
como plaguicida en el control del minador de la hoja de los 

cítricos (Phyllocnistis citrella) [2], contra virus fitopatógenos 

como el de la mancha anular del papayo y del mosaico dorado 

del frijol [3].

Por otro lado, la citrolina también ha sido usada para 

la dispersión de conidios en formulaciones de hongos 

entomopatógenos como Beauveria bassiana [14] y 

Metarhizium anisopliae var. acridum (antes M. flavoviride) 

[8]. Este último hongo infecta la langosta, Schistocerca 

piceifrons ssp. piceifrons (Orthoptera: Acrididae), plaga 

devastadora de cultivos básicos y que fue detectada en 

780,000 ha de diferentes estados de la República Mexicana 

La citrolina o aceite mineral de verano (primaveral dormant 

spray) es un aceite parafínico destilado del petróleo, la 

fracción de aceite mineral es biodegradable, poco móvil en el 

suelo e insoluble en agua. La citrolina ha sido clasificada 

como insecticida de contacto. El producto es usado en zonas 

con climas fríos como agroquímico en frutales, 

principalmente como regulador y estimulador de la brotación 

de las yemas de vid y frambuesa [11, 16], en defoliación 

química en cultivos de manzano y durazno [1,7] y para el 

adelanto de la floración en ciruelo [6]. Además, se aplica 

Effect of citroline in the viability and in the proteases and chitinases 
production of the entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae var. 

acridum

Abstract. The effect of the mineral oil citroline (agrochemical, insecticide and conidial 

dispersant agent) in the viability, and in the proteases and chitinases production of 

Metarhizium anisopliae var. acridum was studied. Citroline showed a significant difference 

(p<0.05) in fungal viability when compared to the control without citroline (81.4% reduction 

of colony forming units). Although citroline didn't show significant effect (p>0.05) in the 

fungal production of proteases and chitinases, the activities’ halos were always reduced by 

the mineral oil, in 24.4 and 14.4%, respectively. The results suggest a negative effect on the 

viability of the fungus.
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Resumen. Se estudió el efecto del aceite mineral citrolina (agroquímico, insecticida y 

dispersante de conidios fúngicos) sobre la viabilidad y producción de proteasas y quitinasas 

de Metarhizium anisopliae var. acridum. Se observó diferencia significativa (p<0.05) en la 

inhibición del crecimiento (81.4 % de reducción de unidades formadores de colonias) al 

compararlo con un testigo sin citrolina. Aunque no se encontraron diferencias significativas 

(p>0.05) en la producción de proteasas y quitinasas entre hongo tratado y testigo, los halos 

de actividad enzimática disminuyeron 24.4 y 14.4%, respectivamente, en presencia de 

citrolina. Los resultados sugieren un efecto adverso en la viabilidad del hongo.
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[15]. Esta especie de Metarhizium está siendo usada como 

agente microbiano en el control biológico de la langosta y el 

chapulín en Africa [10] y en Australia [9]. En México está 

siendo aplicada en campo [8] como una alternativa al uso de 

insecticidas químicos.

Debido a algunos efectos tóxicos reportados para la 

citrolina ( , 

20/octubre/2004), y a su uso en formulaciones de conidios 

entomopatógenos [8, 14], en el presente trabajo se determinó 

su efecto in vitro sobre la viabilidad y producción de las 

enzimas proteasas y quitinasas de un cultivo monospórico, 

EH-502/8, derivado del cultivo original MaPl40 de M. 

anisopliae var. acridum, aislado de la langosta en México, 

proveniente del Centro Nacional de Referencia de Control 

Biológico, SAGARPA, Colima.

El hongo se cultivó en medio de papa dextrosa agar 

(PDA) (Bioxón, México) y se incubó durante 12 días a 28°C. 

7Se preparó una suspensión fúngica de 10  conidios/ml en 

citrolina, y un testigo sin citrolina, y se incubó durante 24 h a 

4°C. Luego, se determinó la viabilidad de los conidios de 

acuerdo a las unidades formadoras de colonias (UFC), en 

cajas de Petri con medio PDA, sembradas con 200 µl de 

diferentes diluciones de la suspensión fúngica incubando las 

cajas durante siete días a 28°C. El porcentaje de inhibición de 

crecimiento se calculó con la fórmula descrita en Mier et al. 

[12] y los resultados se compararon con el testigo. Para la 

determinación de proteasas se sembraron 100 µl de la 

7suspensión de 10  conidios/ml en fositas centrales de cajas 

con medio H (en g/l: dextrosa 5, sacarosa 10, extracto de 

levadura 5, peptona 0.5, agar 15) adicionado de 10 g/l de 

caseína (Sigma de México, México). Para la determinación de 

quitinasas, se sembró de igual manera que para las proteasas, 

solamente que en cajas con medio de sales (en g/l: KH PO  2 4

0.375, MgSO  0.275, agar 15) según Chul-Kang et al. [5], 4

adicionado de 20 g/l de quitina coloidal [4]. Las cajas se 

incubaron durante 8 días a 28°C, se midió el diámetro de los 

halos de producción de las enzimas en los medios respectivos, 

http://www.fer.es/luisbanares/pc/seguridad.htm
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y los resultados se compararon con los testigos sin citrolina. 

Todos los experimentos se hicieron por triplicado con cuatro 

réplicas y se aplicó análisis de varianza (ANOVA) de una vía 

[13].

Los ensayos fueron llevados a cabo con conidios con 

una viabilidad mayor a 96%. Después del tratamiento con 

citrolina se encontró un promedio de 207 UFC en 

comparación con 1114 UFC del testigo sin citrolina. Se 

observó inhibición de las UFC en un 81.4% en los conidios 

con citrolina, encontrando diferencia significativa (p<0.05) al 

compararla con el testigo. El diámetro promedio de los halos 

de proteasas en las cajas con citrolina fue de 29.0 mm en 

comparación con 38.4 mm del testigo; y para las quitinasas, 

de 21.4 mm en comparación con 25.0 mm del testigo. Los 

halos de actividad enzimática registraron una reducción del 

24.4 y 14.4%, para proteasas y quitinasas respectivamente, 

cuando el hongo se trató con citrolina. Al comparar los 

resultados con el testigo sin citrolina no se encontró diferencia 

significativa (p>0.05) en la producción enzimática.

En este estudio se mostró un efecto inhibitorio de la 

citrolina sobre la viabilidad de M. anisopliae var. acridum. 

Aunque no se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas en la disminución de la producción enzimática, 

el porcentaje de reducción de los diámetros de los halos de 

actividad de ambas enzimas indican que bajo las condiciones 

del estudio la citrolina incide, de alguna manera, en estos 

procesos fisiológicos. Tomando en consideración que la 

citrolina está siendo usada como agroquímico en el país, que 

causa síntomas toxicológicos por inhalación, ingestión o por 

contacto directo (

, 20/oct./2004), y que se observó un efecto 

adverso en la viabilidad del hongo entomopatógeno 

estudiado, se sugiere realizar otras investigaciones sobre este 

agroquímico que puedan elucidar sus efectos sobre 

microorganismos presentes tanto en los agroecosistemas 

como en el suelo. 

ht tp:/ /www.fer.es/ luisbanares/  

pc/seguridad.htm
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