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EVALUACION DE CEPAS DE Metarhizium sp. PARA EL CONTROL DE HORMIGA
ARRIERA Atta colombica GUERIN EN CONDICIONES DE LABORATORIO

EVALUATION OF Metarhizium sp. ISOLATES FOR THE BIOLOGICAL CONTROL OF
Atta colombica GUERIN UNDER LABORATORY CONDITIONS

KARINA QUIROZ MENA*, SANDRA VicTORIA MENA CORDOBA*, RODRIGO EscoBAR DURAN™

RESUMEN

Se evaluo la capacidad de virulencia de cuatro cepas (HEP- UTCH, 00013, HEP-UTCH 00003, HEP-UTCH
00016, HEP-UTCH 00015) de Metarhizium sp sobre individuos de hormiga arriera Atta colombica en condi-
ciones de laboratorio. Las cepas de hongos entomopatégenos se aislaron a partir de individuos muertos
encontrados en los desechos de hormiga arriera Atta colombica. Para la evaluacion se aplicé una suspen-
sién 1x107 conidias/ml por contacto directo sobre los individuos. El analisis de la prueba de supervivencia
Kaplan and Meier, mostro diferencias significativas entre los tratamientos y el testigo. La cepa HEP-UTCH
00003 arroj6 un 100% de mortalidad después de cuatro dias de aplicado el tratamiento y provocé un 100%
de hormigas con presencia de micelio entre los dias dos y cinco después de la muerte de éstas, lo que indica
que la cepa HEP-UTCH 00003 se podria considerar como la mas efectiva para el control biolégico de Atta
colombica.
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ABSTRACT

We evaluated the virulence of four Metarhizium species (HEP-UTCH 00013, HEP-UTCH 00003, HEP-UTCH
00016, HEP-UTCH 00015) in Atta colombica individuals, under laboratory conditions. The isolates of
Entomopathogenic fungi were obtained from dead individuals found in the Atta colombica refuges. We
applied a concentration 1X107 c/ml over ant individuals through direct contact. Then we realized a survival
test analysis (Kaplan and Meier). That shown remarkable differences between treatments and control. The
isolate HEP-UTCH 00003 caused 100% of mortality beginning in fourth and/or fifth day after treatment
application. After ants individuals dies due infection, it was 100% production of conidia from days two and
five. We concluded that HEP-UTCH 00003 might be considered as the most effective isolate for the biological
control of Atta colombica.
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INTRODUCCION

La importancia econdmica de la hormiga arriera se
relaciona con el dafio que ocasiona a las plantas
cultivadas, que consiste en su defoliacion total o
parcial. En el departamento del Choco las especies
con mayor capacidad de corte, pertenecen a los
géneros Atta (A. colombica Guerin, A. cephalotes
Linnaeus) y Acromyrmex (A. octospinosus). Es-
tos insectos ocasionan dafio sobre todo a cultivos
de yuca (Manihot esculenta Crantz), banano

(Musa acuminata Colla), platano (Musa balbisiana
Colla), arbol del pan (Artocarpus altilis (S. Park
Fosb), entre otras (Escobar et al. 2002 a).

Aunque en Colombia no se han hecho estudios que
permitan cuantificar con precision las pérdidas eco-
ndmicas causadas por las «arrieras», en la region
chocoana més de 50% de las especies vegetales
son forrajeadas por las hormigas arrieras, que mues-
tran una mayor preferencia por los cultivos que se
encuentran en huertos habitacionales, azoteas, fin-
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cas tradicionales, etc., se demuestra asi su abun-
dancia en las areas agricolas (Escobar ez al. 2002a).

Para el control de las hormigas cortadoras de hojas
se usan sobre todo insecticidas quimicos (sulfura-
mida); sin embargo, su baja especificidad, alta toxi-
cidad, efectos adversos en el ambiente y la genera-
cion de poblaciones de insectos resistentes (Hebling
etal. 1996), llevan a considerar el uso de agentes
biolégicos para su control (Ortiz y Orduz 2001),
que incluye hongos, nematodos entomopatogenos,
virus, bacterias, plantas con potencial fungicida, que
son los principales mecanismos que se emplean para
controlar plagas porque la mayoria de los insectos
que causan dafio a las plantas cultivadas son sus-
ceptibles a enfermedades causadas por este tipo de
microorganismos y a plantas con potencial fingico.

A pesar de los importantes avances en el control
microbial en Colombia, en el departamento del Cho-
cd, alin son exiguas esta clase de estudios, pero se
pueden destacar los esfuerzos realizados por Esco-
bar et al. (2002c), que evaluaron el efecto de apli-
cacion de cebos botanicos y hongos sobre la activi-
dad de forrajeo de la hormiga arriera (A#ta colom-
bica y Atta cephalotes) preparados de manera
artesanal con Tithonia diversifolia, Clibadium
asperum 'y Phyllanthus acuminatus y tres produc-
tos bioldgicos comerciales a base de Beauveria
bassiana, Metarhizium anisopliae y Trichoderma
lignorum; las especies vegetales y hongos que se
utilizaron disminuyeron la actividad de forrajeo de
lahormiga arriera a partir de la primera semana des-
pués de la aplicacion hasta la sexta y séptima sema-
na, respectivamente.

Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar la
accion patogénica de cuatro cepas (HEP- UTCH,
00013, HEP-UTCH 00003, HEP-UTCH 00016,
HEP-UTCH 00015) de Metarhizium sp nativas del
municipio de Llor6-Choco, sobre hormiga arriera
Atta colombica Guerin bajo condiciones de labo-
ratorio, con el fin de contribuir con el manejo de
esta plaga.
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MATERIALES Y METODOS

Se realizaron salidas de campo al Centro Multi-
proposito de 1a Universidad Tecnoldgica del Choco
(CMUCH), ubicado en el municipio de Lloro, so-
bre la margen derecha del rio Atrato; geografica-
mente estd a los 5°30°52”’, 37 de latitud norte y a
los 76°33°33”’, 15 de longitud al oeste de
Greenwich. Las exploraciones en este centro se hi-
cieron con el fin de buscar hormigueros de donde
se extrajeron la hormiga reina, una porcion del hon-
go simbionte (Leucoagarious gongylophorus) y
algunos individuos (obreras) de Atta colombica;
después, todos los organismos que se colectaron se
trasladaron a la Universidad Tecnoldgica del Cho-
cd, y se situaron en un hormiguero artificial (cama-
ras con una base de arcilla), que se mantuvo a una
temperatura entre 23°Cy 25°C, humedad relativa
de 86% y un periodo de 12 horas luz y 12 horas
oscuridad; como sustrato para el crecimiento del
hongo simbionte se suministraron diariamente hojas
de Zysigium malaccense (maraidn) y Manihot
esculenta (yuca).

Para el aislamiento de las cepas, se colectaron alre-
dedor de dos libras de desechos de Atta colombica
Guerin en el CMUCH y se extrajeron los individuos
de hormiga arriera muertos. Los individuos hallados
se lavaron con una solucion de hipoclorito de sodio al
0.05% durante un minuto para eliminar los contami-
nantes externos de la muestra; luego se enjuagaron
con abundante agua destilada estéril para quitar los re-
siduos de hipoclorito de sodio. Se depositaron duran-
te ocho dias en cdmaras himedas y una vez se presen-
t6 lamanifestacion del micelio, se efectuo el aislamien-
to; las cepas de hongo aisladas se transfirieron por tri-
plicado a cajas de Petri con medio de cultivo Algar
dextrosa de Sabouraud (ADS), hasta que se lograron
los cultivos puros, siguiendo la técnica descrita por
Calle (2000). La identificacion de las cepas puras se
realiz6 considerando las estructuras reproductivas,
de acuerdo con Bidochka ez al. (1998), las claves de
Samson (1981) y Harper y Haung (1986), y con la
ayuda de expertos en el tema.
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Preparacion de la solucion madre de esporas.
Una vez finaliz6 el periodo de esporulacion de las
cepas, se tomo un beaker de 250 ml, con un volu-
men de agua destilada estéril de 50 ml; para facilitar
la remocién del inoculo y la obtencion de una solu-
cion homogénea, se agregd 0.05% de solucion
Tween al 80%. Luego, con una camara de Neubauer
y con un microlitro de la solucién madre, se deter-
mino la concentracion (1x107 conidios/ml) con la
formula de Goettel e Inglis (1997).

NC = (SC /5) *50000

donde:

NC= Numero de conidias/ml de suspension
SC= Sumatoria de las conidias contenidas en los
cinco cuadros de lado de la camara de Neubauer

Montaje del bioensayo. Las cuatro cepas de hon-
go aisladas se evaluaron en una concentracion de
1x107 esporas/ml; para los tratamiento (cepas y tes-
tigo) se utilizaron tres repeticiones para cada uno,
cada repeticion con 20 individuos de hormiga arriera
(casta cortadoras) y su respectivo testigo. En el
bioensayo, se agregaron sobre una caja de Petri 8
ml de la suspension de esporas. Después se dispu-
sieron 20 hormigas durante un minuto para el con-
tacto tarsal, luego se trasladaron a las cajas de Petri
definitivas con papel filtro humedecido antes con un
ml de agua destilada estéril; este procedimiento se
realizo para cada una de las cepas a evaluar. Por
ultimo, se expusieron las hormigas a 12 horas luz/12
horas oscuridad y una temperatura entre 24°C y
26°C. Los individuos muertos se extraian todos los
dias y se ubicaban en camara himeda a una tempe-
ratura de 25°C durante ocho dias, para favorecer la
esporulacion del hongo, con la que se verifico la
muerte por el mismo (mortalidad intrinseca).

Se observo la supervivencia durante ocho dias y se
registro el nimero de individuos muertos por dia;
con esta informacion se calculd el porcentaje de
mortalidad diaria y acumulada mediante la curva de
supervivencia de Kaplan y Meier; ademas se calcu-

CEPA HEP-UTCH 00003

CEPA HEP-UTCH 00015

Figura 1. Vista microscépica de las cepas de Metarhi-
zium sp.

CEPAHEP-UTCH 00016

16 el TL50 (tiempo letal medio) mediante el analisis
de regresion de Probit.

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion de las cepas. Las cuatro cepas que
se aislaron corresponden al género Metarhizium sp
y se catalogaron como: cepa HEP-UTCH 00003,
cepa HEP-UTCH 00013, cepa HEP-UTCH 00015
ylacepa HEP-UTCH 00016 (Figura 1).

Macroscopicamente las cepas presentaron una tex-
tura polvorosa, envés de coloracion verde y super-
ficie lisa. Al inicio del crecimiento exhibieron colo-
nias o cesped miceliar de color blanco, después se
presentaron varias masas conidiales de coloracion
amarilla y verdosa; a medida que maduraron las
cepas, se tornaron de una coloracion verde-olivo
oscuro sobre los bordes; se notd de manera gra-
dual una variacion cromatica entre las etapas de cre-
cimiento miceliar (blanco-amarillo-verde).

Patogenicidad de las cepas de Metarhizium sp
sobre los individuos de Atta colombica. Las
mortalidades de las cepas de Metarhizium sp eva-
luadas en individuos de Atta colombica Guerin,
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Gréfica 1. Area bajo la curva del nimero de individuos muertos de Atta colombica, después de aplicadas
las cepas de Matarhizium sp.

presentaron diferencias significativas entre los trata-
mientos y el testigo (p<0.0001); éstas mostraron
niveles de mortalidad superiores al 95%. Las cepas
HEP-UTCH 00003 y HEP-UTCH 00015 produ-
jeronun 100% de mortalidad, mientras la cepa HEP-
UTCH 00013 produjo el 97.5% y por ultimo, la
cepa HEP-UTCH 00016 caus6 95.8% de mortali-
dad (Grafica 1). Estos resultados se relacionan con
los encontrados por Lopez y Orduz (2003), quie-
nes evaluaron aplicaciones en laboratorio y campo,
cebos que contenian Metarhizium sp cepa M-137
y T. viride, cepa T-26 antagonista del hongo
simbionte de 4. cephalotes 0 una combinacion de
ambos, obteniendo un 100% de mortalidad ocho
dias después de aplicados los tratamientos.

Villani et al. (1992) citados por Parada (1999),
mencionan que «con este hongo (Metarhizium sp)
se pueden alcanzar niveles altos de mortalidad de
insectos en laboratorio»; sin embargo, el control de
poblaciones en campo es menos efectivo. Ademas,
cuando un aislamiento proviene del mismo insecto
sobre el que se desea conocer su efecto, es mas
patogénico que los aislamientos de hongos obteni-
dos de insectos diferentes, porque puede existir cierta
especificidad entre el hongo y su huésped (Lopez
1994). Esta puede ser la razon por la que las cepas
de hongo Metarhizium sp presentaron porcentajes
superiores de mortalidad.
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Contrario a lo que se observo en las hormigas in-
fectadas con las cepas, en el testigo se registré mor-
talidad con porcentajes inferiores a 7%, lo que indi-
ca efectividad de los tratamientos y que la mortali-
dad de los insectos se dio por la aplicacion de los
hongos; en las arrieras vivas (testigo) no se obser-
varon cambios en el comportamiento. La mortali-
dad en el tratamiento testigo se puede atribuir a di-
ferentes causas como manipulacion y causas fisio-
logicas como la inanicion (Alcala de Marcano et
al.1998).

Determinacion del TL , (tiempo letal medio).
Los tiempos letales medios fluctuaron entre dos a
cuatro dias para los tratamientos evaluados. La cepa
con menor tiempo letal fue el aislamiento HEP-
UTCH 0003 con 2.5 dias, mientras que la HEP-
UTCH 00015 tuvo una TL, de 3.8 dias, seguido
de HEP-UTCH 00013 con 3.2 dias y por ultimo,
HEP-UTCH 00016 tardo cuatro dias para matar
el 50% de los individuos de hormiga arriera infecta-
dos; esto permitio observar diferencias en las cur-
vas de supervivencia segun el tratamiento (cepas),
porque el tiempo se considera como real de res-
puesta al agente (Matthews 1997).

Capacidad de conidiacion de las cepas de
Metarhizium sp. Las cepas HEP-UTCH 00003 y
HEP-UTCH 00015 tuvieron una conidiacion de
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Figura 2. Individuos de Atta colombica G muertos y esporulacion de las cepas sobre el integumento de estos.

100% de los individuos tratados, mientras que HEP-
UTCH 00013 presento 84.2 % y HEP-UTCH
00016 un 81.7% de conidiacion sobre las hormigas
muertas (Grafica 2). El hecho de que las cepas
esporulen los cadaveres y tengan una capacidad de
conidiacion alta es de gran importancia, porque la
transmisioén de la micosis a partir de hormigas
arrieras enfermas seria una forma exitosa de acce-
der a las partes del hormiguero, que no son accesi-
bles por tratamiento directo; ademas se considera
que los hongos entomopatogenos son los de mayor
interés para el control, dada la capacidad de infec-
cion directa a los insectos a través de la penetracion
de la cuticulay a los multiples mecanismos de ac-
cion que ejerce, lo que les confiere alta capacidad
para evitar que el hospedero desarrolle resistencia
(Da Silvay Bittencourt 2006).

Las hormigas muertas presentaron esporulacion de
manera progresiva cada dia hasta cubrir todo el

cuerpo del insecto, la invasion se presentd sobre
todo en las areas intersegmentales como lo mencio-
nan Tanada y Kaya (1993), comenzando en las pa-
tas, antenas e incluso en la region anal y bucal; esto
concuerda con lo propuesto por Legar (1993) quien
expresa que el proceso de esporulacion parte de la
emergencia de las hifas que crecen fuera del
integumento. Se observa primero el micelio en las
articulaciones y partes blandas del insecto y en dias
posteriores se incrementa en todo el cuerpo hasta
cubrirlo (bajo condiciones de humedad relativa alta)

(Figura 2).

En el tratamiento testigo dos hormigas muertas
(3.3%) presentaron conidiacion; esto se debid qui-
zas a que por la volatilidad de las conidios, se pu-
dieron haber contaminado algunos individuos o por-
que no fue suficiente el proceso de desinfeccion.

Los resultados hallados en esta investigacion indi-
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can que HEP-UTCH 00003 del hongo Metarhi-
zium sp es la mas opcionada como potencial biol6-
gico de las hormigas cortadoras de hojas Atta
colombica G, tomando como criterio la sobre-
vivencia o mortalidad, el TL50 y la conidiacion del
hongo en el cadaver. Sin embargo, los otros aisla-
mientos también presentaron resultados promisorios
para el control de esta plaga. Segun Orduz y Lopez
(2001) los aislamientos de Metarhizium sp pueden
tener algunas caracteristicas propias de la adapta-
cion al huésped que las haga mas eficientes en el
control bioldgico de las hormigas.

CONCLUSIONES

Las hormigas A. colombica presentaron mayor sus-
ceptibilidad a las cepas HEP-UTCH 00003 y HEP-
UTCH 00015en condiciones constantes de hume-
dad y temperatura. La concentracion que se em-
pled, tuvo efectos significativos en la disminucion de
la supervivencia de los individuos, convirtiendo es-
tas cepas en agentes viables para el control de la
hormiga arriera en el departamento del Chocé y
microorganismo de interés para la actividad agrico-
la; dada la capacidad de conidiacion de estos aisla-
mientos se establecen como fuente potencial de in-
feccion y factor importante para la diseminacion de
la micosis en campo, a partes del hormiguero que
no son accesibles por tratamiento directo.

La obtencion de las cepas de Metarhizium sp a
partir de los cadaveres de hormigas Atta colombica,
demostrd lamuerte de estos insectos por accion del
hongo, constituyéndose éste en agente promisorio
para el control de A. colombica, dada la capacidad
de los aislamientos para matar y producir conidiacion
a las hormigas. Sin embargo, es necesario realizar
pruebas en campo para determinar el comporta-
miento del hongo y la patogénicidad del mismo.

El reconocimiento de los enemigos naturales de pla-
gas como la hormiga arriera o cortadoras de hojas,
es fundamental para el manejo integrado de estas y
reemplazar y/o complementar el uso de insectici-
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das. Ademas se fundamenta como una herramienta,
que beneficia de manera directa a los agricultores, a
través de unos mejores resultados para el control y
manejo de la arriera, y los consumidores al dispo-
ner de unos alimentos libres de toxicos; estos tipos
de controles son amigables con el medio ambiente.
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