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Resumen

Las hormigas del género Atta cephalotes,
exclusivas de regiones tropicales y subtropi-
cales, se reportan como una de las plagas mds
importantes de Suramérica y Colombia. El
manejo de este insecto se ha fundamentado
en el uso de insecticidas quimicos; sin em-
bargo, su baja especificidad, alta toxicidad,
efectos desfavorables para el ambiente y la
generacién de poblaciones de insectos re-
sistentes, han llevado a considerar el uso de
biocontroles para su manejo.

En este documento se reportan estudios
macro y microscdpicos del cultivo y creci-
miento del hongo entomopatdgeno Metar-
hizium anisopliae, cuya efectividad ha sido
estudiada desde hace mds de un siglo, que
permiten la identificacion fingica, ademds
de las pruebas de viabilidad y patogenicidad
de un insecticida biolégico para el control de
la hormiga arriera.
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Summary

The ants of the Asta cephalotes genre,
born in the tropical and subtropical regions,
are reported as one of the most important
plagues in South America and Colombia.
The handling of this insect has been based
on the use of chemical insecticides. Never-
theless, their low specificity, high toxicity,
unfavorable effects for the atmosphere, and
the generation of resistant insects, have made
the experts consider the use of bio-controls
for their handling. This document reports
some macro and microscopic studies of the
culture and growth of the enthomopathogen
Metarhizium anisopliae fungus, whose ef-
fectiveness has been studied for more than a
century. These studies allow the identifica-
tion of the fungus in addition to the tests of
viability and pathogenicity of a biological
insecticide for the control of this ant.

Key words: Metarhizium anisopliae, “ar-
riera” ant, Atta cephalotes, fungicide crops.

Introduccion

Las hormigas arrieras cortadoras de hojas
(Atta cephalotes), son una de las plagas eco-
némicamente més perjudiciales en la agricul-
tura, consideradas entre las mds importantes
de Suramérica y Centroamérica, las cuales
para su control han presentado grandes com-
plicaciones, principalmente por el compor-
tamiento alimenticio nocturno del adulto,
su adaptacién a diferentes ecosistemas, la
compleja composicion social y la ineficacia
de los insecticidas quimicos, los cuales se
han limitado debido a su contaminacién
ambiental y baja especificidad. Por esto, es
necesario el desarrollo de nuevos métodos y
productos para el control de la hormiga, tal
como el uso de enemigos naturales, entre los
que se encuentra el hongo entomopatégeno
Metarhizium anisopliae.

Es un hongo perteneciente a la familia
Moniliaceae, que se caracteriza por presentar
conididforos libres y expuestos, lo que facilita
la dispersion de las conidias y la infeccidon de
insectos sanos, prolongando la presencia del
entomopatégeno en terreno.’

El primer ataque reportado a este insecto
por el hongo Metarhizium anisopliae en
Colombia se realizé6 en Chinchind, debido
a una infeccion natural en nidos que habian
sido tratados con clorpirifos, donde se en-
contraron hembras aladas moribundas con
signos de la enfermedad como crecimiento
micelial.?

Este trabajo estudiard un hongo entomo-
l6gicamente capaz de infectar por medio de
esporas a la hormiga arriera (Atza cephalotes).
Para esto se desarrollard en el laboratorio
de microbiologfa de la Universidad de San
Buenaventura una metodologfa que permita
el sembrado en medios especificos para el
hongo adquirido de la ATCC (American
Type Culture Collection), cepa MYA #1376.
Este estudio servird de base para posteriores
investigaciones donde se inoculard el hongo
a la hormiga y se comprobard su cardcter
formicida en campo.

Materiales y métodos

Organismos: Para los estudios de creci-
miento y determinacién de esporas fingicas
se utilizd la cepa de M. anisopliae (MYA #
1376) obtenida de la American Type Culture
Collection.

Medio de crecimiento: Para el crecimien-
to fungico se utiliz6 el medio sugerido por la
American Type Culture Collection (ATCC)
conocido como PDA y el cual estd compues-
to por (g/litro de agua destilada): polvo de
papa (300 g), glucosa (20 g), agar (15 g).
El medio se agité y calentd hasta obtener
una suspensién homogénea que se colocé
en autoclave por 20 minutos a 121 °Cy 15
Lb de presion.

Posteriormente, se vertié de 10 a 20
centimetros ctbicos de agar en cajas de
petri previamente esterilizadas y se taparon
para esperar a la solidificacién del medio de
cultivo.

La cepa creci6 en el medio de cultivo
anteriormente descrito a una temperatura
aproximada de 27°C, durante 6 dias (144
horas), con un fotoperiodo de 12:12 y una
humedad relativa 50+10 %.
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Mediante microscopia éptica (40X) y
cdmara de Neubauer se observaron y se
corrobord la identificacién del hongo ento-
mopatégeno.

Concentracién de esporas: Se tomé
una muestra al azar, de un cultivo de 25
dias de desarrollo y se removié las esporas
con la ayuda de una espétula, adicionando
agua con Tween 80 al 10%. De esta forma
quedé preparada la suspensién madre de la
cual se tomaron 3 submuestras de 1 ml y
se depositaron en tubos con 9 ml de agua
destilada estéril (ADE), quedando de esta
manera preparada la dilucién 10°; se repitié
el procedimiento llevando 1 ml de esta dilu-
cién (10°1) a tubos con 9 ml de ADE, hasta
obtener una dilucién de 10-3.

A partir de las diluciones realizadas ante-
riormente, se determind la concentracién de
esporas, tomando 10 pl (0,01 ml) con una
micropipeta, depositindose con cuidado
en la placa de la cdmara de Neubauer, para
luego observarla al microscopio (40X). El
proceso de recuento de esporas se realizd
tres veces y se obtuvo un promedio, los
cuales fueron multiplicados por la dilucién
utilizada, esto con el objetivo de trabajar con
datos reales.’?

Prueba de patogenicidad: Se selecciona-
ron adultos de hormiga arriera, provenientes
de una cria libre de patégenos. Se desinfecta-
ron previamente con una solucién de hipo-
clorito de sodio al 0,5%, alcohol y se lavaron
en ADE. De estas hormigas se seleccionaron
las que presentaron mayor actividad.

Las hormigas se sumergieron en una sus-
pensién de esporas del hongo a una concen-
tracién de 7.48*10° e/ml, durante 2 minutos,
la cual se mantuvo en agitacién. Luego, se
coloc6 una hormiga por vial de vidrio, con
papel previamente humedecido con ADE y
se taparon con una mota de algodén esteri-
lizada bien ajustada a la boca del vial.

Diariamente y durante 7 dias se evalué la
mortalidad causada por el hongo en estudio,
observando al estereoscopio los sintomas y
signos de enfermedad en las hormigas. Con
una jeringa desechable diariamente se adicio-
naron ADE, hasta humedecer el papel.*

Evaluacién de viabilidad: Se esterilizaron
cajas de petri, con papel filtro y porta objeto
todos en conjunto, en el autoclave a 15 libras
de presion y 121°C durante 20 minutos.
Después de esto, se preparé un medio de
cultivo de agar-agua y se esterilizé durante
20 minutos.

Posteriormente, con una micropipeta, se
colocaron dos alicuotas del medio de cultivo
en un porta objeto.

Se deposité con una micropipeta sobre
las mismas alicuotas del medio, dos alicuo-
tas de la suspensién del hongo y se colocé
el montaje en una cdmara himeda, la cual
consiste en una caja de petri con papel filtro
humedecido. La temperatura del montaje
estuvo entre 24 y 26 °C.

Luego de esto se hizo el conteo de conidias
totales, registrando las germinadas y las no
germinadas, de 20 a 24 horas después de
realizado el montaje.®

Resultados y discusion

M. anisopliae crecié a los 6 dias bajo
condiciones de laboratorio (27 °C y 1 at-
mosfera de presién) con una esporulacién de
27.733x10° ¢/ml, denotando el buen com-
portamiento obtenido en el crecimiento.

El aspecto caracteristico de M. anisopliae
en adultos de Arta cephalotes se puede apreciar
en la Figura 1. A partir de esta figura se puede
demostrar que el hongo entomopatogeno
ataca a la hormiga y desarrolla hifas, la cual
la rodean.

La caracterizacion microscopica y macros-
copica determiné que el hongo que ataca
la hormiga presenta una textura polvorosa,
topografia lisa, de micelio color verdoso,
hifas septadas, conidias redondas y micelio
hialino.

La impronta fiingjca se determind por mi-

croscopia con el colorante azul de lactofenol
(Ver Figura 2).

Al mismo tiempo el hongo fue almace-
nado en semillas de soya, las cuales se en-
contraban dentro de un frasco transparente
previamente esterilizado. Este serfa el stock
del cual se sacarfa la muestra flingica en caso
de necesitarse.
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Figura 1
Micelio de M. anisoplaeinfectando a la hormiga arriera.

PRI, %

Foto tomada de estereoscopio a 40X, Universidad San Buenaventura-Laboratorio de Microbiologfa.

Obtencion de los inculos dosa, color que se relaciona con su madurez
sexual para realizar las diluciones.
Siguiendo el desarrollo de la metodologfa, Para la determinacién de la capacidad

se prosigui6 a tomar una de las cajas de petri  infectiva y la viabilidad a largo plazo en un
donde el hongo poseia una coloracién ver-  medio externo dado, se realizaron las pruebas

Figura 2
Fotografia microscopica (40X) de las hifas y esporas de M. anisopliae donde se pueden
apreciar conidias redondas de color verdoso y los septos de las hifas que forman el micelio

7. BENITEZ, N. Manual de labora-
torio de microbiologia. Universidad del

Valle. Colombia. 2002.

Universidad de San Buenaventura-Laboratorio de Microbiologfa.
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de viabilidad, patogenicidad y conteo de
esporas. Estas pruebas servirdn para en un
posterior trabajo determinar el posible uso de
este hongo en la elaboracién de un insecticida
de origen biolégico y la determinacién de
las condiciones dptimas para el crecimiento

fangico.”

Conteo de esporas

Se realizaron varias diluciones (10! a 107)
con el objetivo de encontrar la concentracién
de esporas apropiadas para elaborar la formu-
lacién del insecticida. Mediante el conteo de
esporas por cimara de Neubauer se obtuvo
una concentracién promedio de esporas de
9.97*107 e/ml, resultados que concuerdan
con la bibliografia encontrada para la elabo-
racién de un insecticidad elaborado con el

hongo Beaveria bassiana.

En la siguiente dilucién (10, se obtuvo
una concentracién promedio de 7.48*10°
e/ml. Esta concentracion fue la escogida para
la realizacion de las pruebas de viabilidad y
las pruebas de patogenicidad.

La disgregacién de las esporas en las di-
ferentes diluciones se realizd con Tween 80
al 10%. Sin embargo, para probar la conve-
niencia de la utilizacién de este reactivo se
realizaron ensayos utilizando el detergente y

ensayos sin utilizarlo, como se puede observar

en la Tabla 1.

Los resultados anteriores muestran la
conveniencia de la utilizacién de Tween 80,

para lograr la homogenizacién ideal de las

esporas flingicas que serdn utilizadas en la
formulacién.

Al realizar la comparacion entre los dos
ensayos se obtuvo una mayor concentracién
de esporas al utilizar Tween 80 ya que es un
jabén no idnico que reacciona con las esporas
separdndolas unas de otras y lo cual permite
una mejor contabilizacién.

Prueba de patogenicidad

El criterio de evaluacién en el experimento
fue la mortalidad por micosis y esporulacién
de los hongos en el tegumento de los cadi-
veres, previamente desinfectados.

Entre algunas de las variables que afectan
los resultados estd el hecho de haber utili-
zado hormigas colectadas en el campo y no
insectos criados en el laboratorio, ya que no
se conoce la edad, la dieta y el estado fisiol-
gico para determinar su susceptibilidad a la
contaminacién por el hongo.?

Otro hecho importante, estd en el su-
ministro de alimento en el tiempo en que
se realizaba la prueba, ya que las hormigas
eran alimentadas con una solucién de azi-
car a la cual no estaban acostumbradas en
el campo.

En cuanto al porcentaje de mortalidad,
este fue del 100%, ya que en un periodo de
7 dias todas las hormigas habfan muerto.
Hay que resaltar que la prueba de patoge-
nicidad fue realizada en viales de vidrio de
5 ml donde la cantidad de oxigeno en su
interior era abundante y ademds se realiz6
otra prueba en tubos Eppendorf de 1,5 ml,
en ambos casos se colocaba la hormiga en

Tabla 1
Datos de la dilucién de esporas de las diferentes muestras
cuando se utilizaba Tween 80 y sin utilizar Tween 80

DILUCION SIN TWEEN CON TWEEN
10! 7.48x10° e/ml 7.23x10" e/ml
107 1.925x10° e/ml 1x10' ¢/ml
107 2x108 e/ml 1.03x10° e/ml

Fuente: El autor.
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una solucién azucarada que le proporcionaba
alimento y que contenia esporas del hongo
entomopatdgeno.”’

Esto se realizd con el objetivo de determi-
nar cudl de los dos recipientes era el mejor
para esta prueba. Los resultados determi-
naron que los tubos Eppendorf de 1,5 ml
eran muy estrechos y contenfan muy poca
cantidad de oxigeno, lo que pudo influir en
la muerte de las hormigas y el escaso creci-
miento de los hongos. En cambio, los viales
de vidrio contenian el suficiente oxigeno
para el desarrollo fungico, lo cual permite
corroborar la muerte de las hormigas por
contaminacién con las esporas del hongo.
De aqui en adelante todas las pruebas de
patogenicidad se realizaron en estos viales
de vidrio.

A partir de los resultados experimentales
de los viales de vidrio de 5 ml se puede obser-
var que todas las hormigas presentaron cre-
cimiento fingico con esporulacién externa
a los 4 dias, lo que corrobora la teorfa sobre
la falta de oxigeno; ademds, habia mayor
humedad en el frasco lo que permitié una
mayor expansién del hongo (Figura 3).

Prueba de viabilidad

Para la prueba de viabilidad se utiliz6 una
simulacién de cama hiimeda en el laboratorio
para darle al hongo unas condiciones de hu-
medad y temperatura adecuadas donde las es-

poras desarrollan pequefios tubos germinales
en 24 horas. Se realizaron dos pruebas, una
con una concentracién de 7,48x 107 espo-
ras / ml, y otra con 8,3x10° esporas / ml.

Esta prueba de viabilidad es muy impor-
tante porque de ella depende que las conidias
puedan absorber humedad del medio para
que el hongo mantenga su viabilidad en
campo, ya que estos necesitan realizar germi-
nacién, formacion de apresorios, formacién
de estructuras de penetracion, colonizacién
y reproduccion.

En cuanto a las variables que alteraron esta
prueba se encuentra la humedad del medio
ya que no en todas las cajas habia la humedad
adecuada, en la primera prueba de viabilidad
los resultados no se pudieron leer ya que se
us¢o muy poco agar, el cual estaba demasiado
concentrado y no permitié un correcto desa-
rrollo del hongo, en la segunda prueba que
se realiz¢o se debid esperar mds de 24 horas
porque no se observaron esporas germinadas,
por lo que se prefirié utilizar esta prueba
como una ayuda para la prueba residual, la
cual se leyé a los 18 dias encontrdndose una
germinacién de 6 esporas por 14 observadas
en el objetivo de 40X, lo que significa que
este valor debe ser multiplicado por el valor
que indica este objetivo y asi determinar el
porcentaje de germinacién.

El porcentaje con estos primeros valores
arrojados serfa del 42.85%, el cual es bastante
alto después de todo el tiempo que estuvo el
hongo en crecimiento (Ver Figura 4).

Figura 3
Prueba de patogenicidad.
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Figura 4
Prueba de viabilidad del hongo entomopatogeno M. anisopliaerealizado
en los laboratorios de microbiologia de la Universidad de San Buenaventura- Cali

Conclusiones

El hongo entomopatégeno Metarhizium
anisopliae es capaz de infectar a la hormi-
gaarriera en un pergiodo de 4 dfas, donde
se ocasiona su muerte, lo cual permite la
continuacién de la investigacion para el
desarrollo de una formulacién que pueda
ser aplicada en campo.

El hongo entomopatégeno debe ser
continuamente recrecido, esto asegura
mejores resultados en la prueba de via-

bilidad y patogenicidad.

Se logrd, a nivel de laboratorio, obte-
ner una cantidad suficiente de esporas
(9.97*109¢/ml), resultados que permita
el desarrollo fingico de una manera
eficaz.

Es importante tener en cuenta la cantidad
de oxgigeno disponible para el desarrollo
de las esporas fungicas. Las pruebas de
patogenicidad corroboran que cuando
el oxigeno es muy poco el hongo tiene
muy baja o casi nula patogenicidad.

El grupo de investigacion de biotec-
nologia vegetal de la Universidad de
San Buenaventura, realizard ensayos de
campo con una formulacion para la co-

rroboracién de los datos experimentales
obtenidos en el laboratorio.
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