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RESUMEN 

El cogollero del maíz Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) ha sido reportado 

como plaga de un sinnúmero de cultivos de importancia económica. Frente a dicha 

problemática se ha recurrido al control biológico como alternativa al uso de insecticidas 

químicos con impacto ambiental y cultivos transgénicos ante los cuales los insectos han 

desarrollado resistencia. No obstante, existen múltiples factores que influyen en la eficacia 

de los agentes de control biológico como lo es su origen, biología y las cepas a emplear, por 

lo que se prefiere aquellas nativas, debido a su adaptación a las condiciones locales, relación 

con hospederos, biología y etologías. Por ende, el objetivo del presente estudio fue evaluar 

in vitro Metarhizium spp. y Steinernema carpocapsae BC como agentes de control biológico 

del cogollero del maíz S. frugiperda. 

Los organismos de estudio fueron aislados a partir de muestras de suelo provenientes de 

Toribío, Cauca, por medio de la técnica insecto-trampa. Para el nemátodo entomopatógeno, 

se determinó el ciclo de vida en larvas del último instar de Galleria mellonella, y se evaluó 

su patogenicidad en larvas del tercer instar de S. frugiperda. Se encontró que S. carpocapsae 

lleva a cabo su ciclo de vida durante 8 días en G. mellonella, y alcanzó valores de porcentaje 

de mortalidad superiores al 90% en S. frugiperda con una dosis letal 50 (DL50) de 10 JIs/larva 

y un tiempo letal 50 (TL50) de 45 horas postinfección. 

En cuanto al hongo entomopatógeno, se obtuvieron nueve aislamientos caracterizados e 

identificados como pertenecientes al género Metarhizium. Se midieron variables asociadas a 

la producción de conidios por parte del entomopatógeno en diferentes medios de cultivo, así 

como también la patogenicidad en larvas del último instar de G. mellonella y Tenebrio 

molitor, como parte del proceso de selección de aislamientos a evaluar finalmente en S. 

frugiperda. Se seleccionó al agar Avena como el medio adecuado para la producción de 

conidios del hongo. Además, se reportaron porcentajes de mortalidad del 60% y 30% en T. 

molitor y G. mellonella respectivamente, por parte de los aislamientos Metarhizium sp. M2 

y Metarhizium sp. M9. Esta última causó el 60% de mortalidad al infectar larvas del tercer 

instar de S. frugiperda por medio de la técnica de aspersión y utilizando Tween 80 al 0,1% 

en la preparación del inóculo.  
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Se concluyó que los entomopatógenos estudiados constituyen una posible alternativa para el 

manejo del cogollero del maíz y se espera establecer el tipo de interacción que pueda 

presentarse entre los mismos. 
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1. INTRODUCCIÓN 

La producción agrícola es una de las actividades económicas más importantes del mundo, 

sector en el que se reportan pérdidas que alcanzan hasta el 33% y son causadas por agentes 

bióticos dentro de los cuales se encuentran los insectos (Cotes Prado, 2018). Uno de los 

cultivos de mayor importancia en países del neotrópico corresponde al maíz (Zea mays), 

sobre el que se han reportado plagas que comprenden insectos de diversos órdenes como 

Lepidoptera, dentro de los que se destaca el cogollero del maíz Spodoptera frugiperda 

(Casmuz et al., 2010). 

Frente a dicha problemática, se ha recurrido tradicionalmente al uso de insecticidas químicos, 

y más recientemente a la siembra de cultivos transgénicos ante los cuales las larvas han 

desarrollado resistencia (Casmuz et al., 2010; Lezama et al., 2005). Adicionalmente, el uso 

de compuestos químicos como insecticidas tiene un alto impacto ambiental al contaminar 

suelos y cuerpos de agua, sin mencionar el potencial tóxico y carcinogénico que tienen sobre 

los humanos y otros animales (Barón, Rigobelo & Zied, 2019). 

Como alternativa se ha implementado el control biológico, el cual es una estrategia basada 

en interacciones biológicas que consiste en la introducción de un agente exógeno dentro de 

un ambiente para controlar una plaga allí presente (Barón, Rigobelo & Zied, 2019). Los 

agentes de control biológico (ACB) abarcan grupos de organismos como bacterias, virus, 

nemátodos y hongos entomopatógenos, de los cuales algunos de los más frecuentemente 

empleados sobre un amplio espectro de insectos hospederos incluyendo a S. frugiperda, 

corresponden a hongos del género Metarhizium y a nemátodos del género Steinernema (Van 

Lenteren, 2003; Magan, Jackson & Butt, 2001; Grewal, Ehlers & Shapiro-Ilan, 2005; Caccia 

et al., 2014; Grijalba et al., 2018). 

No obstante, existen múltiples factores asociados a la eficacia de los entomopatógenos 

mencionados, incluyendo el origen de las cepas a emplear dentro de los programas de control 

biológico. En contraste con microorganismos foráneos que hacen parte de productos 

comerciales, se considera que las especies nativas se encuentran adaptadas a las condiciones 

locales incluyendo a los posibles hospederos allí presentes, y que como consecuencia de ello 

pueden ejercer un efecto de control biológico prolongado y eficaz. Adicionalmente, las cepas 

nativas representan una alternativa segura en términos de impacto ambiental, dado que al ser 
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propias del ambiente del que se aislaron, no constituyen una amenaza para las dinámicas 

poblacionales del ecosistema como sí lo pueden hacer las cepas foráneas (Noujeim, Rehayem 

& Nemer, 2015; Labaude & Griffin, 2018). 

Las cepas aisladas, previo a considerárseles como potenciales agentes de control biológico, 

deben someterse a un proceso de identificación y caracterización de aspectos biológicos que 

pueden influir en su eficacia. De este modo, la pregunta de investigación que surge es, ¿S. 

frugiperda es afectada por los entomopatógenos Metarhizium spp. y S. carpocapsae BC al 

emplearse como agentes de control biológico? Al evaluar estos agentes de control, se 

contribuiría a una alternativa a mediano plazo para el manejo del insecto plaga S. frugiperda 

en cultivos de maíz, mejorando así la productividad de los mismos. 
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2. MARCO TEÓRICO 

El maíz (Zea mays: Poaceae) es uno de los cultivos de cereales más importantes a nivel 

mundial, y cuya producción particularmente en Colombia para el año 2017 fue de 1’296199 

toneladas en cerca de 382890 hectáreas (FAOSTAT, 2019). Su domesticación ocurrió hace 

más de 10000 años por civilizaciones mesoamericanas con fines alimenticios que prevalecen 

hoy en día debido a sus propiedades nutricionales, junto con otros usos como lo son el 

forrajeo y la producción de biocombustibles (Jiménez-López, 2012). 

En cuanto a las condiciones para el cultivo de maíz se refiere, cabe destacar que además de 

la demanda de macro y micronutrientes que este requiere, la presencia de un sinnúmero de 

plagas exige la aplicación de plaguicidas (Barnes, 2016). Las pérdidas causadas por plagas 

de diferente origen alcanzan hasta el 31,2% de la producción, en donde aquellas de origen 

animal representan el 9,6% (Popp, Peto & Nagi, 2013). Con el fin de confrontar dicha 

situación, se estima que para el año 2017 se aplicaron 4440,5 toneladas de insecticidas a nivel 

mundial (FAOSTAT, 2019). Dentro de los plaguicidas comúnmente utilizados para su 

manejo se destacan algunos como piretroides y organofosforados (Meissle, Romeis & Bigler, 

2011). Otras aproximaciones para el control de las plagas incluyen al manejo cultural por 

medio de la rotación de cultivos, en donde la siembra secuencial de diferentes cultivos en 

una misma área, disminuye la susceptibilidad de los mismos ante la posible aparición de 

enfermedades (Barnes, 2016). En el contexto del control biológico, tanto patógenos como 

parasitoides han sido ampliamente utilizados sobre diversos insectos limitantes en cultivo de 

maíz (Ordóñez-García et al., 2015). 

Específicamente algunas plagas importantes de insectos reportadas para el cultivo de maíz 

corresponden a Helicoverpa zea (Lepidoptera), Dalbulus maidis (Hemiptera), Diabrotica 

spp. (Coleoptera), Frankliniella spp. (Thysanoptera) y la más importante, Spodoptera 

frugiperda (Lepidoptera) (De Lange et al., 2014). 

El cogollero del maíz, S. frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), es un lepidóptero cuya 

distribución natural se extiende desde Argentina hasta Canadá a lo largo de todo el continente 

de América (Ashley et al., 1989). No obstante, en los últimos años se ha reportado su 

presencia en otros continentes como África y Asia (Wu et al., 2019). Su ciclo de vida inicia 

con la producción por parte de la hembra de aproximadamente 1000 huevos en grupos de 



6 
 

150 a 200, generalmente en el envés de las hojas de la planta. Luego de 2 a 4 días eclosionan 

los huevos y emergen larvas de color verde con tonos negros o grises que alcanzan longitudes 

de hasta 4 cm. La etapa larvaria consta de 5 a 6 estadíos y dura entre 14 y 21 días, en los 

cuales se alimenta de diversas partes de la planta. Posteriormente ocurre la formación de 

pupas durante 9 a 13 días, a partir de éstas emergen los adultos que viven entre 10 y 21 días 

(Uzayisenga et al., 2018). 

Las larvas de S. frugiperda se han reportado como insectos polífagos de hasta 186 cultivos, 

principalmente de las familias Poaceae, Fabaceae, Solanaceae y Asteraceae, entre las que se 

encuentran el maíz, sorgo, alfalfa, arroz, trigo, caña de azúcar, sorgo, maní, tomate, pimiento 

y girasol, entre otros. Como consecuencia de ello, se han estimado pérdidas económicas 

significativas (Grijalba et al., 2018; Wu et al., 2019; Uzayisenga et al., 2018; Casmuz et al., 

2010). El manejo de esta plaga, particularmente en maíz, se ha realizado recurriendo a la 

modificación genética de la planta por medio de la expresión de genes que codifican toxinas 

de la bacteria entomopatógena Bacillus thuringiensis (Casmuz et al., 2010). Adicionalmente, 

se ha implementado la aplicación de productos naturales que contienen extractos de plantas 

como Crescentia alata (Bignoniaceae) (Valladares-Cisneros et al., 2014).  

A nivel de control biológico se han utilizado una amplia variedad de agentes. Se conocen 

alrededor de 150 especies de parasitoides de este insecto pertenecientes a diversos grupos 

taxonómicos que incluyen el orden Hymenoptera como Telenomus remus (Platygastridae), 

Campoletis sonorensis (Ichneumonidae) y Chelonus insularis (Braconidae). También se han 

reportado coleópteros predadores como Coleomegilla maculata e Hippodamia convergens 

(Coccinelidae) (Hernández-Trejo et al., 2018). Así mismo, se han evaluado microorganismos 

entomopatógenos como agentes de control de esta plaga. Algunos ejemplos corresponden 

precisamente a la bacteria B. thuringiensis, virus de la familia Baculoviridae como 

Nucleopolyhedrovirus y Granulovirus, nemátodos tanto del género Heterorhabditis como 

Steinernema y hongos de los géneros Metarhizium y Beauveria (Caccia et al., 2014; Grijalba 

et al., 2018; Soares-Figuereido et al., 2019; Barrera-Cubillos, Gómez-Valderrama & Rivero, 

2017; Pidre et al., 2019; Ramírez-Arias et al., 2019; García, Raetano & Leite, 2008; Huot et 

al., 2019; García, González & Bautista, 2011; Lezama et al., 2005). 
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En cuanto al hongo entomopatógeno de interés del presente trabajo, es preciso mencionar 

que Metarhizium spp. es un hongo ascomiceto de distribución cosmopolita y que pertenece 

a la clase Hyphomycetes. El ciclo de vida de Metarhizium spp. dura entre 7 y 10 días, e inicia 

con la adhesión de los conidios producidos por el hongo a la cutícula de su respectivo insecto 

hospedero. Posteriormente se produce la germinación del propágulo al formarse el tubo 

germinal que luego se diferencia a un apresorio, estructura que le permitirá penetrar la barrera 

física por medio de fuerza mecánica en conjunto con la producción de enzimas como 

quitinasas, proteasas y lipasas. Una vez dentro del hospedero, el hongo debe proliferar dentro 

del hemocele y los tejidos del insecto, y colapsar el sistema inmune del mismo por medio de 

la producción de toxinas como lo son las destruxinas. Cuando ocurre la muerte del hospedero, 

el hongo debe formar micelio que emerja del cadáver, para luego llegar a la etapa de 

dispersión que consiste en la producción de propágulos que le permitan colonizar nuevos 

hospederos (Boomsma et al., 2014; Mora, Castilho & Fraga, 2017). 

Debido al amplio espectro de hospederos que pueden infectar, los hongos del género 

Metarhizium han sido utilizados en el sector agrícola en cultivos alimenticios y ornamentales, 

así como también en el sector de salud pública para el control de vectores de transmisión de 

enfermedades (Lacey et al., 2015). En lo que concierne a S. frugiperda, se han encontrado 

porcentajes de mortalidad del 78,66 % causados por M. anisopliae a una concentración de 

1x109 conidios/mL (García, González & Bautista, 2011). Grijalba et al. 2018 reportaron 

valores de mortalidad del 96,43 % causados por un biopesticida con 1x107 conidios/mL de 

M. rileyi. 

Por su parte, los nemátodos del género Steinernema pertenecientes a la familia 

Steinernematidae constituyen un grupo de organismos de distribución cosmopolita. Su 

aplicación se ha desarrollado en el sector agrícola para el control de insectos plaga de cultivos 

alimenticios y ornamentales. Dentro de su ciclo de vida se encuentra un estadío de vida libre 

resistente a condiciones ambientales de estrés denominado juvenil infectivo (JI), 

caracterizado por no alimentarse durante tiempos prolongados, buscar activamente a su 

hospedero y ser el vector de las bacterias entomopatógenas simbiontes del género 

Xenorhabdus. Dichas bacterias se encuentran albergadas en los JI en una estructura 

especializada llamada receptáculo, producto de la modificación de las dos células más 
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anteriores del intestino. Luego de ubicar y entrar a su insecto hospedero, los JI migran a la 

hemolinfa en donde proceden a alimentarse y a liberar sus bacterias simbiontes. Las bacterias 

se reproducen, producen toxinas y matan al insecto entre las siguientes 24 a 48 horas (Lacey 

et al., 2015; Campos-Herrera, 2015). 

La relación descrita anteriormente es mutualista y obligada bajo condiciones naturales. En 

dicha simbiosis las bacterias se benefician por los nemátodos al ser transportadas de 

hospedero a hospedero por el JI, dado que son incapaces de vivir de manera libre en el suelo. 

Como consecuencia de la septicemia causada por las bacterias, los nemátodos se benefician 

al emplear el cadáver como sustrato para su desarrollo y crecimiento. Adicionalmente, las 

bacterias producen bacteriocinas y antimicrobianos que protegen al nemátodo de otros 

agentes patógenos (Lacey et al., 2015; Campos-Herrera, 2015). Cuando la disponibilidad de 

nutrientes es alta en el cadáver del insecto hospedero, los nemátodos se desarrollan de manera 

normal al mudar a través de distintos estadíos (J1, J2, J3, J4 y adulto). Cuando la 

disponibilidad de nutrientes es limitada en el cadáver del insecto hospedero, los J2 se 

diferencian a JI en vez de J3. En dicha diferenciación, el juvenil atraviesa cambios 

fisiológicos y anatómicos como dejar de alimentarse al cerrar la boca y el ano luego de 

albergar las bacterias simbiontes, y presentar doble cutícula. Finalmente, los JI salen del 

hospedero insecto para buscar otros hospederos (Campos-Herrera, 2015). 

Previamente se ha evaluado el efecto de algunas especies de Steinernema como agentes de 

control biológico de S. frugiperda. Andaló et al. 2010 encontraron valores de hasta el 95 % 

de mortalidad causada por cinco especies de Steinernema y en específico del 90 % por S. 

carpocapsae en un inóculo con 500 JI/larva. 
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3. OBJETIVOS 

Objetivo general 

- Evaluar in vitro Metarhizium spp. y S. carpocapsae BC como agentes de control 

biológico del cogollero del maíz S. frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae). 

Objetivos específicos: 

- Caracterizar el ciclo de vida del nemátodo entomopatógeno S. carpocapsae BC. 

- Evaluar la patogenicidad del nemátodo entomopatógeno S. carpocapsae BC sobre 

larvas del cogollero del maíz, S. frugiperda. 

- Seleccionar aislamientos de Metarhizium spp. con actividad entomopatogénica 

provenientes de Toribío, Cauca. 

- Evaluar la patogenicidad de dos aislamientos del hongo entomopatógeno 

Metarhizium spp. sobre larvas del cogollero del maíz, S. frugiperda. 
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4. METODOLOGÍA 

Organismos de estudio 

El hongo entomopatógeno Metarhizium spp. y el nemátodo entomopatógeno S. carpocapsae 

BC fueron aislados a partir de muestras de suelo provenientes de Toribío, Cauca, por medio 

de la técnica insecto-trampa. Para los ensayos, los aislamientos de Metarhizium spp. fueron 

reactivadas al ser cultivadas en agar avena durante 10 días a 28 °C a partir del banco de 

conservación elaborado posterior a su aislamiento. Por su parte, S. carpocapsae se reactivó 

al producir juveniles infectivos (JI) en G. mellonella 8 días antes de los ensayos, que fueron 

colectados por medio de trampas White. 

Las larvas de tercer instar de S. frugiperda fueron adquiridas en AGROSAVIA y mantenidas 

en recipientes de plástico individuales bajo condiciones de temperatura de 24°C, fotoperiodo 

12 horas luz:12 horas oscuridad y dieta (García, González & Bautista, 2011). Las larvas de 

último instar de G. mellonella y Tenebrio molitor fueron provistas por el laboratorio de 

Control Biológico de la Pontificia Universidad Javeriana. Los ensayos fueron llevados a cabo 

en el laboratorio de la Unidad de Investigaciones Agropecuarias (UNIDIA) y laboratorio de 

Control Biológico de la Pontificia Universidad Javeriana. 

 

Caracterización del ciclo de vida del nemátodo entomopatógeno S. carpocapsae BC 

Se utilizó un diseño completamente aleatorizado con 72 larvas de G. mellonella en total para 

cada una de las cuatro réplicas en el tiempo. Se prepararon suspensiones con 5 JIs de S. 

carpocapsae BC con el fin de infectar larvas del último instar de G. mellonella al inocular 

círculos de papel filtro contenidos en placas multipozos de 24 pozos, y en donde se 

mantuvieron las larvas durante el ensayo. Las placas fueron almacenadas bajo condiciones 

ambientales en neveras de icopor. 

Para el muestreo, se seleccionaron de manera aleatoria cuatro larvas infectadas que fueron 

transferidas a cajas de Petri estériles donde fueron disectadas con cuchillas Minora y alfileres 

entomológicos. Se realizaron lavados con solución Ringer y se tomaron cinco alícuotas de 

30 μL de las suspensiones obtenidas. Se observó al microscopio para determinar el estadío 

de desarrollo del nemátodo presente según las descripciones morfológicas realizadas por 
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Wouts (1980), así como el porcentaje de invasión. Los muestreos fueron realizados cada 12 

horas durante 9 días (Elawad, Gowen & Hague, 1999; Navon & Ascher, 2000). 

 

Determinación de dosis letal 50 (DL50) y tiempo letal 50 (TL50) del nemátodo 

entomopatógeno S. carpocapsae BC en S. frugiperda 

Para determinar la DL50 y TL50 se emplearon 15 larvas de tercer instar de S. frugiperda por 

tratamiento, aplicando un diseño completamente aleatorizado. La unidad experimental 

consistió de un recipiente de plástico de 10 cm3, con 5 cm3 de arena de río estéril y una larva. 

La arena de río se inoculó con suspensiones de 0, 10, 30, 50, 70, 90 JIs/larva en un volumen 

de 900 μL. El control negativo correspondió a agua destilada estéril. El ensayo fue realizado 

tres veces en el tiempo (Correa-Cuadros, Rodríguez-Bocanegra y Sáenz-Aponte, 2014). 

El monitoreo fue realizado cada 12 horas durante 5 días registrando el número de larvas 

muertas, teniendo en cuenta siempre la sintomatología asociada a la infección por el 

nemátodo, es decir, larvas de consistencia flácida y coloración marrón. Con dichos datos se 

calculó el porcentaje de mortalidad y tiempo de mortalidad promedio por tratamiento, además 

de un análisis Probit para determinar la DL50 y TL50 en el software Prism GraphPad v 8.0.1 

(244).  

Respecto al análisis estadístico realizado en el software de IBM SPSS Statistics v 1.0.0.1327, 

se aplicó la prueba ANOVA de una vía y la prueba de comparaciones múltiples de Tukey, 

con el fin de determinar diferencias significativas entre las concentraciones del nemátodo 

evaluadas y mencionadas previamente, siempre utilizando un valor de α = 0,05. 

 

Aislamiento de Metarhizium spp. a partir de insectos trampa 

Se revisaron 40 larvas de G. mellonella y 56 de T. molitor utilizadas en la técnica de insecto-

trampa para el aislamiento de entomopatógenos a partir de muestras de suelo provenientes 

de Toribío, Cauca. Las zonas de muestreo fueron: Bosque de CECIDI – Bosque de la 

Chicharra (02°56’0,99” N 76°17’19,8” W; 1863 m.s.n.m; temperatura del suelo = 16,4 °C), 

Cafetal de CECIDI – Lote de café (02°56’0,45” N 76°17’19,1” W; 1852 m.s.n.m; 
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temperatura del suelo = 16,6 °C) y El Toul (02°56’0,39” N 76°17’15” W; 1820 m.s.n.m; 

temperatura del suelo = 18,5 °C).  

Se realizaron observaciones a nivel macroscópico y microscópico, y posteriores siembras en 

agar papa dextrosa – PDA. Las colonias obtenidas también fueron caracterizadas macro y 

microscópicamente. A partir de ellas se realizó identificación taxonómica a nivel de género, 

siguiendo la clave taxonómica de Barnett y Hunter (Barnett & Hunter, 2010). 

Adicionalmente, se realizó un banco de conservación en glicerol a -20 °C para los 

aislamientos purificados y nombrados con la letra M y los números del 1 al 9. 

 

Evaluación cualitativa y cuantitativa de la producción de conidios de ocho aislamientos de 

Metarhizium spp. en diferentes medios de cultivo 

A partir de los bancos de conservación elaborados se sembraron por triplicado cada una de 

los ocho aislamientos a evaluar en tres medios de cultivo diferentes (PDA, agar avena y agar 

V8) y se incubaron por 9 días a 28 °C. Para la evaluación cualitativa se monitorearon las 

cajas cada dos días a partir del tercer día de incubación y se describió la producción de 

conidios en una escala de 0 a 3 según lo observado. 

Para la evaluación cuantitativa, una vez transcurridos los 9 días de incubación, se seleccionó 

una caja por cada aislamiento en los distintos medios de cultivo evaluados. Se agregaron 5 

mL de agua destilada estéril con el fin de raspar la colonia con un bajalenguas estéril y así 

obtener una suspensión, a partir de la cual, se realizó un recuento en cámara de Neubauer por 

duplicado. Adicionalmente, se llevó un registro fotográfico para medir el área total de las 

colonias, el área de producción de conidios, porcentaje de producción de conidios, número 

de conidios totales producidos, número de conidios/cm2 de colonia y número de conidios/cm2 

de producción de conidios. Para ello se utilizó el software ImageJ v 1.53a. 

Respecto al análisis estadístico realizado en el software de IBM SPSS Statistics v 1.0.0.1327, 

se aplicó la prueba ANOVA de una vía y la prueba de comparaciones múltiples de Tukey, 

con el fin de determinar diferencias significativas entre los medios evaluados para cada una 

de las variables del análisis cuantitativo medidas y mencionadas previamente, siempre 

utilizando un valor de α = 0,05. 
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Prueba de confirmación de patogenicidad de cuatro aislamientos del hongo 

entomopatógeno Metarhizium spp. en T. molitor (Tenebrionidae) y G. mellonella 

(Pyralidae) 

Para este ensayo se utilizó un diseño completamente aleatorizado. Se prepararon 

suspensiones conidiales en agua destilada estéril a partir de siembras de los aislamientos de 

Metarhizium spp. de 10 días en agar avena y se incluyeron controles absolutos 

correspondientes a larvas de cada uno de los modelos a evaluar sin manipulación alguna. El 

inóculo fue ajustado en cámara de Neubauer a una concentración de 1x107 conidios/mL y se 

tomó una alícuota de 0,4 mL que se agregó a un frasco de compota con 40 mL de agua 

destilada estéril. En dicha suspensión se sumergieron 10 larvas del último instar, tanto de T. 

molitor como de G. mellonella de manera independiente, durante 30 segundos, y luego fueron 

transferidas a placas multipozo de 24 pozos con círculos de papel filtro estéril. Las placas 

fueron almacenadas bajo condiciones ambientales en neveras de icopor (Inglis, Goettel & 

Enkerli, 2012). 

El monitoreo fue realizado cada 24 horas durante 14 días registrando el número de larvas 

muertas, siempre teniendo en cuenta la sintomatología asociada a Metarhizium sp., 

correspondiente a larvas rígidas de coloración verde. Con dichos datos se calculó el 

porcentaje de mortalidad promedio y el tiempo de mortalidad promedio, para así seleccionar 

una de los aislamientos y emplearla en los ensayos posteriores.  

En cuanto al análisis estadístico realizado en el software de IBM SPSS Statistics v 1.0.0.1327, 

se aplicó la prueba ANOVA de una vía y la prueba de comparaciones múltiples de Tukey 

con el fin de determinar diferencias significativas entre los tratamientos evaluados y 

mencionados previamente, siempre utilizando un valor de α = 0,05. 

 

Prueba de patogenicidad de dos aislamientos del hongo entomopatógeno Metarhizium 

spp. en S. frugiperda 

Se evaluaron diferentes métodos para inocular los aislamientos seleccionados en el punto 

anterior con base en el tiempo y el porcentaje de mortalidad de Metarhizium sp. sobre G. 
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mellonella y T. molitor. Esto con el fin de estandarizar el protocolo de infección para los 

ensayos de patogenicidad propiamente dichos. 

Se utilizó un diseño factorial con dos factores: método de inoculación (inoculación por 

inmersión o aspersión de la arena de río) y diluyente empleado en la preparación de la 

suspensión (agua destilada estéril o Tween 80 al 0,1%). Para los tratamientos relacionados al 

método de inmersión, se siguió el protocolo descrito previamente, ajustando el inóculo a 

1x107 conidios/mL. Para aquellos tratamientos asociados al método de inoculación de la 

arena de río, el volumen del inóculo correspondió al de capacidad de campo de la arena 

(Inglis, Goettel & Enkerli, 2012). La unidad experimental fue la misma a la descrita 

previamente en las pruebas con S. carpocapsae. 

Se utilizaron 10 larvas de tercer instar de S. frugiperda para cada tratamiento y posterior a la 

inoculación fueron transferidas a recipientes plásticos individuales con arena de río estéril 

humedecida a capacidad de campo, como se indicó en los ensayos anteriores. Los recipientes 

fueron almacenados bajo las condiciones de mantenimiento de S. frugiperda descritas 

previamente.  

El monitoreo fue realizado cada 24 horas durante 14 días para calcular el porcentaje de 

mortalidad y tiempo de mortalidad promedio. Se registró el número de larvas muertas, 

teniendo en cuenta la sintomatología asociada a Metarhizium sp.: larvas rígidas de coloración 

verde. Se incluyeron controles correspondientes a larvas de S. frugiperda sumergidas en dos 

diluyentes diferentes: Tween 80 al 0,1% y agua destilada, además de larvas ubicadas en arena 

humedecida con los dos mismos diluyentes. 

Teniendo en cuenta el periodo de contingencia a causa de la pandemia del COVID-19, solo 

fue posible abordar la actividad descrita hasta los ensayos preliminares para la 

estandarización del protocolo de infección y la selección de los aislamientos a emplear en los 

siguientes ensayos. En dichos ensayos se comprobaría la patogenicidad del hongo en S. 

frugiperda y se determinaría su respectiva dosis letal 50 (DL50) y el tiempo letal 50 (TL50). 
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Caracterización del ciclo de vida del nemátodo entomopatógeno S. carpocapsae BC 

Las larvas de G. mellonella infectadas con S. carpocapsae BC presentaron como 

sintomatología consistencia flácida y coloración marrón, y el nemátodo desarrolló su ciclo 

de vida en un tiempo aproximado de 8 días al interior del insecto.  

Como se ha reportado para otras especies del género Steinernema, los JIs probablemente 

ingresaron a través de cavidades naturales como la boca, ano y espiráculos de la larva. 

Particularmente, S. carpocapsae BC presentó un porcentaje de invasión de 3 a 5 JIs 

correspondiente a 70% en promedio (60-100%). Ello puede relacionarse a que existen 

limitantes intrínsecas al hospedero y que condicionan la capacidad invasiva de los 

nemátodos, como lo son la obstrucción generada por el aparato bucal del insecto y la 

expulsión de los entomopatógenos a través de la materia fecal del mismo (Campos-Herrera, 

2015). 

Una vez al interior de la larva y a las 12 horas postinfección, los juveniles infectivos (JIs) 

caracterizados por presentar una doble cutícula que les confiere resistencia a condiciones 

ambientales en su etapa de vida libre, atravesaron la pared digestiva del insecto y llegaron al 

hemocele. Allí excretaron a través del ano las bacterias simbiontes albergadas en las células 

más anteriores del intestino, identificadas como X. nematophila BC (com. pers Sáenz-

Aponte, 2020). Estas se multiplicaron y causaron la muerte de las larvas por septicemia a las 

60 horas postinfección, como consecuencia de la producción de toxinas. 

Luego de esto, los JIs utilizaron como sustrato al cadáver de la larva al alimentarse de ella y 

mudar al estadío preadulto o J4 a las 72 horas postinfección. Los J4 exhibieron el desarrollo 

temprano de estructuras reproductivas como lo son las espículas en el caso de los machos y 

la vulva en el caso de las hembras. A las 96 horas se observaron adultos completamente 

desarrollados, con estructuras reproductivas diferenciadas como testículos (macho), ovarios 

(hembra). A las 108 horas se reportó la presencia de hembras adultas con huevos al interior 

de su útero, y en el mismo lapso de tiempo se distinguieron huevos libres dentro de la larva 

del insecto. 
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Transcurridas 132 horas, se encontraron los primeros J1 que emergieron a partir de los 

huevos, identificados por su apariencia translúcida. A las 144 horas se distinguieron J2, que 

además de ser de mayor tamaño que los J1, se caracterizaron por presentar una coloración 

más opaca y por su cola más alargada. 

Los J3 fueron observados a las 156 horas y fueron reconocidos por presentar el sistema 

digestivo claramente visible, específicamente su esófago rabditoide, además de su intestino 

lleno, debido al proceso de alimentación a partir de la larva del insecto, boca-ano abiertos y 

sólo una cuticula. A partir de las 168 horas se encontraron varios de los estadíos descritos de 

manera simultánea, lo que se asocia a la existencia de una nueva generación de S. 

carpocapsae BC al interior del hospedero, y, por consiguiente, un ciclo de vida largo. 

Por último, a las 192 horas se distinguieron nuevamente JIs que dejaron de alimentarse, 

presentaron ano y boca cerrados, conservaron la cutícula de la muda anterior, por lo que 

estaban próximos a emerger de la larva, denotando así el fin del ciclo de vida del nemátodo 

entomopatógeno. Además, se observaron hembras adultas en endotokia matricida, lo cual, 

junto con la presencia de nuevos JIs, refleja el agotamiento de nutrientes al interior de la larva 

como consecuencia de la alta densidad poblacional en la misma (Campos-Herrera, 2015). En 

la Figura 1 se resume el ciclo de vida de S. carpocapsae BC. 

Previamente se ha determinado el ciclo de vida de S. carpocapsae, y se ha reportado que se 

lleva a cabo a los 8 días postinfección (192 horas), por lo que los resultados obtenidos 

concuerdan con lo descrito para esta especie en la literatura (Bornstein-Forst, Kiger & Rector, 

2005). La duración del ciclo depende además del tamaño del hospedero; esto teniendo en 

cuenta que entre más grande sea el insecto, representa una mayor oferta de nutrientes para el 

nemátodo, al permitir la coexistencia de más de una generación y por ende, ciclos con lapsos 

de tiempo más largos (Bastidas, Portillo & San Blas, 2014).
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Figura 1. Ciclo de vida de S. carpocapsae BC en larvas de G. mellonella. Las flechas rojas indican cambios debido al agotamiento de los 

nutrientes al interior de la larva.  
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Determinación de dosis letal 50 (DL50) y tiempo letal 50 (TL50) del nemátodo 

entomopatógeno S. carpocapsae BC en S. frugiperda 

Las larvas de S. frugiperda infectadas con S. carpocapsae BC presentaron coloración marrón 

verdosa y consistencia flácida (Figura 2A, B). Además, a los 6 días post infección, se 

observaron JIs emergiendo de los cadáveres de las larvas (Figura 2C).  

  

Figura 2. Sintomatología de S. frugiperda asociada a la infección por S. carpocapsae BC. A. 
Larva del tercer instar sana. B. Larva del tercer instar infectada por S. carpocapsae BC. C. Juveniles 

infectivos de S. carpocapsae BC emergiendo de larva de tercer instar de S. frugiperda infectada. 

 

La obtención de JIs a los 6 días a partir de larvas de S. frugiperda, y en comparación con el 

ciclo de vida de 8 días del mismo nemátodo en G. mellonella, permite inferir que en el 

cogollero del maíz el nemátodo se desarrolla en un ciclo de vida de tipo corto. Lo anterior 

puede asociarse al tamaño del hospedero, teniendo en cuenta que para los ensayos con G. 

mellonella se emplearon larvas de último instar que pesan entre 250 y 300 mg, mientras que 

para los ensayos con S. frugiperda se utilizaron larvas del tercer instar que apenas alcanzan 

los 120 mg (Nogueira et al., 2019; Figueiredo-Godoi et al., 2019). 

Un factor adicional a considerar corresponde al instar del hospedero dado que, si este se 

encuentra en un estadío de desarrollo temprano como el primer y segundo instar, la capacidad 

de albergar altas densidades poblacionales del nemátodo es limitada. Por otro lado, si la larva 

es de un estadío de desarrollo avanzado como el cuarto y quinto instar, es menos susceptible 

ante la infección con entomopatógenos. Teniendo en cuenta lo anterior, se recomienda el uso 

de larvas en estadíos intermedios como las de tercer instar (Leyva-Hernández et al., 2018; 

Campos-Herrera, 2015). 
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La DL50 obtenida fue entre 8,80 y 10,06 JIs/larva, inversamente proporcional al tiempo 

analizado (Tabla 1). Valores semejantes han sido determinados para la misma especie de 

nemátodo en otros modelos de lepidópteros como Plutella xylostella, (Zolfagharian et al., 

2015).  

Tabla 1. DL50 de S. carpocapsae BC en larvas de tercer instar de S. frugiperda. Se reporta el valor 

promedio obtenido para cada 12 horas durante los tiempos evaluados, así como su respectiva 

desviación estándar. Se excluye el tiempo de 24 horas dado que para el mismo se reportaron valores 

de porcentaje de mortalidad menores al 50%. 

 

Tiempo (horas) DL50 

48 10,06 ± 5,25 

72 9,23 ± 4,73 

96 8,80 ± 3,97 

 

Por su parte, para el TL50 se reportaron valores entre 25 y 45 horas aproximadamente, con 

una tendencia inversamente proporcional respecto a la concentración del nemátodo (Figura 

3).  

 

Figura 3. Tiempo letal 50 (TL50) de diferentes concentraciones de S. carpocapsae BC en S. 

frugiperda. Se presenta el promedio de los valores obtenidos para cada concentración y su respectiva 

desviación estándar. 
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Es preciso mencionar que hubo una correspondencia entre los datos observados al calcular 

la DL50 y el TL50, dado que a las 48 horas postinfección se reportó un valor de DL50 de 

aproximadamente 10 JIs/larva, y para la concentración de 10 JIs/larva se estimó un valor de 

TL50 de 45 horas, por lo que resulta válido afirmar que los resultados obtenidos para las 

variables mencionadas fueron coherentes entre sí. 

Adicionalmente, se reportaron porcentajes de mortalidad superiores al 75% a partir de las 48 

horas postinfección para todas las concentraciones evaluadas, y superiores al 90% al final del 

ensayo para los tratamientos con 30, 50, 70 y 90 JIs/larva. No hubo diferencias significativas 

entre los tratamientos evaluados (Figura 4). 

  

Figura 4. Porcentaje de mortalidad de S. frugiperda en función del tiempo en horas 

postinfección con diferentes concentraciones de S. carpocapsae BC. Se representa el valor 

promedio del porcentaje de mortalidad y su respectivo error estándar para cada concentración. 

 

En cuanto al porcentaje de mortalidad, se han reportado valores de 75% a las 96 horas en 

larvas de S. frugiperda infectadas con 100 JIs/larva de S. carpocapsae. En el mismo modelo 

de insecto y lapso de tiempo, pero con 100 JIs/larva de S. diaprepesi y 500 JIs/larva de S. 

riobrave se alcanzaron porcentajes de mortalidad de 100% y 90% respectivamente (Andaló 

et al., 2010; Caccia et al., 2014; Leyva-Hernández et al., 2018).  

Las diferencias entre las especies del género Steinernema en cuanto a la mortalidad sobre S. 

frugiperda podrían relacionarse al tipo de estrategia de forrajeo que ejecutan. S. carpocapsae 

al ser un nemátodo entomopatógeno de tipo emboscador, es decir que espera a su hospedero, 

se encuentra más adaptado a estadíos móviles como lo son las larvas. En contraste, los 
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nemátodos de otras especies como S. riobrave exhiben comportamientos intermedios entre 

la estrategia crucero y emboscadora por lo que, al no estar adaptados a un hospedero en 

particular, podrían no ser igual de eficaces sobre estadíos larvarios o requerir mayores 

concentraciones de JIs para infectar a su hospedero (Campos-Herrera, 2015). 

Aislamiento de Metarhizium spp. a partir de insectos trampa 

Al revisar las muestras de insectos trampa, se encontraron cuatro morfotipos asociados a los 

cadáveres de las larvas utilizadas. De las 56 larvas de T. molitor y las 40 larvas de G. 

mellonella examinadas, 21 de cada uno de los dos modelos estaban infectadas con morfotipos 

correspondientes a Metarhizium y distinguidos por su textura pulverulenta, aspecto seco y 

color verde oliva (Tabla 2). 

Tabla 2. Número de larvas de T. molitor y G. mellonella con presencia de Metarhizium spp. 

Insecto-trampa Metarhizium Otros hongos Total 

Tenebrio molitor 21 35 56 

Galleria mellonella 21 19 40 

Total 42 54 96 

 

Las larvas infectadas con morfotipos de Metarhizium provenían principalmente de un lote de 

café, reportándose allí 19 larvas de T. molitor y 17 larvas de G. mellonella (Tabla 3). De las 

42 larvas infectadas con el hongo descrito fue posible obtener únicamente nueve aislamientos 

debido a la carga microbiana de las muestras revisadas, las cuales presentaron crecimiento 

de más de un morfotipo de hongo de manera simultánea. 

Independientemente del modelo de insecto, la sintomatología asociada consistió en larvas de 

consistencia dura y coloración inicialmente blanca por la presencia de micelio blanco 

algodonoso, progresivamente verde como producto de la acumulación de conidios que brinda 

el aspecto seco pulverulento de la larva (Figura 5A, B). A nivel microscópico se describió 

micelio vegetativo septado, hialino y delgado; ameroconidios hialinos de forma ovoide y 

pared gruesa, que al agregarse en arreglo catenulado formando grupos de cadenas dispuestas 

a manera de columnas exhiben una pigmentación verdosa (Figura 5C); fiálides (células 

conidiogénicas) de cuello corto ubicadas en grupos en el ápice del conidióforo, ramificado 

verticiladamente (Mongkolsamrit et al. In Press, 2020). 
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Tabla 3. Larvas de T. molitor y G. mellonella infectadas con Metarhizium spp. Se presenta el 

número de individuos de cada modelo de insecto-trampa presuntivamente infectados con 

Metarhizium spp. para cada una de los lugares y zonas de muestreo donde se observó dicho morfotipo. 

Insecto-trampa 

Lugar de muestreo 

Total Bosque de 

CECIDI 

Cafetal de 

CECIDI 
Toul 

Tenebrio molitor 0 19 2 21 

Galleria mellonella 1 17 3 21 

Total 1 36 5 42 

 

 

Figura 5. Caracterización macroscópica y microscópica de los morfotipos de Metarhizium spp. 

asociados a larvas en la técnica insecto-trampa. A. Larva de G. mellonella. B. Larva de T. molitor. 

C. Arreglo de conidios observado en microscopio de luz en 40X. 

 

Al sembrar en PDA los aislamientos, se describieron colonias por el anverso de color verde 

oliva en el centro y de color blanco en el margen, y de color amarillo por el reverso, textura 

algodonosa y al producir conidios de apariencia seca pulverulenta, sin producción de 

pigmentos difusibles al medio y ocasionalmente con exudados de color ámbar. La 

caracterización microscópica fue concordante con aquella descrita durante la examinación 

de las larvas empleadas como insecto trampa, y taxonómicamente los aislamientos fueron 

identificados como pertenecientes al género Metarhizium (Figura 6) (Cárdenas et al., 2016). 
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Figura 6. Caracterización macroscópica y microscópica de un morfotipo de Metarhizium en 

agar papa dextrosa – PDA. A. Colonias de Metarhizium sp. aisladas en PDA. B. Conidios 

observados en microscopio de luz a 40X. 

 

Finalmente, al comprobar la pureza y viabilidad de los bancos de conservación elaborados a 

partir de los nueve aislamientos, Metarhizium sp. M1 fue descartado por contaminación con 

hongos presuntivamente del género Penicillium. 

 

Evaluación cualitativa y cuantitativa de la producción de conidios de ocho aislamientos de 

Metarhizium spp. en diferentes medios de cultivo 

Por medio de la aproximación cualitativa se encontró que los ocho aislamientos evaluados 

alcanzaron la máxima producción de conidios (3) en agar Avena y V8, mientras que en PDA 

la mayoría de aislamientos evidenciaron apenas un nivel intermedio (2) de la misma variable 

(Tabla 4). En la Figura 7 se observa el crecimiento de uno de los aislamientos en los tres 

medios evaluados a los nueve días de siembra, y que representa el patrón de crecimiento 

observado para los demás. 
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Tabla 4. Análisis cualitativo de la producción de conidios de ocho aislamientos de Metarhizium 

spp. en diferentes medios de cultivo. Se describe la producción de conidios cada dos días en el 

transcurso de nueve días en una escala de 0 a 3. 

Aislamiento Caja 

PDA Agar Avena Agar V8 

Día 

3 

Día 

5 

Día 

7 

Día 

9 

Día 

3 

Día 

5 

Día 

7 

Día 

9 

Día 

3 

Día 

5 

Día 

7 

Día 

9 

M2 

1 0 1 2 2 0 0 2 3 0 1 2 3 

2 0 1 1 2 0 2 2 3 0 2 2 3 

3 0 1 2 2 0 2 2 3 0 0 3 3 

M3 

1 0 2 2 3 0 2 3 3 0 2 3 3 

2 1 2 2 3 1 2 3 3 1 1 2 3 

3 1 2 2 3 0 1 2 3 1 1 3 3 

M4 

1 0 1 2 2 0 0 3 3 0 1 2 3 

2 1 1 2 2 0 2 3 3 0 1 1 3 

3 0 1 2 2 0 2 3 3 1 1 1 3 

M5 

1 1 1 2 2 1 2 3 3 0 0 1 3 

2 1 1 3 2 0 1 3 3 0 0 2 3 

3 0 1 3 2 0 1 3 3 0 1 2 3 

M6 

1 1 2 2 2 0 2 2 3 0 0 2 3 

2 0 1 1 2 1 1 2 3 0 1 2 3 

3 0 1 2 2 0 2 2 3 0 0 1 3 

M7 

1 1 2 3 3 1 2 3 3 0 1 3 3 

2 1 2 3 3 1 2 3 3 0 1 2 3 

3 1 2 2 2 1 2 3 3 1 1 3 3 

M8 

1 1 1 1 2 0 0 2 3 1 1 2 3 

2 0 1 1 2 1 1 3 3 0 0 2 3 

3 1 1 2 2 0 0 2 3 0 0 2 3 

M9 

1 1 1 1 2 0 2 2 3 0 0 1 3 

2 1 1 1 2 0 0 2 3 1 1 1 3 

3 1 1 1 2 0 0 2 3 0 0 1 3 

 

 

Figura 7. Crecimiento de Metarhizium sp. M3 en diferentes medios de cultivo a los nueve días 

de crecimiento. A. Agar papa dextrosa - PDA. B. Agar avena. C. Agar V8. 
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En cuanto a la aproximación cuantitativa, los resultados fueron diversos según la variable 

estudiada. En la Figura 8 se representan de manera esquemática las variables consideradas 

en el análisis. Para las variables área de la colonia (cm2), área de producción de conidios 

(cm2) y porcentaje de producción de conidios (%), se reportaron los mayores valores en el 

agar Avena, seguido del agar V8 y por último PDA. Por otro lado, para las variables recuento 

de conidios/mL, número de conidios totales y número de conidios/cm2 de colonia fue el agar 

V8 en el que se obtuvieron mayores valores, mientras que para la variable número de 

conidios/cm2 de producción de conidios fue PDA (Figura 9). 

 

 

Figura 8. Análisis cuantitativo de la producción de conidios de ocho aislamientos de 
Metarhizium spp. en diferentes medios de cultivo. A. Área de la colonia (cm2). B. Área de 

producción de conidios (cm2). C. Porcentaje de producción de conidios (%). D. Recuento de conidios 

(conidios/mL). E. Número de conidios totales (conidios). F. Número de conidios/cm2 de colonia 

(conidios/cm2). G. Número de conidios/cm2 de producción de conidios (conidios/cm2). 
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Figura 9. Análisis cuantitativo de tres medios de cultivo para la siembra de los aislamientos de 

Metarhizium spp. A. Área de la colonia (cm2). B. Área de producción de conidios (cm2). C. 

Porcentaje de producción de conidios (%). D. Recuento de conidios/mL. E. Número de conidios 
totales. F. Número de conidios/cm2 de colonia. G. Número de conidios/cm2 de producción de 

conidios. Se reporta el valor promedio y su correspondiente desviación estándar para cada una de las 

variables estudiadas y en cada uno de los medios de cultivo. Las letras sobre las barras representan 

diferencias significativas entre los medios de cultivo de acuerdo a la prueba post hoc de Tukey. 

 

Respecto al cultivo de hongos entomopatógenos como Metarhizium, se ha recurrido 

tradicionalmente al uso de medios químicamente definidos y que contienen una amplia 

variedad de antimicrobianos con el propósito de incrementar su selectividad (Inglis, Goettel 

& Enkerli, 2012). No obstante, se ha reconocido que la composición de los medios donde se 

cultivan este tipo de hongos influye en la producción de metabolitos secundarios que pueden 

o no constituirse como factores de virulencia y, por ende, contribuir a su actividad 

entomopatogénica (Navon & Ascher, 2000). Por esta razón, se ha optado por evaluar el 

crecimiento en sustratos alternativos.  

Específicamente para Metarhizium se ha determinado un incremento en la producción de 

conidios y de metabolitos secundarios con potencial biotecnológico en medios de cultivo a 

base de granos como cebada, mijo y avena. Los autores atribuyen dichos resultados a que 

este tipo de sustratos poseen una mayor relación C/N en comparación con otros, factor 

considerado como determinante para la conidiogénesis en este grupo de hongos (Song et al., 

2019; Singh & Kaur, 2012).  
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Siendo así, los resultados para el análisis realizado resultan ser coherentes con lo reportado 

en la literatura, dado que el agar Avena evidenció los mayores valores en algunas de las 

variables estudiadas, y en las que no fue el mejor, estadísticamente no se diferenció de aquel 

medio que sí lo era. Además, como se observa en la Figura 7, en agar Avena hubo una menor 

producción de micelio en contraste con el PDA y el agar V8, criterio importante puesto que 

son los conidios la estructura infectiva del hongo. Por esta razón, se estableció como el medio 

de cultivo a emplear en los ensayos posteriores. 

Adicionalmente, es preciso mencionar que de los ocho aislamientos evaluados en este ensayo 

solo cuatro (Metarhizium sp. M2, Metarhizium sp. M4, Metarhizium sp. M8 y Metarhizium 

sp. M9) fueron seleccionadas para la elaboración de un banco en papel filtro a partir de 

cultivos monospóricos y para los siguientes ensayos, con base en la pureza y viabilidad de 

las mismas. 

 

Prueba de confirmación de patogenicidad de cuatro aislamientos del hongo 

entomopatógeno Metarhizium spp. en T. molitor (Tenebrionidae) y G. mellonella 

(Pyralidae) 

Respecto a la mortalidad en G. mellonella y T. molitor causada por los cuatro aislamientos 

seleccionados en el ensayo anterior, se describieron larvas con la misma sintomatología 

encontrada en los insectos trampa a partir de los cuales se aislaron los entomopatógenos 

(Figura 10 y Figura 11). 

En G. mellonella específicamente, se reportaron valores de porcentaje de mortalidad entre 

17,5% y 30%, y de tiempo de mortalidad entre 7 y 10 días, siendo Metarhizium sp. M8 el 

aislamiento que alcanzó un mayor porcentaje de mortalidad (Figura 10). En contraste, para 

T. molitor se reportaron valores de porcentaje de mortalidad de hasta 62,5% causados por los 

aislamientos Metarhizium sp. M2 y Metarhizium sp. M9, y en tiempos de 5 a 7 días 

aproximadamente (Figura 11). Cabe destacar que para ninguno de los modelos de insectos 

hubo diferencias significativas entre los tratamientos evaluados. 
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Figura 10. Mortalidad de G. mellonella asociada a la infección por Metarhizium spp. A. Larva 
de último instar de G. mellonella sana. B. Larva de último instar de G. mellonella infectada con el 

hongo. C. Porcentaje de mortalidad (%). D. tiempo de mortalidad de G. mellonella en el ensayo. Se 

presentan los valores promedio y su correspondiente desviación estándar para cada una de los cuatro 

aislamientos evaluados. 

 

Figura 11. Mortalidad de T. molitor asociada a la infección por Metarhizium spp. A. Larva de T. 

molitor sana. B. Larva de T. molitor infectada con el hongo. C. Porcentaje de mortalidad (%) D. 

tiempo de mortalidad de T. molitor en el ensayo. Se presentan los valores promedio y su 

correspondiente desviación estándar para cada una de los cuatro aislamientos evaluados. 
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Múltiples estudios se han realizado en G. mellonella y T. molitor en lo relativo a 

patogenicidad de hongos como Metarhizium. Moonjely & Bidochka (2019) evaluaron varias 

especies de hongos entomopatógenos de este género y encontraron que las larvas tanto de T. 

molitor como de G. mellonella se vieron afectadas por 7 de las 10 especies evaluadas, 

alcanzando porcentajes de mortalidad entre 90% y 100%. 

En contraste, los resultados aquí descritos evidencian porcentajes de mortalidad de apenas el 

62,5% para T. molitor y el 30% para G. mellonella. Esto puede relacionarse al sistema inmune 

de los insectos evaluados. Si bien ambos modelos poseen una amplia variedad de defensas 

innatas celulares y humorales, solo en G. mellonella fue observada la producción de melanina 

durante los ensayos. La melanina no solo permite encapsular a microorganismos patógenos, 

sino que también se ha asociado a la producción de péptidos antimicrobianos y la activación 

de enzimas como la fenoloxidasa, por lo que se podría explicar la baja mortalidad en G. 

mellonella (Vigneron et al., 2019; Grizanova et al., 2019; Beckage, 2008). Por su parte, T. 

molitor al no haber exhibido signos de melanización, pudo ser más susceptible ante la 

infección con el hongo entomopatógeno, por lo que alcanzó mayores porcentajes de 

mortalidad. 

Otros factores a considerar pueden relacionarse a la efectividad del protocolo de infección y 

la concentración del inóculo, teniendo en cuenta que en los estudios anteriormente 

referenciados se utilizaron inóculos de mínimo 1x107 conidios/mL. Por esta razón, se 

procedió a realizar ensayos preliminares para estandarizar un nuevo protocolo de infección 

en S. frugiperda. Además, se seleccionaron los aislamientos Metarhizium sp. M2 y 

Metarhizium sp. M9 para los ensayos en S. frugiperda, debido a que presentaron los mayores 

valores de porcentaje de mortalidad en el ensayo de confirmación de patogenicidad. 

 

Prueba de patogenicidad de dos aislamientos del hongo entomopatógeno Metarhizium 

spp. en S. frugiperda  

En cuanto a la mortalidad de S. frugiperda por la infección con los dos aislamientos 

previamente seleccionados, fue posible observar la misma sintomatología descrita para G. 

mellonella y T. molitor, es decir larvas rígidas de coloración verde (Figura 12).  
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Figura 12. Sintomatología de S. frugiperda asociada a la infección por Metarhizium sp. M2 y M9 
A. Larva del tercer instar de S. frugiperda sana. B-C. Larva del tercer instar de S. frugiperda infectada 

con el hongo. En la Figura 12C se observa la producción de un exudado color ámbar. 

 

En lo que refiere a los ensayos preliminares para la estandarización del protocolo de infección 

en este modelo de insecto, los mayores valores de porcentaje de mortalidad (50% para 

Metarhizium sp. M2 y 60% para Metarhizium sp. M9) se obtuvieron al utilizar la metodología 

de aspersión de la arena de río con el inóculo preparado en Tween 80 al 0,1%. El tiempo de 

mortalidad varió entre los 8 y 11 días postinfección. Además, cabe resaltar que el aislamiento 

Metarhizium sp. M2 (T1-T4) en comparación con el aislamiento Metarhizium sp. M9 (T5-

T8), causó porcentajes de mortalidad mayores o iguales en todos los tratamientos. 

 

Tabla 5. Porcentaje de mortalidad (%) y tiempo de mortalidad (horas) en S. frugiperda por 

infección de Metarhizium sp. M2 y M9. 

Tratamiento 

Porcentaje de 

mortalidad  

(%) 

Tiempo de 

mortalidad  

(horas) 

T1 (M2+Aspersión+Tween 80 al 0,1%) 50 240 

T2 (M2+Aspersión+Agua) 40 186 

T3 (M2+Inmersión+Tween 80 al 0,1%) 30 224 

T4 (M2+Inmersión+Agua) 10 240 

T5 (M9+Aspersión+Tween 80 al 0,1%) 60 248 

T6 (M9+Aspersión+Agua) 10 216 

T7 (M9+Inmersión+Tween 80 al 0,1%) 0 336 

T8 (M9+Inmersión+Agua) 10 264 
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La ocurrencia de hongos entomopatógenos del género Metarhizium se ha descrito 

previamente en larvas de S. frugiperda, e incluso se ha reportado como el entomopatógeno 

que más frecuentemente se ha encontrado asociado a este insecto hospedero (Ordóñez-García 

et al., 2015).  

A nivel in vitro se han hallado diversos resultados en lo que concierne al porcentaje de 

mortalidad. A la misma concentración aplicada en el presente ensayo (1x107 conidios/mL) y 

en el mismo modelo de insecto, García, González & Bautista (2011) calcularon 52% de 

mortalidad causada por M. anisopliae, valor cercano al obtenido con el aislamiento M2 aquí 

evaluado. Por otro lado, Souza et al (2019) y Grijalba et al. (2018) describieron porcentajes 

de mortalidad superiores al 90% causados por M. rileyi a los 9 días postinfección (216 horas). 

Respecto a las técnicas de inoculación evaluadas, fue la de aspersión con inóculo preparado 

en Tween 80 al 0,1% aquella que permitió alcanzar los mayores valores de porcentaje de 

mortalidad. Lo anterior puede asociarse a que, por medio del método de aspersión de la arena 

de río, y sumado a la alta movilidad de las larvas, estas se encuentran en contacto constante 

con el inóculo dispuesto en el soporte. Por otro lado, el método de inmersión presenta como 

desventaja la incertidumbre respecto a la precisión de la concentración del inóculo con la que 

es infectado cada individuo, lo cual podría explicar los bajos porcentajes de mortalidad 

obtenidos por medio de esta técnica (Navon & Ascher, 2000).  

En cuanto al uso del Tween 80 se ha considerado que, al ser un agente surfactante, permite 

suspender de manera adecuada los conidios de hongos hidrofóbicos como los de 

Metarhizium, además de proveer la humedad necesaria para estimular la germinación de los 

mismos y, por consiguiente, el proceso de infección (Navon & Ascher, 2000). 

En concordancia con los resultados obtenidos, se determinó que el protocolo de inoculación 

de larvas de S. frugiperda involucraría la técnica de aspersión del soporte con suspensiones 

de conidios preparadas en Tween 80 al 0,1%. Además, al presentar mayores valores de 

porcentaje de mortalidad en los tratamientos evaluados, se seleccionó el aislamiento 

Metarhizium sp. M2 para los ensayos posteriores para la determinación de DL50 y TL50 en S. 

frugiperda. 
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6. CONCLUSIONES 

Por medio de la metodología desarrollada se determinó que el nematodo entomopatógeno S. 

carpocapsae BC completa su ciclo de vida durante 8 días en G. mellonella, y causa en S. 

frugiperda porcentajes de mortalidad mayores al 90% con valores de DL50 de 

aproximadamente 10 JIs/larva y de TL50 de 45 horas postinfección. 

Se obtuvieron nueve aislamientos de Metarhizium spp. y de los cuales una vez purificados, 

se seleccionó el aislamiento M2, debido a que ocasionó el 60% de mortalidad en T. molitor 

y S. frugiperda en el ensayo preliminar. Adicionalmente, se estableció el agar Avena como 

medio para la producción de conidios del hongo entomopatógeno, y la técnica de aspersión 

del inóculo preparado en Tween 80 al 0,1% para los ensayos de DL50 y TL50 a realizar. 

Los entomopatógenos S. carpocapsae BC y Metarhizium spp. constituyen una posible 

alternativa para el manejo del cogollero del maíz S. frugiperda.  
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7. RECOMENDACIONES 

 Identificar los aislamientos de Metarhizium spp. hasta la categoría taxonómica de 

especie. 

 Comprobar la patogenicidad de Metarhizium spp. en G. mellonella y T. molitor 

teniendo en cuenta los ajustes realizados al protocolo de infección establecido. 

 Determinar los valores de DL50 y TL50 de Metarhizium spp. en S. frugiperda. 

 Evaluar la interacción entre los dos entomopatógenos (NEP y HEP) al inocularse 

simultáneamente sobre S. frugiperda. 

 Realizar ensayos con los dos entomopatógenos en invernadero y campo. 
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9. ANEXOS 

Anexo 1. Ciclo de vida de S. carpocapsae BC. Se reportan los estadíos encontrados al interior de las larvas de G. mellonella examinadas cada 12 

horas durante 9 días. 

Días 

Post 

Infección 

Horas 

Post 

Infección 

Estadío del Nemátodo 

JI J4 
Macho 

Adulto 

Hembra 

Adulta 

Hembra 

Adulta con 

Huevos 

Huevos J1 J2 J3 

Hembra 

en 

Endotokia 

Matricida 

1 
12 X          

24 X          

2 
36 X          

48 X          

3 
60 X          

72  X         

4 
84  X         

96  X X X X X     

5 
108   X X X X X    

120   X X X X X    

6 
132   X X X X X X   

144       X X X  

7 
156  X      X X  

168  X X X X X X X X  

8 
180  X X X X X X X X  

192 X X X X X X X X X X 

9 
204 X X X X X X X X X X 

216 X X X X X X X X X X 
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Anexo 2. Análisis estadístico para las variables cuantitativas evaluadas. Se presenta el promedio 

y la desviación estándar de cada variable en los medios evaluados. Se reporta el valor de significancia 
obtenido en la prueba ANOVA, así como la diferencia entre los grupos. Se resalta en rojo los valores 

no significativos, y en negrita los mayores promedios para cada variable. 

 

Variable 
Medio de 

cultivo 
Promedio 

Desviación 

estándar 
Significancia 

Área de la colonia (cm2) 

PDA 8,02 1,25 

0,000000 

a 

Avena 13,09 1,10 b 

V8 11,66 0,79 c 

Área de producción de 

conidios (cm2) 

PDA 2,67 1,45 

0,000003 

a 

Avena 7,79 1,19 b 

V8 5,21 1,65 c 

Porcentaje de producción 

de conidios (%) 

PDA 33,21 17,23 

0,002956 

a 

Avena 59,36 6,75 b 

V8 44,74 13,68 ab 

Recuento de conidios/mL 

PDA 1,9,E+07 8,4,E+06 

0,007793 

a 

Avena 2,8,E+07 7,2,E+06 ab 

V8 3,5,E+07 1,1,E+07 b 

Número de conidios 

totales 

PDA 4,9,E+07 3,5,E+07 

0,007793 

a 

Avena 1,4,E+07 3,6,E+06 b 

V8 1,8,E+07 5,5,E+06 b 

Número de conidios/cm2 

de colonia 

PDA 1,2,E+07 6,4,E+06 

0,234105 

 

Avena 1,1,E+07 2,7,E+06  

V8 1,5,E+07 4,5,E+06  

Número de conidios/cm2 

de producción de 

conidios 

PDA 6,8,E+06 5,0,E+06 

0,005094 

a 

Avena 1,4,E+06 3,9,E+05 b 

V8 3,1,E+06 1,0,E+06 ab 



 

 

 

 

 

 

 

 


