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RESUMEN. La hormiga arriera Atta mexicana es una plaga que ocasiona pérdidas importantes en los agroecosistemas,
y para combatirla se propone el uso del complejo de hongos obtenidos de la tortilla de maiz, siendo el objetivo de este
trabajo, desarrollar una técnica para la produccion del complejo de hongos que se desarrollan en la tortilla de maiz
(Zea mays), y probar su efectividad en el combate de la hormiga arriera en cautiverio. Se obtuvo la produccion del
complejo de hongos que se desarrollan en la tortilla de maiz, determinando las especies presentes y probandolas en
bioensayos a nivel de laboratorio sobre el hongo simbionte que producen las hormigas. De una tortilla de maiz se puede
obtener hasta 1.096g del complejo de hongos, del cual se determinaron a Penicillium purpurogenum, Aspergillus
flavus, Monilia sp., Mucor sp. y Rhizopus sp., siendo los mejores tratamientos para combatir la poblacion de A.
mexicana la aplicacion de 0.08 g de A. flavus a una concentracion de 2.9x10° y 0.08 g. de P. purpurogenum a una
concentracion 7.2 x10°.
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The tortilla of maize fungus complex for control leaf-cutter ant Atta mexicana (Smith 1858)
(Hymenoptera: Formicidae)

ABSTRACT. Leaf-cutter ant is a pest causing high agroecosistems losses; the use of fungus complex obtained of
maize tortilla is proposed for control this pest. The objective this work was develop technique for fungus complex
production complex obtained of maize tortilla (Zea mays), and show effectiveness for leaf-cutter ant control in
captivity. The production of fungus complex of maize tortilla was obtained, the species were determinate and bioassays
were established to try these species about the symbiotic fungus of ants. 1.096 g of fungus complex was obtained in
one maize tortilla, identifying as species this complex to Penicillium purpurogenum, Aspergillus flavus, Monilia sp.,
Mucor sp. y Rhizopus sp. The best applications for control of A. mexicana were 0.08 g of A. flavus in concentration of
2.9x10%and 0.08 g. of P. purpurogenum in concentration of 7.2 x108.

Keywords: Zea mays, Penicillium purpurogenum, Aspergillus flavus.

INTRODUCCION

Los hongos son organismos eucarioticos que se reproducen por medio de esporas y se han
descrito unas 100.000 especies fungicas, sélo unas cuantas son patdgenas para el hombre y
animales, y aproximadamente unas 5.000 son patdgenas de plantas (National Academy of Sciences,
1980), pero las mismas cualidades que los convierten en problemas para la agricultura son las que
los hacen apreciables en términos economicos (Lumsden, 1981). EI hombre ha empleado a los
hongos en la industria alimentaria; en la produccién industrial de productos bioquimicos como los
acidos organicos y los fitorreguladores, asi como los antibidticos naturales y semisintéticos
(penicilina, estreptomicina, etc.), en la industria agricola, los hongos ha permitido obtener
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importantes avances, la eficacia que presentan los hongos como agentes de control bioldgico
aumenta, ya que utiliza distintos mecanismos como la antibiosis, la competencia o el parasitismo,
y son capaces de reducir las poblaciones de hongos, bacterias e insectos que dafian a los cultivos,
ocasionando pérdidas econdémicas en la agricultura (Ferndndez-Larrea, 2001). En la actualidad hay
productos obtenidos a partir de diversos hongos que estan siendo utilizados como plaguicidas en
la proteccion de los cultivos (Yamaguchi, 1992) siendo una alternativa a productos de sintesis
quimica, que pueden tener efectos perjudiciales a la salud y el ambiente.

La hormiga arrieras Atta mexicana (Smith) es cultivadora de hongos y dependen en gran medida
para su alimentacion, mismo que mantienen en el interior de sus hormigueros (Weber, 1966). Para
alimentar al hongo, estas hormigas utilizan exclusivamente materia vegetal fresca, en su mayor
parte hojas. De acuerdo con Longino y Hanson (1995) las hormigas pueden clasificarse en funcion
de sus preferencias alimenticias en omnivoras, mic6fagas, granivoras y depredadoras. Todas las
hormigas micéfagas o cultivadoras de hongo pertenecen a la tribu Attini, cuya distribucién se
encuentra restringida al continente Americano (Escobar y Garcia, 2002). La hormiga arriera tiene
la capacidad de defoliar plantaciones completas de sistemas agricolas forestales y ornamentales y
por ende, suelen causar importantes pérdidas econdmicas (Ricci et al., 2005). En los bosques
tropicales las hormigas arrieras o forrajeras consumen entre el 12 y el 17 % de las hojas (Sanchez
y Urcuqui, 2006). Es debido a su potencial defoliador que han sido catalogadas como una de las
cinco plagas de mayor importancia en América Latina (Ricci et al., 2005).

Actualmente se ha desarrollado un método, que consiste en la aplicacién de hongos antagonistas
de los géneros Trichoderma y Metarhizium Banderas, 2004; y Penicillium (Vergara, 2005; Mora 'y
Tirado, 2008), los cuales tienen el potencial de afectar de forma indirecta a la colonia de la hormiga
arriera, puesto que al ingresar a los hormigueros se instalan en los jardines del hongo simbionte de
las Attini y compiten con este por los nutrientes del sustrato. El resultado de esta competencia se
ve reflejado en la reduccion de los jardines y en consecuencia la reduccion de alimento que conlleva
a la disminucién de la poblacion forrajera activa de las arrieras. Sin embargo uno de los problemas
que se ha tenido es la obtencién en forma masiva y econdmica la produccién de Penicillium, hongo
utilizado en el manejo de la hormiga arriera (Vergara, 2005; Moray Tirado, 2008) que se desarrolla
en pan, queso y frutas como la naranja y mandarina, asi como en medios de cultivo. En base a lo
anterior se realizo el presente trabajo, en donde el objetivo fue desarrollar una técnica para la
produccién del complejo de hongos que crecen en la tortilla de maiz (Zea mays) asi como probar
su efectividad en el combate de la hormiga arriera A. mexicana en condiciones controladas de
temperatura y humedad.

MATERIALES Y METODO

El trabajo se desarrollé en el Laboratorio de Entomologia del Centro de Agroecologia de la
Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, en donde se cuenta con un espacio con condiciones
controladas de temperatura y humedad para la produccién del hongo que se desarrolla en la tortilla
de maiz, este espacio cuenta con condiciones asepticas, escasa ventilacion y sin luz natural directa.

El hongo fue cultivado en bolsas de plastico de 33.5 x 25.3 cm, colocando en su interior una
tortilla de maiz elaborada a mano, comprada en diferentes expendios de la ciudad de Puebla, con
un promedio de 16 cm de didmetro, se cuido6 que la tortilla no se pegaran a la bolsa, para esto, se
le colocaron popotes de plastico en forma transversal a la tortilla; con un atomizador se le rocid 1
ml de agua purificada, obteniendo una humedad relativa de 80 % + 10 %, fueron cerradas y se
mantuvieron a temperatura de 26 + 2 °C en una cdmara totalmente cerrada y designado para este
fin, se realizaron observaciones a los tres y cinco dias para verificar el crecimiento del micelio del
hongo. Después de seis dias, fueron retiradas de las bolsas y se secaron sobre papel filtro a
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temperatura ambiente por 48 horas; una vez secas, con una brocha de dos pulgadas se removio el
micelio y las esporas, el micelio obtenido fue tamizado con un maya de nimero 20, se peso y se
colocé en bolsas de plastico, se etiquetaron y se guardaron en un lugar seco a temperatura ambiente
hasta su uso. Como las condiciones de crecimiento de hongos no se realizaron de forma estéril, ni
se inocul6 con una cepa especifica las tortillas, sino que se recurrio a las esporas ambientales, fue
necesario mantener un monitoreo constante de las tortillas para descartar aquellas que no
coincidieran con las caracteristicas morfologicas del hongo de interes.

La purificacion de los hongos consisti6 en el aislamiento de los hongos encontrados en la tortilla
de maiz, utilizando medio de cultivo Agar Dextrosa Papa (PDA, BIOXON®) en cajas Petri y de
las esporas de hongo tamizado directamente de la tortilla de maiz; se realizaron diluciones a partir
de 1:10 a 1: 1 000 000 de las cuales se hicieron sembrados, con dos repeticiones, se incubaron a 30
°C, haciendo una revision cada tercer dia, con la finalidad de evaluar la concentracion a la cual
crecian mas las colonias de los respectivos géneros de hongos. Las concentraciones éptimas fueron
de 1: 10 y 1: 100, mismas que se seleccionaron para hacer resiembras de las respectivas colonias
que crecieron mas aisladas, este proceso se repitid hasta obtener un cultivo puro para cada especie.
Posteriormente se hizo el microcultivo para cada cepa, se tomaron muestras directas de cada
especie de hongo purificado, mismas que fueron tefiidas con azul de algodon y observadas en el
microscopio de fluorescencia OLYMPUS Bx5®, de esta forma se observaron las caracteristicas
morfologicas y se obtuvo la caracterizacion macroscépica y microscépica correspondiente. Ya
purificadas las cepas se procedid a realizar un resembrado masivo de cada una para tener la cantidad
suficiente y continuar con la recuperacion de esporas para su aplicacion a diferentes tratamientos
en hormigueros en cautiverio.

Se realizé un bioensayo aplicando las cinco cepas obtenidas y previamente purificadas de la
tortilla de maiz, sobre el hongo que cultiva la hormiga cortadora de hojas. el bioensayos se realizé
en un disefio en blogues completamente al azar con 4 repeticiones y siete tratamientos (1 el testigo
libre de esporas de hongos antagonistas; 2 el hongo obtenido directamente de la tortilla
(combinacion de esporas); 3 Monilia sp., con una concentracion de 2 x 10°; 4 Penicillium sp., con
una concentracion de 7.2 x10°; 5 Aspergillus sp., con una concentracion de 2.9x10°%,6 Mucor sp.,
con una concentracion de 3.2 x 10®y 7 Rizhopus sp., con una concentracion de 3 x 108, sobre el
hongo de la hormiga), siendo la unidad experimental una caja Petri, en donde se colocaron 0.15 g
del hongo simbionte Leucocoprinus sp., y 0.02 gramos del hongo antagonista junto con un algodon
hamedo, cada tercer dia se observaron las caracteristicas fungicas usando un microscopio y se
anotaron los cambios en la apariencia del hongo Leucocoprinus sp. (color y tamafio), y respecto al
hongo antagonista se observo el crecimiento del micelio y esporangios. Cada tratamiento se aplico
a las unidades experimentales espolvoreando las esporas y se colocaron en un cuarto de cria de
insectos a temperatura de 25 + 1 °C y humedad relativa de 70 £ 10 %. El parametro que se evalud
fue, el porcentaje de invasion de los hongos sobre el Leucocoprinus sp., a los dos, cinco y ocho
dias, mediante una escala de porcentaje. Los tratamientos que mostraron mayor eficiencia ante el
antagonista de Leucocoprinus sp., se evaluaron en micro-hormigueros en cautiverio, siendo los
géneros Aspergillus sp., y Penicillium sp.

Los micro-hormigueros se construyeron con frascos de 250 ml, transparentes con tapa,
conectados con una manguera de 15 cm de longitud y 1 cm de diametro, en uno de los frascos se
colocé hojas de plantas de durazno (Prunus pérsica Batsch, 1801) y en el otro 2 gramos del hongo
simbionte, mismo que se tomo de un hormiguero establecido en el Laboratorio de Entomologia del
Centro de Agroecologia de la BUAP, junto con 20 hormigas obreras. Una vez establecidos los
micro-hormigueros se colocaron en el cuarto de cria bajo las condiciones ya comentadas, antes de
establecer el bioensayo se dejaron 72 horas con la finalidad de que los hormigueros estuvieran
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estables. Los bioensayos se disefiaron en bloques completamente al azar, con 4 repeticiones y nueve
tratamientos (1 Testigo; 2 Aspergillus sp sobre Leucocoprinus sp.; 3 Aspergillus sp., directamente
a las hormigas cuando acarreaban las hojas de durazno; 4 Aspergillus sp., sobre las hojas que se les
dio a las hormigas; 5 Aspergillus diluidos en 20 ml de agua destilada sobre las hojas que se les dio
a las hormigas; 6 Penicillium sp., sobre Leucocoprinus sp.; 7 Penicillium sp., sobre hormigas; 8
Penicillium sp., sobre hojas y 9 Penicillium sp., sobre hojas (diluido)), siendo la unidad
experimental el micro-hormigueros, las cantidades y concentraciones que se aplicaron fueron 0.08
g de Aspergillus sp., a una concentracion de 2.9 x 10° y 0.08 g. de Penicillium sp., a una
concentracion 7.2 x 10° Cada 72 hrs se observaron las caracteristicas fangicas usando un
microscopio y se anotaron los cambios en la apariencia del hongo que cultivan las hormigas (color
y tamafo) se evalu6 la mortalidad de las hormigas a los 2.5 y ocho dias. Se verifico la hipétesis de
varianzas homogéneas mediante la prueba de Barttlet, se realizd el andlisis de la varianza de
acuerdo con el disefio experimental utilizado y la comparacion maltiple de medias mediante la
prueba de Tukey. Todos los calculos y pruebas estadisticas se realizarén utilizando el software
estadistico Statgraphics Centurion X V1, a un nivel de confianza del 95 %.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con la técnica propuesta para la obtencién del complejo de hongos que se desarrollan en la
tortilla de maiz, en promedio se obtuvieron 0.686 g. por tortilla, con una produccién maxima de
1.096 gy la produccion minima fue de 0.227 g, con un tiempo de cinco dias, esta variacion en la
cantidad del hongo obtenido puede deberse a la variedad de maiz utilizado en la elaboracion de la
tortilla, ya que estas se obtuvieron de diferentes establecimientos, con la finalidad de percibir esta
variacion, resultando que con la variedad de maiz criollo blanco regional es en la que mejor
produccion se obtuvo, mientras que las tortillas elaboradas con maiz hibrido la produccion fue
menor. Los hongos se identificaron a partir de las esporas obtenidas de la tortilla de maiz, ya
purificadas las cepas y teniendo en cuenta aspectos macro y microscépicos de la colonia se
determinaron: Penicillium purpurogenum, Aspergillus flavus, Monilia sp., Mucor sp. y Rhizopus
sp. (Fig. 1).

Los datos del efecto de los hongos sobre Leucocoprinus sp., en cajas Petri, se presentan en el
cuadro 1, al someter los datos al analisis de varianza se observé una diferencia significativa entre
el efecto de los tratamientos sobre la mortalidad del hongo Leucocoprinus sp., a los dos, cinco y
ocho dias. En la primera y segunda evaluacion se presentan dos grupos de medias, siendo los
mejores tratamientos, Penicillium sp., y Aspergillus sp., mientras que para la tercera evaluacion se
presentaron cuatro grupos de medias, siendo los mejores tratamientos Penicillum sp., y Aspergillus
sp., con mortalidades del 90 y 95 % respectivamente, presentando evidencias estadisticas
importantes con respecto al testigo, donde la mortalidad fue del 0 %. Estos resultados concuerdan
con lo reportado por Vergara (2005); Rengifo-Ruiz et al. (2013), quienes citan que los hongos del
género Aspergillus sp., y Penicillium sp., inhiben al hongo que cultiva la hormiga arriera,
presentando un potencial antagonico.

Los datos sobre la mortalidad de las hormigas en los micro-hormigueros se presentan en el
cuadro 2, observando que el analisis de varianza reportd que la mortalidad de A. mexicana,
evaluados a los cinco y ocho dias de haber aplicado las esporas, mostro diferencia significativa
entre el efecto de los tratamientos, a los ocho dias se presentaron dos grupos de medias siendo los
mejores tratamientos Penicillum sp., sobre el Leucocoprinus sp., y Aspergillus sp., sobre el
Leucocoprinus sp., con mortalidades de 65 y 76.6 % respectivamente.
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Figura 1. a) Placas de microcultivos, b) Monilia sp., ¢) P. purpurogenum, d) A. flavus, €) Mucor sp., f) Rhizopus sp.

Cuadro 1. Porcentaje de invasion de cinco cepas de hongos sobre el Leucocoprinus sp.
% de mortalidad del hongo Leucocoprinus + Error

Tratamientos estandar y significancia
2 dias 5 dias 8 dias
Testigo 0.0+0.0a 0.0+00a 0.0+£00a
Mucor sp [3.2x109] 25+x14a 125+25a 50.0+£17.7b
Combinado sp 50+00a 15.0+20a 575+ 25bc
Monilia sp [2x109] 87x42a 18.7+7.7a 25.0+ 6.4ab
Rhizopus sp [3x109] 48.7+£8.7b 86.2+4.7 b 875+ 47 cd

Penicillium sp [7.2x10°] 50.0+7.0b 875+75 b 90.0+ 5.7 cd
Aspergillus sp [2.9x10°] 66.2+23b 90.0+£57 b 95.0+ 5-0d
*Medias con la misma letra, no difieren significativamente. Prueba de Tukey (p < 0.05).

Cuadro 2. Mortalidad de A. mexicana bajo diferentes tratamientos aplicando Aspergillus sp., y Penicillium sp.
% de mortalidad * Error estandar y significancia

Tratamientos

2 dias 5 dias 8 dias
Testigo 0.0+£0.0a* 0.0+£00a 0.0+00a
Aspergillus sp-hojas (diluido) 00+00a 0.0+00a 50+5.0a
Aspergillus sp-hojas (polvo) 0.0+00a 0.0+00a 50+28a
Penicillium sp-hojas (polvo) 16+16a 16+16a 1l6+16a
Penicillium sp-hojas (diluido) 16+16a 16+t16a 1l6+16a
Aspergillus sp-Leucocoprinus 33+16a 73.3+26.6h 76.6 £23.3b
Penicillium sp-hormigas 100x+28a 133x16a 18.3+3.3ab
Penicillum sp-Leucocoprinus 116+6.6a 483+16.6ab 65.0+20.2b
Aspergillus sp-hormigas 13.3+6.0a 26.6+7.2ab 416+ 12.0ab

* Medias con la misma letra, no difieren significativamente. Prueba de Tukey (p < 0.05).

Estos datos concuerdan con lo reportado por Vergara (2005), quien cita que la poblacion de
hormigas tiende a disminuir por la falta de alimento, asi mismo con la aplicacion de Aspergillus
sp., sobre las hojas (diluido), Aspergillus sp., sobre las hojas (polvo), Penicillium sp., sobre las
hojas (polvo) y Penicillium sp., sobre las hojas (diluido) no se observé una mortalidad significativa
a < 0.05 con respecto al testigo, Pefia-Estrella et al. (2013) citan que al asperjar las hojas que cortan
con una solucion de esporas, las obreras de Atta realizan labores de limpieza sobre el sustrato
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vegetal, este es un comportamiento que limita el ingreso de microorganismos patdgenos a las
colonias.

CONCLUSION

En promedio se obtienen 0.686 g. del complejo de hongos por tortilla de maiz, y de este
complejo se determinaron las especies de Penicillum purpurogenum, Aspergillus flavus, Monilia
sp., Mucor sp., y Rhizopus sp., siendo los mejores tratamientos para combatir la poblacion de A.
mexicana la aplicacion de 0.08 g de A. flavus a una concentracion de 2.9x10° y 0.08 g. de P.
purpurogenum a una concentracion 7.2 x10°6.
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