 

entre sí estuvieron representados por los aisla-

mientos 6, 9 y 10, respectivamente.

•	 Las 20 cepas de BAL se identificaron como 

Lactobacillus kefiri, al comparar las secuencias del 

gen 16S del rADN.
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RESUMEN
Con el objetivo de evaluar cuatro cepas del hongo Metarhizium anisopliae (Metschincoff) Sorokin para el control garra-

patas del género Boophilus spp., se seleccionaron dos cepas de garrapatas para su evaluación en su fase adulta sobre 

terneros parasitados. Se utilizó un diseño completamente al azar, con seis tratamientos y diez repeticiones. En esta 

fase las cepas PLH y CH 93-3 fueron las que mostraron la mayor efectividad, por lo que fueron evaluadas en garrapatas 

adultas sobre terneros previamente parasitados; en la prueba in vivo se utilizó un diseño de bloques completamente al 

azar, cuatro tratamientos (Las dos cepas seleccionadas, un compuesto químico y un placebo a base de agua) y ocho 

repeticiones. Los resultados mostraron que las dos cepas evaluadas presentaron una efectividad del 50% con respecto 

al producto químico.

Palabras clave: Garrapatas, cepa, ectoparásitos, terneros, anemia.

ABSTRACT
With the objective of analyzing four strains of the fungus Metarhizium anisopliae (Metschincoff) Sorokin used to control 

ticks of the genus Boophilus spp., two tick strains were selected for their assessment during their adult phase on 

parasitized calves. A completely randomized design with six treatments and ten repetitions was used. In this phase, the 

PLH and CH 93-3 strains showed the greatest effectiveness, so they were evaluated as adult ticks on calves that had been 

previously parasitized; during the in vivo test, a completely randomized design was used, with four treatments (the two 

strains selected, one chemical compound and a water-based placebo), and eight repetitions. The results showed that the 

two strains evaluated presented an effectiveness of 50% with regard to the chemical product.

Key words: ticks, strain, ectoparasites, calves, anemia.
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INTRODUCCIÓN

Las garrapatas son pará-

sitos que 

se alimentan de sangre de animales vertebrados. De las 

tres familias existentes, se han identificado en el mun-

do 19 géneros y más de 800 especies, correspondien-

do 636, a la familia Ixodidae (Soulsby, 1988). Para Amé-

rica se han identificado 170 especies, de las cuales 48 

pertenecen al género Ixodidae spp., y en Guatemala, 

se han identificado 13 especies de las cuales Boophilus 

microplus y Amblyoma cajennense, son las de mayor 

importancia económica para la ganadería, ya que ade-

más del daño que provocan, transmiten enfermedades 

de importancia económica, como la anaplasmosis y 

piroplasmosis bovina (Prodesa, 1988). Las garrapatas 

se han logrado adaptar a una gran variedad de hábi-

tats y además posen una distribución cosmopolita. Los 

hospederos parasitados por garrapatas presentan una 

variedad considerable, desde las asociadas a un hos-

pedero en particular, como el caso del Boophilus spp. 

con los bovinos, hasta aquellas con un amplio rango 

de hospederos como Amblyoma cajennense con ma-

míferos, aves, batracios, roedores y reptiles (Prodesa, 

1988).

El uso de garrapaticidas de origen químico, así como la 

falta de alternativas en el mercado llevan a que sea nece-

sario desarrollar opciones que sean efectivas en el con-

trol de las garrapatas, que no contaminen los productos 

de la explotación bovina y que a la vez sean inocuas al 

medio ambiente. Los hongos entomopatógenos tienen 

gran potencial como agentes controladores, constitu-

yendo un grupo con más de 750 especies, diseminados 

en el medio ambiente y provocando infecciones fungo-

sas a poblaciones de artrópodos (Pucheta et al., 2006). 

López y Hans (2001) mencionan que entre los géneros 

más importantes de hongos entomopaógenos se en-

cuentran: Metarhizium spp., Beauveria spp., Aschersonia 

spp., Entomophthora spp., Zoophthora spp., Erynia spp., 

Eryniopsis spp., Akanthomyces spp., Fusarium spp., 

Hirsutella spp., Hymenostilbe spp., Paecelomyces spp., 

y Verticillium spp., mientras que para la FAO (2003) los 

géneros de importancia son Metarhizium spp., Beauveria 

spp., Paecilomyces spp., Verticillium spp., Rhizopus spp. 

y Fusarium spp. Como respuesta a lo anterior se eva-

luó eficiencia y efectividad de cuatro cepas del hongo 

Metarhizium anisopliae (Metschinkoff) como una alter-

nativa de bajo costo e inocua al ambiente, como control 

para garrapata Boophilus spp., en condiciones in vitro, 

en su fase de vida libre e in situ, en su etapa parasitaria 

en bovinos.

MATERIALES Y MÉTODOS
La investigación se llevó a cabo en el Centro Universita-

rio de Oriente (CUNORI) localizado en el municipio de 

Chiquimula, Guatemala (12° 47’ 58’’ N y 89° 31’ 05’’ O) 

a 320 m de altitud. El municipio se ubica en la zona de 

vida de bosque seco subtropical con una temperatura 

mínima de 19 °C, una máxima de 42 °C y precipitación 

promedio de 850 mm anuales (Cruz, 1982).

Desarrollo experimental
Se determinó in vitro la efectividad de cuatro cepas del 

hongo Metarhizium spp. sobre larvas (L1) de garrapatas 

del género Boophilus spp. obtenidas a partir de la incuba-

ción en laboratorio para ser inoculadas con una solución 

estandarizada del hongo en suspensión. En una segunda 

fase se evaluó con terneros estabulados utilizados como 

hospederos para el desarrollo de las larvas sembradas en 

campos delimitados por cámaras instaladas en los mis-

mos, donde se efectuó la aplicación del hongo de las 

cepas que resultaron más efectivas durante 

la fase in vitro. 

Manejo in vitro
Se recolectó, identificó, cul-

tivó y reprodujo garrapatas 

del género Boophilus spp, 

con el propósito de obtener 

una población homogénea 

para la aplicación de las cepas 

de Metarhizium spp. La recolec-

ción de las hembras repletas o te-

leóginas, se llevó a cabo en fincas 

con ganado de doble propósito 

del municipio de Chiquimula, 

provenientes de bovinos pa-

rasitados; las garrapatas co-

lectadas fueron identificadas 

y trasladadas posteriormente 

a una cámara de incubación 

construida para ese fin, a una 

temperatura entre 27 °C y 30 °C 

con humedad relativa promedio 

de 85%, para que las garrapatas repletas 

finalizaran su ciclo de vida dentro de fras-

cos de vidrio con papel absorbente en el fon-

do, hasta llegar la oviposición la cual se produjo 
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entre el segundo y quinto día posterior a la introducción 

de las teleóginas en la cámara de incubación. 

Al finalizar la oviposición se retiraron los cadáveres de 

las hembras repletas y se continuó con el proceso de 

espera de la eclosión de las larvas (L1), periodo que duró 

entre 14 y 16 días. Un día después de iniciada la eclosión 

de las larvas se procedió a cerrar la boca de los frascos 

con papel filtro y adhesivo a base de silicón para evitar el 

escape de las larvas de sus frascos. Las larvas estuvieron 

en ambiente de 85% y 100% de humedad relativa y se 

esperó un periodo de entre 14-18 días para obtener un 

mejor desarrollo de las larvas antes de la inoculación, 

con soluciones de las cuatro cepas del hongo a prueba. 

Manejo del hongo Metarhizium spp.
Las cuatro cepas iniciales provinieron de laboratorios 

comerciales, como el del Ingenio La Unión y el CEN-

GICAÑA que proporcionaron las cepas PLH y CH 93-3, 

respectivamente; y el del Agrícola El Sol, que aportó las 

cepas AESCHS y AESGC. Para llevar a cabo la inocula-

ción de las larvas (L1) de las garrapatas con el hongo, las 

cepas fueron estandarizadas mediante reproducción y 

multiplicación.

La unidad experimental fue for-

mada por frascos de vidrio, 

conteniendo no menos de 

1,100 larvas de garrapatas 

del género Boophilus spp., 

eclosionadas de los huevos 

de dos teleóginas, colocadas 

en un frasco de vidrio para el 

desarrollo controlado de su ci-

clo evolutivo, dispuestos dentro de 

una cámara de incubación con am-

biente controlado. Se utilizó un 

diseño completamente al azar 

con seis tratamientos y 10 re-

peticiones, cuyos tratamientos 

correspondieron a las cuatro 

cepas del hongo en estudio, un 

grupo testigo a base de Amitraz 

y un placebo. El modelo lineal 

utilizado en la prueba in vitro 

fue: Yiji+(a)jijij, 

donde: Yijvariable respuesta. 

efecto de la media poblacional. iefecto 

del período de incubación del hongo sobre la 

L1 de la garrapata. (a)error asociado a los perio-

dos de incubación. jefecto de las cepas evaluadas. 

ijefecto de la interacción entre el periodo de incu-

bación y las cepas. ijerror experimental asociado a 

las unidades experimentales. Los tratamientos evaluados 

fueron T1Amitraz, T2Placebo, T3PLH, T4CH 93-

3, T5Cepa A.S.G.C y T6Cepa A.E.S.CH.S. 

En las pruebas in vitro se efectuaron conteos a las 48 y 

96 horas después de la aplicación de los tratamientos 

sobre las larvas de garrapatas para evaluar el periodo de 

incubación del hongo. Posteriormente se obtuvieron 

los porcentajes de larvas muertas de cada uno de los 

tratamientos evaluados en relación con el número total 

de larvas; estos porcentajes fueron transformados me-

diante el arcoseno de la raíz cuadrada de la proporción. 

Los conteos se hicieron con el estereoscopio a 40X y 

para determinar el crecimiento de micelio en fase de 

desarrollo sobre las larvas de garrapata con microsco-

pio a 10X. Los porcentajes de las larvas de garrapata (L1) 

muertas de cada uno de los periodos de incubación 

transformados mediante el arcoseno de la raíz cuadra-

da de la proporción fueron sometidos a un análisis de 

varianza y las diferencias estadísticas entre los factores y 

su interacción fueron analizadas con el procedimiento 

de comparación de medias mediante la prueba Tukey, 

con un nivel de 0.05 de significancia. 

Evaluación in vivo
Se adquirieron ocho bovinos, jóvenes encastados con 

peso promedio de 195 kg vivo, que fueron estabulados 

individualmente y alimentados con forraje verde picado 

ad libitum, durante el tiempo que duró el experimento. 

Previo a la fase de experimentación se aplicó un perio-

do de adaptación de los animales que incluyó aplicación 

de vacunas (Ántrax, Pierna Negra y Edema Maligno) vía 

parenteral y desparasitante oral a base de Albendazole 

(12 mg kg1). Para mantener libre de garrapatas a los bo-

vinos se aplicó Amitraz mediante aspersión en dosis de 

2 ml L1 de agua, tres semanas antes del experimento. 

Cámaras de tela sobre los bovinos
Para la siembra de larvas se elaboraron 32 cámaras 

de tela de 20 centímetros de diámetro cada una, ad-

heridas con pegamento de contacto en las regiones 

escapular y fosa paralumbar en ambos flancos de los 

animales, numeradas del uno al cuatro, iniciando por 

el lado izquierdo anterior, y en cuyo interior se llevó 

a cabo la siembra de las larvas de garrapata en fase 

de vida libre (L1) que parasitaron al bovino huésped, 

desarrollándose hasta la fase de teleógina o hembra 
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repleta. En total se efectuaron dos siembras con un intervalo de 48 horas 

en las cámaras instaladas sobre los bovinos. Una vez ya colocadas en los 

bovinos, se inició el proceso de siembra y desarrollo de las larvas de ga-

rrapatas dentro de las cámaras. Para tal efecto se realizaron dos siembras, 

agregando a cada cámara las larvas nacidas de dos teleoginas adultas, 

cuya producción promedio se estimó en al menos 1,700 larvas por garra-

pata adulta. Se efectuaron dos eventos de siembra con intervalos de tres 

días entre sí (Figura 1).

Manejo del Hongo Metarhizium anisopliae
Para llevar a cabo las aplicaciones en la prueba de campo, previamente 

se seleccionaron dos cepas del hongo M. anisopliae, las cuales mostraron 

mejores resultados en la prueba in vitro y fueron sometidas a un proceso de 

revigorización a través de repetir fases de multiplicación y desarrollo para la 

aplicación en la prueba in vivo. La unidad experimental fue constituida por 

una cámara de tela de forma circular de 20 centímetros de diámetro adhe-

rida a la piel de los terneros que sirvieron de huéspedes para la siembra de 

no menos de 7,000 larvas de garrapata del género Boophilus spp, coloca-

das en dos siembras. Los tratamientos fueron las dos cepas del hongo que 

resultaron más efectivas en la fase in vitro, un tratamiento testigo a base de 

un garrapaticida y un placebo con materia inerte (T1Amitraz, T2Placebo, 

T3PLH, T4CH 93-3, respectivamente).

Diseño experimental y análisis de datos
Se utilizó el diseño de bloques completamente al azar, con cuatro trata-

mientos y ocho repeticiones, con el modelo: Yiji+i(j)kijkijk; 

donde: Yijkvariable respuesta. efecto de la media poblacional. iefecto 

del período de incubación del hongo sobre la garrapata en su fase parási-

ta. i(j)efecto anidado de los pe-

riodos de incubación dentro de las 

repeticiones. kefecto de las cepas 

evaluadas. ikefecto de la interac-

ción entre el periodo de incubación 

y las cepas. ijkerror experimental 

asociado a las unidades experimen-

tales. Se efectuó un conteo de garra-

patas al momento del aparecimien-

to de las primeras teleologías previo 

a la aplicación; posteriormente se 

efectuaron conteos diarios de garra-

patas vivas y muertas por cámara/

tratamiento durante, 24, 48, 72, 96 y 

120 horas con el fin de evaluar el pe-

riodo de incubación del hongo y su 

efecto en los diferentes periodos. Fi-

nalmente se obtuvieron porcentajes 

totales de garrapatas vivas y muer-

tas de cada tratamiento, transforma-

dos mediante el arcoseno de la raíz 

cuadrada de la proporción, y fueron 

sometidos a un análisis de varianza 

y comparación de medias (prueba 

Tukey) a 0.05 de significancia. 

Variables
Porcentaje de efectividad en la prueba in vitro 

Se determinó efectuando el con-

teo del total de larvas dentro de 

cada unidad experimental y esta-

bleciendo el número de larvas de 

garrapata del género Boophilus que 

mostraron infestación del hongo 

manifestado mediante crecimiento 

de micelio, desarrollo de conidios y 

penetración de la cutícula; esto con 

el apoyo de estereoscopio y micros-

copio.

Porcentaje de efectividad en la prueba 

in vivo y de eficiencia

Se determinó efectuando un con-

teo previo a la aplicación de los 

tratamientos y luego cada 24 ho-

ras por cinco días para establecer 

el número de garrapatas adultas 

muertas y vivas que aún se hospe-

daban en cada cámara. El porcen-

taje de eficiencia de los productos 

Figura 1. A: Aplicación de larva (l1) de Bophillus spp., en bovinos. B: Terneros sometidos 

a la prueba de respuesta animal. C: Frascos conteniendo l1 de Bophillus spp., 4000 por 

unidad. D: Huevos de larva (l1) invadidos por el micelio de Metarhizium anisopliae.

A B

C D
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obtenidos se determinó usando 

la fórmula: PEL1L2/L1, don-

de: PEPorcentaje de eficiencia. 

L1Número de garrapatas antes de 

la aplicación. L2Número de garra-

patas vivas post aplicación por cada 

lectura.

Características cualitativas
Éstas se determinaron median-

te pruebas documentales de los 

efectos del hongo, principalmen-

te durante la esporulación sobre la 

garrapata. Para verificar la infección 

del hongo sobre las garrapatas en la 

prueba in vivo se efectuó un mues-

treo de 10 garrapatas muertas por 

tratamiento, colocadas sobre cá-

maras húmedas para establecer si 

se realizaba desarrollo del micelio y 

posterior esporulación del hongo, a 

partir de lo cual se realizaron cortes 

histológicos que identificaron los 

daños ocasionados por el hongo 

sobre la cutícula de la garrapata.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Porcentaje de efectividad 
en la prueba in vitro
La prueba in vitro realizada para 

determinar la efectividad del M. 

anisopliae, en la L1 de garrapatas 

del género Boophilus spp, mostró 

que los tratamientos tuvieron dife-

rencias altamente significativas en la 

efectividad para el control de larvas 

del garrapata en estado de vida libre 

(CV8.82%). El comportamiento de 

los seis tratamientos aplicados en la 

prueba in vitro y su efectividad con 

respecto a los dos conteos llevados 

a cabo evidenciaron un incremento 

lineal de larvas muertas infectadas 

con respecto al incremento en el 

periodo de conteo, con porcentajes 

de 17.60% para la cepa proveniente 

de la Unión, 19.10 para la cepa de 

CENGICAÑA; 5.50 para la cepa AES-

GC y 7.30 para la cepa AESCHS, a las 

96 horas post-aplicación. La Figura 

2 muestra la diferencia entre trata-

mientos y entre las cuatro cepas 

sometidas a la prueba, de las cuales 

La Unión y CENGICAÑA fueron re-

levantes. 

En un experimento llevado a cabo 

para determinar la efectividad de 

12 cepas de M. anisopliae sobre 

hembras repletas de garrapatas del 

género Boophilus spp., Guedes-

Frazon (2000) encontró que seis 

de las cepas ocasionaron ente 20 

y 50% de infección a las teleógi-

nas, entre el cuarto y el séptimo día 

post-aplicación de una suspensión 

de conidios a 106 y 105 conidios 

ml1. Moreno et al. (2001) evalua-

ron a M. anisopliae, B. bassiana y 

Verticillium lecanii sobre teleogi-

nas de Boophilus microplus, donde 

M. anisoplie generó inhibición de 

87% a concentración de 109 coni-

diosporas ml1. Posada y Lecuona 

(2009) evaluaron la efectividad de 

259 aislados de B. bassiana obteni-

dos del suelo, de garrapatas muer-

tas y de colección fúngica para el 

control de B. microplus, registran-

do que la CL50 para 98 de los ais-

lados más virulentos fue de 1107 y 

1,15107 conidios ml1. Fernández-

Ruvalcaba et al. (2005) evaluaron la 

efectividad in vitro de M. anisopliae 

a diferentes concentraciones en 

cepas de B. microplus resistente y 

sensible a organofosforados, ha-

llando que una concentración de 

108 esporasml1 genera 100% de 

mortalidad a los 20 días postinfec-

ción. De igual manera, hubo reduc-

ción de los parámetros reproducti-

vos con variación en las diferentes 

concentraciones (Cuadro 1).

Porcentaje de efectividad 
en la prueba in vivo
En la prueba in vivo realizada para 

determinar la efectividad de M. 

anisopliae en garrapatas del gé-

nero Boophilus spp., en su fase 

parásita sobre huéspedes bovinos 

estabulados, se observó que los 

tratamientos mostraron diferen-

cias altamente significativas en la 

efectividad (Cuadro 2). Es de hacer 

notar que el efecto placebo no fue 

la aplicación de dicho tratamiento, 

sino por el efecto animal de librar-

se de las garrapatas. Sin embargo, 

el comportamiento de las cepas 

del hongo M. anisopliae evaluadas 

con respecto a su efectividad en 

los diferentes conteos efectuados 

post-aplicación demostraron que 

ambas aumentan de forma lineal, 

haciéndose más notorio a partir de 

las 72 horas. Además, se muestra 

Figura 2. Garrapatas del género Boophilus spp. infectadas de Metarhizium anisopliae 

(Metschinkoff) y en pleno desarrollo de la fase de colonización (producción de conidios). 

Efecto de las hifas de hongo Metarhizium anisopliae, (Metschinkoff) sobre la cutícula de 

garrapatas adultas (corte histológico de la cutícula), CUNORI.
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la interacción existente entre las dos cepas de M. 

anisopliae revigorizadas con respecto al periodo post-

aplicación, evidenciando una efectividad creciente en 

el tiempo, principalmente en la cepa proveniente de 

CENGICAÑA. En un experimento llevado a cabo para 

evaluar la posibilidad de incrementar la capacidad infec-

tiva de dos cepas de M. anisopliae sobre hembras reple-

tas de garrapatas Boophilus microplus, Guedez-Frazon 

(2000) observó que después de infectar artificialmente 

teleóginas y a partir de ellas elaborar el inóculo para un 

segundo pasaje (proceso de revigorización), dos días 

después de la aplicación se presentó un porcentaje de 

efectividad de 84%, contrastando con 1.8% obtenido de 

las mismas cepas en la primera aplicación. En los traba-

jos realizados en animales, las variaciones en la efecti-

vidad de las cepas se pueden relacionar directamente 

con los factores climáticos y el lugar de procedencia 

de las cepas, ya que existen algunas que presentan una 

mayor tolerancia a altas temperatura y exposición a ra-

yos UV (Fernández y Bittencourt, 2008; Biduchka et al., 

2001), así como al microambiente del animal, como la 

temperatura de la piel, ya que se ha demostrado que al 

Cuadro 1. Análisis de varianza de la prueba in vitro para determinar la efectividad de seis tratamientos en el control de L1 de 

garrapatas del género Boophilus spp.

Fuente de 
variación

Grados de 
libertad

Suma de 
cuadrados

Cuadrado 
medio

F 
Calculada

Probabilidad Significancia

Total 35 33251.108

Periodo (A) 1 813.17 813.17 134.0157 0.0003 **

Error a 4 24.280 6.070

Tratamiento (B) 5 31794.813 6358.963 1397.995 0.0000 **

AB 5 527.325 105.465 23.186 0.0000 **

Error 20 90.973 4.549

Fuente: elaboración propia.

incrementarse la temperatura por encima de 34 °C, la 

germinación del hongo empieza a reducirse (Polar et 

al., 2008).

Porcentaje de eficiencia
En función de los resultados se observa 

que las cepas La Unión y CENGICA-

ÑA fueron las que mejor eficiencia 

mostraron en la evalua-

ción in vitro y a partir 

de éstos se selec-

cionaron para ser 

evaluadas en la 

prueba in vivo o de 

campo. Los resulta-

dos mostrados en los 

Cuadros 3 y 4 evidencian 

el nivel de eficiencia de las 

cepas La Unión y CENGICA-

ÑA, con porcentajes de 45% 

y 48% de lo registrado por el 

testigo a base de Amitraz.

Cuadro 2. Efectividad de cuatro tratamientos en el control de garrapatas (Boophilus spp.), fase parásita en bovinos estabulados.

Fuente de Variación
Grados de 
Libertad

Suma de 
cuadrados

Cuadrado 
medio

F Calculada Probabilidad Significancia

Total 159

Periodo (A) 4 7593.267 1898.317 49.979 0.0000 **

Periodo de bloques 35 1329.379 37.982

Tratamiento (B) 3 32771.646 10923.882 280.219 0.0000 **

AB 12 1190.086 99.174 2.544 0.0055 **

Error 105 4093.255 38.983

Fuente: de elaboración propia, Coeficiente de Variación: 17.37 %.
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Cuadro 3. Porcentaje de eficiencia (PE) de seis tratamientos evaluados in vitro, con base en sumatoria de conteos.

Indicador
Tratamientos

Amitraz Placebo La Unión Cengicaña AESGS AESCHS

L1 9909.00 12299.00 13202.00 12164.00 16408.00 7763.00

L2 0.00 12175.00 11177.00 9886.00 15479.00 7163.00

PE 100 1.0082 15.3386 18.7274 5.6619 7.7290

Cuadro 4. Porcentaje de eficiencia (PE) de cuatro tratamientos evaluados in vivo con base en sumatoria 

de conteos. 

Indicador
Tratamientos

Amitraz Placebo La Unión Cengicaña

L1 107.00 192.00 145.00 155.00

L2 13.00 165.00 88.00 90.00

PE 87.8505 14.0625 39.3103 41.9355

Características cualitativas 
En el efecto del M. anisopliae sobre la cutícula de la 

garrapata se observó una invasión de las hifas pene-

trando las membranas, rompiendo la continuidad del 

tejido; sin embargo, no se debe olvidar el efecto enzi-

mático del hongo que a través de una histólisis favore-

ce la penetración de las hifas y la degeneración hialina, 

que posiblemente sea de tipo extracelular por la preci-

pitación de proteínas plasmáticas de los organelos que 

se han escapado de la pared celular de las garrapatas, 

ocurriendo la muerte por un proceso de consunción 

en la garrapata.

CONCLUSIONES

Las cuatro cepas del hongo M. 

anisopliae evaluadas en 

la prueba in vitro para el control de garrapatas en estado 

de larva (L1) presentaron crecimiento de micelio sobre 

larvas de garrapatas del género Boophilus spp. En 

la prueba in vitro existieron diferencias altamente 

significativas entre las cuatro cepas del hongo 

y el control químico sobre la mortalidad 

de garrapatas en estado de larva (L1); las 

cepas del hongo La Unión y CENGI-

CAÑA evaluadas in vitro fueron las de 

mayor mortalidad sobre garrapatas en 

estado de larva (L1) y en la prueba in 

vivo incrementaron su efectividad en el 

control de garrapatas del género Boophilus spp. en su 

fase parásita, registrando hasta 50% de efectividad res-

pecto al mostrado por Amitraz.
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RESUMEN
El hongo entomopatógeno (Beuaveria bassiana) infecta a la broca del café (Hypothenemus hampei) en condiciones de 

laboratorio y campo, se puede propagar masivamente usando cereales como arroz, trigo y salvado de trigo, pues pre-

sentan una concentración mayor de 11010 conidios por gramo y una patogenicidad mayor al 90%, por lo cual cumplen 

con las normas de control de calidad para reproducir hongos entomopatógenos ajustando el pH de agua entre 5.0 y 6.0. 

La dosis que se requiere aplicar para el control de la broca es de 1.00 kg ha1, iniciando la aplicación en el mes de mayo 

para las condiciones del Soconusco, Chiapas, México.

Palabras Clave: control biológico, conidios, hongo entomopatógeno.

ABSTRACT
The entomopathogenic fungus (Beuaveria bassiana) infects the coffee borer (Hypothenemus hampei) under laboratory 

and field conditions; it can be massively propagated by using cereals such as rice, wheat and wheat bran, since they 

present a concentration higher than 11010 conidia per gram and pathogenicity higher than 90%; therefore, they comply 

with the quality control regulations to reproduce entomopathogenic fungi, adjusting the water pH to between 5.0 and 

6.0. The dosage required to be applied for borer control is 1.00 kg ha1, and application should begin in the month of 

May for the conditions of Soconusco, Chiapas, México. 

Key Words: biological control, conidia, enthomopathogenic fungus.
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INTRODUCCIÓN

En el estado de Chiapas, Mé-

xico, el cultivo 

del cafeto (Coffea arabica) ocupa el primer lugar en 

importancia, con una superficie cultivada de 230,134 

hectáreas y en la región Soconusco, con 70,000 hectá-

reas; es una actividad socioeconómica muy importan-

te por la cantidad de divisas que genera (Hernández, 

2000). Sin embargo, ésta se ve amenazada por pro-

blemas sanitarios, como el ataque de roya anaranjada 

del cafeto (Hemileia vastatrix Berk. et Br.) y la broca del 

grano de café (Hypothenemus hampei Ferr.); la prime-

ra está considerada como la enfermedad más impor-

tante del cultivo y la segunda como la plaga de mayor 

importancia. En la actualidad la broca se encuentra 

distribuida en los estados de Chiapas, Oaxaca, Puebla, 

Veracruz, Guerrero y Nayarit. A partir de la desaparición 

del Instituto Mexicano del Café se crean los Conse-

jos Estatales de Café en los estados productores, pero 

se descuidó el área parasitológica y, para atender esta 

problemática, en julio de 1993 se creó la Junta Local 

de Sanidad Vegetal de Productores de Café Chiapas 

que atendía todo el estado de Chiapas; posteriormen-

te surgieron otras. Sin embargo, la primera, que fue 

creada originalmente para atender todo el estado, se 

concentró únicamente en el Soconusco, la región pro-

ductora de café más importante del estado y del país. 

Dicho Organismo Auxiliar de Sanidad Vegetal opera 

con recursos del Gobierno Federal, Gobierno del Esta-

do y con la aportación de los productores. Dentro de la 

Campaña surgen dos alternativas de control, el biológi-

co de la broca del grano de café (H. hampei) mediante 

la cría en áreas rurales del parasitoide (Cephalonomia 

stephnoderis) de origen africano, introducido a México 

por el Centro de Investigaciones Ecológica del Sureste 

(CIES), hoy Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR), y con 

el aislamiento y la propagación masiva de una cepa 

nativa del hongo (Beuaveria bassiana) (Díaz, 1995; y 

Barrera, 2000). En agosto de 1994 se crea el Labora-

torio de Producción y Propagación Masiva del hongo 

B. bassiana y en el mes de octubre de 1994 se obtuvo 

la primera producción del hongo para aplicar en 155 

hectáreas, el cual fue aplicado en el Ejido Guaquitepec, 

municipio de Chilón, Chiapas. Posteriormente, estos 

trabajos de investigación continuaron en la Facultad 

de Ciencias Agrícolas de la Universidad Autónoma de 

Chiapas, donde se realizaron trabajos en campo sobre 

dosis, efecto del pH del agua en la aplicación (Díaz, 

1996: Díaz et al. 2006; y Díaz y Roblero, 2007).

Los hongos entomopatógenos son aquellos que pue-

den causar alteraciones fisiológicas en los insectos, cau-

sándoles la muerte. La mayoría de las especies de estos 

hongos están limitadas principalmente a las condiciones 

de temperatura y humedad relativa para su germinación 

y esporulación. Algunos tienen un gran rango de hospe-

dantes y atacan a muchas especies; otros están restrin-

gidos a pocas o una sola especie (De la Rosa, 1995). La 

mayoría de los hongos entomopatógenos pertenecen a 

la clase Hyphomycetes (Deuteromycetes) (De la Rosa, 

1995). La aplicación de estos microorganismos para el 

control de plagas insectiles lleva a la búsqueda de pató-

genos eficaces, desarrollo de cultivo in vitro, bioensayos 

y producción masiva a bajos costos (De la Rosa, 1995). 

Para dar inicio a la producción de B. bassiana se realizó 

un aislamiento de una cepa nativa de este hongo, dado 

que es mejor trabajar con este tipo de cepas porque ya 

están adaptadas al medio ambiente de la región donde 

son aisladas. Con base en lo anterior se evaluó el efecto 

del hongo entomopatógeno (Beauveria bassiana) en el 

control de la broca del café (Hypothenemus hampei). 

MATERIALES Y METODOS
Se realizaron muestreos en campo en huertas cafetale-

ras del municipio de Cacahoatán, Chiapas y se colecta-

ron frutos de café (Coffea arabica) atacados por broca 

del café (H. hampei), con la presencia de un hongo de 

aspecto algodonoso; la muestra colectada se aisló y 

purificó. Se siguieron los Postulados de Koch, los cuales 

fueron propuestos desde 1862 y tienen vigencia hasta 

la fecha, para el aislamiento del hongo, la inoculación 

de éste a organismos susceptibles y la recuperación 

del patógeno de los organismos inoculados. Posterior 

a los bioensayos realizados en laboratorio (Postulados 

de Koch), el hongo se propagó masivamente; para ello 

se utilizaron cereales como sustratos: trigo (Triticum 

aestivium), arroz (Oryza sativa), salvado de trigo, maíz 

(Zea mays) y sorgo (Sorghum bicolor), en la Facultad 

de Ciencias Agrícolas de la Universidad Autónoma de 

Chiapas. Con el producto aislado e incrementado en 

forma masiva se realizaron aspersiones de cinco dife-

rentes dosis del hongo en campo: 0.20 kg1, 0.40 kg 

ha1, 0.60 kg ha1, 0.80 kg ha1, 1.00 kg ha1 y un tra-

tamiento testigo sin aplicación para determinar la me-

jor dosis que ejerciera control de la broca; también se 

evaluó el pH del agua (5.0. 5.5, 6.0, 6.5 y 7.0) para hacer 

la mezcla de aplicación. Los experimentos se realizaron 

usando un diseño experimental en bloques al azar (Oli-

vares, 1994).
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fue más alta en el trigo, 

seguida de arroz y salva-

do de trigo (Cuadro 1), 

trigo (6.0621010), arroz 

(4.7161010), salvado de 

trigo (3.701010). En el 

caso del maíz y sorgo el 

crecimiento fue nulo de-

bido a que estos granos 

generan aflatoxinas que 

evitan la germinación de 

B. bassiana (Best et al,. 

1990; Johnson, 1991). In-

vestigaciones realizadas 

por De La Rosa (1995) 

muestran que este hongo es pa-

tógeno de la broca del café H. 

hampei y puede causar mortalidad 

de hasta 100%, dependiendo de la 

cantidad de conidios que se utilice 

(Figura 2).

El Cuadro 1 muestra que el porcen-

taje de patogenicidad de B. bassiana 

fue mayor en el trigo, seguido del 

arroz y el salvado de trigo, mientras 

que en maíz y sorgo crecieron los 

hongos Aspergillus spp. y Penici-

llium spp. de ocurrencia típica en 

estos granos (Best et al., 1990; Jo-

hnson, 1991). La aplicación en cam-

po mostró que la mejor dosis fue 

600 g ha1 a una concentración de 

Figura 2. Hembra adulta de la broca del café in-

fectada (Hypothenemus hampei) con B. bassiana 

en condiciones de laboratorio.

RESULTADOS Y 
DISCUSIÓN
De las muestras colectadas en 

campo se aisló el hongo entomo-

patógeno B. bassiana. Las caracte-

rísticas principales fueron el mice-

lio blanco, ligeramente coloreado 

(blanco amarillento) y de aparien-

cia polvosa, conidióforos simples e 

irregulares agrupados en un vertici-

lio donde se sitúan los conidios en 

forma de zigzag; los conidios son 

hialinos, redondeados sobre pe-

queños esterigmas (Barnet y Hun-

ter 1972). El hongo en un cultivo 

puro presentó micelio de aspecto 

algodonoso de color blanco; el mi-

celio se ramificó y formó conidió-

foros simples. La cantidad de coni-

dios aumentó con el transcurso del 

tiempo, de tal forma que después 

de 18 y 20 días la colonia mostró 

una esporulación abundante de 

color blanco-crema con textura se-

mejante al talco (Figura 1).

Para la producción masiva de B. 

bassiana se utilizó el medio de 

cultivo Sabouruad Dextrosa Agar 

(SDA) y, posteriormente, en sustra-

to de arroz, trigo, salvado de trigo, 

maíz y sorgo. La concentración de 

conidios por gramo de B. bassiana 

Figura 1. A: Frutos 

de café (Coffea 

arabica) con la pre-

sencia del hongo B. 

bassiana recolec-

tados en campo. 

B: Cepa aislada de 

B. bassiana de as-

pecto algodonoso. 

C: Cepa de B. bas-

siana de 20 días de 

crecimiento con 

aspecto semejante 

al talco.

A
B

C

4.7161010, resaltando que al apli-

car B. Bassiana se debe ajustar el pH 

del agua a niveles de ácidos a ligera-

mente ácidos (pH 5 y 6) por requeri-

mentos propios del hongo (Cuadro 

2 y 3, Figura 3).

De acuerdo con la biología, ecolo-

gía de la broca y grado de madu-

rez del fruto es necesario conocer 

la época de aplicación del hongo 

(B. bassiana) para que tenga mejor 

efecto de control de esta plaga, por 

lo que es necesario realizar inves-

tigaciones por región geográfica. 

Bajo las condiciones en que se rea-

lizó la presente investigación en la 

región Sierra del estado de Chiapas, 

la mejor época de control de la bro-

ca del café es el mes de junio (Cua-

dro 4) porque presentó el menor 

porcentaje de infestación por (H. 

hampei), pues la broca se encuentra 

en tránsito e inicia la perforación de 

los frutos y, como el hongo actúa 

por contacto, el control es más efi-

ciente; una vez que la broca pene-

tró completamente el fruto, el con-

trol es más deficiente por la forma 

de acción del hongo.

CONCLUSIONES
El cereal más eficiente para propa-

gar el hongo (B. bassiana) en forma 

masiva fue el trigo, ya que presentó 
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Cuadro 1. Comparación de medias de la concentración de conidios por gramo de B. 

bassiana y porcentaje de patogenicidad.

Tratamiento Concentración conidios Patogenicidad (%)

Trigo 6.0621010 a 96.00 a

Arroz 4.7161010 b 94.60 b

Salvado de trigo 3.701010 c 91.80 c

Maíz 0.00 d 0.00 d

Sorgo 0.00 d 0.00 d

Promedios con la misma letra son estadísticamente iguales según prueba de Tukey a 0.05 

de probabilidad.

Cuadro 2. Porcentaje de mortalidad de la broca del café Hypothenemus hampei Ferr. Con 

diferentes dosis del hongo Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. en condiciones de campo.

Tratamiento

Días después de la aplicación

15 30 45 60

E 1.00 kgha1 52.32 a 55.65 a 38.37 a 53.97 a

D 0.80 kgha1 41.12 a 52.07 a 33.47 a 40.05 a

C 0.60 kgha1 34.05 a 51.65 a 32.17 a 39.92 a

B 0.40 kgha1 32.32 ab 48.15 a 29.80 ab 34.35 ab

A 0.20 kgha1 29.62 ab 34.42 ab 22.07 ab 28.52 ab

F Testigo sin aplicación   6.75 b 7.55 b   7.10 b 6.90 b

Promedios con la misma letra son estadísticamente iguales según prueba de Tukey a 0.05 

de probabilidad.

Cuadro 3. Efecto del pH del agua en la mezcla de B. bassiana sobre la mortalidad de la broca 

del café (H. hampei).

pH
Días después de aplicación

15 30 45 60

5.0 60.00 a 56.00 a 53.00 a 47.80 a

5.5 57.50 a 54.00 a 54.00 a 48.00 a

6.0 54.00 a 50.00 a 56.00 a 48.00 a

6.5 38.00 b 37.80 b 38.00 b 26.00 b

7.0 26.80 b 25.40 c 28.40 b 22.00 b

Testigo   7.60 c   6.40 d   6.80 c   6.60 c

Promedios con la misma letra son estadísticamente iguales según prueba de Tukey a 0.05 

de probabilidad.

Figura 3. Presencia del hongo B. 

bassiana sobre H. hampei después 

de la aplicación en condiciones de 

campo.

mayor concentración de conidios por mililitro y mayor viabilidad, patogeni-

cidad y pureza. El arroz también puede ser utilizado para propagar masiva-

mente el hongo B. bassiana, al igual que el salvado de trigo. El maíz y el sorgo 

no son una alternativa para propagar este hongo. La dosis a aplicarle es de 

1.00 kg ha1 a una concentración de 4.721010 conidios por gramo. Cuando 

se aplica (B. bassiana) en campo es 

necesario utilizar un pH del agua de 

5.0 a 6.0. 
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Cuadro 4. Porcentaje de infestación de la broca del café (H. hampei) cuando el hongo (B. 

bassiana) se aplica en diferentes épocas.

Tratamientos
Días después de la aplicación

15 30 45 60

Junio   9.00 b 16.00 b 19.70 b 18.00 b

Julio 16.00 a 40.00 a 50.50 a 38.70 a

Agosto 18.00 a 20.00 ab 20.00 b 21.00 b

Testigo sin aplicación 0.00 c   0.00 c   0.00 c   0.00 c

Promedios con la misma letra son estadísticamente iguales según prueba de Tukey a 0.05 

de probabilidad.
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RESUMEN
Para determinar la influencia del fotoperiodo en el desarrollo, reproducción y contenido de ácido carmínico de la cochi-

nilla (Dactylopius coccus), se establecieron en cámaras climáticas cohortes en cladodios de Opuntia ficus-indica L. (Mill.), 

las cuales se sometieron a cinco regímenes de fotoperiodo: 0/24, 8/16, 10/14, 12/12 y 24/0 h de fotofase:escotofase, res-

pectivamente. El fotoperiodo afectó la duración del ciclo biológico ocurriendo más rápido cuando las horas de obscu-

ridad disminuyeron, pero los valores de supervivencia se redujeron. El régimen con 14 horas de obscuridad proporcionó 

las mejores condiciones para el desarrollo y reproducción de D. coccus. Los regímenes de fotoperiodo probados gene-

raron un bajo porcentaje de ácido carmínico (12%), por  lo que se requieren realizar otros estudios para verificar si es la 

cantidad y calidad de luz la que influye sobre la presencia del colorante o sobre la fisiología de la planta hospedante.

Palabras clave: Supervivencia, reproducción, colorante natural, nopal.

ABSTRACT
To assess the influence of photoperiod on the development, reproduction and carminic acid content 

of cochineal insects (Dactylopius coccus), cohorts were established in climatic chambers on cladodes 

of Opuntia ficus-indica L. (Mill.); these were subjected to five photoperiod regimes: 0/24, 8/16, 10/14, 

12/12 and 24/0 hours of photophase:scotophase, respectively. The photoperiod affected the duration of 

the life cycle, which occurred faster when the hours of darkness decreased, although the survival values 

were reduced. The regime with 14 hours of darkness provided the best conditions for the development 

and reproduction of D. coccus. The photoperiod regimes tested generated a low percentage of 

carminic acid (12%), so further studies are required to verify if it is the quantity and quality of light 

that influences the presence of the dye or the physiology of the host plant.

Key words: Survival, reproduction, natural dye, cactus pear

mailto:jmendez@colpos.mx
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INTRODUCCIÓN

Por varios siglos algunos insectos han sido 

empleados para producir 

ceras, lacas y colorantes; dentro de este último grupo la cochinilla (Dactylo-

pius coccus) es fuente de pigmento natural (Lagowska y Golan, 2009). Esta 

especie contiene varias antraquinonas que incluyen como principal com-

puesto al ácido carmínico (CAS:1260-17-9; CI: 75470) (González et al., 2002), 

el cual se emplea en la elaboración de cosméticos, alimentos y productos 

farmacéuticos, así como en aplicaciones plásticas y textiles (Borges et al., 

2012). El uso de este colorante ha sido aprobado en la Unión Europea y en 

Estados Unidos de América, como aditivo alimentario (Carmen, 2007), dada 

su inocuidad, alto poder colorante y estabilidad.

A pesar de que México fue uno de los principales productores de cochi-

nilla a nivel mundial, su producción declinó y su exportación desapareció. 

Actualmente, su producción responde al interés artesanal y con el apoyo y 

esfuerzo de diversas instituciones públicas y privadas, su cultivo se impulsa 

nuevamente (Pérez Sandi y Cuen y Becerra, 2001). Considerando que la 

producción de cochinilla a cielo abierto es limitada por factores bióticos 

y abióticos (Campos-Figueroa y Llanderal, 2003) se han diseñado “biofá-

bricas” para su cría intensiva, las cuales se validan en diversas regiones del 

país (Méndez-Gallegos, 2010). Históricamente, el comportamiento pobla-

cional de la cochinilla ha estado relacionado con el fotoperiodo. En tiem-

pos precolombinos la cochinilla era criada usando diversos materiales para 

brindar sombra y promover así la colonización y desarrollo del insecto. En 

los períodos fríos se conservaba en cuartos obscuros para proteger al pie 

de cría, este principio se sigue empleando, particularmente en el estado de 

Oaxaca. Autores como Flores-Flores y Tekelemburg (1995) y Montiel (1995) 

han establecido que el fotoperiodo afecta la duración del ciclo de desarro-

llo del insecto y producción; sin embargo, sus resultados al respecto son 

contradictorios. Considerando que la cría intensiva de la cochinilla tiende a 

realizarse en condiciones semi-controladas, el objetivo de este estudio fue 

conocer la supervivencia y reproducción de Dactylopius coccus y su cali-

dad, en función del contenido de ácido carmínico en diversos regímenes 

de fotoperiodo en cámaras climáticas.

MATERIALES Y MÉTODOS
La investigación se desarrolló en condiciones de cámara climá-

tica, en el Instituto Canario de Investigaciones Agrarias, La La-

guna, España (22° 17‘ N y 16° 50‘ O). Se empleó el sistema de 

cría “a penca cortada” sin suministro de agua ni nutrimentos; las 

condiciones de las cámaras fueron: temperatura 242°C y hu-

medad relativa entre 60% y 70%. Para determinar la influencia 

de la duración diaria de la fotofase y la escotofase sobre el de-

sarrollo de D. coccus, se colocaron crías de cochinilla en cinco 

regímenes de fotoperiodo: 0/24, 8/16, 10/14,12/12, y 24/0 h de 

fotofase/escotofase, respectivamente. Para simular las condicio-

nes naturales en las zonas de cría la iluminación, ubicada en la 

parte superior de la celda, fue proporcionada por seis lámpa-

ras: tres de coloración diurna y tres 

fluorescentes, las cuales emitieron 

una radiación de la zona espectral 

del azul al rojo, asegurando así la 

continuidad de los procesos bio-

lógicos. El hospedante para la cría 

de la cochinilla fue Opuntia ficus-

indica (L.) Mill. cultivar amarillo. Se 

utilizaron cuatro cladodios de entre 

seis y 10 meses de edad para cada 

régimen de fotoperiodo, sin daños 

fisiológicos evidentes o de plagas. 

Todos los cladodios provinieron 

de una sola planta, se lavaron con 

agua corriente y se colocaron en el 

contenedor para la cría del insecto 

donde completó su ciclo de desa-

rrollo (Figura 1).

El material biológico utilizado como 

pie de cría fue seleccionado de en-

tre hembras adultas de D. coccus 

próximas a ovipositar, provenientes 

de una mezcla de varios cultivares; 

éste fue revisado para evitar la intro-

ducción de posibles antagonistas a 

las cámaras climáticas. Para iniciar la 

cría con cohortes de la misma edad 

se introdujeron 2.5 g de hembras 

próximas a parir en contenedores 

de tela de tul de 412 cm, y se fija-

ron a los cladodios con una espina 

de nopal, donde permanecieron ad-

heridos durante 48 h.

Figura 1. Contenedor y acomodo de los clado-

dios de nopal (O. ficus-indica (L.) Mill.). para la cría 

de D. coccus.
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Para determinar la influencia del 

periodo de luz/obscuridad sobre la 

supervivencia (lx), cada cinco días 

se contabilizaron los individuos so-

brevivientes en cada cladodio por 

intervalo de edad. Asimismo, se de-

terminó la relación hembra/macho 

para cada régimen de fotoperiodo. 

La fecundidad de la cochinilla (mx) 

se estimó con base en el número 

de ninfas y huevos producidos por 

cada hembra adulta por día, de 

una muestra de 10 hembras adul-

tas seleccionadas al azar en cada 

régimen (tratamiento) de fotope-

riodo. En este proceso, los hueve-

cillos y las crías recién emergidas 

se cuantificaron dos veces al día 

(8 y 20 h) durante todo el periodo 

de reproducción. Con esta infor-

mación se calculó la fecundidad 

total (huevos hembra1), fecundi-

dad diaria (huevos hembra1 d1) y 

duración del periodo reproductivo 

(d). Con base en Méndez-Gallegos 

et al. (2010) se obtuvieron la tasa 

de supervivencia (lx) y de fecundi-

dad (mx), considerando los valo-

res de supervivencia y fecundidad 

de cada población, aplicando las 

ecuaciones propuestas por Birch 

(1948) y Krebs (1985).

Para determinar la diferencia esta-

dística entre las curvas de supervi-

vencia de D. coccus se empleó la 

prueba de Log rank (0.01). Las 

diferencias entre la tasa intrínse-

ca de incremento natural (rm) de 

cada cohorte se determinaron con 

la prueba de traslapo de intervalos 

(0.05) (Vera y Sotres, 1991) me-

diante el programa SUFERTI pro-

puesto por Colunga y Vera (1991). 

Para analizar las variables fecundi-

dad total, fecundidad diaria y du-

ración del periodo reproductivo, 

el diseño experimental utilizado 

fue completamente al azar, consi-

derando a los regímenes de foto-

periodo como tratamientos y las 

hembras individuales como repe-

ticiones. En relación con el conte-

nido de ácido carmínico se utiliza-

ron los regímenes de fotoperiodo 

como tratamientos con tres repeti-

ciones. En ambos casos se empleó 

el procedimiento ANOVA (SAS Ins-

titute, 2010) y las diferencias entre 

medias fueron determinadas me-

diante la prueba de Tukey (p0.05). 

Para determinar el contenido de 

ácido carmínico (AC) se optimizó 

un protocolo para su extracción y 

determinación (Cuadro 1). Una vez 

optimizado se tomó una muestra 

de hembras secas de cada cohor-

te, la cual se molió en un mortero 

de cerámica; luego se tomaron 125 

mg de cada población, se agrega-

ron 30 mL de ácido clorhídrico 2 N 

y se homogenizaron en un agitador 

durante un minuto.

Para la extracción del AC las mues-

tras se sometieron a baño maría a 

70 °C durante 35 minutos; poste-

riormente, se enfriaron y centrifu-

garon durante 15 minutos a 7000 

rpm. Este proceso se repitió dos 

veces y los sobrenadantes se diluye-

ron en 250 mL de agua destilada. El 

AC se determinó a 494 nm en un 

espectrofotómetro Shimadzu (Mo-

delo UV-160 A) en tres repeticiones 

para cada población. Se construyó 

una curva de calibración, midiendo 

la absorbancia de una serie de con-

centraciones conocidas de AC, y se 

usó una muestra de HCL 2N como 

blanco (Figura 2).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Se determinó una relación directa 

entre la colonización inicial de las 

ninfas migrantes y el número de 

horas de obscuridad. La densidad 

Cuadro 1. Protocolo para la cuantificación del AC de D. coccus.

Factores en estudio Nivel
Peso 

(g)

Absor-

bancia 

(nm)

AC 

(mg kg1)

AC

 (%)

Temperatura °C

30 0,1256 0,702 45,40 9,0

50 0,1253 0,823 53,21 10,6

70 0,1250 1.004 64,88 13,0

80 0,1253 0,715 46,24 9,2

65 0,1250 0,959 61,98 12,4

75 0,1250 0,536 34,69 6,9

Tiempo de extracción (min)

15 0,1259 0,634 41,01 8,1

25 0,1255 0,754 48,75 9,7

30 0,1255 0,834 53,92 10,7

35 0,1254 0,953 61,59 12,3

45 0,1250 0,753 47,34 9,5

60 0,1258 0,791 51,14 10,2

Dosis extractiva (mL de HCl 2N) 

20 0,1255 0,750 48,50 9,7

30 0,1245 0,854 55,21 11,1

40 0,1250 0,748 48,37 9,7

Número de  extracciones 1 0,1253 1,132 73,14 14,6

Usando mezclador 2 0,1257 1,207 77,98 15,5
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inicial de ninfas se incrementó de 719 en promedio 

por cladodio, con 12 horas de obscuridad, a 1,167 en 

obscuridad total, por lo que se atribuyó un compor-

tamiento fototáctico negativo de la ninfa migrante 

durante su establecimiento y fijación en el cladodio. 

Es posible que este comportamiento esté ligado a la 

ausencia de una cubierta protectora (laca, cera, seda, 

etcétera) en esta primera fase de desarrollo, la cual 

puede estar presente en otros coccoideos. Otras es-

pecies como D. austrinus y D. opuntiae presentan un 

fototropismo negativo, dado que las ninfas se esta-

blecen en aquellos sitios donde no se presenta la in-

cidencia de luz directa (Moran et al., 1982; Moran y 

Hoffman, 1987; Aldama-Aguilera y Llanderal-Cázares, 

2003). Por el contrario, para la misma especie, Mon-

tiel (1995) afirma que las ninfas se establecen en si-

tios bien iluminados, presentando fototaxia positiva. 

Los resultados de este estudio, sugieren que durante 

la infestación se debe reducir la cantidad de luz para 

proteger a las ninfas migrantes, favorecer su estable-

cimiento y promover la oviposición; posteriormente 

se recomienda moverlas a regímenes más favorables 

de luz a fin de evitar daños a la planta hospedante y 

al insecto mismo. La velocidad de desarrollo de los 

individuos criados en regímenes de luz continua fue 

más rápida. Por el contrario, cuando la cochinilla se 

desarrolló en obscuridad total, la velocidad se redujo y 

el ciclo se alargó hasta en 20 d. En aquellas cohortes 

desarrolladas a 12, 14 y 16 h de obscuridad, los ciclos 

de desarrollo fueron muy homogéneos, completan-

do el ciclo en 75 d promedio. La mayor supervivencia 

(31%) hasta el estado adulto se registró con 14 h de 

obscuridad, disminuyendo a 10% al incrementarla a 16 

h; la población desarrollada en obscuridad total pre-

sentó una supervivencia de 15%. En contraste, Montiel 

(1995) observó una supervivencia más alta en hembras 

de D. coccus a 12 h (41%) y 16 h (40%) de obscuridad 

en O. ficus-indica. En D. opuntiae, el porcentaje de 

supervivencia ha sido hasta de 66% (Flores-Hernández 

et al., 2006).

Figura 2. Calibración para la cuantificación del ácido carmínico.

Figura 3. Curvas de supervivencia de D. coccus criadas en cinco regímenes de obscuridad.
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Cuando la cochinilla se cría a mayor cantidad de horas 

luz (12 h), únicamente 6% de los individuos iniciales al-

canza el estado adulto. Este comportamiento fue más 

evidente en la cohorte mantenida con luz continua, ya 

que solamente 1% de su población inicial alcanzó el esta-

do adulto (Figura 3). La prueba de Log rank mostró que la 

curva de supervivencia de la cohorte desarrollada bajo el 

régimen de 12 h de obscuridad fue diferente al resto de 

las curvas de supervivencia de las poblaciones evaluadas 

(X26.635; g.l.1; 0.01). Las diferencias significativas 

de supervivencia fueron registradas entre las curvas de 

14 h de obscuridad y la de luz continua, así como entre 

las curvas de luz y obscuridad 

constantes; sin embargo, entre 

las curvas de supervivencia de 

las poblaciones sometidas a 14 

h y 16 h de obscuridad no hubo 

diferencias estadísticas. Un re-

sultado similar se registró con 

las curvas de 14 h de obscuri-

dad con la de obscuridad total y 

aquéllas de 16 h de obscuridad y 

de luz continua.

Las cohortes criadas a luz constante y a 12 h de obs-

curidad presentaron un efecto deletéreo en su supervi-

vencia. A pesar de que en los otros regímenes de foto-

periodo no se encontraron valores altos de superviven-

cia, éstos permitieron el establecimiento y desarrollo 

del insecto, aunque con un retraso en el desarrollo y 

una disminución de la población de cochinilla. En este 

sentido, se resalta que, independientemente de su lon-

gitud de onda, intensidad luminosa y duración, la luz 

puede tener una función importante en el desarrollo de 

la cochinilla. Sin embargo, no se detectó si es la canti-

dad o la calidad de la radiación la que genera un detri-

mento sobre el insecto, o bien, la duración diaria de la 

escotofase. En este sentido es posible que la duración 

diaria de la escotofase puede ocasionar daños directos 

e indirectos al hospedante, tales como la reducción de 

la actividad fotosintética, sobre todo si se considera el 

metabolismo CAM de las cactáceas, las cuales requie-

ren necesariamente de la obscuridad para el intercam-

bio de CO2 (Nobel, 1998).  

El inicio de la reproducción con 12 h se presentó apro-

ximadamente a los 61 d, mientras que la reproducción 

de las poblaciones desarrolladas entre 14 y 16 h se regis-

tró a los 62 d. Por el contrario, 

con el régimen de obscuridad 

completa la reproducción se 

retrasó hasta 8 d. En condi-

ciones de campo Rodrigo et 

al. (2010) observaron que el 

tiempo de desarrollo fue de 

78 días; mientras que Montiel 

(1995) registró una duración 

del ciclo de 84 d en los foto-

periodos de 12/12 y 8/16. Se 

que cuando la cochinilla es so-

metida a un proceso de luz constante, ocurre un efecto 

poco favorable para su desarrollo, ya que ningún indivi-

duo alcanzó la etapa reproductiva. El número total de 

huevecillos producidos por hembra durante el periodo 

de oviposición varió de acuerdo con la duración diaria 

de obscuridad (Cuadro 2), registrando que el número 

promedio de descendientes por hembra se duplicó con-

forme se alargó el periodo de obscuridad de 12 a 16 h 

(69.566 a 13071.6 individuos). Se esperaría que aque-

llas hembras desarrolladas en condiciones de obscuri-

dad completa presenten baja fecundidad; sin embargo, 

dicha población presentó el segundo valor medio más 

Cuadro 2. Efecto de la duración diaria de obscuridad sobre la fecundidad de D. coccus (n10).

Parámetros
Duración diaria de obscuridad (h)*

12 14 16 24

**Fecundidad media total 

(huevos/hembraSE)
69.56 b 112.961.3ab 130.372 a 115.235 a

Fecundidad diaria(huevos/

hembras/dSE)
6.94 b 10.64 a 11.05.1 a 9.81.9 ab

Período reproductivo (dSE) 8.15.1 a 10.23.5 a 113.5 a 11.72 a

Proporción sexual ( / ) 0.71 0.74 0.76 0.83

* No se incluyen los datos de 24 h luz.; ** Fila con la misma letra no son diferentes estadísticamente (0.05).
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alto de descendientes, pero esta-

dísticamente igual al valor obtenido 

en 16 h de obscuridad. Una relación 

importante fue que la duración del 

periodo reproductivo se alargó con-

forme se incrementaron las horas 

de obscuridad, resultado que apoya 

la recomendación de proteger a la 

hembra reproductiva mediante un 

fotoperiodo más largo para incre-

mentar su tasa de fecundidad (Cua-

dro 2). La fecundidad media total y 

la duración del periodo reproducti-

vo fueron mayores a los consigna-

dos por Montiel (1995) a 12 h (38 

individuos) y 16 h (48 individuos) de 

obscuridad, pero menores a los re-

gistrados por Méndez-Gallegos et 

al. (2010) en el cultivar Offer de 215 

individuos hembra1.

La Figura 4 indica que las hembras 

desarrolladas a 16 h de obscuridad 

obtuvieron el valor más alto de hue-

vecillos, y que las mantenidas a 12 

h de obscuridad registraron el más 

bajo; en tanto, las hembras pro-

venientes de 14 h de obscuridad y 

obscuridad total presentaron valo-

res intermedios muy semejantes. 

Se observó una correlación positiva 

entre la dimensión de la hembra, la 

duración del periodo reproductivo y 

el número de huevecillos ovipositados. Las hembras con una dimensión de 

65 mm (largo y ancho) generaron en promedio 205 individuos hembra1, en 

contraste aquellas hembras cuya talla fue de 53 mm produjeron solamente 

73 individuos hembra1; esta tendencia también la registraron Mathenge et 

al. (2009) en D. tomentosus. 

Los valores de fecundidad fueron bajos, heterogéneos y variaron según la 

duración diaria de las horas de obscuridad. Estas tendencias podrían atribuir-

se a la alta proporción de hembras comparada con los machos presentes 

en todos los regímenes de fotoperiodo evaluados; la proporción sexual (  /

 ) osciló entre 3.5:1 a 12 h de obscuridad hasta 6:1 en los regímenes de luz 

y obscuridad continua. La relación hembra/macho pudo evitar baja fertiliza-

ción, fecundación parcial, fertilización tardía de las hembras, o bien, que la 

baja cantidad de luz habría influenciado un bajo nivel de movimiento del ma-

cho. Los resultados sugieren que la variación del día corto a día largo influye 

en la reproducción de la cochinilla, en la fisiología de la planta hospedante 

y, por tanto, en la nutrición misma del insecto. La población desarrollada 

en 14 h de obscuridad registró el valor más alto de la tasa neta reproductiva 

Ro (hembra hembra1 generación1) y de la tasa intrínseca de incremento 

natural rm (hembras d1) (Cuadro 2). Asimismo, se observa que la población 

mantenida a 14 h de obscuridad se incrementó 3.6 veces en un periodo de 

66 d, lo que indica que, teóricamente, dicha población podría multiplicarse 

diariamente un 2% y duplicar su tamaño en 35 d. La tasa intrínseca de incre-

mento natural (rm) de D. coccus entre poblaciones difirió estadísticamente 

(Cuadro 3). El valor más alto de la tasa intrínseca de incremento natural (rm) 

de D. coccus (0.0193) se obtuvo cuando la cohorte se crió a 14 horas de 

obscuridad (Cuadro 3). Méndez-Gallegos et al. (2010) determinaron un valor 

superior de 0.0025 hembras dia1 en colonias de D. coccus criadas en el cul-

tivar Offer. Este parámetro, que conjunta tanto los valores de supervivencia y 

de fecundidad, permiten precisar si la población puede aumentar o reducirse 

y, bajo esta condición de obscuridad, la población podría duplicarse en un 

periodo de 36 días, mientras que en el régimen de 12 de obscuridad, dupli-

carse le tomaría 204 días.  

Figura 4. Curvas acumulativas de oviposición de D. coccus criadas en cuatro regímenes de obscuridad.
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No se registraron diferencias estadís-

ticas (F0.49; g.l.3,11; Pr0.7011) 

entre los porcentajes de ácido car-

mínico (AC) de las poblaciones eva-

luadas en las diferentes regímenes 

de fotoperiodo. Asimismo, no se 

observó una tendencia clara de la 

duración de las horas de obscuridad 

y el contenido de AC en las pobla-

ciones evaluadas; sin embargo, la 

presencia del AC se ve favorecida 

por la disminución de las horas de 

obscuridad, aunque no fue este el 

caso para la población mantenida 

en obscuridad total, la cual presen-

tó un aumento muy ligero. El por-

centaje de AC en este estudio fue 

en promedio 11.5% promedio, valor 

inferior al registrado por Aldama-

Aguilera et al. (2005), Rodríguez et 

al. (2005), Briseño-Garzón y Llan-

deral (2008), y no reúne las carac-

terísticas de calidad que requiere 

el mercado. El valor promedio más 

alto se obtuvo con la población de-

sarrollada con mayor cantidad de 

luz (11.9%), lo que podría indicar su 

importancia en la producción de 

AC. El bajo contenido de AC regis-

trado en este estudio pudo estar 

relacionado a que la cochinilla fue 

criada en ambiente confinado, con 

cladodios desprendidos de la planta 

madre (sin suministro adicional de 

nutrimentos ni agua) y provenientes 

de plantas sin manejo agronómico 

previo (sin riego y sin fertilización). 

CONCLUSIONES
Con el incremento de las horas luz, 

la duración del ciclo de desarrollo 

de D. coccus se reduce, pero su 

mortalidad se incrementa. Los regí-

menes de 14 horas de obscuridad 

y 10 horas de luz favorecen la su-

pervivencia y la fecundidad de D. 

coccus. El porcentaje de ácido car-

mínico en todos los tratamientos 

fue bajo, por lo que se recomienda 

verificar si la cantidad y calidad de 

Cuadro 3. Parámetros demográficos de D. coccus criada en cuatro regímenes de fotoperiodo. 

Obscuridad (h) Ro G rm  TD

12 1.251 64.99 0.0034c 1.0034 203.9

14 3.612 66.47 0.0193a 1.0195 35.91

16 3.25 66.39 0.0170b 1.0179 40.77

24 1.843 72.08 0.0084d 1.008 82.51

Prueba de traslape de Intervalos (0.05).

luz desempeñan un rol determi-

nante sobre el insecto, o bien, en la 

planta hospedante.
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RESUMEN
El árbol de lináloe (Bursera linanoe (La Llave) Rzedowski, Calderón & Medina), es una especie amenazada, debido a la so-

breexplotación que ha sufrido en los estados mexicanos de Puebla, Guerrero, Morelos y Oaxaca. El uso principal es la fabri-

cación de las artesanías de Olinalá, Guerrero, que utilizan secciones de madera necrosada o “jaspe”, lo cual incrementa su 

valor comercial y las identifica como artesanías originales debido a su apariencia y aroma. También se obtiene aceite esen-

cial por la destilación de la madera y frutos que se utiliza en las industrias de perfumería y farmacéutica. Estas actividades 

implican la explotación de las poblaciones naturales que se han realizado sin considerar programas de manejo sustentable. 

En este trabajo se presenta una alternativa para la propagación del lináloe, a través del enraizamiento de estacas de árboles 

adultos nativos seleccionados de la cuenca del río Balsas, México. Esta técnica permitirá a corto plazo establecer viveros 

en las zonas rurales y en forma mediata el establecimiento de plantaciones para la explotación sustentable de la especie.

 

Palabras clave: Estacas, enraizamiento, linalol, propagación, Burceraceae.

ABSTRACT
The LINALOE tree (Bursera linanoe (La Llave) Rzedowski Calderon & Medina), is a species endangered because of over-

exploitation in the Mexican states of Puebla, Guerrero, Morelos and Oaxaca. Its main application is in the manufacture 

of handicrafts in Olinalá, Guerrero, where necrotic or “jaspe” wood sections are used, increasing their market value and 

identifying them as original crafts due to their appearance and aroma. Essential oil is also obtained from distillation of 

wood and fruits, and it is used in the perfume and pharmaceutical industries. These activities 

involve the exploitation of natural populations that has been conducted without regard to 

sustainable management programs. This study presents an alternative for the propagation 

of linaloe tree, through rooting of cuttings of mature native trees selected in the river 

Balsas basin, México. This technique will allow establishing nurseries in rural areas in the 

short-term, and in the mediate way establishing plantations for the sustainable exploitation 

of the species. 

Key words: cuttings, rooting, linaloe, propagation, Burceraceae.
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INTRODUCCIÓN

El género 
Bursera agrupa a un centenar 

de especies leñosas distri-

buidas solo en el Continente 

Americano. Su centro de di-

versidad se localiza en México, 

donde hasta la fecha se co-

nocen al menos 80 especies 

que habitan en los bosques 

tropicales a altitudes entre 650 

y 1800 m, situados principal-

mente en la cuenca del río Bal-

sas (Rzedowski et al., 2005). El 

lináloe (Bursera linanoe (La Llave) Rzedowski, Calderón & 

Medina) es un miembro importante de este grupo y ge-

neralmente se trata de árboles de tamaño bajo a medio 

(5 a 15 m); se considera característico de comunidades 

maduras, ya que su presencia en los sitios perturbados 

es poco frecuente. Es una especie dioica, muy resinosa, 

con aroma agradable y penetrante. Presenta un tronco 

de hasta 60 cm de diámetro, con corteza gris-rojiza, no 

exfoliante y con ramillas lignificadas rojizas oscuras. Su 

floración se presenta de mayo a principios de julio y se 

encuentra desprovisto de follaje durante los meses de 

noviembre a mayo (Figura 1) (Rzedowski y Kruse, 1979).

El lináloe se conoce mundialmente por el fino aroma 

de su aceite esencial; en México se ha explotado de for-

ma intensiva desde el siglo XIX, siendo Francia e Inglate-

rra los principales mercados para la madera y el aceite 

esencial. Desde fines del siglo XIX y durante la primera 

mitad del XX, en México se destiló el aceite que se ex-

portaba a Estados Unidos de América y Europa para ser 

utilizada por la industria de la perfumería. Sin embargo, 

los ingleses se llevaron propágulos de plantas mexicanas 

de B. delpechianum a la India para su cultivo comercial, 

produciendo a la fecha cerca de 50 toneladas de aceite 

al año, lo que les ha permitido abastecer de linalol a las 

industrias especializadas en todo el mundo y desplazar 

al aceite proveniente de México (Hussain, 1993; Hersch-

Martínez, 2005). Además de lo anterior, la especie se usa 

para artesanías en los estados de Puebla, Guerrero, Mo-

relos y Oaxaca, causando sobreexplotación, sin un pro-

grama de sustentabilidad, por lo que la especie se ha 

visto amenazada (Figura 2). 

MATERIALES Y MÉTODOS

Estrategias de propagación
La propagación vegetativa de esta especie, así como de 

otras del mismo género, sería importante ya que su esta-

blecimiento en sitios perturbados aceleraría la sucesión y 

ayudaría a restablecer la composición y estructura de las 

comunidades naturales (Bradshaw, 1987; Bonfil-Sonders 

et al., 2007). El lináloe es una especie recalcitrante para 

su propagación por semilla, dado que únicamente 10% 

de éstas germinan (Andrés-Hernández y Espinosa-Orga-

nista, 2002) debido a la dureza de las cubiertas seminales 

y su impermeabildad al agua y al oxígeno. Por otro lado, 

en trabajos publicados sobre la propagación vegetativa 

de esta especie se ha mencionado un enraizamiento 

Figura 1. Corteza gris-rojiza de lináloe (Bursera linanoe) y frutos de un ejemplar de Chiautla, 

Puebla, México.

Figura 2. Artesanías de Olinalá, Guerrero hechas de Bursera linanoe.
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de entre 17% y 40%, utilizando material juvenil (Bonfil-

Sanders et al., 2007; Castellanos-Castro y Bonfil-Sanders, 

2010). Es importante considerar que el proceso de for-

mación de raíces adventicias en varias especies leñosas 

es afectado por la variación genética, el estado ontoge-

nético del tejido, características fisiológicas del brote y 

los tratamientos que se aplican a las estacas después 

de que son cortadas (Bonga, 1982), además de que las 

diferencias en la respuesta entre materiales del mismo 

genotipo se puede atribuir a: cambios fisiológicos a es-

cala hormonal, edad ontogénica del propágulo y fac-

tores ambientales como temperatura, humedad, luz y 

nutrición mineral (Marks et al., 1998; Howard, 1996). Al 

parecer, los niveles de auxina limitan el enraizamiento en 

muchas especies consideradas difíciles, de modo que se 

requiere una aplicación exógena para contrarrestar los 

bajos niveles y favorecer el enraizamiento (De Klerk et 

al., 1999).

Selección de individuos nativos
Se seleccionó en campo y recolectó el material vegeta-

tivo de árboles nativos de lináloe (Bursera linanoe) en las 

localidades de Chiautla, Puebla, Olinalá, en el estado de 

Guerrero, y la Tigra, Morelos (Figura 3). La recolecta fue 

llevada a cabo durante las cuatro épocas del año (invier-

no, otoño, primavera y verano) para evaluar el potencial 

de enraizamiento in vivo. Se usó el hábito de crecimien-

to como parámetro para seleccionar a los árboles que 

podrían ser utilizados para la producción de madera (há-

bito erecto) y de aceite (hábito ramificado). Además se 

consideró el sexo de los individuos para el mismo fin, es 

decir, individuos machos para uso potencial maderable e 

individuos hembra para uso industrial (Cuadro 1). 

Se obtuvieron estacas procedentes de la parte basal (Rb) 

y de la copa (C) del mismo árbol (Ballester et al., 1999; 

Vidal et al., 2003) (Figura 4). Las estacas se recolecta-

ron durante los meses de octubre-noviembre (otoño), 

diciembre-febrero (invierno), marzo-mayo (primavera) 

y julio-agosto (verano) para determinar la mejor época 

de enraizamiento. En la mayoría de los casos la longitud 

final de las estacas fue de entre 15 cm a 20 cm, con 

presencia o no de hojas, según la época de evaluación. 

Cuadro 1. Características de los árboles de lináloe (Bursera linanoe) 

seleccionados en la Cuenca del Río Balsas, México para propaga-

ción asexual.

Clon Procedencia Hábito/sexo Uso 

CP1 Puebla
Ramificado/

macho
Maderable

JCP Puebla
Ramificado/

hembra
Industrial

2CP Puebla Erecto/macho Maderable

OEAL1 Guerrero
Ramificado/

hembra
Industrial

OEAL2 Guerrero
Ramificado/

hembra
Industrial

OEJ Morelos Ramificado Industrial

Figura 3. Individuos seleccionados de lináloe (Bursera linanoe) recolectados en localidades de: A: Guerrero, B: Morelos, C: Oaxaca y D: Puebla.

BA

C

D
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En cada época del año se realizaron dos experimentos 

independientes. Se evaluó la aplicación del producto 

comercial Radix® 10,000 (i.a. ácido indol-3-butírico (AIB) 

10,000 ppm) y para conformar los tratamientos (T0-T4) 

el p.c. se diluyó con talco al 0%, 10%, 20%, 40% y 80%. Se 

evaluó la aplicación a nivel reactivo de AIB y el ácido naf-

talén acético (ANA) en concentraciones de 10,000 mg 

kg1; el RAIZONE* PLUS (i.a. 3% AIB y 0.06% Alfanaftila-

cetamida) en polvo; la mezcla líquida de 5,000 mg kg1 

ANA5,000 mg kg1 AIB y el testigo sin hormonas. Para 

cada clon o árbol seleccionado se usaron entre 20 y 35 

estacas por tratamiento, según la cantidad de material 

disponible por individuo.

En la preparación de las estacas se retiraron dos terceras 

partes de las hojas, (verano); posteriormente se realizó 

un corte transversal en la base de la estaca en la parte 

inferior donde se ubicara una yema, y un corte inclinado 

por arriba de otra yema en la parte superior. Las estacas 

se trataron con una solución de 2 g L1 del fungicida a 

base de benomilo por 30 minutos. Posteriormente se les 

aplicó el tratamiento con el enraizador a la concentra-

ción indicada, en forma de polvo o líquido (Figura 5, 6). 

Las estacas se establecieron en una cámara de enraiza-

miento bajo condiciones de invernadero, manteniendo 

la humedad relativa cercana a 100% con la ayuda de un 

sistema de nebulización intermitente y la temperatura 

del sustrato a 28 °C, por medio de resistencias eléctri-

cas. La temperatura media del aire en la cámara fue de 

25 °C y la mínima de 18 °C. Se utilizó una mezcla base 

de sustrato de 2:1 v/v peat moss y agrolita, la cual no re-

quiere esterilización. Después de 60 días se evaluaron las 

siguientes variables por tratamiento y por época del año: 

Porcentaje de enraizamiento (% ER), número de raíces 

por estaca (NR), longitud radical (LR), porcentaje de esta-

cas vivas sin enraizar (EV), porcentaje de estacas muertas 

(EM), porcentaje de estacas con callo (% Callo) y número 

de estacas brotadas con y sin raíz (PB). Cada siete días 

se realizaron aplicaciones de fungicidas y bactericidas a 

las estacas, excepto en las épocas donde no había ho-

jas. Con relación a los sustratos, se usaron materiales del 

lugar de origen de la especie y otros comerciales para 

producción de plantas en vivero. 

RESULTADOS

Efecto de la concentración de Radix® (verano)
El porcentaje máximo de enraizamiento obtenido (27%) 

fue muy bajo, comparado con los valores registrados 

en otras especies del género Bursera spp., lo que de-

muestra que el lináloe es una especie de difícil enraiza-

miento. Bonfil-Sanders et al. (2007) encontraron que el 

rango en la formación de callo fue de entre 40% y 100% 

en siete especies de Bursera, mientras que el de raíces 

osciló entre 18% y 70%. Esta dificultad se agrava cuando 

Diseño utilizado para la

propagación de linaloe
Árboles de diferentes

edades de linaloe

Renuevos basales Ramas de la copa

Cultivos in vitro con ALTA 

capacidad morfogenética

Cultivos in vitro con BAJA 

capacidad morfogenética

Ciclo de multiplicación

Inducción del enraizamiento

Análisis bioquímico Análisis molecular

Análisis morfológico





G
rad

ie
n

te
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e
 ju

ve
n

ilid
ad

Copa

Renuevos 
basales

Figura 4. Modelo experimental utilizado para la clonación de árboles de lináloe (Bursera linanoe) seleccionados para propagación asexual. 

Modificado de Ballester et al. (1999). 
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se parte de material adulto que pro-

cede de áreas rurales, por lo que es 

necesario el diseño de estrategias 

adecuadas de propagación para 

obtener individuos con calidad que 

reciban un mantenimiento correcto 

dentro de un programa de manejo 

de viveros. La Figura 7 muestra que 

las estacas con hojas colectadas 

en el verano, de los árboles nativos 

seleccionados en Puebla, tuvieron 

un enraizamiento diferente. El clon 

CP1 en su modalidad (Rb), es decir, 

con características juveniles, fue el 

que obtuvo el mayor porcentaje de 

enrizamiento (27%) con el producto 

Radix® 10,000 diluido al 80%. Con 

esta concentración, el mismo ma-

terial CP1 en su modalidad (C), que 

presentó características adultas, 

tuvo un enraizamiento ligeramen-

te mayor (14%) al resto de los clo-

nes evaluados (JCP y 2CP). Estos 

resultados sugieren que el lináloe 

presenta variabilidad genética para 

la capacidad de enraizamiento, re-

sultados que fueron constatados 

cuando se evaluaron individuos 

Figura 5. Secuencia de la preparación de estacas de lináloe (Bursera linanoe) con enraizador en polvo: A, B, C: Enraizamiento 

en invernadero, Montecillo, Texcoco, Estado de México. D, E, F: Enraizamiento en Vivero en Olinalá, Guerrero.

A B C

D E F

Figura 6. Preparación de las estacas con hojas de lináloe (Bursera linanoe). A: Enraizador líquido, B: Enraizador en polvo, C: 

Condiciones de nebulización.

A B C

procedentes de los estados de 

Guerrero y Morelos.

Cabe indicar que las estacas de to-

dos los clones evaluados que sir-

vieron como testigo no formaron 

raíces adventicias, lo que puso de 

manifiesto que el uso de las auxi-

nas es imprescindible para inducir 

la formación de raíces. Se observó 

también que sin la aplicación de au-

xina o enraizador se produjo mayor 

porcentaje de callo en la base de 

las estacas de los clones evaluados. 
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Algunos autores mencionan que la formación de callo 

podría suponer que existe un mayor potencial para obte-

ner éxito en el desarrollo de las raíces (Bonfil-Sanders et 

al., 2007); sin embargo, en este estudio se observó que 

en todos los clones evaluados se presentó alto porcen-

taje de callo el cual, aun después de 60 días, no culminó 

con el desarrollo de raíces (Figura 8, 9). Estos resultados 

están en línea con lo mencionado por Hartmann et al. 

(1990) y Vidal et al. (2003) en el sentido de que la forma-

ción de callo en muchos casos no conlleva a la forma-

ción de raíces, o bien, son eventos antagónicos.

Se pudo observar que en las épocas de otoño e invierno 

no hubo enraizamiento; por tal motivo, se tomó la deci-

sión de evaluar nuevamente la época de verano, la cual 

sí había presentado un efecto positivo en la formación 

de raíces en los árboles colectados en Chiautla, Puebla. 

Para este estudio se colectaron muestras de árboles se-

leccionados en la región de Ixcamilpa, Puebla y Olinalá, 

Guerrero y fueron sometidos a tratamientos con enrai-

zador, aplicados tanto en forma de polvo como líquida.

Efecto del tipo de enraizador en forma líquida (verano)
La Figura 10 muestra que existió un comportamiento 

diferencial entre clones en la respuesta al enraizamien-

to. Los clones tuvieron su mejor respuesta con Radix® 

10,000 (OEJ1 con 33%) y ANA 10,000 ppm para OEAL1 

(25%) y OEAL2 (21%). Sin embargo, el clon OEAL1 enrai-

zó con todos los tratamientos probados, excepto con 

el testigo. Los tratamientos que mejor respondieron a la 

formación de raíces fueron el Radix® 10,000 en polvo 

sin diluir y la aplicación líquida de ANA 10,000 mg kg1. 

Figura 7. Estacas enraizadas de Bursera linanoe durante la época de verano con diferentes diluciones del enraizador Radix® 10,000. T0 

Testigo; T110%; T220%; T340% y T480%. A: Porcentaje de enraizamiento (PE) y (B) número promedio de raíces por estaca, de los 

clones evaluados de lináloe colectados en Chiautla, Puebla.

A B

Figura 8. Estacas 

enraizadas de lináloe 

(Bursera linanoe) en 

época de verano con 

Radix® 10000 al 80%. 

A: Estaca juvenil con 

tres raíces, después 

de 10 semanas de 

iniciado el proceso. 

B, C, D: Estacas en-

raizadas derivadas de 

la copa del clon CP1. 

E: Estaca que formó 

una raíz muy débil y 

F: Estaca que generó 

solo callo. 

A B C

D E F
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Figura 9. Evaluación de enraizamiento en el clon CP1c de liná-

loe (Bursera linanoe), mostrando la relación inversa entre (% ER) 

y producción de callo (% Callo). Se usaron diferentes diluciones 

de Radix® 10000. T0= Testigo; T1= 10%; T2= 20%; T3=40% y 

T4=80%.

El tratamiento testigo sin aplicación de auxina no logró 

generar raíces. Estos datos coinciden con aquellas es-

pecies que enraízan con dificultad, las cuales requieren 

de un tratamiento con algún producto que contribuya a 

mejorar el porcentaje de estacas enraizadas y la calidad 

del sistema radical formado. Hatmann y Kester (1988) 

mencionan que al tratar las estacas con sustancias regu-

ladoras de crecimiento (fitohormonas) del tipo auxínico 

aumenta el número de las que forman raíces y se acelera 

su iniciación, así como el número, la calidad y la unifor-

midad del enraizamiento.

La aplicación líquida de ANA a una concentración de 

10,000 ppm (T3) se usó en los clones OEJ1, OEAL1 y 

OEAL2, practicando un anillado en la base de las es-

tacas antes de la aplicación de la auxina. Los resulta-

dos indicaron que la forma de aplicación de la auxina 

puede ser un factor importante en la respuesta al en-

raizamiento ya que las estacas que fueron anilladas y 

tratadas posteriormente con el regulador líquido pre-

sentaron un incremento significativo en la respuesta, 

logrando 46% de enraizamiento con cinco y seis raíces 

por estaca de buena calidad (Tratamiento OEAL 1 y 2) 

(Figura 11).

A B

C

Figura 10. Respuesta de las estacas enraizadas de tres clones de Bursera linanoe colectados durante la época de verano en Olinalá, Guerrero. 

(T1)Radix® polvo 10000 al 100%; (T2)ácido indol-3- butírico (AIB) 10,000 mg kg1 forma líquida; (T3)ácido naftalén acético (ANA) 10,000 

mg kg1 forma líquida; (T4)Raizone Plus en polvo; (T5)Combinación líquida de 5,000 ppm ANA5,000 mg kg1 AIB y (T0)Testigo.
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El largo tiempo requerido para al enraizamiento es otra característica de esta 

especie, ya que en todos los ensayos se observó que se requiere de un pe-

riodo de ocho a diez semanas para la formación de raíces adventicias. Un 

dato relevante fue el efecto marcado de la temporada del año en la que se 

colectaron las muestras. A pesar de tratarse de una especie caducifolia, en 

el caso del lináloe la época de reposo no fue adecuada para inducir el enrai-

zamiento en ninguno de los árboles evaluados. El comportamiento de esta 

especie es más parecido al que guardan las perennifolias de hoja ancha, las 

cuales tienen uno o más periodos de crecimiento durante el año; se pueden 

obtener estacas en las épocas relacionadas con dichos periodos (finales de 

primavera y verano). Se podría incrementar el éxito de enraizamiento si las 

estacas se toman después de que se ha completado un ciclo de crecimiento 

y la madera está parcialmente madura, lo que puede ocurrir de primavera a 

fines de verano. Se registró que la brotación de las estacas no es una variable 

confiable para evaluar el enraizamiento de la especie, ya que hubo algunas 

brotadas después de dos meses de aplicados los tratamientos con auxinas; 

sin embargo, 80% de las estacas no presentaron raíces adventicias, pero sí 

callo abundante. Esto podría atribuirse a la acumulación de reservas que tie-

ne la estaca al momento de la recolecta y al alto contenido de aceite en 

tallos y hojas. Probablemente esta sustancia se use para obtener la energía 

necesaria que permita la supervivencia de las estacas por largo tiempo en el 

sustrato, sin la emisión de raíces (Figura 12). 

Castellanos-Castro y Bonfil-Sanders 

(2010) mencionan que estacas de 

un clon juvenil de Cuicatlán, Oaxaca 

recolectadas a mediados de prima-

vera, cuando el árbol aún permane-

cía sin hojas, se dejaron orear duran-

te 15 días al ambiente en condicio-

nes de sombra y, posteriormente, se 

colocaron en una tina con enraiza-

dor en solución durante 48 horas. 

Después de ese tiempo las estacas 

se mantuvieron en agua más fungi-

cida durante dos meses. El resulta-

do fue el enraizamiento de 60% de 

las estacas con 3-5 raíces por estaca 

a partir de la sexta semana, atribuido 

al estado juvenil del árbol donante. 

La condición sanitaria es otro factor 

importante que debe considerarse, 

sobre todo cuando el material pro-

viene de sitios naturales no perturba-

dos, ya que la presencia de patóge-

nos no sólo reduce el porcentaje de 

enraizamiento, sino también el nú-

mero de raíces que podrían formar 

las estacas. El mantenimiento de las 

condiciones ambientales durante el 

proceso de enraizamiento es muy 

importante, sobre todo en las épo-

cas donde las estacas tienen hojas. 

Es esencial que éstas mantengan su 

turgencia y que tengan un potencial 

de agua elevado, ya que represen-

tan un fuerte estímulo para la for-

mación de raíces por la producción 

de carbohidratos y auxinas. Por el 

contrario, la pérdida de agua puede 

reducir la turgencia de las estacas a 

un nivel tan bajo que provoque la 

muerte antes de formar raíces. Es 

recomendable mantener saturada 

la atmosfera (100% H.R.) durante las 

primeras cuatro semanas del proce-

so, disminuyendo gradualmente la 

humedad en las siguientes dos has-

ta 75%. Las temperaturas registradas 

en la cámara durante el proceso de 

enraizamiento oscilaron entre 21 °C 

y 25 °C en el día y de 15 °C a 18 °C 

por la noche. El calor de fondo tuvo 

Figura 11. A: Porcentaje de enraizamiento de estacas de los clones de Bursera linanoe tra-

tadas con ANA 10,000 ppm en forma líquida colectados en verano en Olinalá, Guerrero. B: 

El anillado de la estaca incrementó el porcentaje de enraizamiento y el número de raíces. 

C: Estacas enraizadas y establecidas en maceta.

A

B C
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como objetivo que las temperaturas elevadas en el am-

biente tendieran a estimular el desarrollo de las yemas 

vegetativas con anticipación al inicio y desarrollo de las 

raíces adventicias, por lo que se mantuvo en 27 °C du-

rante las primeras cuatro semanas del proceso.

Efecto del diámetro de las estacas
En relación con la mezcla de sustrato, la realizada a 

partir de tierra del lugar más tierra de vega de río y are-

na, en proporción de 1:1:1 v/v, provocó un ambiente 

negativo para la estaca ya que, dependiendo de la hu-

medad, ésta puede tener cierta dureza y dificultar la ai-

reación y el drenaje, mientras que la comercial de peat 

moss, tezontle y agrolita en proporción 1:1:1 v/v fue la 

que mejores resultados ofreció para el enraizamiento 

y el mantenimiento de humedad y aireación durante el 

proceso. Independientemente del tipo y de la concen-

tración del enraizador y sustrato, las estacas con diá-

metros menores a 2 cm presentaron menor porcentaje 

de raíces, mientras que aquéllas con diámetros entre 

3-4 cm fueron las que mejor respondieron al enraiza-

miento.

CONCLUSIONES
El árbol de lináloe presenta variabilidad en la capacidad 

de enraizamiento y requiere un tratamiento con auxinas 

para lograrlo. Las épocas de primavera y verano son las 

más propicias para inducir el enraizamiento y cuando 

se trate de árboles adultos se debe utilizar material con 

características juveniles. La concentración óptima de au-

xina para enraizamiento oscila entre 8,000 y 10,000 mg 

kg1. Se pueden establecer viveros en las comunidades 

rurales de la selva baja caducifolia para establecer planta-

ciones comerciales en los estados de Puebla, Guerrero, 

Oaxaca y Morelos, México. 

Figura 12. Estacas de Bursera 

linanoe con emisión de hojas 

después de 10-12 semanas del 

tratamiento con auxinas, sin for-

mación de raíces adventicias.
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RESUMEN
Con el fin de tener un método para evaluar la capacidad desfaunante (CD) de los compuestos químicos presentes en las 

plantas multipropósito, se ha evaluado la factibilidad y la efectividad de usar medios de cultivo in vitro enriquecidos con 

minerales, vitamínicas y fuentes de proteína, dosis mínimas de antibióticos y como única fuente de energía el extracto de 

diferentes plantas (Avena sativa, Manihot esculenta, Musa spp., Oryza sativa, Triticum aestivum y Dactylis glomerata). En la 

mayoría de los trabajos, el extracto de las plantas evaluadas sólo redujeron la cantidad de protozoarios (a menos de 102 

mL1 de medio), mientras que otras plantas tuvieron un efecto desfaunante total, pero un tercer grupo de plantas, incluso 

con mayor contenido y variedad de compuestos químicos presentes, no presentaron efecto alguno sobre los protozoarios 

del rumen; por tanto las plantas evaluadas tienen diferencias en la CD durante los periodos de 

evaluación. Esta CD en muchos casos fue o ha sido atribuida a la presencia de compuestos 

secundarios con posible efecto tóxico sobre los protozoarios ciliados del rumen; sin hasta 

el momento esto haya sido ratificado.

Palabras clave: silvopastoril, plantas tóxicas, taninos, saponinas, microorganismos.

ABSTRACT
With the goal of having a method to evaluate the defauning capacity (DC) of the 

chemical compounds present in multipurpose plants, the feasibility and effectiveness 

of using in vitro mediums enriched with minerals, vitamins and protein sources has 

been evaluated, as well as minimum doses of antibiotics and extracts from different 

plants (Avena sativa, Manihot esculenta, Musa spp., Oryza sativa, Triticum aestivum 

y Dactylis glomerata) as the single source of energy. In most studies, the plant extracts 

assessed only reduced the amount of protozoa (to less than 102 mL1 medium), while other 

plants had a total defauning effect, yet a third group of plants did not present any effect on the 

rumen protozoa, even with higher content and variety of chemical compounds present; therefore, the plants evaluated have 

differences in the DC during the periods of evaluation. This DC in many cases was or has been attributed to the presence of 

secondary compounds with possible toxic effect on the ciliated rumen protozoa, although this has not been ratified until now.

Keywords: forest grazing, toxic plants, tannins, saponins, microorganisms.
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INTRODUCCIÓN
La alimentación de los rumiantes en las regiones tropi-

cales se basa principalmente en el consumo de especies 

forrajeras como su principal fuente de energía y proteína; 

sin embargo, dado el bajo contenido energético y protei-

co, además de la baja tasa y extensión de la degradación 

de estas especies vegetales (Leng, 1990), generalmente 

ocasiona bajo consumo voluntario, desequilibrio en los 

nutrientes aportados y, por consiguiente, reducción en 

los indicadores productivos del hato. Bajo estos esque-

mas de producción se ha reportado que existe un ma-

yor aporte y mejora en el cociente de proteína-energía 

cuando se reduce la población o se elimina a los pro-

tozoarios ciliados (Díaz et al., 1994). A pesar de que los 

protozoarios contribuyen en la degradación de la fibra y 

el aporte de mayor contenido energético para el animal, 

existe un proceso conocido como “secuestro de pro-

tozoarios” que impide su salida de rumen y, con ello, se 

reduce su aporte nutrimental hacia el animal (Hsu et al., 

1991).

Características generales del rumiante
Los rumiantes pertenecen a un grupo de animales que 

tienen un tubo digestivo con cuatro compartimentos 

(rumen, retículo, omaso y abomaso) que permite apro-

vechar alimentos con alto contenido de fibra (FDN, ce-

lulosa, hemi-celulosa y lignina). Esta adaptación ha per-

mitido al rumiante utilizar distintas fuentes de alimentos 

(forrajes) no aprovechable para otros animales no ru-

miantes como los cerdos y las aves y, además, generar 

bienes para el hombre, como carne y leche. El rumen es 

un compartimento donde el alimento es degradado y 

fermentado hasta 80% por la acción de enzimas micro-

bianas. El contenido ruminal contiene, además de par-

tículas de alimento, un gran número de bacterias (1010 

a 1012 mL1), protozoarios ciliados (106 mL1), proto-

zoarios flagelados (102 mL1) y hongos anaerobios (103 

mL1); algunas de sus propiedades son: alto potencial de 

oxido-reducción (250 a 450 vM), un pH de 5.3 a 7.2, 

además de una concentración, según el tipo y la can-

tidad de alimento consumido de gases disueltos, tales 

como bióxido de carbono, metano, nitrógeno, oxígeno, 

hidrógeno, de amoniaco, de bicarbonato, y de ácidos 

grasos volátiles (AGV; acético, propiónico y butírico), 

además de ácidos orgánicos (láctico, succínico) (Cobos, 

2007). 

Protozoarios ciliados del rumen
A estos microorganismos se les atribuyen diversas fun-

ciones, como regular la población bacteriana, la con-

centración de amonio, el pH, volumen y tasa de dilu-

ción ruminal (Jouany et al., 1988); sin embargo, pueden 

causar efectos negativos por alta ingestión de bacterias 

ruminales y por ser retenidos dentro del rumen (secues-

tro); lo que disminuye la disponibilidad de nutrimentos 

para el animal. Según Bird et al. (1979), sólo 30% de los 

ciliados que habitan el rumen llegan a nivel del duodeno 

y con su eliminación (desfaunación) se podría incremen-

tar el aporte de nutrientes, principalmente proteína de 

mayor valor biológico por parte de estos microorganis-

mos (Eugene et al., 2004). Lo anterior ha permitido la 

búsqueda de estrategias para desfaunar a los rumiantes 

y con ello contribuir a esclarecer la importancia o no, 

de la fauna, en el ecosistema ruminal (Ley de Coss et 

al., 2011a, 2011b). Se han evaluado muchas técnicas (in 

vitro e in vivo); sin embargo, no existe una que sea eficaz 

y clara para desfaunar rumiantes y que permita además, 

evaluar el desempeño de éstos en la productividad ani-

mal (Chaudhary y Srivastava, 1995). Más bien, los resulta-

dos obtenidos han contribuido a aumentar la controver-

sia que existe respecto a las mejoras en la degradación 

de la materia seca (MS) y la orgánica (MO; Van Nevel et 

al., 1993), en la digestibilidad aparente de la fibra (Bird et 

al., 1994) y en la degradación del almidón (Mendoza et 

al., 1993). Para esclarecer la función de los protozoarios 

en el rumen, se presenta una revisión de trabajos de in-

vestigación relacionados con el cultivo y la sobrevivencia 

fuera del ambiente ruminal para conocer algunos reque-

rimientos nutricionales y factores de crecimiento esen-

ciales para su cultivo.

MATERIALES Y MÉTODOS

Cultivo in vitro de protozoarios y efecto desfaunante
Se han usado como fuente de nutrimentos las harinas 

de yuca (Manihot esculenta), plátano (Musa spp.), arroz 

(Oryza sativa) (Coleman, 1981; Dehority, 2003) paja de 

avena (Avena sativa) (Chandramoni et al., 2002) y paja 

y gluten de trigo (Triticum aestivum) (específico para 

Epidinium ecaudatum; Micha£Owski et al., 2001), heno 

de Orchard (Dactylis glomerata) (Lee et al., 2000) y al-

midón de A. sativa (Ley de Coss et al., 2011a, 2011b), 

más la adición de 20000 UI de penicilina y 25 mg de es-

treptomicina para mantener contralada una población 

de 108 bacterias mL1 de medio (Fondevila y Dehority, 

2001); esto ha permitido mantener un pH estable de 

6.80.2 y la sobrevivencia de protozoarios ciliados. Se 

realizaron pruebas en medios de cultivo, usando la téc-

nica anaeróbica descrita por Hungate (1950), y el medio 

evaluado (Cuadro 1) permitió mantener entre 7.5103 y 
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1.22104 protozoarios por mililitro con una viabilidad 

de 88 a 90% durante más de 72 h; además, el medio 

de cultivo no fue específico, ya que se identificaron 

protozoarios de las órdenes Entodiniomorfida (Ento-

dinium spp.) (Figura 1 A) y Tricostomatida (Holotricos 

spp.) (Figura 1B), lo que contrasta con los reportes de 

Fondevila y Dehority (2001), quienes indicaron mayor 

presencia en los medios de cultivo de ciliados del gé-

nero Entodinium spp. Autores como De León (2012) re-

gistraron una población de 2.24 104 protozoarios por 

mililitro de medio de cultivo, similar a los valores regis-

trados en el Cuadro 1, usando como fuente de energía 

a la planta tropical Parmentiera edulis.

El cultivo in vitro han permitido evaluar la capacidad des-

faunante (CD) del extracto soluble de plantas forrajeras 

y no forrajeras que existen en las regiones del trópico 

seco y húmedo de México y otros países. De diferentes 

resultados publicados se infiere que existen diferencias 

estadísticas en las concentraciones de protozoarios en-

tre las plantas y por tiempos de incubación (Figura 2). Por 

ejemplo, el extracto de Datura inoxia tuvo una nula CD, 

manteniendo una cantidad por 72 h de 1.61104 proto-

zoarios por mL1 de medio, valor similar al testigo, segui-

da del extracto de Buddleia cordata, la cual sólo redujo la 

población de protozoarios al finalizar el tratamiento (72 

h), mientras que Verbesina perymenioides tuvo el mismo 

efecto a las 48 h de incubación; sin embargo, los extrac-

tos de Chenopodium ambrosioides, Marrubium vulgare 

y Mentha piperita redujeron la cantidad de protozoarios 

desde las 24 h, pero 24 h más tarde eliminaron totalmen-

te a estos microorganismos en comparación con el res-

to de los tratamientos. Al respecto, se reportó que el ex-

tracto soluble de V. perymenioides, Montanoa leucanta 

Cuadro 1. Composición del medio cultivo anaerobio con extracto 

de A. sativa.

Compuesto
Cantidad para 

100 mL1 de medio

Agua destilada, mL 47.42

Líquido ruminal clarificado (1), mL 30.0

Solución mineral I (2), mL 5.0

Solución mineral II (3), mL 5.0

Carbonato de sodio, solución 8% (4), mL 5.0

Acetato de sodio, 1.5 % (5), mL 5.0

Solución sulfido-cisteína (6), mL 2.0

Solución rezarsurina al 0.1% (7), mL 0.1

Tripticasa-peptona, g 0.20

Extracto de levadura, g 0.10

Fuente de energía (planta tropical), mL 0.20

(1) Líquido ruminal clarificado, previamente filtrado en una gasa tri-

ple y centrifugado a 17664 g durante 15 min a 4 °C, esterilizado 20 

minutos a 15 psi, 121 °C; (2) Conteniendo (por 1000 mL) 6 g de K2H-

PO4; (3) Conteniendo (por 1000 mL) 6 g de KH2PO4; 6 g (NH4)2SO4; 

12 g NaCl; 2,45 g MgSO4 y 1,6 g de CaCl2
*H2O; (4) 8 g de carbonato 

de sodio en 100 mL de agua destilada; (5) 1,5 g de acetato de sodio 

en 100 mL de agua destilada; (6) 2,5 g de L–cisteína (disuelta en 15 

mL de 2N NaOH)2,5 g de Na2S-9H2O (en 100 mL de H2O);  (7) 0,1 

mL de resazurina en un volumen final de 100 mL.

y B. cordata tuvieron un efecto sobre la concentración 

de protozoarios por la presencia de taninos, saponinas, 

entre otros compuestos en las plantas evaluadas.

Plantas forrajeras desfaunantes
Se han reportado compuestos químicos secundarios 

en plantas arbustivas multipropósito (leña, forraje y 

Figura 1. Protozoarios ciliados del rumen de la orden Entodiniomorfida. A: Protozoarios de las órdenes Entodiniomorfida (Entodinium 

spp.). B: Tricostomatida (Holotricos spp.).

A B
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medicinal), con propiedades toxi-

cas contra los protozoarios, aun-

que en la mayoría de los casos 

con poca eficacia y sin datos que 

afirmen dicho efecto (Navas-Ca-

macho et al., 1994; Newbold et al., 

1997). Por tanto, la CD de los agen-

tes químicos reportados en la lite-

ratura ha sido puestos en duda (Ley 

de Coss et al., 2011a; 2011b). Me-

tabolitos secundarios tales como, 

alcaloides, saponinas, taninos, 

aminoácidos no proteínicos, mi-

cotoxinas, terpenoides, esteroides, 

lecitinas, inhibidores de proteasas 

y fenoles son producidos por las 

plantas como un mecanismo de 

defensa contra otras plantas, ani-

males, insectos depredadores e 

infecciones microbianas (D‘Mello, 

1992; Newbold et al., 1997; Díaz 

et al., 1994) y compuestos aná-

logos de la tirosina (mimosina) y 

los productos de su degradación 

(3,4 dihidroxipiridina) que están en 

Leucaena leucocephala, Mimosa 

púdica y Pittosporum ondulatum, y 

la 3,4 dihidroxifenilalanina (DOPA), 

presente en Vicia faba, Mucuna spp 

y Stizolobium deeringianum (ahora 

Mucuna aterrima), se ha identifica-

do que tienen un efecto tóxico para 

el animal, pero no para los proto-

zoarios ciliados. Mientras tanto, los 

efectos de estos compuestos pro-

ducen cambios en el metabolismo 

ruminal con aumentos en la con-

centración de ácidos grasos voláti-

les (AGV) y reducción en amoniaco 

(Domínguez, 1993; Navas-Cama-

cho et al., 2001). El efecto desfau-

nante ha sido atribuido a la presen-

cia de: saponinas para Sapindus 

saponaria y Medicago sativa, tani-

nos condensados para B. cordata y 

V. perymenioide, y glucósidos cia-

nogénicos en B. cordata, aunque la 

CD del extracto de ciertas plantas 

han mostrado efecto variable; en 

otras se ha reportado eliminación 

o disminución en la población de 

protozoarios del rumen (Thi, 1998; 

McSweeney et al., 1999; Díaz et al., 

1994). Los compuestos antihelmín-

ticos, como la antitripanosoma y 

la amebicida, identificados como 

monoterpentenos (ascaridole) y 

aceites esenciales con efecto des-

faunante, han identificado en algu-

nas plantas como C. ambrosioides. 

En la menta (M. piperita), planta sin 

efecto desfaunante (Ley de Coss et 

al., 2011a), identificaron más de 100 

compuestos químicos con efec-

to bactericida, fungicida, antiviral 

y vermífugo, además de mentol, 

mentona, metil-esteres y mono-

terpentenos (puleguna, piperitona, 

mentofurano y jasmona) (Schmel-

zer y Gurib-Fakin, 2008). Por lo an-

terior, es poco confiable asegurar 

que la CD esté relacionada con los 

compuestos químicos presentes, 

ya que se ha reportado la presen-

cia de éstos en las plantas que han 

eliminado protozoarios, como B. 

cordata y V. perymenioides, y en 

aquellas donde no hay tal efecto, 

como D. inoxia. En estas tres últimas 

plantas se han reportado diversos 

compuestos químicos; por ejem-

plo, en B. cordata los que tienen 

capacidad analgésica, diurética y 

antiséptica (Ortiz, 1996; Schmelzer 

y Gurib-Fakin, 2008), bactericida y 

amebicida (Ordaz, 1996), mientras 

que en D. anoxia se han identifica-

do compuestos con efectos alu-

cinógenos, además de sustancias 

con efecto desparasitante, princi-

palmente contra amibas (Bonde, 

2001), compuestos como atropi-

na, daturina, hiosciamina, hiosci-

na, escopolamina (Janthangvith et 

al., 2000), alta concentración de 

alcaloides (ácido cafeínico, cloro-

génico, para-cumárico y ferúlico), 

además de esteroles (campesterol, 

datura lactona y estigmasterolilla) y 

triterpenos en cantidades de 0.5% a 

1.1% (Chaudhary y Srivastava, 1995). 

En Argemone mexicana, que es 

una planta tóxica para el ganado, se 

encuentran alcaloides que atacan 

el sistema nervioso central, tales 

como berbecina, protopina, proto-

pinahidroclorina, sanguinarina y 

dihydro-sanguinarina (Schmelzer y 

Gurib-Fakin, 2010). También se ha 

observado que la fracción soluble 

en agua de Yucca schidigera con-

tiene una alto contenido de sapo-

ninas, resveratrol (3,4,5 trihidroxistil-

beno), fenoles, 3,3,5,5, tetrahidroxi-

4-metoxitilbeno y yucaols A y C 

(Sen et al., 1998). En un estudio in 

vitro, con el extracto de saponina 

proveniente de esta planta, usando 

dosis de 0.5 mg mL1, la cantidad 

de protozoarios fue reducida drás-

ticamente, aunque no se logró una 

eliminación total de la fauna del ru-

men (Wang et al., 1988).

Otro grupo de plantas evaluadas 

como A. mexicana, B. vaccinioides 

Figura 2. Proto-

zoarios en fase re-

productiva (fisión 

binaria) en un medio 

de cultivo in vitro.
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e Y. schidigera presentaron CD, mientras que Hibiscus 

rosa-sinesis y M. alba mantuvieron una cantidad similar 

a la observada en el tratamiento testigo (1.22104 pro-

tozoarios mL1). Se ha reportado que los extractos de 

B. vaccinioides y M. leucanta tienen CD desde las 24 h 

de incubación en medios de cultivo in vitro (Dehority, 

2003). Por lo anterior, más que la presencia de múltiples 

compuestos secundarios “tóxicos”, se podría sugerir que 

es la concentración lo que estaría afectando la pobla-

ción de protozoarios, aunque también se ha reportado 

que en las poblaciones en rumen se adaptan y metabo-

lizan compuestos secundarios presentes en las plantas 

forrajeras (Thi, 1998; McSweeney et al., 1999).

Otras técnicas de desfaunación
En la búsqueda de técnicas para desfaunar rumiantes se 

han evaluado distintos métodos, como el retiro del con-

tenido ruminal y posterior lavado con ácido acético o 

láctico (Klita et al., 1996), o la adición de diocil sulfato de 

sodio (jabones) (Chandramoni et al., 2002); en la mayo-

ría de los casos han ocasionado problemas en la salud 

o muerte de los animales (Lovelock et al., 1982), sin lle-

gar a eliminar o reducir significativamente la cantidad de 

protozoarios (Osdemir et al., 2006), otro agente quími-

co antiprotozoario con una alta CD fue el Secnidazol®, 

con una efectividad de 100% en menos de 24 h (Ley de 

Coss, 2003). La efectividad para desfaunar ha sido varia-

ble; otras técnicas han sido el aislamiento desde el na-

cimiento del becerro (Abou-Akkada et al., 1968), adición 

de peróxido de calcio al rumen (Demeyer, 1982), o bien, 

aceites minerales (Newbold y Chamberlain, 1988), pero 

sin efecto alguno sobre la población de protozoarios.

CONCLUSIONES
Es posible mantener una población de protozoarios via-

bles superior a 103 durante 72 h en un medio de cultivo 

anaerobio. Los resultados obtenidos bajo condiciones 

experimentales permiten sugerir que las plantas evalua-

das tienen diferente capacidad desfaunante y que ésta 

podría no estar directamente relacionada con el tipo de 

metabolito, sino con la concentración de estos com-

puestos. La CD de las plantas podría estar también re-

lacionada con factores nutritivos ya que, por ejemplo, 

la degradación de la materia seca (DMS) resultó afec-

tada principalmente por la cantidad de fibra en la dieta 

y el porcentaje de proteína cruda (PC). En este caso se 

encontró que a mayor cantidad de PC se aumentó la 

DMS (r20.53; p0.01); por el contrario, a mayor canti-

dad de fibra se tuvo una disminución en la DMS (r2 

0.54; p0.01); en este sentido, un bajo contenido de 

nutrientes y/o baja degradación puede afectar la su-

pervivencia de los protozoarios, sin que esto indique la 

presencia de un compuesto tóxico. De acuerdo con los 

resultados revisados, se puede considerar que las plantas 

multipropósito con actividad desfaunante pueden tener 

uno o varios metabolitos tóxicos que afecten a los pro-

tozoarios; por ello, se sugiere que la técnica de cultivo 

in vitro de protozoarios debería mantener poblaciones 

por arriba de 104 microorganismos por mL1 de medio 

y hacer pruebas cualitativas o de identificación del o de 

los compuestos tóxicos involucrados. Es recomendable 

continuar estudiando el efecto sobre las poblaciones mi-

crobianas (protozoarios, hongos y bacterias) del rumen y 

los compuestos secundarios presentes en las fracciones 

soluble e insoluble de plantas forrajeras.
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RESUMEN
Se aisló el hongo Verticillium hemileiae Bouriquet asociado a pústulas de la roya del cafeto (Hemileia vastatrix) en muestras 

colectadas en el municipio de Cacaohatan, Chiapas, México. En el aislamiento creció únicamente V. hemileiae, ya que en 

el caso de H. vastatrix como parásito obligado no se desarrolla en medio de cultivo. Se realizaron trabajos en laboratorio 

y vivero, usando un diseño experimental completamente al azar, y en campo con una distribución en bloques al azar. El 

mejor medio de cultivo para propagar (V. hemileiae) fue Sabouruad Dextrosa Agar más extracto de malta; se observó una 

germinación de 90% con una concentración de 2.57105 conidios mL1. El pH del medio fue de 5.5, con el cual presentó 

germinación de 91.8%, patogenicidad de 92.2% y concentración de 2.56105 conidios mL1. El mejor sustrato para pro-

pagar en forma masiva a V. hemileiae fue el salvado de trigo, en el cual se registró concentración de 2.31105 conidios 

mL1, viabilidad de 90.96%, crecimiento de 66.2% y patogenicidad de 91.1%. Al aplicar en plantas en condiciones de vivero 

y campo, la mayor infección y número de pústulas se presentó en el testigo sin aplicación.

Palabras clave: Uredosporas, parásito obligado, virulencia, patogenicidad.

ABSTRACT
The fungus (Verticillium hemileiae Bouriquet) associated with pustules of coffee rust (Hemileia vastatrix) was isolated of 

samples collected in the municipality of Cacahoatán, Chiapas, México. In the isolation grew only (V. hemileiae), since in 

the case of (H. vastatrix) as obligate parasite does not develop in culture medium. Work was carried out in laboratory and 

nursery, using a completely randomized experimental design, and in field with a randomized block distribution. The best 

culture medium to propagate (V. hemileiae) was Sabouruad Dextrose Agar plus malt extract, spore germination of 90% 

was observed at a concentration of 2.57105 conidia per milliliter. The medium pH was 5.5 with which presented 91.8% 

germination, pathogenicity 92.2% and a concentration of 2.56105 conidia per milliliter. The best substrate to propagate 

massively (V. hemileiae) was wheat bran, which recorded concentration of 2.31105 conidia per milliliter, viability of 90.96%, 

growth of 66.2%, pathogenicity 91.1%; and applying plants in nursery and field conditions the largest number of pustules and 

infection occurred in the control without application.

 

Key words: Uredospores, obligate parasite, virulence, pathogenicity.
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El hongo Verticillium hemileiae

INTRODUCCIÓN

El cafeto (Coffea arabica) es un cultivo 

de importancia económica 

mundial, debido a que genera gran cantidad de divisas 

para los países productores. Brasil es el primer productor 

del mundo. México ocupa el quinto lugar en la produc-

ción mundial y, junto con la caña de azúcar (Saccharum 

officinarum), representa el cultivo de mayor relevancia 

socioeconómica. Su cultivo involucra regiones de 12 

estados de México en una superficie aproximada de 

665,837 ha1; el estado de Chiapas es el primer produc-

tor con una superficie de 230,134 ha1, sobresaliendo 

la región del Soconusco (costa de Chiapas) con 70,000 

ha1. De la superficie cultivada con café, 84% correspon-

de a pequeños productores que cuentan con un prome-

dio de tres hectáreas que aportan 29% de la producción. 

El cultivo es una fuente de trabajo para cerca de 282,593 

productores que generan más de 300,000 empleos ru-

rales y asalariados en actividades del cultivo, tales como 

podas, control de maleza, fertilización, control de plagas, 

cosecha y beneficiado (Nolasco, 1998; Anónimo, 2001; 

Aranda, 2004; y Anónimo 2008). El cafeto se caracteriza 

por cultivarse en terrenos de topografía muy heterogé-

nea, desde terrenos planos, con pendientes modera-

das y de hasta 50%, con intensas precipitaciones (hasta 

5,200 mm anuales) distribuidas de mayo a noviembre 

y una altitud de 300 a 1500 m. Dentro de las limitan-

tes que afectan al cultivo están las de mercadeo y las 

fitosanitarias, y entre los segundos se encuentra la roya 

anaranjada del cafeto (Hemileia vastatrix Berk. et. Br.), re-

portada como la enfermedad más importante del cultivo 

por causar la muerte de la planta por defoliación. Para 

reducir la fuente de inóculo de la roya es necesario reali-

zar el control de maleza, ampliar la distancia de siembra, 

y realizar podas, fertilización y regulación de la sombra 

arbórea, sin embargo, las condiciones ambientales de la 

región del Soconusco han favorecido la propagación de 

la roya (Díaz, 2012). Investigaciones sobre epidemiología 

han indicado que la roya tiene un crecimiento sigmoidal, 

donde el máximo crecimiento de la enfermedad se ob-

serva entre los meses de enero y febrero; después entra 

en decadencia, debido a que se establece una época 

seca y calurosa y no existen condiciones favorables para 

su desarrollo (Durán y Medel, 1985). Para el control de 

esta enfermedad se han evaluado diferentes fungicidas, 

sistémicos y preventivos donde el Triadimefon 25% P.H. y 

el Oxicloruro de cobre al 50% que han dado los mejores 

resultados (Regalado y Ponce, 1983); sin embargo, tam-

bién se ha observado presencia del hongo Verticillium 

hemileiae Bouriquet en campo sobre las uredosporas 

de Hemileia vastatrix en forma natural (Díaz, 2012). Con 

base a lo anterior, el objetivo de la presente investigación 

fue aislar el hongo (Verticillium hemileiae), evaluar dife-

rentes medios de cultivos, propagarlos de forma masiva 

y aplicarlo en viveros de café y en cafetales para el con-

trol de la roya del cafeto (H. vastatrix). 

MATERIALES Y METODOS
La investigación se desarrolló en los municipios de Ca-

caohatan y Huehuetán, Chiapas, México. Con base en 

la observación en campo del hongo de tonalidad blan-

quecina asociado a pústulas de la roya del cafeto (H. 

vastatrix) se realizó una recolecta para su aislamiento en 

el Laboratorio de Microbiología, Fitopatología y Nema-

tología de la Facultad de Ciencias Agrícolas de la Uni-

versidad Autónoma de Chiapas, con el fin de evaluar su 

efecto sobre el patógeno. Se evaluaron seis medios de 

cultivo para el crecimiento del hongo Verticillium he-

mileiae, concentración de conidios, pH del medio de 

cultivo y producción masiva en un diseño experimental 

completamente al azar (Olivares, 1994). 

Evaluación en plantas de vivero
El hongo (Verticillium hemileiae) aislado y propagado en 

laboratorio se aplicó en cinco diferentes dosis (2.0 g l1, 

4.0 g l1, .6.0 g l1, 8 g l1, 10 g l1) y un tratamiento 

testigo en plantas de cafeto de vivero a las cuales se les 

habían inoculado uredosporas de H. vastatrix; se utilizó 

un diseño experimental completamente al azar (Olivares, 

1994). 

Evaluación en condiciones de campo
El hongo V. hemileiae se aplicó en huertas comerciales 

de café infectadas con H. vastatrix en cinco dosis dife-

rentes: 0.6 kg ha1, 1.2 kg ha1, 1.8 kg ha1, 2.4 ha1, 3.0 

kg ha1 y un testigo sin aplicación. Ésta se dirigió hacia el 

envés de la hojas infectadas por la roya del cafeto, con la 

finalidad de que V. hemileiae estuviera en contacto con 

las uredosporas de H. vastatrix, aplicando un diseño ex-

perimental en bloques al azar (Olivares, 1994).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
El hongo recolectado y aislado fue identificado como 

Verticillium spp. con la clave propuesta por Romero 

(1998). Presenta conidios producidos en conidióforos 

(libres o agrupados); el orden Moniliales ha sido subdivi-

dido en familias, principalmente por el color de los co-

nidióforos, y la familia Moniliaceae presenta conidios y 

conidióforos hialinos o de colores brillantes. Locci et al. 

(1971) reporta el hiper-parasitismo de V. hemileiae sobre 
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H. vastatrix; Sobero (2006) mencio-

na que la pérdida del color amari-

llento-anaranjado típico en esporas 

de roya se acelera con un hongo 

blancuzco parasítico identificado 

como (V. hemileiae) (Figura 1 y 2).

El género Verticillium tiene las si-

guientes características morfológi-

cas: conidióforos delgados ramifi-

cados, por lo menos algunas ramas 

verticiladas, conidios ovales a elipsoi-

dales, hialinos, unicelulares, produci-

dos apicalmente, solitarios o en pe-

queñas cabezuelas; para el presente 

estudio la especie correspondió a 

Verticillium hemileiae Bouriquet.

El Cuadro 1 muestra la mayor germi-

nación de conidios de V. hemileiae 

(90%) a la mayor concentración de 

2.57105  conidios por mL1 en el 

medio de cultivo Sabouraud Dex-

trosa Agar más Extracto de Malta. Lo 

anterior coincide con lo reportado 

por Carballo (1999), quien señala 

que el hongo (Verticillium spp.) cre-

ce bien en medios de cultivo como 

Extracto de Malta Sabouraud y Papa 

Dextrosa Agar. De forma semejante, 

Hall (1981) menciona que las colo-

nias de Verticillium spp. crecen bien 

en un medio de cultivo a base de 

agar malta, harina de avena o papa 

dextrosa agar, en los cuales se desa-

rrolla un micelio delgado blanco o 

crema que forma colonias blancas 

con apariencia algodonosa.

Un dato relevante en el proceso 

de aislamiento y multiplicación del 

hongo parasítico fue determinar el 

pH del medio de cultivo en el cual 

(V. hemileiae) generara mayor con-

centración de conidios, resultando 

que es necesario ajustar el pH de 

la solución del medio de cultivo 

a 5.5 porque es donde presentó 

mayor formación de conidios con 

2.56105, germinación de 91.80% 

y patogenicidad de 92.20%; para 

la propagación masiva, el hongo 

(V. hemileiae) debe ser propaga-

do en salvado de trigo porque fue 

donde este hongo presentó mayor 

concentración de conidios por mi-

lilitro (2.31105), mayor viabilidad 

(90.96%), crecimiento (66.20%) y 

patogenicidad sobre (H. vastatrix) 

(91.10%) (Figura 3) (Cuadro 2 y 3).

La aplicación de V. hemileiae en 

plantas cafeto en vivero infectadas 

previamente con H. vastatrix mostró 

Cuadro 1. Porcentaje de germinación y concentración de conidios del hongo (V. hemileiae) 

en diferentes medios de cultivo.

Medio de cultivo Germinación (%) Medio de cultivo Concentración

SDAE. de Malta 90.0 a SDAE. de Malta 2.57105 a

SDAE. de Levadura 78.0 b SDAE. de Levadura 1.74105 b

SDA 71.0 c SDA 1.59105 c

PDA 50.0 d PDA 1.47105 d

PDAE. de Malta 49.0 d PDAE. de Malta 1.32105 e 

PDAE. de Levadura 39.0 e PDAE. de Levadura 1.20105 f

* Promedio con la misma letra son estadísticamente iguales, según la Prueba de Tukey a una 

 de 0.01 de probabilidad.

Figura 1. Hoja de cafeto 

(Coffea arabica) afectada 

por roya (Hemileia vastatrix 

Berk et Br.) con pústulas 

color amarillo. El micelio 

color blanco correspon-

de a Verticillium hemileiae 

Bouriquet.

Figura 2. Micelio septado y “verticilios” del hongo (V. hemileiae) tomadas al microscopio 

de luz 40X.
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que el mayor nivel de infestación, 

cantidad de pústulas de roya por 

hoja y defoliación se observó en el 

tratamiento testigo, el cual se inocu-

ló con H. vastatrix sin V. hemileiae 

(Figura 4). 

V. hemileiae propagado en labora-

torio se aplicó en diferentes dosis 

(Cuadro 4) y la mayor infección se 

observó en el tratamiento testigo sin 

aplicación.

CONCLUSIONES
El hongo Verticillium hemileiae Bou-

riquet es un parásito de la roya del 

cafeto (Hemileia vastatrix Berk. et 

Br.); el medio de cultivo más efec-

tivo para producirlo es Sabouraud 

Dextrosa Agar más extracto de Le-

vadura y, para propagarlo masiva-

mente, el salvado de trigo. El pH del 

medio de cultivo se tiene que ajustar 

a 5.5. Su aplicación a plantas de ca-

feto (Coffea arabica), vivero y campo 

(V. hemileiae) ejerce control de H. 

vastatrix.
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Figura 3. A: Matrices (Botellas Roux) con salvado de trigo inoculadas con el hongo (V. hemileiae). B: Bolsas de plástico de alta densi-

dad lineal inoculadas con salvado de trigo con el hongo (V. hemileiae).

Cuadro 2. Comparación de medias de la concentración, porcentaje de germinación y pato-

genicidad de conidios del hongo (V. hemileiae) en diferentes medios de cultivo.

pH Concentración pH Germinación (%) pH Patogenicidad (%)

5.5 2.56105 a 5.5 91.80 a 5.5 92.20 a

6.0 2.22105 b 5.0 89.80 ab 6.0 89.80 ab

5.0 1.42105 c 6.0 89.20 b 5.0 80.40 b

6.5 1.04105 d 6.5 58.80 c 6.5 79.80 c

7.0 1.76104 e 7.0 52.80 d 7.0 70.00 d

* Promedio con la misma letra son estadísticamente iguales, según la Prueba de Tukey a una 

a de 0.01 de probabilidad.

Cuadro 3. Propagación del hongo (V. hemileiae) en diferentes sustratos.

Tratamiento
Concentración 

(%)

Viabilidad 

(%)

Crecimiento 

(%)

Patogenicidad

(%)

Salvado de trigo 2.31105 90.96 a 66.20 a 91.10 a

Trigo en grano 2.31105 63.63 b 59.20 b 53.40 b

Arroz en grano 2.31105 45.53 c 41.70 c 40.80 c

* Promedio con la misma letra son estadísticamente iguales, según la Prueba de Tukey a una 

a de 0.01 de probabilidad.

Cuadro 4. Porcentaje de infección de (H. vastatrix) con aplicación del hongo (V. hemileiae).

Tratamientos
Días después de la aplicación

0 15 30 45 60

A 0.6 kg ha1 5.00 6.15 8.12 15.15 5.68

B 1.2 kg ha1 13.55 12.02 15.62 20.49 9.40

C 1.8 kg ha1 8.78 9.17 10.65 16.57 7.65

D 2.4 kg ha1 9.03 14.48 16.92 21.72 12.10

E 3.0 kg ha1 18.82 13.45 19.55 24.92 12.62

F Testigo sin aplicación 18.52 20.55 20.10 21.27 16.40
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RESUMEN
Se diseñó e instaló un sistema de biorreactores para la micropropagación a gran escala de Vanilla planifolia Jacks. ex 

Andrews, una orquídea de importancia económica. Se comparó la eficiencia del protocolo de cultivo in vitro empleando 

el método convencional en medio sólido con el sistema de inmersión temporal en medio líquido. Los resultados mos-

traron que el cultivo en biorreactores permitió alcanzar en 30 días de cultivo una tasa más elevada de multiplicación (12 

brotes/explante) mientras que en medio semisólido la tasa de multiplicación fue menor (7 brotes/explante), indicando 

que el sistema de cultivo en biorreactores es una excelente alternativa para la propagación in vitro de esta 

valiosa especie. 

Palabras clave: propagación, inmersión temporal, SIT, vainillina.

ABSTRACT
A bioreactor system was designed and installed for the large-scale 

micropropagation of Vanilla planifolia Jacks. an orchid of economic 

importance. The efficiency of the  in vitro culture protocol using the 

conventional method in  solid medium was compared with the 

temporary immersion system in liquid medium. The results 

showed that cultivation in bioreactors allowed to reach 

a higher rate of multiplication (12 shoots/explant) in 30 

days of cultivation, while in the semisolid medium the 

rate of multiplication was lower (7 shoots/explant); 

this indicates that the cultivation system in 

bioreactors is an excellent alternative for in 

vitro propagation of this valuable species.

Key words: propagation, temporary 

immersion, SIT, vanilla.
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INTRODUCCIÓN

La vainilla (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews) es una or-

quídea que se cultiva comercialmente por sus 

silicuas aromáticas de las cuales se extrae la vainillina, una sustancia sabori-

zante ampliamente demandada para su uso en la industria alimenticia y como 

cosmético (Bory, 2008). A pesar de su importancia esta especie se encuentra 

amenazada (NOM-ECOL-059-2001) debido a que las poblaciones silvestres 

han sido diezmadas con la recolecta excesiva para establecer plantaciones 

comerciales. En México es una especie subutilizada, ya que actualmente sólo 

se produce cerca de 1% de la producción mundial y no se ha aprovecha la 

denominación de origen “Vainilla de Papantla” que el Instituto Mexicano de 

la Propiedad Industrial (IMPI) le otorgó en 2009 para su protección (Soto, 

2006). Una de las limitantes actuales de esta especie es que no se cuenta 

con protocolos eficientes para su propagación masiva. En la actualidad esta 

especie se propaga comercialmente por la vía asexual mediante el uso de 

esquejes (segmentos de tallo) que se obtienen de plantaciones comerciales, 

sin embargo, dada la importancia económica, social y cultural del cultivo, así 

como el desabasto de propágulos resulta importante contar con un protoco-

lo eficiente para propagar comercialmente la especie (Figura 1). 

La micropropagación de plantas
La micropropagación o clonación in vitro de plantas es una de las aplicacio-

nes biotecnológicas más desarrollada en los últimos años. En la actualidad 

constituye una de las herramientas más utilizadas. Por esta vía, es posible 

obtener un gran número de individuos libres de plagas y enfermedades en 

menor tiempo y empleando espacios reducidos. Actualmente la industria 

biotecnológica agrícola en México cuenta con potencial productivo para la 

propagación masiva de plantas. Sin embargo, el empleo de la micropropaga-

ción a escala comercial se ha limitado cada vez más, debido principalmente 

a los altos costos por mano de obra, baja eficiencia biológica y falta de au-

tomatización durante los procesos de la micropropagación. Existen reportes 

para micropropagación de V. planifolia (Philip y Nainar, 1986; Tencio, 1992; 

Lee-Espinosa et al., 2008; Minoo 2009; Palama et al., 2010; Chin Tan et al., 

2011). Sin embargo, los protocolos de micropropagación que se han desa-

rrollado en este cultivo tienen baja tasa de multiplicación; además, el uso de 

sistemas de inmersión temporal no ha sido reportado en esta especie.

Sistemas de inmersión temporal (SIT)
El Sistema de Inmersión Temporal (SIT) es el cultivo de células, tejidos u ór-

ganos expuestos temporalmente a medio de cultivo líquido en biorreactores 

semiautomatizados bajo condiciones axénicas y controladas. Actualmente 

existen una amplia gama de modelos y sistemas automatizados que se em-

plean en la micropropagación de plantas, dentro de los cuales destaca el Bio-

rreactor de Inmersión Temporal (BIT®) (Escalona et al., 1999), el Recipiente de 

Inmersión Temporal Automatizado (RITA®) (Alvard et al., 1993), el Biorreactor 

Modular de Inmersión Temporal (BioMINT®) (Robert et al., 2006), el Plan-

tima® (A-Tech Bioscientific, 2010) y, más recientemente, el SETIS® (SETIS, 

2012). La tecnología de biorreactores y técnicas de micropropagación de alta 

frecuencia abren las puertas para lograr un mayor escalado en el proceso de 

micropropagación. El sistema de micropropagación que se propone en el 

Figura 1. Huerta comercial de vainilla 

(Vanilla planifolia) originada asexual-

mente. Esqueje y yema.
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presente trabajo permite la semiau-

tomatización del proceso y evita el 

uso de agentes gelificantes que en-

carece el proceso convencional, re-

duce los costos ocasionados por la 

mano de obra y aumenta la eficien-

cia biológica del cultivo in vitro de V. 

planifolia. Con base en lo anterior, el 

objetivo del presente fue desarrollar 

un protocolo para la micropropaga-

ción eficiente del germoplasma de 

V. planifolia.

MATERIALES Y MÉTODOS
El presente trabajo se realizó en el 

Laboratorio de Cultivo Vegetal del 

Instituto de Biotecnología y Eco-

logía aplicada (INBIOTECA) de la 

Universidad Veracruzana. Para su 

ejecución primeramente se diseñó 

e instaló el SIT a nivel de laborato-

rio y posteriormente se estableció 

el protocolo de micropropagación. 

Para la instalación del SIT se adecuó 

un espacio físico con control de las 

condiciones de temperatura y hu-

medad adecuadas para el desarrollo 

e incubación de los cultivos in vitro. 

Se dispuso de un anaquel cuya par-

te superior se adaptó para ubicar un 

recipiente con los explantes y, en 

su parte inferior, otro conteniendo 

el medio de cultivo. Ambos frascos 

estuvieron comunicados a través de 

mangueras de silicona. Las condi-

ciones de esterilidad se lograron mediante el empleo de filtros hidrofóbicos 

de 0.2 m. Según el tiempo programado, la válvula y el aire proveniente del 

compresor se abren para impulsar el medio de cultivo hacia la parte superior 

conteniendo los explantes. Durante el período de inmersión se produce un 

flujo de aire que genera el burbujeo del medio que a su vez remueve los 

explantes. Pasado el tiempo de inmersión, el líquido regresa por gravedad 

al reservorio de medio de cultivo. La frecuencia y el tiempo de inmersión 

se regulan mediante el empleo de un temporizador o controlador lógico 

programable (PCL). De esta forma se logra la automatización del sistema de 

inmersión temporal (Figura 2). 

Propagación in vitro  
Se emplearon como explantes, yemas y ápices de plantas de vainilla (V. plani-

folia) recolectadas en Papantla, Veracruz México; se lavaron bajo un flujo de 

agua corriente por 45 minutos. Posteriormente se mantuvieron en agitación 

por 30 minutos en una solución de Benomilo 1 g L1 (Promyl®). Una vez en 

la cámara de flujo laminar se procedió a desinfectar los explantes en solucio-

nes de etanol al 70% v/v durante 30 s y cloro comercial al 10% v/v durante 20 

minutos. Finalmente se aplicaron tres enjuagues con agua destilada estéril. 

Después de este tratamiento los explantes se sumergieron nuevamente por 

10 minutos en una solución al 3% de cloro comercial (hipoclorito de sodio) y 

se enjuagaron en tres ocasiones con agua destilada estéril. Los explantes se 

cultivaron en medio de multiplicación MS (Murashige y Skoog, 1962) suple-

mentado con 2 gL1 de benciladenina (BA) de acuerdo con la metodología 

propuesta por Lee-Espinoza et al. (2008). Para la etapa de enraizamiento se 

utilizó medio MS al 50% sin reguladores del crecimiento. Para el medio semi-

sólido se usó Gelrite™ (SIGMA®) al 0.22% (w/v) como agente gelificante. El 

pH de los medios fue ajustado a 5.8. La esterilización se realizó en autoclave 

a 1.5 Kg cm2 de presión y 121 °C durante 20 minutos. Los recipientes de cul-

tivo, conteniendo tres explantes para el medio semisólido y cinco para el SIT, 

fueron incubados a 242 °C y se mantuvieron bajo luz fluorescente (40-50 

mol m2 s1) con fotoperiodo de 16:8 h luz/oscuridad. Se utilizó un diseño 

Figura 2. Diagrama del sistema de inmersión temporal (SIT). A: Sin inmersión. B: Con inmersión. 1: Compre-

sor de aire, 2: Manguera de silicón, 3: Temporizador, 4: Bomba de solenoide, 5: Conexión a tubo de venteo, 

6: Filtro venteo, 7-8: Recipiente con explantes.
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experimental completamente al azar y se emplearon 30 

explantes por tratamiento. Los datos fueron analizados 

mediante el paquete estadístico SPSS v. 11.5 para Win-

dows y, para detectar diferencias entre los tratamientos, 

se realizó una prueba t-Student (p0.05).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Los resultados obtenidos mostraron que fue posible 

lograr la inducción de brotes en los dos sistemas eva-

luados. Sin embargo, el cultivo en biorreactores resultó 

ser el más eficiente ya que permitió obtener 12 brotes 

por explante en promedio. El cultivo en medio semisó-

lido solo permitió obtener una tasa de multiplicación 

de siete brotes por explante (Cuadro 1). El sistema de 

inmersión temporal en biorreactores aumentó en 42% 

la tasa de multiplicación, comparado con el sistema en 

medio sólido. 

La longitud de los brotes fue mayor en medio sólido 

(1.8 cm), mientras que en inmersión temporal fueron 

de 1.4 cm en promedio. Esto se debió probablemente a 

que los formados en inmersión temporal tienen mayor 

superficie de contacto con el medio de cultivo líquido. 

Además, los formados en medio líquido fueron homo-

géneos. Una de las ventajas del sistema de inmersión 

temporal, comparado con otros realizados in vitro, es 

que permite combinar la aireación con la inmersión del 

explante, sometiéndolo al tiempo y periodo de inmer-

sión requerido para que las plántulas tomen del medio 

de cultivo los nutrientes y reguladores del crecimien-

to para su desarrollo. Esta es una de las razones que 

lo hacen más eficiente. De acuerdo con Alvard et al. 

(1993), el tiempo de inmersión del explante es, proba-

blemente, la característica que más atención requiere 

cuando se desea propagar una especie. Los SIT han 

sido empleados para la micropropagación de plantas 

de cítricos (Citrus spp.) (Cabasson et al., 1997), caña de 

azúcar (Saccharum officinarum) (Lorenzo et al., 1998), 

cafeto (Coffea arabica) (Etienne-Barry et al., 1999), ba-

nano (Musa paradisica) (Colmenares y Giménez, 2003), 

manzano (Malus domestica) (Zhu et al., 2005), eucalip-

to (Eucaliptus spp.) (McAlister et al., 2005), chile haba-

nero (Capsicum chinense) (Bello-Bello et al., 2010), en-

tre otros. En el caso particular de V. planifolia, los brotes 

obtenidos bajo el SIT mostraron ser más vigorosos en 

comparación con aquellos que fueron cultivados en 

medios semisólido (Figura 3).

Cuando los brotes alcanzaron entre 2-4 cm de longitud 

después de 30 días de cultivo in vitro, fueron trasferidos 

a etapa de enraizamiento en biorreactores, donde 100% 

de los brotes produjeron raíces (Figura 4 A), con 95% de 

supervivencia durante la etapa de aclimatización, obser-

vándose plántulas vigorosas (Figura 4 B).

CONCLUSIONES
El sistema de micropropagación de vainilla emplean-

do los biorreactores propuestos aumentan la tasa de 

multiplicación y permiten disminuir el costo de ope-

ración y el uso de agentes gelificantes, facilitando la 

Cuadro 1. Número y longitud de brotes de vainilla (Vanilla planifolia 

Jacks. ex Andrews) desarrollados en diferentes sistemas de cultivo 

in vitro.

Sistema de cultivo 
Número de brotes/

explante (mediaES)

Longitud

(cm)

Medio sólido   7.110.31 b 1.880.09 a

Inmersión temporal 12.040.48 a 1.450.07 b

*Los valores representan la mediaES (error estándar). Medias con 

diferente letra entre columnas son significativamente diferentes (t-

Student, p0.05).

Figura 3. Desarrollo de brotes obtenidos 

en diferentes sistemas de micropropaga-

ción. A: Medio semisólido. B: Inmersión 

temporal.

A

B
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regeneración de plantas a gran 

escala, lo que hace posible liberar 

accesiones conservadas in vitro y 

facilitar su reinserción a los ecosis-

temas alterados.
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RESUMEN 
Debido a grandes brotes de enfermedades en animales o plagas que han afectado a México, desde principios del siglo 

veinte surge la necesidad de crear sistemas de análisis sofisticados en los laboratorios con la finalidad de crear protocolos 

de diagnóstico, fichas técnicas, manuales y catálogos, así como detectar patógenos, plagas y malezas. El Servicio Nacional 

de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) dependiente de la SAGARPA, tiene la misión de regular, ad-

ministrar y fomentar las actividades de sanidad, inocuidad y calidad agroalimentaria, reduciendo los riesgos inherentes en 

materia agrícola, pecuaria, acuícola y pesquera en beneficio de los productores, consumidores e industria; cuenta con una 

red de laboratorios que atiende la detección de plagas y enfermedades que ponen en riesgo la viabilidad económica del 

sector agropecuario acuícola, pesquero y de salud pública. 

Palabras clave: sanidad, inocuidad, agroalimentario.
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INTRODUCCIÓN

El Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad 

Agroalimentaria (SENASICA) dependiente de 

la SAGARPA, tiene la misión de regular, administrar y fomentar las activida-

des de sanidad, inocuidad y calidad agroalimentaria, reduciendo los riesgos 

inherentes en materia agrícola, pecuaria, acuícola y pesquera en beneficio 

de los productores, consumidores e industria; cuenta con una red de labo-

ratorios que atiende la detección de plagas y enfermedades que ponen en 

riesgo la viabilidad económica del sector agropecuario acuícola, pesquero y 

de salud pública. La red nacional de 50 laboratorios de alta especialización 

respalda al Sistema de Vigilancia Epidemiológica de México en beneficio del 

comercio nacional e internacional, así como al desarrollo y evolución sanita-

ria del inventario pecuario nacional y de salud pública. Los laboratorios cuen-

tan con infraestructura para brindar servicios de diagnóstico y constatación 

oportunos, confiables y de calidad, ejecutados por personal especializado 

que emplea técnicas modernas y equipos de vanguardia para la atención de 

emergencias, lo cual permite tomar decisiones para controlar y erradicar pla-

gas y enfermedades de alto riesgo para la agricultura, ganadería, acuacultura 

y pesca, al aplicar operativos y medidas sanitarias. El SENASICA lleva a cabo 

diferentes actividades de monitoreo, inspección y vigilancia de productos 

agrícolas, pecuarios, acuícolas y pesqueros a lo largo del territorio nacional, 

con el fin de regular y vigilar la inocuidad de estos alimentos. Para cumplir 

con esta tarea, se cuenta con el apoyo y la participación de laboratorios ofi-

ciales que fungen como Centros Nacionales de Referencia en el análisis de 

alimentos, identificando la presencia o ausencia de contaminantes químicos 

y microbiológicos o las modificaciones genéticas que puedan causar daño a 

la salud, o bien, que éstos se encuentren dentro de los límites permitidos por 

la regulaciones nacionales e internacionales, asegurando así la entrega de 

productos inocuos al consumidor. 

Centro nacional de referencia en 
detección de organismos genéticamente 
modificados (CNRDOGM)
La biotecnología moderna, aplicada 

en especies vegetales, es una herra-

mienta que desde mediados de los 

años noventa generó los primeros 

desarrollos de Organismos Genéti-

camente Modificados (OGMs), tam-

bién conocidos como transgénicos. 

Actualmente a nivel mundial se uti-

lizan plantas genéticamente modi-

ficadas como soya, algodón, maíz, 

trigo, canola y arroz, entre otras, 

que les permiten resistir el ataque de 

plagas, enfermedades, condiciones 

climáticas extremas, como heladas 

o sequías; tolerar herbicidas, au-

mentar sus propiedades nutrimenta-

les, o bien, combinar varias de estas 

características en una misma planta. 

El Centro Nacional de Referencia en 

Detección de Organismos Genéti-

camente Modificados (CNRDOGM) 

es el laboratorio oficial de la SAGAR-

PA para el análisis de OGMs desde 

diciembre de 2011. Cuenta con el 

reconocimiento por la confiabilidad 

de sus resultados a través de la acre-

ditación SA-0338-005/11 otorgada 

por la Entidad Mexicana de Acredi-

tación (EMA). Este laboratorio lleva a 

cabo el análisis de diversos cultivos 

para detectar, identificar y cuanti-

ficar las modificaciones genéticas 

que pudieran estar presentes en la 

muestra. Actualmente se analizan 

principalmente muestras de maíz, 

algodón, soya, alfalfa y trigo. A con-

tinuación se describen los pasos 

más representativos para el análisis 

de los OGMs (Figura 1). 

Recepción, registro y acondicionamiento 
de muestras
Durante su registro, a las muestras 

se les asigna un número único e 

irrepetible, lo que garantiza su iden-

tificación a lo largo del proceso de 

análisis hasta la emisión del informe 
Figura 1. Tipo de muestras que son analizadas en el CNRDOGM.
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de resultados. En esta etapa a las 

muestras de tejido vegetal (hojas 

o tallos) se le realizan varios cortes 

y son cristalizadas con nitrógeno 

líquido (N2); posteriormente son 

trituradas. Cuando la muestra con-

siste en granos o semillas, se mue-

len hasta obtener harinas; tanto la 

trituración como la molienda se 

realizan mecánicamente. La mues-

tra acondicionada es dividida en 

tres sub-muestras, de las cuales dos 

son enviadas al área de resguardo 

en donde permanecerán en con-

gelación por un periodo mínimo de 

cinco años; con la otra sub-muestra 

se inicia el proceso de extracción de 

ADN (Figura 2, 3).

Extracción de ADN
Una vez reducido el tamaño de la 

muestra, el siguiente paso es hacerla 

interactuar con algunos componen-

tes químicos (sales y detergentes) y 

biológicos (enzimas que degradan 

proteínas) que rompen la célula ve-

getal con el objetivo de liberar el 

ADN del interior de la misma.

Análisis de secuencias 
genéticamente modificadas
Este análisis se lleva a cabo median-

te la técnica de reacción en cadena 

de la polimerasa en tiempo real (RT-

PCR, por sus siglas en inglés), la cual 

permite amplificar o “multiplicar” bi-

llones de veces los fragmentos de 

ADN característicos de la modifica-

ción genética en la muestra analiza-

da. Esta es una técnica con una alta 

especificidad, de manera que aun-

que se tenga muy poca cantidad de 

ADN es posible detectar pequeñas 

concentraciones de OGMs. El aná-

lisis de secuencias de la muestra 

consta de los niveles de detección, 

identificación y cuantificación de di-

chas secuencias.

Detección, identificación y 
cuantificación de OGM
La detección permite determinar si 

existe la presencia o ausencia de ma-

terial genéticamente modificado en 

una muestra, mientras que la iden-

tificación indica las características 

introducidas al cultivo (resistencia 

a insectos, tolerancia a herbicidas, 

resistencia a sequía, etcétera), inclu-

sive en eventos apilados o “stacks”. 

De esta forma se puede identificar 

variedades genéticas no permitidas 

para su liberación al ambiente. La 

cuantificación determina el porcen-

taje de material genéticamente mo-

dificado (GM) de una muestra y se 

pueden detectar niveles muy bajos 

de material GM en cualquier caso 

(herramienta para el etiquetado y 

monitoreo). Una variación de la téc-

nica de PCR para la cuantificación 

de OGM es la PCR digital (dPCR), la 

cual cuenta con mayor exactitud y 

precisión. Esta técnica trabaja a base 

de diluciones seriales y es capaz de 

cuantificar las secuencias genética-

mente modificadas en unidades de 

número de copias, que equivale al 

número de moléculas de ADN, y se 

caracteriza por una sensibilidad ex-

traordinaria, pues mide desde 0.6 

moléculas de ADN, siendo así la 

técnica de cuantificación de OGM 

con mayor jerarquía a nivel mundial 

(Figura 4).

Secuenciación
Las actividades en el área de se-

cuenciación incluyen la caracteri-

zación de OGMs a partir de hojas 

de tejido vegetal, granos, semillas 

y plásmidos (moléculas circulares 

de ADN que se replican de manera 

independiente al cromosoma de la 

célula hospedera), con la finalidad 

Figura 2. Recepción y acondiciona-

miento de muestras.

Figura 3. Extracción y análisis de ADN de las muestras recepcionadas.
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Figura 4. A: Curva de cuantificación de OGM. B: Curva de amplificación por RT-PCR.

A

de monitorear los eventos liberados al campo (Figura 

5). A partir de 2013 se inició el proceso de secuencia-

ción masiva para organismos patógenos, con el obje-

tivo de crear una base de datos nacional de cepas pa-

tógenas que se encuentran en productos alimenticios 

de interés.

Las muestras vegetales pasan por un proceso de acon-

dicionamiento y extracción de ADN, mientras que los 

organismos patógenos quedan exentos de esta etapa 

ya que se parte directamente del ADN. Ambas muestras 

pueden llevarse a cabo utilizando el principio de piro-

secuenciación, o bien, por secuenciador Ion Torrent, a 

través de un chip semiconductor, como se muestra en 

la Imagen 2.

El proceso de pirosecuenciación 

comienza con la adaptación del 

ADN para obtener una librería de 

pequeños fragmentos de 600 a 

700 pares de bases, lo cual se logra 

fragmentando el ADN a secuenciar 

mediante un proceso físico cono-

cido como “nebulización”, donde 

el ADN se rompe utilizando un 

gas inerte a una presión y tiempo 

constante. Posteriormente se tra-

baja con una mezcla de enzimas 

que cortan las dos hebras de ADN 

por el mismo lugar, generando dos 

extremos de doble cadena que 

permitirán la unión del adaptador 

(pequeñas secuencias A y B), el 

cual está diseñado para poder se-

leccionar, amplificar y secuenciar. 

El siguiente paso consiste en car-

gar las esferas en una placa (Figu-

ra 6), la cual consta de más de un 

millón de pocillos de 44 micras de 

diámetro. Las esferas con ADN se 

introducen a otro tipo de esferas 

que contienen las enzimas nece-

sarias para detectar la incorpora-

ción de nucleótidos (compuesto 

orgánico que está formado por 

una base nitrogenada, un azú-

car y un ácido fosfórico) durante 

la síntesis de la cadena comple-

mentaria; y de esta forma se lleva 

a cabo una cascada enzimática 

liberando un pirofosfato y termina con la emisión de luz, 

como se muestra en la Figura 7.

El secuenciador recoge el patrón de destellos luminosos 

que se emiten en la placa y los resultados se analizan 

mediante programas bioinformáticos y se convierten en 

secuencias. La plataforma Ion Torrent con la que cuenta 

el CNRDOGM es similar a la pirosecuenciación; la dife-

rencia es que la muestra pasa por una digestión enzimá-

tica y, mediante un factor de dilución, inicia el proceso 

de la muestra en la cual el ADN se liga a los adaptadores, 

generando la librería que posteriormente se amplifica y 

se secuencia. El principio de Ion Torrent se basa en la 

incorporación de pequeñas secuencias que adiciona el 

secuenciador a la muestra de interés y mediante el uso 

Figura 5. Recolección de muestra en campo. Fuente: SAGARPA.
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de un chip semiconductor (Figura 

8) se detectan cambios en el pH de 

la muestra, generando las señales 

correspondientes que finalmente 

son captadas por el secuenciador y 

analizadas mediante una programa 

bio-informático.

Este tipo de secuenciación es consi-

derada como de nueva generación, 

ya que proporciona la información 

necesaria para poder verificar cual-

Figura 6. Montaje del llenado de la PPT para la plataforma 454 GS FLX. Fuente: www.roche-applied.science.com.

Figura 7. Resultados de la emisión 

de luz generada en el secuenciador, 

un color verde que indica incorpora-

ción de secuencia y los pocillos ro-

jos, ausencia de ADN. 

Figura 8. Equipo Ion Torrent que tra-

baja con un chip semiconductor que 

es utilizado para validar resultados 

del 454 GS FLX

quier tipo de evento o modificación 

genética que se presente en diferen-

tes variedades de muestras, además 

de obtener información masiva para 

poder identificar la secuencia de in-

terés. Además, el CNRDOGM cuenta 

con reconocimiento internacional, 

pues cada año participa en pruebas 

internacionales, conocidas como 

ensayos de aptitud, donde compa-

ra sus resultados de análisis con los 

de laboratorios homólogos de otros 

países coordinados por organismos 

de Francia y Estados Unidos, com-

probando que el trabajo que se rea-

liza en México en materia de análisis 

de OGM se encuentra al nivel de los 

mejores laboratorios del mundo. De 

esta manera, el SENASICA imple-

menta y mejora las acciones regula-

torias y operativas que contribuyan 

a lograr una protección adecuada 

de la sanidad animal, vegetal, acuí-

cola y pesquera en beneficio de la 

sociedad, fortaleciendo 

el compromiso del 

Gobierno Federal de 

salvaguardar la biose-

guridad en México.

Laboratorio de diagnóstico 
para la detección de 
organismos patógenos 
(LDDOP)
Uno de los objetivos del SENA-

SICA es la vigilancia de la aplicación 

de los Sistemas de Reducción de 

Riesgos de Contaminación, como 

son las Buenas Prácticas de Produc-

ción (BPP) y las Buenas Prácticas de 

Manejo o Manufactura (BPM) duran-

te la producción y el procesamiento 

primario de los alimentos agrícolas 

que permiten asegurar que cada 

eslabón de la cadena agroalimen-

taria establezca controles 

y actividades que eviten 

riesgos de contami-

nación y obtener 

http://www.roche-applied.science.com
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en consecuencia alimentos 

inocuos, definiéndose esto 

como “la característica que 
tiene un alimento de no 
causar daño a la salud del 
consumidor por efectos de 
algún contaminante”. 

El SENASICA coordina y ope-

ra el Programa Nacional de 

Monitoreo de Contaminan-

tes y Residuos Tóxicos, el 

cual contempla el monitoreo 

de alimentos agropecuarios 

no procesados, producidos 

en el país, y aquellos que 

se importan y pudieran pre-

sentar existencia de conta-

minantes físicos, químicos y 

microbiológicos (Figura 9). 

Este programa se basa en el 

análisis de muestras obteni-

das de las diferentes regiones 

agropecuarias del país que reciben 

los Laboratorios Oficiales de la ins-

titución. Estas muestras permiten 

determinar la condición sanitaria 

que guardan los alimentos y cum-

plir con los más elevados y estrictos 

estándares de sanidad e inocuidad 

exigidos en el mercado nacional e 

internacional.

Derivado de los programas, la cola-

boración entre Laboratorios de 

la Administración de Alimentos 

y Medicamentos de los Esta-

dos Unidos de América (FDA 

por sus siglas en Inglés) y el 

SENASICA, se generó mayor 

comunicación y entendimiento 

técnico entre ambas agencias, 

logrando la alineación de técni-

cas y metodologías de análisis 

microbiológico con FDA, que 

benefician al sector agropecua-

rio al realizar exportación de 

alimentos frescos con un res-

paldo de su condición sanitaria 

emitida por Laboratorios Oficia-

Figura 9. Productos hortofrutícolas 

les encargados de Vigilar la Calidad 

e Inocuidad de los alimentos.

Como resultado de esta colabora-

ción se conforma el Laboratorio de 

Diagnóstico para la Detección de 

Organismos Patógenos (LDDOP) y 

cuatro Laboratorios Móviles de Ino-

cuidad, cuya finalidad es generar 

diagnósticos confiables y oportunos 

de productos hortofrutícolas, así 

como fuentes de agua que permitan 

identificar puntos de contaminación 

durante todo proceso de produc-

ción y empaque, que sus resulta-

dos proporcionen información para 

determinar las acciones preventivas 

y/o correctivas a implementar para 

reducir los riesgos por contamina-

ción en las unidades de producción 

primaria, con la finalidad de 

brindar productos de calidad 

e inocuos en los mercados 

nacional e internacional (Fi-

gura 10).

El Laboratorio para la De-

tección de Organismos Pa-

tógenos tiene como misión 

realizar la detección e identi-

ficación oportuna de conta-

minantes microbiológicos en 

productos agrícolas de pro-

ducción primaria, así como 

contaminantes químicos en 

fluidos de ganado bovino 

Figura 10. Laboratorio de Diagnóstico para 

la Detección de Organismos Patógenos 

(LDDOP).
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para satisfacer las necesidades de nuestros clientes bajo el esquema de cali-

dad de la norma NMX-EC-17025-IMNC-2006.

Los procedimientos operativos para la detección e identificación de los 

organismos patógenos en muestras de productos agrícolas, en agua y en 

superficies de contacto empleados por el LDDOP, se realizan a través de 

equipos y metodologías de PCR-RT, los cuales cuentan con un certificado 

de la Association of Official Analytical Chemists (AOAC International) y la 

Association Française de Normalisation (AFNOR). Dichos organismos reco-

nocen que los Métodos Oficiales de Análisis son aceptables, brindan credibi-

lidad y confianza, y son válidos en todo el mundo (Figura 11).

En caso de obtener resultados positivos “presuntivos” se aplican métodos 

convencionales que, mediante pruebas bioquímicas y la utilización de los 

medios de cultivo apropiados, permiten la diferenciación, selección y aisla-

miento del patógeno blanco.

Determinación de clembuterol
Adicional al análisis para la identificación de organismos patógenos en pro-

ductos vegetales se realiza la identificación y cuantificación de residuos de 

clembuterol en muestras de fluidos de bovinos. Las muestras a analizar son 

obtenidas por personal oficial y provienen de unidades de producción ins-

critas al Programa Proveedor Confiable; éste fue establecido por el SENA-

Figura 11. Registro e identificación de la muestra, preparación y homogenización de 

la muestra, enriquecimiento de la muestra, extracción de Ácidos Nucleídos del pató-

geno blanco, ejecución de la Reacción en Cadena de la Polimerasa o el Ensayo de 

Fluorescencia Ligado a Enzimas, interpretación de resultados y emisión de resultados 

presuntivos.

SICA para vigilar y evitar el uso de 

dicha sustancia. Las muestras son 

obtenidas en los operativos realiza-

dos en conjunto con la Secretaría 

de Salud, a través de la Comisión 

Federal para la Protección contra 

Riesgos Sanitarios (COFEPRIS), la 

Procuraduría General de la Repúbli-

ca (PGR) y los Gobiernos Estatales 

(Figura 12).

El procedimiento operativo para la 

determinación de Clembuterol en 

muestras de fluidos de bovinos (sue-

ro y orina) empleados por el LDDOP 

se realiza a través de la técnica de 

ELISA (Ensayo de Inmunoabsorción 

Ligado a Enzimas), basada en la re-

acción antígeno-anticuerpo, con el 

Kit Ridascreen-Biopharm, metodo-

logía aceptada por la Secretaría de 

Salud y SAGARPA a través de sus ór-

ganos desconcentrados COFEPRIS 

y SENASICA. Consiste en general en 

la separación del suero sanguíneo 

de la muestra, centrifugación del 

suero u orina, sensibilización de la 

placa, colocación de los estándares, 

controles, blancos y muestras, apli-

cación del cromógeno y solución de 

paro y lectura de absorbancia a 450 

nm. El Laboratorio para la Detección 

de Organismos Patógenos (LDDOP) 

cuenta con una infraestructura física 

y humana de primer nivel en materia 

de diagnóstico microbiológico. Está 

provisto con áreas diseñadas acorde 

al proceso analítico y con equipos 

de vanguardia que permiten brindar 

un servicio de calidad en el análisis 

microbiológico de las muestras. Las 

metodologías implementadas por 

el Laboratorio permiten obtener re-

sultados presuntivos en 36 horas, 

una mediante la técnica de PCR-RT 

(Reacción en Cadena de la Polime-

rasa en Tiempo Real) y otra ELFA 

(Ensayo de Fluorescencia Ligado a 

enzimas), ambas altamente sensi-

bles y específicas (Figura 13).
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Figura 12. Toma de muestras de fluidos en animales y procesamiento en laboratorio. 

Figura 13. Infraestructura y equipo de laboratorios del SENASICA.

Por otra parte, los métodos con-

vencionales consisten en utilizar 

medios selectivos y diferenciales 

para el aislamiento de la bacteria de 

interés. Una vez aislada, se proce-

de a la serotipificación mediante la 

aplicación de sueros somáticos, fla-

gelares y capsulares la cual permite, 

por aglutinamiento, discriminar la 

pertenencia de un patógeno a un 

determinado grupo serológico. Fi-

nalmente, en el análisis microbioló-

gico, la implementación de la Técni-

ca de PFGE (Electroforesis de Cam-

pos Pulsados), técnica altamente 

discriminatoria, estable y reprodu-

cible, considerada como el método 

de elección para la epidemiología 

molecular de bacterias patógenas, 

determina la subtipificación mole-

cular (huella genética del patógeno) 

a través del análisis completo del 

ácido nucleico de la bacteria con la 

utilización de enzimas de restricción 

que digieren el ADN en segmentos 

y tamaños específicos, generando 

un patrón único y exclusivo de la 

bacteria, el cual se compara con la 

base de datos de PulseNet del CDC 

(Control Disease Center) para de-

terminar el origen y la distribución 

mundial del patógeno (Figura 14). 

Centro nacional de referencia 
de plaguicidas y contaminantes 
(CNPYC)
Este centro realiza los servicios de 

análisis para identificación y cuantifi-

cación de residuos de plaguicidas y 

contaminantes en alimentos de ori-

gen vegetal, con muestras de todos 

los estados de la República Mexica-

na con la intención de:

•	 Coadyuvar en las acciones 

de vigilancia de la aplicación 

de sistemas de reducción de 

riesgos, participando en el 

análisis de muestras de pro-

ductos de origen vegetal pro-

venientes de los programas 

nacionales de monitoreo.

•	 Satisfacer las necesidades de 

los usuarios, cumpliendo con 

las atribuciones y las disposi-

ciones oficiales en la materia.

•	 Cumplir los requisitos de des-

empeño técnico en el análisis 

de residuos de plaguicidas en 

vegetales establecidos por 

las autoridades sanitarias de 

los gobiernos con los que se 

tienen acuerdos comerciales 

para la exportación de pro-

ductos de origen vegetal.

•	 Coadyuvar a la atención de 

alertas sanitarias y otras noti-

ficaciones sobre embarques 

originarios de México.

Proceso analítico
Los análisis se llevan a cabo me-

diante la ejecución de métodos 

internos basados en el método pu-

blicado por la FDA de los Estados 

Unidos para análisis de plaguicidas 

PAM (Manual de Análisis de Pla-

guicidas por sus siglas en inglés) 
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Figura 14. Métodos convencionales para la detección de patógenos microbiológicos.

que permiten procesar productos 

con alto contenido de humedad, 

productos secos y con alto con-

tenido graso para realizar la detec-

ción, identificación, confirmación y 

cuantificación de residuos de pla-

guicidas de los grupos químicos de 

organofosforados, organoclorados, 

organonitrogenados, piretroides y 

carbamatos. El proceso que sigue 

de rutina el CNRPyC consta de las 

siguientes etapas:

Recepción y molienda: En esta 

etapa se revisan las condiciones de 

llegada de las muestras y se regis-

tra la información que la acompaña, 

para asegurar la trazabilidad de la 

misma. En caso de que la muestra 

no cumpla con las condiciones para 

el análisis se rechaza y se informa 

al cliente para considerar la reposi-

ción. Con la molienda se reduce el 

tamaño y se selecciona la porción a 

analizar. La molienda de la porción 

analítica nos sirve para homogenei-

zar la muestra y facilitar la extrac-

ción.

Extracción y partición: Se realiza 

una extracción sólido líquido en la 

que se va a recuperar la mayor parte 

posible de plaguicidas de la muestra 

por solubilidad de éstos en los di-

solventes orgánicos utilizados. Para 

este paso se ocupan 50 g de mues-

tra homogénea y en condiciones de 

se para reducir el volumen y maxi-

mizar la posibilidad de detección de 

los plaguicidas recuperados.

Purificación: En caso de observar 

interferencias en los extractos de 

las muestras se aplica un proceso 

de purificación con sales de flori-

sil. Una vez que se tiene el extracto 

concentrado y, cuando es el caso, 

purificado, se analiza por métodos 

cromatográficos para detectar la 

presencia de algún plaguicida. El pri-

mer paso es la búsqueda exhaustiva, 

ya que el CNRPyC no tiene limita-

ciones en cuanto al número de pla-

guicidas que busca; es decir, que va 

a rastrear cualquier posible plaguici-

da que se encuentre en el extracto 

de la muestra hasta tener la certeza 

de que está o no presente. El CNR-

PyC puede utilizar el método Que-

chers para la extracción y detección 

de posibles plaguicidas, el cual se 

fundamenta en un principio similar 

al del PAM, de extracción sólido-

líquido, pero con tan solo 15 g de 

muestra y 15 ml. de solventes. La se-

paración de las fases sólida y líquida 

es por centrifugación y la inyección 

es directa en cromatógrafos con 

detectores de masas. Es importante 

señalar que no existen los métodos 

universales para extraer y detectar 

plaguicidas; en muchas ocasiones 

se requiere combinar los métodos 

para asegurar la mejor recuperación 

y detección posible. Cuando se de-

tecta un candidato a plaguicida se 

debe confirmar por medio del uso 

de diferentes tipos de columnas cro-

matográficas en las que cambia la 

polaridad de las mismas, lo que mo-

difica el tiempo que un compuesto 

tarda en pasar a través de ella; si el 

posible plaguicida se compara con 

un estándar puro y coincide en los 

tiempos de permanencia dentro 

de las diferentes columnas croma-

tográficas, entonces se confirma; 

análisis. Una vez realizado el extrac-

to se aplican lavados para eliminar 

los componentes de la muestra que 

no son plaguicidas y se eliminan 

junto con la fase acuosa; esta acti-

vidad se realiza mediante agitación 

manual. En esta etapa se obtiene el 

extracto final, que debe concentrar-
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en caso de que no se pueda hacer por este medio, se 

utilizan espectrómetros de masas con los que la confir-

mación se da por pesos atómicos específicos para cada 

compuesto. La capacidad de detección y cuantificación 

de plaguicidas con los equipos que cuenta el CNRPyC 

es del orden de los nanogramos de plaguicida en un ki-

logramo de muestra, es decir, 0.000000001 gramo por 

kilogramo.

Confiabilidad de los resultados 
La “Asociación de Normalización y Certificación (ANCE) 

otorgó el certificado en la norma NMX-CC-9001-IM-

NC-2008 (ISO-9001 y su equivalente internacional) al 

Centro Nacional de Referencia de Plaguicidas y Conta-

minantes. De igual forma, la Entidad Mexicana de Acre-

ditación (EMA) otorgó al Centro otra certificación en la 

norma NMX-17025. Con esta red de laboratorios SENA-

SICA demuestra que los productos producidos en el país 

cumplen con todos los estándares de calidad, sanidad 

e inocuidad, coadyuvando a la seguridad alimentaria y 

manifestando su responsabilidad con los consumidores.
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