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SUMMARY

Background. Entomopathogenic fungi represent a sustainable alternative to reduce populations of the asian citrus
psyllid Diaphorina citri, which acts as the vector of the pathogen Candidatus Liberibacter asiaticus, responsible for
Huanglongbing (HLB) in citrus fruits. Objective. To identify morpho-taxonomic and molecular endophytic
entomopathogenic fungi in persian lime, for use in the biological control of D. citri Veracruz. Methodology. The
study was carried out in a persian lime Citrus latifolia crop in the Martinez de la Torre district, Veracruz, sampling
was directed at trees that had myconized D. citri adults, on branches with tender shoots and mature leaflets. The
fungi were isolated, purified and identified morphologically and morphometrically, and corroborated by molecular
biology, through DNA amplification and sequencing of the ITS intergenic region. Under greenhouse conditions, the
strains were inoculated by the method of flooding conidia in the basal part of stems and root system of Persian lime
plants. In each treatment, 100 nymphs of the second stage of D. citri were released to evaluate the percentage of
myconization and its endophytic establishment of fungal strains. Results. The taxonomic morphology of the
reproductive structures of the identified fungal species and compared with the sequences reported in the Gen Bank,
gave high identity with the endophytic entomopathogenic fungi Acrodontium crateriforme, Hirsutella citriformis,
Isaria fumosorosea, Metharizium anisopliae, Trichoderma harzanium, for the strain A. crateriforme is first time that
it was found miconizing D.citri naturally. Implications. These findings indicate new areas of study related to
endophytic entomopathogenic fungi as biological control agents, which can influence the regulation of asian psyllid
populations, to reduce the incidence of the spread of HLB in citrus growing areas. Conclusions. The strains A.
crateriforme were identified with a mortality percentage of 90%, M. anisopliae with 85%, H. citriformis with 68%, I.
fumosorosea 65% and T. harzianum with 50%, they had an endophytic entomopathogenic behavior, and it was
shown that the five strains colonized persian lime trees by the method of direct flooding of conidia at the base of the
stem and roots, mummifying adults of the citrus psyllid under greenhouse conditions.
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RESUMEN
Background. Los hongos entomopatdgenos representan una alternativa sostenible para reducir las poblaciones del
psilido asiatico de los citricos Diaphorina citri, el cual actia como vector del patégeno Candidatus Liberibacter
asiaticus, responsable del Huanglongbing (HLB) en los citricos. Objetivo. Identificar morfotaxondmica y molecular
a hongos entomopatégenos enddéfitos en lima persa, para ser usados en el control biolégico de D. citri Veracruz.
Metodologia. El estudio se realizd en cultivo de lima persa Citrus latifolia en el distrito Martinez de la Torre,
Veracruz, el muestreo fue dirigido en arboles que tenian adultos D. citri miconizados, en ramas con brotes tiernos y
foliolos maduros. Los hongos fueron aislados, purificados e identificados de forma morfolégica y morfométrica, y
corroborados por biologia molecular, mediante la amplificacion del ADN y secuenciacion de la region intergénica
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ITS. En condiciones de invernadero, las cepas fueron inoculadas mediante el método de inundacién de conidios en
la parte basal de tallos y sistema radicular de las plantas de lima persa, en cada tratamiento se liberaron 100 ninfas
del segundo estadio de D. citri para evaluar el porcentaje de miconizacion y su establecimiento enddéfito de las cepas
fangicas. Resultados. La morfologia taxondmica de las estructuras reproductivas de las especies de hongos
identificados y comparadas con las secuencias reportadas en el Gen Bank, dio alta identidad con los hongos
entomopatogenos endofitos Acrodontium crateriforme, Hirsutella citriformis, Isaria fumosorosea, Metharizium
anisopliae, Trichoderma harzanium, para la cepa A. crateriforme es la primera vez que se encontré miconizando a
D. citri de forma natural. Implicaciones. Estos hallazgos indican nuevas areas de estudio relacionadas con los
hongos entomopatégenos enddfitos como agentes de control biolégico, que pueden influir en la regulacién de las
poblaciones del psilido asiatico, para reducir la incidencia de la propagacién del HLB en las zonas citricolas.
Conclusiones. Se identificaron a las cepas A. crateriforme con un porcentaje de mortandad del 90%, M. anisopliae
con el 85%, H. citriformis con el 68%, I. fumosorosea 65% y T. harzianum con 50%, tuvieron un comportamiento
entomopatogeno endofito, y se demostrd que las cinco cepas colonizaron los arboles de lima persa por el método de
inundacion de conidios directa en la base del tallo y raices, momificaron a adultos del psilido de los citricos en

condiciones de invernadero.

Palabras clave: hongos endoéfitos; lima persa; método por inundacién; psilido asiético.

INTRODUCCION

La citricultura a nivel mundial se ve amenazada por
la enfermedad del Huanglongbing (HLB) de los
citricos, la cual es trasmitida por el insecto vector D.
citri (Hemiptera: Liviidae) conocido como psilido
asidtico, cada que se alimenta de una planta de
citricos, trasmite la bacteria Ca. L. asiaticus
responsable del HLB, que afecta la calidad del fruto,
el rendimiento y ocasiona la muerte de los arboles.
En México la presencia de D. citri fue reportada por
primera vez en el 2002 en los estados de Campeche y
Quintana Roo, el acontecimiento fue significativo
por la exportacién de la lima persa, en la actualidad
el psilido asiatico se encuentra distribuido en las
principales zonas productoras de este cultivo, es una
de las actividades agricolas que generan recursos
econdmicos y la presencia de D. citri podria generar
pérdidas en la produccién (Hodges y Spreen, 2011).
De acuerdo con el SIAP (2023), Veracruz es el
principal productor de lima persa con 52,857.46 ha
sembradas y el distrito de Martinez de la Torre
cuenta con el 67% de superficie cultivada.

Existen en la naturaleza hongos entomopatégenos
gue actian como endofitos (HEE), son agentes de
control biolégico y en los Ultimos afios han
aumentado el uso en la agricultura, son promotores
de crecimiento y afectan de manera eficientes el
manejo de plagas agricolas de importancia
econémica (Ortiz-Espinoza et al., 2020).

En un insecto plaga o patdégenos especificos, los
microorganismos endofitos pueden tener uno o mas
mecanismos de accion relacionados con su capacidad
para actuar como agentes de biocontrol. Se clasifican
principalmente como mecanismos quimicos o
indirectos que resultan de limitar e inhibir
metabolitos primarios y secundarios, enzimas o
compuestos organicos volatiles eficaces en otras
plagas competidoras (Aragon y Beltran-Acosta,

2018). Por ejemplo, producen acido indolacético que
es una auxina que desarrolla el alargamiento celular
y el crecimiento de las raices, la hormona giberelina
estimulan la germinacién de semillas y el
crecimiento de brotes tiernos y la citosina que
promueven la division celular y el crecimiento de las
yemas laterales de las plantas (Sahayaraj Yy
Namasivayam, 2008; Karthi et al., 2024).

En Argentina en huertos de naranja aislaron las cepas
entomopatégenas M. anisopliae, Isaria javanica y
Beauveria bassiana en adultos del psilido asiatico,
luego las evaluaron en campo para el control
bioldgico de las poblaciones de D. citri en ninfas y
adultos por el método de aspersion directa en plantas
e inoculacién directa al insecto plaga, (Augier et al.,
2023). Datos similares se obtuvieron en México en
laboratorio y vivero con las cepas H. citriformis I.
fumosorosea y M. anisopliae (Lezama-Gutiérrez et
al., 2011). La cepa H. citriformis la han aislado en
huertas de citricos de adultos miconizados de D. citri
en Chiapas, Campeche, Quintana Roo, San Luis
Potosi, Tabasco, Yucatan y Veracruz (Pérez-
Gonzalez et al., 2015). En la zona citricola de Colima
se aislaron e identificaron morfoldgica, morfométrica
y por biologia molecular 30 cepas entomopatdgenas
de los g@éneros Beauveria, Hirsutella, Isaria,
Simplicillium en ninfas y adultos de D. citri,
asimismo los géneros Batkoa sp. y Entomophthora
sp. solo fueron identificarlos morfologica y
morfométrica (Berlanga-Padilla et al., 2018).

El potencial de los endofitos para el manejo de
insectos plagas y enfermedades en cultivos de
importancia en la agricultura, la exploracion de estos
microorganismos solo se podra llevar a cabo si se
realizan investigaciones en condiciones controladas,
se utilicen técnicas precisas para su identificacion y
produccion a nivel industrial. Es necesario seguir
investigando hongos entomopatégenos endofiticos e
identificar de forma taxondémica cepas virulentas para
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su aplicacion en campo, asimismo se requiere
incrementar el conocimiento acerca de las
interacciones ecoldgicas entre la planta hospedera y el
hongo enddéfito, asi como los insectos plaga y
benéficos. La aplicacion de hongos enddfitos en el
manejo de problemas fitosanitarios puede resultar una
ventaja en el crecimiento de la planta lo que permitira
aprovechar el potencial nutritivo, inmunoldgico y de
resistencia a condiciones adversas de estos
microorganismos (Aragon y Beltran-Acosta, 2018).

Los HEE poseen plasticidad para adaptarse vy
miconizar en condiciones de baja o alta humedad,
siempre que se encuentre el hospedero (Ferron, 1978;
Moore et al.,, 1995). Por tanto, el objetivo fue
identificar morfotaxonémica y molecular a hongos
entomopatogenos enddfitos en lima persa Citrus
latifolia, para ser usados en el control bioldgico de D.
citri en Veracruz.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

El trabajo se realizé en una huerta de dos ha de C.
latifolia con pendiente del 10%, la plantacion tenia
10 afios con un arreglo de marco real con 100 arboles
por ha y donde solo se realizan labores de chapeo,
podas y fertilizacion quimica al suelo. En el distrito
Martinez de la Torre, Veracruz, Mexico. Las
coordenadas geograficas son 20° 02’ 57.0012” N y
97° 05’ 31. 9992"” W con una elevacién de 80 m s. n.
m, con una temperatura que oscila entre los 21 y 35
°C, precipitacién pluvial anual de 1500 mm. El clima
es célido himedo con lluvias en verano (Aw), esto de
acuerdo con la clasificacion mundial de Koppen
(Rubel y Kottek, 2010).

Muestreo

La recoleccion de psilidos asiaticos se realizo en el
periodo de marzo a mayo de 2022 y se repiti6 en el
2023, el muestreo fue dirigido en arboles que tenian
adultos D. citri miconizados, en ramas con brotes
tiernos y foliolos maduros. Las muestras se
depositaron en viales y las hojas en bolsa de ziploc,
se llevaron al Centro de Investigacion de Micologia
Aplicada (CIMA), los insectos con micosis fueron
desinfectados para eliminar contaminantes externos y
que no intervinieran en el proceso de aislamiento y
cultivo de los hongos, se procedi6 a lavarlos durante
30 s con agua destilada estéril, luego se sumergieron
por 60 s en una solucion de hipoclorito de sodio al
4%, inmediato se desinfectaron por 30 s con etanol al
70%, en seguida se enjuagaron por 60 s en agua
destilada estéril, se sumergieron por 60 s en
estreptomicina al 0.05%, por (Gltimo, se enjuagd
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durante 30 s con agua destilada estéril (Sanchez-Pefia
etal., 2011).

Una vez desinfectados, con el apoyo de un
microscopio estereoscopico (Carls Zeiss Stemi
1000), pinzas y bisturi esterilizados con flama de
mechero, se cortaron partes del insecto que
mostraban signos de micosis, de forma inmediata
dentro de una campana de flujo laminar y bajo el
microscopio, se hicieron cortes precisos de alrededor
de 2 mm, se volvieron a desinfectar durante 15 s en
una solucion de hipoclorito al 1%, se colocaron en
placas de Petri con medio de cultivo PDA, y se
incubaron a una temperatura de 27+2 °C durante
siete dias.

Aislados monospdricos

Para obtener cultivos puros a partir de esporas, se
utilizé la técnica descrita por Covacevich y Consolo
(2014), con un popote estéril se tomd un disco de
micelio, el cual se transfiri6 a 10 mL de agua
destilada estéril y se agité en un vortex, hasta obtener
una suspension homogénea. Luego, se realizaron
diluciones en agua destilada estéril hasta alcanzar una
concentracion de 1x108 conidios/mL de la cepa. Para
el conteo de esporas se utilizd un microscopio
compuesto  (Carl  Zeiss  Microscopy  GmbH,
Oberkochen, Alemania) de campo claro a 100x y una
camara de Neubauer. Posterior, se tomaron 200 pL de
suspension de conidios y se depositaron en medio de
cultivo PDA en cajas de Petri, estas fueron incubadas
en una estufa marca Felisa® a una temperatura de
27+2 °C. Después de 24 h, se reviso la germinacién
de los conidios con apoyo de un microscopio
estereoscopico dentro de una campana de flujo. Una
vez que germinaron, se procedio a colocar fragmentos
del medio de cultivo de conidios con una aguja
entomoldgica esterilizada, estos fragmentos fueron
transferidos a cajas de Petri individuales con medio
PDA vy asi se lograron obtener cultivos puros a partir
de esporas individuales.

Establecimiento de cepas fangicas
entomopatdgenas y liberacién de ninfas de D. citri

Para llevar a cabo los postulados de Koch, se utilizd
un invernadero con dimensiones de 20 m de largo por
12 m de ancho, con cubierta plastica de hule blanco
lechoso del 30% de sombra y difusiéon luminica del
70%, temperatura media de 28 °C a medio dia y un
promedio de humedad relativa del 80%, se hicieron
siete jaulas con malla mosquitera sujetada a una
estructura de madera de 3 cm de espesor, cada jaula
media 120 cm de alto por 60 cm ancho. Por separado
en una maceta de plastico de 60 L se coloco suelo
estéril y se trasplanté una planta de lima persa de un
afio, provenientes de viveros certificados. El arreglo
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experimental fue lineal a una distancia de 50 cm entre
cada jaula, se procedio a colocar las macetas dentro
de ellas, en cada extremo se colocd un control sin
cepas fungicas, las cinco contiguas se les aplico la
suspension de conidios de cultivos monosporicos de
20 d de ser sembradas. Para el conteo de conidios, se
utilizé un microscopio compuesto con una camara de
Neubauer y se prepararon diluciones seriadas hasta
obtener una concentracion de 1x108 conidios/mL. A
cada planta de lima persa, se le aplicé un volumen de
600 mL de suspensién de manera directa a la base del
tallo para inundar las raices, adicional se hicieron tres
aplicaciones con intervalos de 15 d. Para reforzar el
establecimiento de las cepas entomopatégenas en las
plantas, se volvieron a inocular a los 45 d con la
misma cantidad de suspension, se tomaron muestras
de tejido vegetal de ramas, nervaduras centrales y
tallo. Las muestras fueron utilizadas para el
reaislamiento de las cepas fingicas, para verificar que
las especies de hongos aislados fueran las mismas que
se inocularon en las plantas de lima persa. Para
comprobar si las cepas tenian comportamiento
enddfito, dentro de cada jaula experimental se
liberaron 100 ninfas del psilido asiatico en estadio dos
en los brotes tiernos de cada planta de lima persa, se
observaron por 40 d para ver el desarrollo del ciclo
bioldgico de los insectos, el comportamiento y la
presencia de las cepas flngicas como colonizadoras
de D. citri.

Identificacion morfologica y morfométrica de las
cepas fungicas

Para caracterizar los hongos, se realizaron
observaciones morfol6gicas y medidas morfométricas
detalladas de estructuras como conidios, micelio,
forma de la colonia y color. Las muestras de conidios
y micelio fueron montadas en portaobjetos con una
gota de azul de lactofenol y observadas con un
microscopio compuesto. La identificacion se llevo a
cabo mediante la comparacion de las estructuras
reproductivas con las claves taxonémicas (De Hoog,
1972; Humber, 2012).

Caracterizacion
entomopatdgenos

molecular de hongos

En la caracterizacion molecular se extrajo ADN de
micelio joven de dos semanas, de cepas resembradas
en medio de cultivo PDA. Este proceso se realizé con
el Kit de extraccion ZR Fungal/Bacterial DNA
MiniPrep™ vy las instrucciones del fabricante. A
continuacion, se evalud la concentracion y calidad del
ADN con un espectrofotdmetro NanoDrop 2000c
(ThermoScientific, Wilmington, DE). Para el andlisis
molecular de las cepas fungicas, se amplificd la
region ITS, rRNA con los iniciadores ITS1 (5 TCC
GTA GGT GAA CCT TGC GG 3) e ITS4 (5TCC
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TCC GCT TAT TGA TAT GC 3). La reaccion de
PCR se llevo a cabo en un volumen final de 50 pL,
que incluyé 1X de buffer de PCR, 3 mM de MgCI2,
0.2 mM de dNTPs, 0.4 pM de cada iniciador ITS1 e
ITS4, 25 U de Taqg Polimerasa (GoTagFlexi,
Promega), agua libre de nucleasas grado molecular
(31.5 puL) y 50 ng de ADN total. Las condiciones de
amplificacion ~ fueron  las  siguientes, una
desnaturalizacidn inicial a 95 °C durante 3 min, 34
ciclosa 95 °C por 45 s, 53 °C por 30 sy 72 °C por 90
S y una extensiéon final a 72 °C por 5 min. Los
productos de amplificacion obtenidos por PCR se
separaron en un gel de agarosa al 1.8% a 90 V en
buffer TBE 0.5X, se utiliz6 una camara horizontal
B1O-RAD Powerpac Basic. Para la carga en el gel, se
mezclaron 3 pL de solucién buffer de carga (Buffer
5X, Green Gotaq, marca PROMEGA) con 7 pL del
producto de amplificacion. Se manejé un marcador de
peso molecular para ADN de 100 bp (Promega) como
referencia durante la electroforesis, y se enviaron los
amplificados a secuenciar al Instituto de
Biotecnologia de la UNAM (IBT).

RESULTADOS

Las especies de hongos entomopatdgenos
identificadas por morfologia taxondémica de las
estructuras reproductivas y comparadas con las
secuencias reportadas en el Gen Bank fueron
Acrodontium crateriforme (Ascomycota:
Teratosphaeriaceae) con nlmero de accesién
FN666568 se obtuvo un 99.3% de identidad,
Hirsutella citriformis (Ascomycota: Cordycipitaceae)
con accesion KJ958989 fue del 98.6% de identidad,
Isaria fumosorosea (Ascomycota: Cordycipitaceae)
con nimero de accesion LY490786 con un 99.2% de
identidad, Metharizium anisopliae (Ascomycota:
Clavicipitaceae) con accesion AF487272 dio 100% de
identidad y Trichoderma harzanium (Ascomycota:
Hypocreaceae) con nimero de accesion FG342172
fue del 100% de identidad.

La especie A. crateriforme se identificé miconizando
de manera natural a adultos de D. citri, en el
experimento en invernadero se demostré su
comportamiento como hongo entomopatdgeno
endofito. En la figura 1 compuesta se describe su
morfotaxonémia, en la Fig. 1A inicia con estipites
rigidos compactos alargados de color gris claro, al
madurar se matizan de marrén claro y sobresalen en
la parte ventral del insecto, Fig. 1B y C estipites
alargados con la parte apical redondead, en la Fig. 1D
se elaboré un medio especifico de cultivo agar-
extracto vegetal de limon persa donde crecio la
colonia de color verde gris, y formaron aglomerados
miceliales afelpados a los siete dias de sembrado, en
la Fig. 1E se ilustra conidiéforos alargados y
ensanchados en la parte basal, en la parte media se
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estrechan y terminan en la parte apical puntiaguda, en
la Fig. 1IF y G los conidios son hialinos con
apariencia lisa, ovalados y puntiaguda en la parte
basal con promedio de 7 um de largo por 4 pm de
ancho, semejantes con el género Acrodontium (De
Hoog, 1972).

En la figura 2A se ilustra en la parte lateral del
protérax y mesotérax de adulto de D. citri micelio de
color gris claro, en la Fig. 2B micelio de color rosa
polvo ligeramente afelpado micelio y crecimiento
radial abundante, en la Fig. 2C se observa las
caracteristicas del sinema de color marrén envuelto
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en una capa mucilaginosa, donde se insertan las
fidlides con conidios diminutos y terminan en punta
(Humber, 2012).

En la figura 3A se observa un psilido asiatico
miconizado, al inicio en tono blanco con iridiscencia
de color rosado, en la Fig. 3B conidios y micelio
maduro afelpado de color gris oscuro, en la Fig. 3C
conidiéforos individuales, agrupados, con paredes
lisas y hialinas con verticilos ramificados en grupos
de tres fidlides, los conidios con morfologia cilindrica
a fusiforme, formaron estructuras en cadenas
(Domsch et al., 1980).

L4778

Figura 1. A) Acrodontium crateriforme en adulto de D. citri B) Estipites, C) Estipites maduros, D) Forma de la
colonias y color, E) Conidi¢foros alargados. F y G) Conidios de forma ovalada de 7 um de largo y 4 pm de ancho,
tomada con el ocular 100x. Fotografias Mahatma Gandhi Landa Cadena.

Figura 2. A) Hirsutella citriformis en psilido asiatico, B) Cepa aislada en PDA. C) Sinema (a) Fialides, (b) Conidio
diminutos y puntiagudos (c) Sinema envuelto en una capa mucilaginosa, tomada con el ocular 100x. Fotografias

Mahatma Gandhi Landa Cadena.
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Figura 3. A) Isaria fumosorosea en adulto D. citri. B) Colonia de la cepa flngica en PDA. C) Forma de conidios,
tomada con el ocular 100x. Fotografias Mahatma Gandhi Landa Cadena.

En la Fig. 4A se ilustra la colonia micelial de la cepa
M. anisopliae de color gris tornandose a marron
oscuro, en la Fig. 4B la colonia de color marron claro
y en la Fig. 4C conidios con medidas morfométricas
de 5.97 pm+0.08 um largo y 3.60+0.06 um de ancho.
En este estudio, la morfologia de las colonias y la
morfometria de los conidios coincidieron con las
caracteristicas descritas (Alcantara-Vargas et al.,
2020).

En el diagrama de la figura 5, se esquematizan los
pasos del método de inundacion directa en tallo y

sistema radicular, con una suspension de conidios y
micelio de hongos entomopatdgenos enddfitos, al
completar el ciclo biolégico del insecto vector
desarrollaron un comportamiento lento y una
actividad reducida, permanecieron sobre las
nervaduras centrales de las hojas maduras y en los
tallos mas gruesos de la planta. El porcentaje de
mortalidad de la poblacion de los psilidos asiaticos
adultos, en orden descendente fue A. crateriforme con
un 90%, M. anisopliae un 85%, H. citriformis 68%, I.
fumosorosea coloniz6 el 65% y T. harzianum un
50%.

Figura 4. A) Metharizium anisopliae en adulto de psilido asiatico miconizado, B) Colonia en PDA y C) Conidios
ovalados, tomada con el ocular 100x. Fotografias Mahatma Gandhi Landa Cadena.
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Micelio de los HEE ocupando
espacios intercelulares,
confiriendo proteccién vy
resistencia a las plantas
hospederas contra el ataque
de patogenos.

3
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5

El insecto vector se alimenta de la savia de
la planta de lima persa e ingiere los HEE
que entran al hemocele y le causa la muerte
por septicemia, debido a los metabolitos
secundarios con actividad bioinsecticida
Sl que producen los hongos
entomopatégenos endofitos.

) 6

Una vez que el insecto es
colonizado, adquiere una

apariencia momificada.
Luego, las estructuras de
reproduccion asexual

emergen desde el interior
del insecto, liberando los
conidios maduros que caen
al suelo y comienzan el ciclo
de colonizacion de las
plantas y parasitismo de
otros insectos.

Figura 5. Diagrama de inoculacién por inundacién de los hongos entomopat6genos endofitos (HEE) en la base de la
raiz de la planta. Esquema elaborado por Mahatma Gandhi Landa Cadena.

DISCUSION

Las cepas evaluadas de hongos entomopatdgenos
actuaron como enddfitos en arboles de lima persa al
ser inoculadas por el método de inundacion directa,
todos los HEE se reaislaron y coincidieron con las
aisladas de las muestras de campo. Para el caso A.
crateriforme se ha descrito en la literatura como
cosmopolita con asociaciones complejas de huésped-
hongo, por ejemplo, en Florida, Estados Unidos de
América alrededor del lago Lake Alice encontraron
arafias del género Trachelas miconizadas por A.
crateriforme (Joseph et al., 2024). Esto refuerza que
el hongo entomopatdégeno A. crateriforme posee la
capacidad de miconizar en la naturaleza a otros
organismos, como sucedid en este estudio en adultos
D. citri con micosis en huertos de lima persa en el
norte de Veracruz, México. Ademas, es una especie
de hongo con extensa distribucion geogréafica y
hospederos diversos, de acuerdo con Jae-Wook et al.

(2022) la reportaron en Corea en aciculas de Pinus
densiflora 'y Juniperus rigida, en Taiwéan la
identificaron en huertas de platano en hojas (Chun-
Hao, 2017), en noreste de la India en plantas
carnivoras (Sun et al., 2024; Prabhugaonkar y
Pratibha, 2017).

Existen en Argentina evaluaciones de campo de D.
citri en donde se obtuvo una mortandad con los
siguientes hongos entomopatdégenos M. anisopliae
(63%), I. javanica (82%) B. bassiana (82%) en ninfas
y adultos (Augier et al., 2023). En México El Centro
Nacional de Referencia perteneciente al SENASICA
evaluaron en laboratorio tres cepas flngicas de I.
fumosorosea y una de M. anisopliae aisladas de
hemipteros, y concluyeron que son candidatas para
usarlas en el control biolégico de D. citri, debido al
alto porcentaje de mortandad que fue del 93 al 100%
en ninfas y 95% en adultos (Mellin-Rosas y
Arredondo-Bernal, 2011). En contraste Lezama-
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Gutiérrez et al. (2011) obtuvieron en laboratorio
mortandad de ninfas y adultos con las cepas H.
citriformis (60%), 1. fumosorosea (40%) y M.
anisopliae  (50%). Existe discrepancia con la
evaluacion en condiciones de invernadero de este
estudio, debido a que las cepas A. crateriforme, M.
anisopliae, H. citriformis, 1. fumosorosea y T.
harzianum solo miconizaron y mataron al psilido
asiatico en etapa adulta, esto puede deberse al método
que se usd y que fue por inundacion directa de
conidios en la base del tallo y raices, porque el hongo
tarda més tiempo en establecerse en la planta como
endofito, que por aspersion directa al insecto plaga en
laboratorio y en el caso de aplicaciones foliares en
campo; interfieren factores como la temperatura, la
humedad relativa y los coadyuvantes que se utilizan
en la suspension de los conidios, por lo que no se
tiene claro la efectividad de los hongos
entomopatogenos (Augier et al., 2023). Ademas, por
el método de aspersion directa al follaje los hongos
entomopatdgenos no pueden actuar como endofitos, y
lo que se busca con el método de inundacién directa
en la base del tallo y raices es fortalecer el sistema
inmune de la planta de lima persa, desde vivero hasta
ser sembrada en campo y asi poder generar resistencia
sistémica inducida al ataque del vector D. citri.

En Colombia aislaron la cepa de Trichoderma sp. en
adultos micronizados de D. citri, y la evaluaron de
forma in vitro y obtuvieron una mortandad del (82%)
en adultos (Gémez-Hurtado, 2022). En este trabajo ya
se encontro de manera natural miconizando al insecto
y se evalué en invernadero con resultados aceptables
del 50% de mortandad. A diferencia de las cepas M.
anisopliae, 1. fumosorosea, H. citriformis ya fueron
aisladas y evaluadas en ninfas y adultos de D. citri en
México, la diferencia fue el método de aplicacion.
Asimismo, se indica que los hongos entomopatdgenos
endofitos mantienen una asociacion directa con la
planta huésped, debido a las ventajas que ofrecen
como crecimiento y biocontrol de patdgenos, los
hongos al vivir como saprdfitos facultativos, poseen
la capacidad de ser enddéfitos y pueden desarrollar dos
funciones, el ataque a los insectos plagas y dar
proteccion a la planta hospedera (Mantzoukas y
Eliopoulos, 2020; Sui et al., 2023; Zheng et al.,
2023).

Un aspecto a considerar para obtener resultados
positivos con el uso de entomopatégenos, es la
obtencién de cepas nativas, con lo que se asegura
mayor efectividad patogénica, debido a que ya estan
adaptadas a las condiciones ambientales de una
region especifica; al introducir cepas patégenas de
otras zonas geograficas, existe riesgo de que no se
adapten y que los resultados no sean los esperados
(Garcia-Garcia et al., 2014). De acuerdo con Wakil et
al. (2024), las diferencias de colonizacion entre las
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cepas fungicas pueden deberse a variaciones
fisiolégicas de los 6rganos de las plantas hospederas y
la capacidad especifica de adaptacion de
entomopatégeno. En este estudio los hongos
entomopatogenos endofitos A. crateriforme, M.
anisopliae, 1. fumosorosea, H. citriformis y T.
harzianum evaluadas en invernadero, si ofrecieron
proteccion eficiente ante la presencia del psilido
asiatico, debido a que las cinco cepas identificadas
lograron colonizar todas las plantas de lima persa que
fueron inoculadas y en los dos controles no se
observaron cambios. Al detectar la presencia de los
hongos entomopatogenos enddéfitos, las plantas
desencadenan respuestas defensivas bioquimicas a
otros fitopatégenos, estas incluyen la produccion de
compuestos como &cido salicilico y &cido jasmoénico,
fitohormonas que activan respuestas de defensa y
regulan la produccion de metabolitos secundarios,
ademéas sintetizan fitoalexinas con propiedades
antimicrobianas, fenoles y flavonoides, que reducen
el estrés oxidativo, a su vez las plantas emiten
compuestos volatiles que le comunican a otras plantas
vecinas del mismo cultivo, por medio de estimulos
externos que activen sus mecanismos de defensas
ante los patdgenos (Jones y Dangl, 2006).

CONCLUSION

Se identificaron los hongos entomopatégenos
enddfitos A. crateriforme, M. anisopliae, H.
citriformis, I. fumosorosea y T. harzianum en huertos
de lima persa en Veracruz, no existen registros de la
cepa A. crateriforme miconizando de forma natural a
D. citri en México. Se demostrd en condiciones de
invernadero que las cinco cepas colonizaron plantas
de lima persa y momificaron al psilido de los citricos:
A. crateriforme con 90%, M. anisopliae 85% y H.
citriformis 68%, I. fumosorosea colonizé el 65% y T.
harzianum un 50%, por lo tanto, si poseen potencial
como agentes de control biolégico por el método de
inundacion directa en la base del tallo y raices; de esta
forma las cepas se comportaron como enddfitas, al
establecerse en el sistema vascular de la planta, se
minimizd el riesgo de pérdida de viabilidad de la
suspension de conidios. Se plantea realizar ensayos en
vivero certificados con las cepas méas virulentas para
implementarlas como una nueva estrategia en el
manejo integrado de plagas (MIP) en campo, y asi
disminuir la incidencia del HLB en los arboles de
citricos. Ademas, se deben hacer pruebas para
conocer si no existen efectos negativos en los insectos
benéficos.
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