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RESUMEN 

 

Atta cephalotes (L.) (Hymenoptera: Myrmicinae) es la más abundante de las hormigas 

cortadoras de hojas en Colombia. Sus altas poblaciones, consecuencia del incremento de 

áreas fragmentadas, ocasionan pérdidas en cultivos de importancia agrícola y forestal. El 

control con insecticidas químicos, es poco efectivo y sus efectos ambientales muy 

controvertidos. Como alternativa, se busca promover el control natural. En esta dirección, 

se evaluó la capacidad antagónica de nueve aislados nativos de hongos y nueve de bacterias 

sobre L. gongylophorus y Serratia marcescens, simbiontes de esta especie de hormiga. 

Además, se evaluó la actividad insecticida de los mismos aislados, mediante contacto e 

ingestión. Aquellos microorganismos que demostraron tener actividad antagónica y/o 

entomopatógena, fueron enfrentados para establecer el grado de  coexistencia. Todos los 

aislamientos se realizaron a partir de los desechos de nidos de hormigas criadas en 

laboratorio. Los aislados compatibles con Mucor sp., Trichoderma sp., Aspergillus 

ochraceus, A. flavus, Penicillium sp. dos morfoespecies de Fusarium, al igual que dos del 

género Bacillus, afectaron negativamente al hongo simbionte. Mucor sp. y Trichoderma sp. 

fueron los más efectivos con una inhibición del 65,18% y 51,94%, respectivamente. El 

hongo A. flavus fue el único con un efecto sobre S. marcescens, al afectar su crecimiento y 

la producción de pigmento. De otro lado, A. flavus, A. ochrceus, Penicillium sp., Fusarium 

sp., Enterobacter sp., Serratia liquefasciens, Bacillus subtilis, dos morfoespecies más de 

Bacillus y S. marcescens, tuvieron una actividad insecticida importante, siendo en general, 

mayor el efecto en las aplicaciones por contacto. A. flavus, A. ochraceus y Penicilluim sp. 

mostraron mejor actividad que los entomopatógenos de uso comercial, Beauveria bassiana 
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y Metarhizium anisopliae, en términos de la mortalidad acumulada, TL50 y porcentaje de 

colonización. Por otra parte, la capacidad de coexistencia fue variable, demostrando que 

Mucor sp., Trichoderma sp. y A. flavus tienen baja capacidad de crecer en mezcla con los 

demás microorganismos, por lo que las condiciones más apropiadas para su formulación 

deben ser evaluadas. Los resultados indican que estos aislados nativos de hongos y 

bacterias son promisorios para la elaboración de productos biológicos para el control de la 

hormiga y se constituyen en línea base para investigaciones futuras.   

 

Palabras claves: Aislados microbianos nativos, asociación simbiótica, Leucoagaricus 

gongylophorus, Serratia marcescens. 
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ABSTRACT 

 

Atta cephalotes (Hymenoptera: Myrmicinae) is the most abundant leaf-cutting ant in 

Colombia. Its high populations, a consequence of the increasing of fragmented areas, 

causes considerable economic losses in different crops. Its control is mainly through the use 

of synthetic chemicals; however, this kind of control is not sufficiently effective and is very 

harmful to the human and environmental health. In the search of biological and unharmful 

alternatives to control this pest, the antagonistic activity of nine fungi and nine bacteria 

against Leucoagaricus gongylophorus and Serratia marcescens, the proven ant symbiotic 

microorganisms, were evaluated. In addition, the insecticide effect of these 18 

microorganisms, either oral or topical application, was investigated. Finally, it was 

analyzed their capacity to grow together. Fungi and bacteria isolated from waste material of 

colonies kept under laboratory conditions were grown using standard procedures.  Mucor 

sp., Trichoderma sp., Aspergillus ochraceus, A. flavus, Penicillium sp. two morphospecies 

of Fusarium, as well as two morphospecies of Bacillus, were inhibiting the growth of the 

symbiotic fungus. Mucor sp. and Trichoderma sp. were the strongest inhibitors achieving a 

percentage of 65.18% y 51.94%, respectively. Only the fungus A. flavus, had an effect on S. 

marcescens, affecting its growth and the production of pigment. On the other hand, A. 

flavus, A. ochrceus, Penicillium sp., Fusarium sp., Enterobacter sp. Serratia liquefasciens, 

Bacillus subtilis, other two morphospecies of Bacillus and S. marcescens, had insecticidal 

activity, being better, in general when directly applied to the ants. A. flavus, A. ochraceus 

and Penicilluim sp. had a better activity than the commercial entomopathogenic fungi 

Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae. The capacity of bacteria and fungi to 
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grow together was variable. Mucor sp., Trichoderma sp. and A. flavus had low capacity, 

being necessary to evaluate the appropriate conditions to produce a formulated product. 

These results indicate that the indigenous isolates of fungi and bacteria are  promising in 

the search of control strategies for the leaf-cutting ant, A. cephalotes. 

 

Keywords: microbial isolated indigenous, symbiotic association, Leucoagaricus 

gongylophorus, Serratia marcescens. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Las hormigas cortadoras de hojas de los géneros Atta y Acromyrmex, son los herbívoros 

generalistas más dominantes del neotrópico, de donde son exclusivas (Hölldobler & 

Wilson, 2011), llegando a ser consideradas como una de las principales plagas de cultivos 

agrícolas y forestales en América Latina (Fernández & Jaffé, 1995; López & Orduz, 2004; 

Montoya-Lerma et al., 2012). De las cuatro especies de Atta presentes en Colombia, A. 

cephalotes (L.), conocida como hormiga arriera, es la más abundante (Montoya-Lerma et 

al., 2012). Su proliferación descontrolada es en parte, una consecuencia del inadecuado 

control y del deterioro ambiental en zonas comprendidas entre 0 y 1.800 metros de altura. 

Su mayor impacto se debe al daño económico, aún no cuantificado, relacionado con la 

defoliación parcial o total de cultivos (Forti et al., 2000), siendo el café, cacao, cítricos, 

maíz, yuca y algodón, los más frecuentemente atacados. No obstante, los pastos nativos e 

introducidos y las especies de uso forestal, tanto en plantaciones, como en silvopastoriles, 

también son frecuentemente afectados (Cherrett, 1986; Moulaert et al., 2002; Montoya-

Lerma et al., 2012). Además, estas hormigas son percibidas como plagas de importancia 

urbana, al causar inestabilidad en terrenos y subsidencia en viviendas y construcciones 

(Montoya-Lerma et al., 2006). 

 

Existen varios métodos para el control de las hormigas cortadoras de hojas, entre ellos el 

control mecánico, cultural, biológico y químico; sin embargo, la compleja organización 

social de éstas, sus respuestas eficientes a las perturbaciones, la estructura interna de sus 
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nidos y la estrecha relación simbiótica con microorganismos, dificulta la aplicación de 

dichos métodos. Históricamente, los productos químicos como organofosforados, 

piretroides y sulfuramidas (Godoy et al., 2005; Della Lucia, 2011), han gozado de una 

buena aceptación, pese a que son poco eficientes a mediano y largo plazo y a sus efectos 

nocivos sobre el ambiente y toxicidad para especies no blanco (Della Lucia, 2003, Godoy et 

al., 2005). Además, la aplicación de estos productos a través del tiempo, genera graves 

problemas, no sólo en relación con el deterioro del suelo y del ecosistema, sino que también 

afecta la economía del agricultor al incrementar los costos de producción y tiene serios 

efectos sobre la salud humana (Sinha et al., 2006; Montoya-Lerma et al., 2012).  

 

El clorpirifos (e.g. Lorsban®) es un insecticida de aplicación foliar y en suelos, que tiene la 

capacidad de acumularse en los tejidos vivos, lo que implica un riesgo para diferentes 

organismos y para la salud humana (Serrano et al. ,1997; Wang et al., 2005). En varias 

regiones del mundo, es uno de los más frecuentemente detectados en  cuerpos de agua 

superficiales y subterránea, constituyéndose en una amenaza para para las especies 

acuáticas (Domagalski & Munday, 2003) . 

 

Debido a que el clorpirifos no es fácilmente soluble en agua, puede permanecer como 

persistente en suelos y sedimentos de cuerpos de agua. En el agua su promedio de vida 

media es de días a semanas (US EPA, 2002), dependiendo de la variación en factores como 

el pH, temperatura, contenido de materia orgánica y la formulación del pesticida  (Racke et 

al., 1988). A pesar de su baja persistencia ambiental en el agua y su vida media 

relativamente baja, son más tóxicos que otros pesticidas (como los organoclorados), 
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afectando de forma crónica las especies animales con ciclos de vida cortos (Giraldo & 

Palacios, 1999) y generando bioacumulación en plantas acuáticas (Asselborn er al., 2000). 

Se ha demostrado los efectos adversos del clorpirifos sobre las tasas de supervivencia y las 

tasas de crecimiento de anfibios, generando malformaciones y problemas de 

comportamiento (Bonfanti et al., 2004; Gallo-Delgado et al., 2006). 

 

Este organofosforado es el plaguicida más utilizado en Colombia con un volumen de 

producción de 776.824,76 Kg (Arboleda et al., 2000). En Cali, en el 2010, los propietarios 

de casas en algunos conjuntos residenciales suburbanos, utilizaron un promedio de 

2kg/mes/casa de clorpirifos, es decir, aproximadamente, 4,8 toneladas/año de este 

insecticida para el control de las hormigas arrieras en una sólo urbanización (Montoya-

Lerma et al., 2012). Sin embargo, a pesar de la gran cantidad aplicada de este pesticida el 

problema continúa sin solución.  

 

Este organofosforado representa un riesgo para la salud humana, principalmente por sus 

propiedades tóxicas y sus efectos negativos en el sistema nervioso, generando 

anormalidades morfológicas y funcionales a nivel de desarrollo neuronal, debido a que 

genera una disrupción de la maquinaria celular que controla la replicación y la 

diferenciación celular, la apoptosis y la formación del circuito neuronal (Rauh et al., 2012).  

	
  

Rauh et al. (2012) demostraron que la exposición prenatal al clorpirifos causa alteraciones 

morfológicas y fisiológicas en el cerebro de bebés en formación, cuyos efectos son 

irreversibles, además de causar daños en los sistemas respiratorio, nervioso y 



18 
 

cardiovascular en adultos (Sinha et al., 2006). Por esta  razón, la Organización Mundial de 

la Salud ha prohibido su uso, y muchos países han aceptado dicha disposición (Della Lucia, 

2011; Rauh et al., 2012).  

 

Con el fin de sustituir los agroquímicos convencionales, se ha intensificado la búsqueda de 

métodos alternativos de control que sean eficaces y menos agresivos con el ambiente 

(Santos-Oliveira et al., 2006; De Melo Cazal et al., 2009). Durante los últimos 50 años, se 

ha avanzado en el desarrollo de nuevas estrategias dirigidas al manejo integrado de insectos 

plaga, entre las que se destaca el control biológico con agentes microbianos, en especial con 

hongos entomopatógenos, como una alternativa al control químico. Como resultado, se 

cuenta con un número creciente de productos disponibles comercialmente (Butt et al., 

2001; Charudattan, 2001; Wraight et al., 2003; Faria & Wraight, 2007) que aún no han 

demostrado la eficiencia esperada. La compleja organización social, la presencia de 

estructuras especializadas y las relaciones simbióticas con microorganismos confieren a las 

hormigas cortadoras ventajas adaptativas para defenderse exitosamente (Santos et al., 2004; 

Rengifo, 2013; Ortíz, 2013). En consecuencia, la búsqueda de nuevas formas de control que 

superen esas defensas biológicas y de comportamiento es una prioridad. 

 

Estudios previos  documentan las asociaciones mutualistas entre las hormigas de la tribu 

Attini y microorganismos con actividad antibiótica y antifúngica, como una estrategia para 

defender a la colonia y al hongo simbionte de agentes patógenos como microhongos 

parásitos (Currie, 2001; Santos et al., 2004; Mueller et al., 2001; Giraldo, 2009). Estas 

asociaciones simbióticas que ocurren al interior de las colonias de A. cephalotes, son, en 
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gran medida, responsables de la ineficiencia de los controles biológicos y químicos 

utilizados. En investigaciones recientes, desarrolladas por los Grupos de Investigaciones 

Entomológicas y GEAHNA de la Universidad del Valle, en conjunto con la Fundación 

CIPAV, se ha evidenciado que las obreras de A. cephalotes presentan comportamientos 

especializados para eliminar agentes patógenos que puedan significar un riesgo para la 

colonia (Giraldo, 2009), así como la existencia de una asociación simbiótica entre las 

obreras y la bacteria Serratia marcescens (Giraldo, 2009; Rengifo, 2012; Ortiz, 2013). 

Experimentalmente, se demostró que esta bacteria tiene un efecto inhibitorio sobre los 

entomopatógenos Beauveria bassiana y Metarrhizium anisopliae y que puede proteger al 

hongo simbionte, Leucoagaricus gongylophorus (A. Möler) Singer, del efecto de hongos 

antagonistas. Considerando este escenario de interacciones complejas, las investigaciones 

en estas líneas posibilitan entender lo que sucede al interior de las colonias y reorientar la 

búsqueda hacia alternativas que permitan superar la barrera biológica de los simbiontes de 

las hormigas, como parte de una estrategia más integral de control biológico en las colonias 

de A. cephalotes.  

 

La hipótesis planteada es que si la hormiga arriera realiza labores de limpieza que incluyen 

la remoción de microorganismos del material vegetal que emplean para el cultivo del hongo 

mutualista, y estos microorganismos, junto con otros materiales, son depositados en 

cámaras específicas separadas de la cámara de cultivo para evitar la contaminación de los 

jardines  y efectos negativos sobre las obreras; entonces, los desechos pueden constituirse 

en reservorios de microorganismos con potencial efecto negativo sobre las colonias de A. 

cephalotes. Tomando esto en consideración, en esta investigación se evaluó el potencial 
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entomopatógeno y antagónico de aislados microbianos nativos procedentes de los desechos 

de colonias de A. cephalotes, con prospección para ser utilizados como parte de una 

estrategia de control biológico, enfatizando en la capacidad de éstos microorganismos de 

alterar las relaciones simbióticas existentes al interior de las colonias y su capacidad de 

afectar la sobrevivencia de las obreras. Se espera que los resultados derivados de esta 

investigación sean base para estudios posteriores encaminados a  métodos de control con 

efecto sinérgico y que se constituyan alternativas más eficientes  y eficaces en comparación 

con los métodos biológicos empleados hasta el momento. El desafío es continuar en la 

búsqueda de estrategias promisorias para el manejo agroecológico de esta plaga.  

 

2. ANTECEDENTES 

2.1 DISTRIBUCIÓN DE LA HORMIGA ARRIERA 

Las hormigas cortadoras de hojas (Myrmicinae: Attini) son los principales herbívoros, 

exclusivos de áreas neotropicales. La tribu Attini comprende 13 géneros, siendo 

Acromyrmex y Atta los dos más derivados, cuyas 230 especies utilizan material fresco, 

proveniente de un sinnúmero de especies vegetales, en el cultivo del hongo simbionte 

Leucoagaricus gongylophorus (Basidiomycete: Agaricaceae), el cual sustenta 

nutricionalmente a la colonia, debido a que es el recurso alimenticio de los estados 

inmaduros y proporciona azúcares y otros nutrientes esenciales a las obreras (Fernández, 

2003; Santos et al. 2004; Holldobler & Wilson, 2011). 
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Estas hormigas se distribuyen desde el sur de los EEUU hasta el norte de Argentina, con un 

tope altitudinal de 3.000 msnm (Ortíz & Guzmán, 2007). En Colombia, se encuentran 

nueve especies de hormigas cortadoras de hojas, cuatro perteneciente al género Atta (A. 

cephalotes, A. colombica, A. laevigata y A. sexdens) y cinco a Acromyrmex (Ac. aspersus, 

Ac. landolti, Ac. octospinosus, Ac. rugosus y Ac. coronatus) (Mackay & Mackay 1986; 

Montoya-Lerma et al. 2006). De éstas, A. cephalotes, conocida localmente como hormiga 

arriera, es la que presenta la distribución más amplia y la que genera los mayores impactos 

económicos en el país. Esta especie ha invadido áreas naturales y urbanas en donde además 

de ser percibida como plaga agrícola, sus colonias debilitan las estructuras de ingeniería 

civil, construidas para mantener los lechos de los ríos. Las hormigas arrieras son 

responsables de hundimientos del suelo, que generan accidentes y daños en construcciones 

(Montoya-Lerma et al., 2012). 

 

2.2 GENERALIDADES DEL POLIMORFISMO EN Atta cephalotes 

Las hormigas arrieras poseen una organización social considerada como una de las más 

complejas, lo cual favorece la realización de tareas en colaboración (Della Lucia, 2011). El 

polimorfismo es una característica marcada en el género Atta. Es posible observar 

variaciones importantes en tamaño y en las funciones que desempeñan las obreras, lo que 

hace más eficiente el trabajo y reduce el ingreso de potenciales contaminantes (Wirth et al., 

2003; Giraldo, 2009). La casta real, representada por el macho y la reina, está encargada de 

la reproducción mientras que  la casta obrera la integra un grupo de obreras polimórficas 
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encargadas de la defensa, construcción del nido, cuidado de crías y reina, cultivo del hongo 

simbionte y mantenimiento de la colonia (Quiran et al., 2001; Hölldobler & Wilson, 2011). 

  

Esta especialización en las labores, contribuye a optimizar el funcionamiento de la colonia 

y minimizar los riesgos de transferencia de patógenos entre las obreras (Abramowski et al., 

2011). No obstante, Giraldo (2009) sugirió la existencia de un solapamiento de castas en la 

realización de algunas labores dentro de la colonia, entre las que se destaca el corte y 

transporte del material vegetal empleado para el cultivo del hongo simbionte. Esto podría 

estar relacionado con una mayor eficiencia en la remoción de microorganismos 

potencialmente perjudiciales para la colonia. 

 

2.3 MICROORGANISMOS ASOCIADOS A HORMIGA ARRIERA Y 

ESTRATEGIAS DE DEFENSA 

A. cephalotes corta y transporta hasta sus nidos, material vegetal fresco, que utiliza para 

preparar el sustrato sobre el cual crece el hongo L. gongylophorus (Santos et al., 2004), con 

el cual mantiene una relación co-evolutiva, de mutualismo obligado (Silva et al., 2006). L. 

gongylophorus es un basidiomiceto de la familia Agaricaceae, cuya principal característica 

es la formación de gongilidios, una estructura especializada que se origina en la porción 

terminal de las hifas, la cual proporciona los nutrientes necesarios para alimentar 

principalmente las larvas (Fernández, 2003; Santos et al., 2004; Holldobler & Wilson, 

2011). Esta relación entre hormiga y hongo surgió hace aproximadamente 30 – 50 millones 
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de años (Scott et al., 2010). Sin embargo, la agricultura superior en estos insectos, en la 

cual se mantiene el cultivo de una única especie de hongo sobre un sustrato acondicionado 

a partir de material vegetal fresco colectado por las obreras, es una novedad evolutiva más 

reciente, surgida hace 5-15 millones de años (Mueller et al., 2005).  

 

En esta asociación de mutualismo obligado, el hongo depende, exclusivamente, de la 

hormiga para su propagación clonal, dentro de cada colonia, así como para la formación de 

colonias nuevas. Sin embargo, algunos estudios reportan que, ocasionalmente, puede 

presentarse transferencia de inóculos del hongo entre colonias de especies simpátricas 

(Mueller et al., 2011). Esta dependencia implica una transferencia vertical del hongo desde 

la colonia materna durante el vuelo nupcial, en el cual las nuevas reinas transportan en el 

bolsillo infrabucal un inóculo para la posterior fundación de un nuevo hormiguero, 

garantizando de esta manera la dispersión geográfica y la permanencia del hongo (Santos et 

al., 2004; Schultz & Brady, 2008). Por su parte, las hormigas dependen del hongo para su 

alimentación, debido a que el metabolismo de los polisacáridos y compuestos recalcitrantes 

del material vegetal que colectan, es realizado por éste. Los jardines del hongo representan 

un gradiente de degradación de la biomasa vegetal, en el que se metabolizan proteínas, 

almidón, diferentes polímeros y toxinas de las plantas (Moller et al., 2011; Aylward et al., 

2013).  

 

Durante mucho tiempo se ha considerado que las hormigas arrieras presentan el más 

complejo y eficiente de los sistemas de monocultivo de hongos conocido (Carroll, 1990; 

Holldobler & Wilson, 2011) y, que además, mantienen un cultivo axénico del hongo 
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mutualista. Sin embargo, varias investigaciones sugieren la existencia de microorganismos 

contaminantes que crecen en los jardines de las colonias, generando una reducción en la 

disponibilidad de nutrientes para la alimentación de las hormigas (Mueller et al., 2001; 

Currie et al., 1999; Currie & Stuart, 2001).  

 

El hongo Escovopsis weberi es uno de los principales parásitos especializados capaz de 

invadir los jardines del hongo de Atta, comprometiendo la productividad y la viabilidad de 

sus colonias (Currie, 2001; Currie et al., 2003; Mueller et al., 2005).  

 

En respuesta a las presiones de selección por microorganismos competidores o parásitos, 

las hormigas cortadoras de hojas han evolucionado diversas estrategias para prevenir y/o 

controlar el crecimiento de potenciales contaminantes dentro de sus jardines (Guedes et al., 

2011). Dentro de estas estrategias se destacan el comportamiento social de “auto-limpieza” 

y “limpieza colectiva” en el que las obreras invierten  tiempo y energía para garantizar la 

remoción mecánica de parásitos, nematodos, otros insectos, hifas y esporas de hongos 

(Reber et al., 2011) además de un manejo eficiente de los desechos (Giraldo, 2009). Las 

labores de remoción de desechos se dividen entre obreras que sacan el material residual 

desde los jardines del hongo y los depositan en sitios específicos y obreras que se dedican 

exclusivamente al manejo de desechos y que los transportan desde allí hasta cámaras 

profundas o en pilas externas al nido, destinadas para ello (Bellari et al., 2007; Waddington 

& Hughes, 2010). 
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Por otra parte, se ha registrado que las secreciones mandibulares y de la glándula 

metapleural, en algunas especies de Atta, contienen sustancias antimicrobianas que les 

permiten proteger el hongo de posibles microorganismos contaminantes, tales como 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candida albicans (Lima-Mendoça et al., 2009). 

En condiciones de laboratorio se demostró que las secreciones de la glándula mandibular en 

obreras de A. sexdens rubropilosa, tienen la capacidad de inhibir la germinación de esporas 

del hongo fitopatógeno Botrytis cinerea (Marsaro et al., 2001). De otro lado, aunque 

muchos estudios han demostrado que los jardines del hongo pueden presentar una variedad 

importante de otros microorganismos, aún se desconoce si parte de esa microbiota asociada 

es residente o si varía entre especies de hormigas (Scott et al., 2010).  

 

Otras estrategias evolutivas para evitar la contaminación de los jardines involucran un 

tercer componente biológico dentro de la relación simbiótica. En nidos de A. sexdens se ha 

encontrado asociada la bacteria Pseudonocardia (Actinomycete) que se considera como la 

principal defensa frente a Escovopsis (Currie, 2001). Igualmente, se han encontrado las 

bacterias Streptomyces y Burkholderia asociadas con Acromyrmex octospinosus (Currie et 

al., 2003) y A. sexdens (Santos et al., 2004), respectivamente. El principal beneficio para la 

hormiga es la producción, por parte de la bacteria, de agentes antifúngicos que inhiben la 

germinación de conidias de hongos entomopatógenos como Beauveria bassiana, 

Metarhizium anisopliae y Lecanicillium lecanii (Santos et al., 2004). Esta asociaciones con 

bacterias como exosimbiontes, se explican principalmente por la producción de compuestos 

antimicrobianos, cuya identidad podría estar implicada en la selección y adquisición de 

estos simbiontes (Seipke et al., 2011). 
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Para Colombia hasta hace poco se desconocía la presencia de microorganismos asociados a 

A. cephalotes, como un tercer componente simbiótico con equivalencia ecológica a lo 

registrado en otras especies de hormiga arriera. Sin embargo, recientes investigaciones de 

Giraldo (2009), sugieren la existencia de una compleja asociación de bacterias y levaduras 

con las diferentes castas de A. cephalotes en colonias mantenidas en condiciones de 

laboratorio. Esta investigadora destacó la dominancia y persistencia de Serratia 

marcescens, una Enterobacteriaceae gram-negativa, en todas las subcastas.  

 

S. marcescenses, se caracteriza por su capacidad de producir un pigmento rojo denominado 

prodigiosina (Tanada & Kaya, 1993: Deorukhkar et al., 2007) y por poseer entre muchas 

propiedades, actividad antibacterial y antimicótica (Patil et al., 2011). Esto permite inferir 

que la presencia de S. marcescenses en el cuerpo de las hormigas puede estar relacionado 

con una función protectora frente a microorganismos patógenos y contaminantes (Giraldo, 

2009), aspecto evaluado experimentalmente por Rengifo (2012) y Ortíz (2013). Ellos 

demostraron que S. marcescens tiene un efecto negativo sobre los hongos Mucor sp., 

Aspergillus sp. y Penicillium sp. (Rengifo, 2012) y que limita el crecimiento de los 

entomopatógenos B. bassiana y M. anisopliae, y del antagonista T. harziarium, usados 

comercialmente para el control biológico de hormiga arriera en Colombia (Ortíz, 2013). 

2.4 CONTROL DE LA HORMIGA ARRIERA  

En la actualidad, debido a su múltiple importancia, las hormigas cortadoras de hojas son 

objeto de preocupación, en particular, por su hiper-abundancia, como consecuencia del 
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incremento acelerado de áreas fragmentadas durante los últimos años. Los impactos 

evidentes y las pérdidas que ocasionan a cultivos, ornamentales, pastizales y árboles de 

importancia forestal en áreas rurales y urbanas hacen que se consideren plagas de 

importancia económica (Fernández & Jaffé, 1995; López & Orduz, 2004; Montoya-Lerma 

et al., 2012). 

 

La incursión del control con base en insecticidas químicos durante la mitad del siglo veinte 

generó la creencia de que las arrieras podían ser eliminadas. Desde entonces, el uso 

irracional e indiscriminado de una variedad de productos, ha ocasionado un significativo 

daño ambiental. Por ejemplo, los productores agropecuarios aplican directamente en los 

nidos o preparados como cebos con clorpirifos y sulfuramidas, insecticidas que tienen 

restricciones de uso, debido principalmente a sus efectos adversos sobre organismos 

acuáticos de vida corta y su riesgo para salud humana (Della Lucia, 2003; Godoy et al., 

2005). En general, el resultado ha sido poco efectivo, debido a la compleja organización 

social de las hormigas, la capacidad adaptativa y las estrategias biológicas y de 

comportamiento. Las hormigas logran sobreponerse a los ataques, manejar en forma 

eficiente el ingreso de casi todos los contaminantes a la zona del hongo simbionte y 

restablecer el funcionamiento normal de la colonia en corto tiempo (Diamond, 1998; 

Mueller et al., 2001; Currie &  Stuart, 2001). 

 

En los últimos años se ha avanzado en el desarrollo de nuevas estrategias, dirigidas al 

manejo integrado de plagas (MIP), entre las que se destaca el control biológico con agentes 

microbianos como parte importante. La alta especificidad, relativo bajo costo y bajo riesgo 
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ambiental, posicionan estas estrategias como alternativas con mucha potencialidad (Santos 

et al., 2007). Para el caso de la hormiga arriera, a nivel de laboratorio, algunos estudios han 

demostrado una disminución significativa en el crecimiento del hongo L. gongylophorus en 

pruebas de antagonismo con otros hongos.  

 

Silva et al. (2006) registraron la susceptibilidad de L. gongylophorus, frente a diferentes 

micro-hongos aislados de colonias naturales y artificiales de A. sexdens rubropilosa, entre 

ellos, T. harzianum, varias cepas de Escovopsis weberi y Acremonium kiliense. Todos los 

microorganismos presentaron actividad inhibitoria sobre el hongo simbionte al cabo de 15 

días, pero T. harzianum y una de las cepas de E. weberi fueron las de mayor efecto con 

inhibición del 75 y 68%, respectivamente. Por su parte, Folgarait et al. (2011), confirmaron 

la susceptibilidad del hongo simbionte, en ensayos de enfrentamiento, frente a E. weberi y 

Lecanicillium lecanii, aislados de colonias de Ac. lundii.  

 

Algunos hongos entomopatógenos han sido empleados como controladores naturales de 

hormiga arriera,  en áreas agrícolas afectadas por este insecto (Hajek & St.Leger, 2007; 

Rodriguez et al., 2008). En particular se destacan especies de los géneros Metarhizium y 

Beauveria, con las que se ha obtenido relativo éxito en el control de la hormiga roja, 

Solenopsis invicta, (Brinkman & Gardner, 2000); en colonias de Atta sexdens se demostró 

efecto entomopatógeno empleando cebos con B. bassiana y M. anisopliae (Santos et al., 

2007).  
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En Cuba, Pérez (2002) obtuvo, en nidos de A. insularis, una disminución superior al 90%, 

utilizando B. bassiana en la elaboración de cebos. Igualmente, López y Orduz (2003) 

formularon cebos que contenían una mezcla de M. anisopliae y T. viride, lo cual produjo 

una mortalidad del 100% en nidos de A. cephalotes en condiciones de laboratorio y campo. 

Escobar et al. (2002), en un estudio similar en la región del Chocó, encontraron que la 

aplicación de hongos comerciales de B. bassiana, M. anisopliae y T. lignorum, en forma de 

cebos preparados con hojuelas de avena y jugo de naranja, disminuía la actividad de 

forrajeo de A. colombica y A. cephalotes desde la primera a la séptima semana después de 

la aplicación; sin embargo, posteriormente la actividad se reanudó con con intensidad, lo 

que sugiere una efecto transitorio de las preparaciones aplicadas en forma de cebo. 

Pese a estos hallazgos, en general, la aplicación de productos biológicos en condiciones 

naturales no ha alcanzado una efectividad alta, debido en parte, a la gran adaptabilidad que 

le permite a las hormigas arrieras defenderse de los agentes empleados para su control 

(Santos et al., 2004).   

3. OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GENERAL 

Evaluar los efectos entomopatógeno y antagónico de aislados microbianos nativos como 

potenciales agentes de control biológico de la hormiga arriera, Atta cephalotes. 
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3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Determinar el efecto antagónico de aislados microbianos procedentes de los desechos de 

colonias de Atta cephalotes, sobre el hongo Leucoagaricus gongylophorus y la bacteria 

simbionte Serratia marcescens. 

 

Evaluar, en condiciones de laboratorio, la capacidad entomopatógena de aislados 

microbianos procedentes del material de desecho, sobre obreras medianas de A. cephalotes. 

 

Determinar la capacidad de coexistencia de los aislados microbianos con  antagonismo 

sobre los microorganismos simbiontes y actividad entomopatógena sobre hormigas obreras.  

4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1 ÁREA DE ESTUDIO 

Los ensayos se realizaron en el laboratorio de hormiga arriera ubicado en la microestación 

biológica del Departamento de Biología, en la Universidad del Valle, sede Meléndez, 

situada en la ciudad de Cali, a 1.070 msnm, con temperatura y humedad relativa promedios 

de 24°C y 75%, respectivamente. 
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4.2 COLECTA DE NÚCLEOS DE HORMIGA ARRIERA, A. cephalotes 

Con el fin de obtener los aislamientos de los microorganismos simbiontes y contar 

permanentemente con obreras para las pruebas de patogenicidad, se establecieron y 

mantuvieron colonias de hormiga arriera en condiciones de laboratorio. Entre febrero y 

mayo de 2012 se colectaron núcleos de colonias de A. cephalotes en el casco urbano de 

Cali, en los barrios El Ingenio y Multicentro, al igual que en la zona rural de vereda Los 

Andes.  

 

Durante la colecta se tomó la mayor cantidad posible de obreras y de hongo simbionte, con 

el fin de asegurar la sobrevivencia de las colonias. Su mantenimiento se realizó siguiendo 

las recomendaciones de Valderrama et al. (2006). Diariamente, se les proporcionó  avena 

en hojuelas y hojas frescas de diferentes especies vegetales, usualmente forrajeadas por las 

obreras, entre ellas: Caesalpinia pluviosa (Fabaceae), Leucaena leucocephala (Fabaceae), 

Guarea guidonia (Meliaceae), Manguifera indica (Anacardiaceae) y Lactuca sativa 

(Asteraceae).   

 

En cada colonia se demarcaron tres zonas: forrajeo, jardín del hongo simbionte y depósito 

de desechos, con el propósito de facilitar la toma de muestras, datos y observaciones. 



32 
 

4.3 OBTENCIÓN DE AISLADOS MICROBIANOS 

Con el propósito de realizar los aislamientos de microorganismos a partir de los desechos, 

las colonias de A. cephalotes, mantenidas en laboratorio, se alimentaron con material 

vegetal fresco proveniente de árboles a libre exposición, garantizando el ingreso de 

microorganismos que pudieran ser transportados por las obreras hacia las cámaras de 

desechos. A partir de cinco colonias de hormiga, se colectaron muestras de 10 gramos de 

desechos para el análisis microbiológico, realizando diluciones seriadas hasta 10-6 y 

posteriores siembras en medios de cultivo referenciados para hongos (Papa Dextrosa Agar -

PDA y Sabouraud Dextrosa Agar –SDA con gentamicina a una concentración de 50mg/L). 

Para el cultivo de bacterias heterótrofas totales se utilizó Agar Nutritivo (AN). Las siembras 

se hicieron por el método de vertido en placa siguiendo las recomendaciones del Standard 

Methods (APHA, 2005).  

 

La incubación para bacterias se hizo durante 2-3 días, a 35°C, mientras que para hongos fue 

de 5-7 días a temperatura ambiente. Este procedimiento fue repetido dos meses después, 

utilizando las mismas colonias de hormiga arriera mantenidas en laboratorio. Mediante el 

recuento de unidades formadoras de colonia por gramo (UFC/g) se determinó la abundancia 

de hongos y bacterias heterótrofas totales para cada muestra. 

 

Posterior a la incubación, en cada análisis por separado, se describieron las características 

macroscópicas de las diferentes cepas de hongos y bacterias con un recuento alto y se 

determinó la abundancia para cada uno de ellos (UFC/g). Cada cepa diferente fue re-
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sembrada hasta obtener cultivos puros, los cuales se mantienen en el cepario en el 

laboratorio de hormiga arriera. Con el fin de diferenciar los asilados de bacterias y 

levaduras, a cada uno de ellos se le realizó un montaje con coloración simple y de Gram, 

con el fin de evaluar sus características microscópicas y verificar su correspondencia con 

un aislado bacteriano. Esto se hizo, debido a que el criterio inicial de escogencia fueron las 

características macroscópicas de las colonias, por lo que sólo con una evaluación 

microscópica fue posible discriminar entre bacterias y levaduras. Para los ensayos 

posteriores se incluyeron únicamente aislados de hongos filamentosos y bacterias.  

 

Cada aislado fue codificado indicando el número del aislamiento y la procedencia. Para los 

ensayos se seleccionaron los aislados con los mayores valores de abundancia para hongos y 

bacterias. Estos microorganismos fueron utilizados para realizar las pruebas de 

antagonismo sobre el hongo mutualista L. gongylophorus y sobre la bacteria simbionte S. 

marcescens. Además, se ensayó su capacidad insecticida sobre obreras medianas de 

hormiga arriera en condiciones de laboratorio. Como obreras medianas se consideraron 

aquellas hormigas con un tamaño de la capsula cefálica entre 2,1 mm y 4,3 mm de ancho. 

 

4.4 AISLAMIENTO DEL HONGO SIMBIONTE  

El aislamiento del hongo L. gongylophorus se hizo a partir de las cámaras de cultivo de las 

colonias de hormiga arriera, mantenidas en la microestación de la Universidad del Valle. 

Bajo condiciones de asepsia, se separaron inicialmente, fragmentos de la porción media del 
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hongo de la cámara de cultivo y, posteriormente, se eliminaron todas las hormigas para 

minimizar la contaminación. Una vez se tuvo el hongo libre de hormigas, se sembraron 

fragmentos de aproximadamente 5mm en medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA, 

Merck®) y agar nutritivo (AN Merck®), preparado en cruz para dirigir el crecimiento del 

hongo en el centro de la caja Petri y los posteriores ensayos de enfrentamiento con los 

microorganismos contaminantes. El hongo se dejó crecer a temperatura ambiente durante 

los 15 días previos a los enfrentamientos (Rengifo, 2012). 

4.5 PRUEBAS DE ANTAGONISMO SOBRE EL HONGO SIMBIONTE 

En los extremos del medio en cruz (PDA o AN), se realizó la inoculación de los 

microorganismos seleccionados (nueve aislados de bacterias y nueve de hongos) con el 

hongo mutualista en el centro del medio de cultivo. La inoculación de estos 

microorganismos se realizó a los 15 días de la siembra del simbionte, para asegurar su 

estabilidad y crecimiento.  

 

Después de la inoculación, se tomó la medida diaria del crecimiento (diámetro en 

milímetros) del mutualista, durante diez días. Además, en forma paralela, se evaluó el 

crecimiento del hongo sin presencia de otro microorganismo (control). El efecto de los 

microorganismos contaminantes sobre el hongo mutualista se estimó a través de la 

eficiencia de crecimiento, mediante la fórmula EC= DF/DI, en la cual la eficiencia de 

crecimiento (EC) es la relación de los diámetros final (DF) e inicial (DI) de la colonia. Para 

hallar el porcentaje de inhibición, se estimó el crecimiento relativo (CR) del simbionte en 
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presencia de los microorganismos evaluados (Ct), respecto al control (Cc), mediante la 

fórmula CR= Ct/Cc. Posteriormente, se restó este valor a la unidad y se expresó en 

términos de porcentaje (modificado de Silva et al., 2006). Los ensayos con cada 

microorganismo contaminante se hicieron de manera independiente y con quince 

repeticiones por tratamiento.  

 

4.6 PRUEBAS DE ANTAGONISMO SOBRE Serratia marcescens 

Para estos ensayos, se utilizó una cepa S. marcescens aislada de las obreras de colonias 

mantenidas en el laboratorio, previamente caracterizada por pruebas bioquímicas. Las 

pruebas de enfrentamiento con los aislados bacterianos se realizaron por el método de 

difusión en disco, utilizando papel filtro Watman No1. Para esto, S. marcescens se sembró 

en superficie en agar nutritivo, partiendo de una población de 1x108 UFC/mL, ajustada con 

una escala de MacFarland. Posteriormente, por cada caja de Petri se colocaron cuatro 

discos impregnados con la bacteria a evaluar, preparada igualmente a una concentración de 

1x108 UFC/mL. Se incluyeron los respectivos controles, en los cuales los discos se 

impregnaron con solución estéril, la misma utilizada para la suspensión de bacterias. Luego 

de 48 horas de incubación a 35°C, se midió el diámetro de los discos, incluyendo la zona 

correspondiente al halo de inhibición, en caso de que éste se presentara. Para cada uno de 

los tratamientos se hicieron siete repeticiones.  
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Por otra parte, los enfrentamientos con los aislados de hongos filamentosos, se hicieron 

sembrando la bacteria S. marcescens en la superficie del medio TSA (agar tripticasa soya) 

con glucosa al 2%, con el fin de favorecer el crecimiento tanto de la bacteria como de los 

hongos. Se empleó la misma población que para los ensayos anteriores. Sobre el medio 

inoculado con la bacteria, se dispusieron cuatro discos de 0,7 cm de diámetro con micelio 

previamente crecido sobre TSA-Glucosa, de cada uno de los aislados de hongos a evaluar. 

Igualmente, se realizaron las mediciones del diámetro de los discos, incluyendo la zona de 

inhibición de crecimiento. Cada uno de los tratamientos tuvo siete repeticiones, incluyendo 

los controles, en los que se utilizaron discos de medio sin micelio. 

4.7 PRUEBAS DE PATOGENICIDAD SOBRE OBRERAS DE A. cephalotes 

Por otra parte, se evaluó el efecto insecticida de los diez aislados de bacterias y diez de 

hongos filamentosos más abundantes, sobre obreras medianas. Para las pruebas, se 

prepararon soluciones a una concentración de 1,0x107 conidios/mL de cada uno de los 

hongos, a partir de cultivos jóvenes esporulados de entre 6-9 días, utilizando para el conteo, 

una cámara de Neubauer. Por su parte, para las pruebas con bacterias, se preparó de cada 

aislado una solución a una concentración de 3,0x109UFC/mL en la escala de MacFarland. 

Los microorganismos fueron ofrecidos a las hormigas por dos métodos: contacto e ingesta. 

Sólo obreras medianas obtenidas de los nidos establecidos en el laboratorio fueron usadas 

en estas pruebas. Para cada hongo y cada bacteria a evaluar por el método de contacto, se 

dispusieron por separado, 400 µL de la solución en una caja de Petri, colocando luego 15 

obreras extraídas de la misma colonia, previamente adormecidas por frío, con el fin de 
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garantizar el contacto con la solución. Para cada tratamiento, incluyendo el control 

(contacto con solución estéril), se utilizaron siete unidades experimentales (repeticiones). El 

contacto con las soluciones se realizó una vez al inicio del experimento y los datos de 

mortalidad fueron registrados diariamente durante 15 días. Durante las evaluaciones los 

insectos se alimentaron con una dieta artificial a base de agar, suministrada cada 48 horas.  

 

En los ensayos por ingesta se preparó una dieta sólida a base de agar, peptona 

bacteriológica, extracto de levadura y glucosa (Bueno et al., 1997) con las mismas 

concentraciones de cada microorganismo que fueron utilizadas en los ensayos por contacto. 

Se suministraron raciones iguales (1cm x 1cm x 0,7cm) a siete unidades experimentales de 

15 obreras, suministrando nuevamente esta dieta con microorganismo cada 48 horas. Como 

control se usaron unidades de 15 obreras alimentadas con dieta sin microorganismo. En 

cada tratamiento, se calculó la mortalidad acumulada diaria corregida de Abbott (Cañedo & 

Ames, 2004) durante quince días.  

 

Para los ensayos por contacto e ingesta, cada hormiga muerta se colocó en cámara húmeda, 

previamente desinfectada externamente con una solución de hipoclorito de sodio al 0,7%. A 

los 2, 3 y 5 días se hicieron observaciones al estereomicroscopio para confirmar la 

colonización por parte de los microorganismos evaluados y determinar el porcentaje de 

colonización. 

 

Los aislamientos que presentaron los mayores valores de mortalidad, se utilizaron para 

repetir estos ensayos en el tiempo, en los que se incluyó como controles positivos pruebas 
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con Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, cepas cedidas por la empresa 

Biprotección SAS. En total, se hicieron 332 ensayos en los que se utilizaron 4.980 obreras. 

 

Los datos de mortalidad fueron registrados durante quince días consecutivos, basados en 

datos experimentales que demostraron que las obreras pueden sobrevivir más de veinte días 

cuando se extraen de las colonias y son alimentadas con la dieta a base de agar (Castaño-

Quintana et al., 2013). No obstante, para los análisis sólo se consideraron los datos 

registrados hasta el décimo día, debido a que los tratamientos control superaron el 30% de 

mortalidad después de este tiempo. 

 

4.8 PRUEBAS DE COEXISTENCIA ENTRE MICROORGANISMOS CON 

EFECTO ANTAGÓNICO Y/O INSECTICIDA 

Con el fin de identificar la potencialidad de realizar mezclas viables de los hongos y 

bacterias con efecto insecticida y/o antagónico, se hicieron ensayos de enfrentamiento entre 

estos microorganismos. Previo a esto, los aislados bacterianos fueron caracterizados 

inicialmente a nivel morfológico y en su comportamiento frente a la tinción diferencial de 

Gram. Posteriormente, mediante pruebas bioquímicas se determinó su compatibilidad hasta 

género. Por otra parte, los hongos fueron caracterizados a nivel macro y microscópico para 

determinar la compatibilidad con especies referenciadas. Para esto, se utilizaron las claves 

de Barnett & Hunter (2003). 
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Para las pruebas de enfrentamiento, se reactivaron los aislamientos de hongos y bacterias 

que, en evaluaciones previas, demostraron el efecto deseado. Se realizaron todas las 

combinaciones posibles de enfrentamiento por pares de microorganismos. Para el 

enfrentamiento entre hongos, se colocaron discos de 0,7 cm con micelio previamente 

crecido de los hongos a enfrentar, en medio AS, separados entre sí por una distancia de 3,0 

cm. Para cada hongo se incluyó el tratamiento control, que consistió en la siembra de discos 

con micelio sin ningún enfrentamiento. Después de cuatro y seis días, se tomaron las 

medidas del diámetro del crecimiento de cada hongo y se calculó la eficiencia de 

crecimiento, como la relación del diámetro final y el inicial.  

 

Por otra parte, para los enfrentamientos entre bacterias y hongos, se utilizó medio TSA con 

glucosa al 2% para favorecer el crecimiento de los hongos y de las bacterias al mismo 

tiempo. Se colocaron discos de 0.7cm de diámetro con micelio crecido de cada hongo sobre 

la superficie del medio. Posteriormente, se sembró un inóculo de la bacteria a enfrentar a 

una distancia de 1,5 cm del disco en dos direcciones, en forma de ele (L). Pasados cuatro y 

seis días se tomaron las medidas del crecimiento en diámetro de los hongos y se calculó la 

eficiencia de crecimiento para cada uno. Para las bacterias no se obtuvo un dato 

cuantitativo, por lo que se utilizó la observación de las características macroscópicas de 

crecimiento como criterio para determinar un posible efecto de los hongos sobre éstas. 

 

Los enfrentamientos entre bacterias se hicieron siguiendo la misma metodología descrita 

para las pruebas de antagonismo sobre S. marcescens. 
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Para cada prueba de enfrentamiento se hicieron seis repeticiones, de igual manera que los 

ensayos con los controles, para un total de 209 ensayos. 

 

4.9 PROCESAMIENTO DE LA INFORMACIÓN Y ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 

Para cada prueba por separado, se construyeron matrices de datos utilizadas para los 

análisis gráficos y estadísticos. Al aplicar pruebas estadísticas paramétricas, inicialmente se 

evaluó el cumplimiento de los supuestos de distribución normal y homogeneidad de 

varianzas para cada conjunto de datos por separado. En ningún caso se cumplieron estos 

supuestos a pesar que se transformaron varias veces, aplicando diferentes métodos de 

acuerdo con la naturaleza de los datos; en  consecuencia, se optó por aplicar pruebas no 

paramétricas. 

 

Para los datos registrados en los ensayos de capacidad antagónica sobre el hongo mutualista 

y sobre S. marcescens, al igual que para los datos obtenidos en las pruebas de coexistencia , 

se utilizó la prueba de U Mann-Whitney para grupos independientes, con un nivel de 

significancia α de 0.05. Los datos de porcentaje de mortalidad acumulada diaria corregida, 

en los ensayos por ingestión y contacto fueron analizados mediante pruebas para medidas 

repetidas en el tiempo de Friedman (ANOVA de Friedman) con un nivel de significancia α 

de 0.05. Además, para determinar diferencias entre cada tratamiento y los controles, se 

aplicaron pruebas pareadas de rangos de Wilcoxon. Estos análisis fueron realizados 

utilizando el paquete estadístico Statistics 7.0 (Statsoft, 2007). 
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5. RESULTADOS 

5.1 ABUNDANCIA DE HONGOS Y BACTERIAS HETERÓTROFAS EN 

DESECHOS DE COLONIAS DE A. cephalotes 

En las dos evaluaciones realizadas, las poblaciones de bacterias heterótrofas totales fueron 

superiores a las poblaciones de hongos, en todas las muestras evaluadas. Así mismo, no se 

observó una fluctuación marcada en las abundancias de estos dos grupos microbianos entre 

los dos períodos (tabla 1). Por otra parte, se pudo observar una riqueza alta, en términos del 

número de cepas microbianas encontradas en el material de desechos de las cinco colonias 

utilizadas en estas evaluaciones. En total, se encontraron 42 cepas de hongos y 28 de 

bacterias (previamente verificado microscópicamente). Sin embargo, muchos de éstos, 

presentaron valores muy bajos de abundancia, por lo cual no fueron considerados en esta 

investigación. 
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Tabla 1. Valores promedio de abundancia (UFC/g) de hongos y bacterias heterótrofas totales en los 
desechos de las colonias de A. cephalotes para los dos tiempos de evaluación. 

 
  Primera evaluación Segunda evaluación 

Colonia  de A. cephalotes 
Abundancia  
de hongos  
(UFC/g) 

Abundancia 
de bacterias 
heterótrofas 
totales (UFC 

/g) 

Abundancia  
de hongos  
(UFC /g) 

Abundancia 
de bacterias 
heterótrofas 
totales  (UFC 

/g) 

ACU 06101 - 01 3,4x107 2,5x108 2,8x107 5,3x108 
ACU 06102 - 02 4,6x107 3,6x108 5,2x106 1,7x109 
ACU 06106 - 03 1,7x108 5,1x109 8,4x106 3,8x108 
ACU 03117 - 04 7,6x107 6,3x109 2,7x107 4,4x108 
ACU 03115 - 05 5,8x108 7,4x109 1,1x108 1,2x109 
 

A cada cepa, se le determinó la frecuencia de aparición en cada colonia y en cada ensayo, a 

partir de la proporción de veces que fue aislado de cada colonia. Los valores de frecuencia, 

presentaron poca variación con respecto al tiempo y a las colonias (tabla 2), lo cual 

demuestra la persistencia de estos aislados. Las cepas de hongos y bacterias que se 

seleccionaron para los ensayos posteriores, fueron aquellos que presentaron los valores más 

altos de abundancia, respecto a la abundancia total de hongos y bacterias heterótrofas, en 

las dos evaluaciones (tabla 2).  
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Tabla 2. Valores promedio de abundancia (UFC/g) y frecuencia de los aislados de hongos y 
bacterias seleccionadas para los ensayos de capacidad antagónica y entomopatógena. 

 

Aislados microbianos 

Primera evaluación Segunda evaluación 

Abundancia  
promedio 

(ufc/g) 

Frecuencia 
(%) 

Abundancia 
promedio 

(ufc/g) 

Frecuencia 
(%) 

DHH-014 2,2x104 60 3,1x103 80 
DHH-021 3,9x103 100 4,1x102 80 
DHH-143 <30 40 1,4x104 60 
DHH-150 5,2x104 100 6,7x103 100 
DHH-155 4,6x103 60 3,3x103 80 
DHH-203 3,8x103 40 4,2x102 40 
DHH-264 6,1x103 40 8,3x101 40 
DHH-290 1,3x104 60 6,4x103 80 
DHH-332 1,7x103 80 <30 60 
DHH-444 4,8x103 80 2,5x104 60 
DHB-001 6,4x102 80 2,3x103 100 
DHB-012 5,4x102 40 3,2x102 60 
DHB-221 5,5x103 80 2,2x104 60 
DHB-279 6,3x103 40 4,5x102 40 
DHB-338 2,2x104 60 6,3x102 40 
DHB-371 1,3x104 40 2,9x103 60 
DHB-409 7,2x102 60 5,6x102 80 
DHB-410 5,7x102 80 9,4x101 40 
DHB-441 3,5x103 80 <30 40 
DHB-501 3,4x104 60 4,8x103 80 
 
DHH= aislado de hongos; DHB= aislado de bacteria, esto según clasificación utilizada en el cepario 
del laboratorio de hormiga arriera de la Universidad del Valle. 
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Vale la pena resaltar que DHB-001 demostró compatibilidad morfológica y bioquímica con 

Serratia marcescens, la cual presentó valores altos de abundancia en los desechos y se 

encontró en una frecuencia del 80% y 100% de las colonias en la primera y la segunda 

repetición en el tiempo. Teniendo en cuenta estos resultados, se decidió incluir esta bacteria 

en los ensayos de capacidad insecticida, a pesar de su asociación de tipo simbiótico con la 

hormiga arriera A. cephalotes del Valle del Cauca (Giraldo 2009; Rengifo 2011), lo cual 

podría ser importante para avanzar en la comprensión de las  implicaciones de esta bacteria 

para la protección de las hormigas.  

5.2 ANTAGONISMO SOBRE EL HONGO L. gongylophorus 

Se presentaron diferencias estadísticamente significativas al comparar la eficiencia de 

crecimiento de L. gongylophorus sin ningún enfrentamiento, con cada uno de los diferentes 

tratamientos (U=11,00; p < 0,05). Los hongos que tuvieron un efecto de antagonismo 

fueron compatibles con Aspergillus ochraceus (DHH-444), Aspergillus flavus (DHH-014), 

Penicillium sp. (DHH-150), Trichoderma sp. (DHH-155), Mucor sp. (DHH-021) y dos 

cepas del género Fusarium: Fusarium sp.1 (DHH- 290) y Fusarium sp. 2 (DHH -203) 

(figura 1). 
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Figura 1. Eficiencia de crecimiento promedio del hongo mutualista en los diferentes tratamientos 
de enfrentamiento con los aislados de hongos. Las barras indican el error estándar con un nivel de 
confianza del 95%. 

 

 

Los porcentajes promedios de inhibición del hongo simbionte fueron significativamente 

altos, siendo el mayor valor para Mucor sp. con un 65,18%, seguido por Trichoderma sp. 

con 51,94%. Por su parte, las dos especies de Aspergillus tuvieron un efecto similar con 

inhibición del 47,29% y 44,76% en A. ochraceus y A. flavus, respectivamente. De igual 

forma, para las dos cepas de Fusarium, se observaron porcentajes muy similares de 

inhibición: 34,98% para Fusarium sp.1 y 32,30% para Fusarium sp.2. Los aislados que no 

tuvieron un efecto significativo sobre la eficiencia de crecimiento, presentaron valores de 

inhibición que no superaron el 7,50% (figura 2). 
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Figura 2. Porcentaje promedio de inhibición del crecimiento del hongo simbionte en los 
tratamientos de enfrentamiento con los aislados de hongos. Las barras indican el error estándar con 
un nivel de confianza del 95%. 

 

 

 

Cabe resaltar que en el enfrentamiento con Mucor sp., se presentó una reducción del 

tamaño del hongo simbionte (65% de reducción respecto al tamaño inicial) a partir del 

tercer día de tratamiento. Además, macroscópicamente se observó en cerca del 80% de las 

réplicas, cambios en su aspecto y coloración, como resultado de la muerte del simbionte. 

Para corroborar esto, se tomó un inóculo y se re-sembró en medio PDA y se determinó su 

viabilidad. Además, se hizo montaje en fresco, con el fin de evaluar el estado de las 

estructuras. En ningún caso hubo evidencia de viabilidad y, microscópicamente, las 

estructuras (gongilidios) presentaron ruptura en sus paredes. Por el contrario, en los 

tratamientos de enfrentamiento con los otros aislados, no se observaron características 

relacionadas con  la pérdida de viabilidad, a pesar de que se evidenció un cese en el 
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crecimiento del simbionte e invasión por parte del micelio de los hongos con que se 

enfrentó. 

 

Por otra parte, en los ensayos de enfrentamiento con los aislados de bacterias, sólo se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas (p <0,05; U=4,00) en la eficiencia 

de crecimiento de L. gongylophorus respecto al tratamiento control, para dos aislados 

(figura 3). Éstos (DHB-279 y DHB-409) fueron morfológica y bioquímicamente 

compatibles con dos cepas dentro del género Bacillus, en adelante denominadas Bacillus 

sp.1 (DHB-279) y Bacillus sp.2 (DHB-409), respectivamente. En los demás tratamientos no 

se encontraron diferencias significativas en comparación con el control (p >0,05) y las 

características macroscópicas del hongo simbionte fueron similares entre estos tratamientos 

y el control. Además, se mantuvo la viabilidad, sin  daño en la estructura del micelio ni en 

los gongilidios (figura 4). 
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Figura 3. Eficiencia de crecimiento promedio del hongo mutualista en los diferentes tratamientos 
de enfrentamiento con los aislados bacterianos. Las barras indican el error estándar con un nivel de 
confianza del 95%. 

 

 

 
 
Figura 4. Microfotografía de gongilidios inalterados de L. gongylophorus. Tinción con azul de 
lactofenol (100x). 
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En cuanto a la capacidad de las bacterias aisladas de desechos para reducir el crecimiento 

del hongo mutualista en términos de porcentaje de inhibición, los mayores valores fueron 

registrado en los tratamientos con Bacillus sp.1 y Bacillus sp.2, con un 24,30% y 22,90%, 

respectivamente. En los demás tratamientos, el promedio de inhibición no superó en ningún 

caso el 8,00% (figura 5). 

 

Figura 5. Porcentaje promedio de inhibición del crecimiento del hongo simbionte en los 
tratamientos de enfrentamiento con los aislados de bacterias. Las barras indican el error estándar 
con un nivel de confianza del 95%. 

 

 

 
Es importante anotar que en estos ensayos no se incluyó a Serratia marcescens (aislado 

DHB-001) debido a que, en investigaciones recientes, se corroboró que esta bacteria no 

afecta negativamente el crecimiento de L. gongylophorus y, en ocasiones, por el contrario 

favorece su crecimiento (Rengifo, 2013; Ortíz, 2013).  
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5.3 ANTAGONISMO SOBRE LA BACTERIA S. marcescens  

Los resultados de las pruebas de enfrentamiento con los aislados de hongos, evidencian que 

sólo A. flavus tuvo un efecto estadísticamente negativo sobre el crecimiento de S. 

marcescens (U=5,50; p=0,00003) en la medida promedio del diámetro del disco 

(incluyendo la zona de inhibición de crecimiento de la bacteria) en comparación con el 

control (figura 6). Además, en el área más próxima a la zona de crecimiento del micelio del 

hongo, la bacteria no produjo la pigmentación roja típica sino una coloración roja tenue. En 

los demás tratamientos, no se evidenció la presencia de zona de inhibición de crecimiento 

alrededor del micelio de los hongos y la bacteria no presentó cambios en su patrón de 

coloración.  

 

Figura 6. Medida promedio del diámetro del disco en los enfrentamientos entre los hongos y S. 
marcescens. Las barras indican el error estándar con un nivel de confianza del 95%. 
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En los enfrentamientos con los aislados bacterianos, no se evidenciaron diferencias 

significativas respecto al control (p >0,05) (figura 7) y en ningún caso se observaron 

cambios en las características macroscópicas de S. marcescens. 

 

Figura 7. Medida promedio del diámetro del disco en los enfrentamientos entre las bacterias y S. 
marcescens. Las barras indican el error estándar con un nivel de confianza del 95%. 

 

 
 
 

5.4 PRUEBAS DE PATOGENICIDAD SOBRE OBRERAS DE A. cephalotes 

5.4.1 Evaluación del potencial insecticida de los aislados de hongos 

En la primera evaluación de la capacidad insecticida de los aislados de hongos 

suministrados en la dieta, el promedio de la mortalidad acumulada diaria corregida fue 
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significativamente diferente entre los tratamientos (ANOVA χ2 (N=10, df=8)= 65,92 

p=0,00000) (figura 8). 

 
Figura 8. Promedio de mortalidad acumulada corregida para los tratamientos por ingestión con los 
aislados de hongos (primera repetición en el tiempo). Los límites de las cajas corresponden al error 
estándar y las barras muestran los valores mínimo y máximo en cada tratamiento. ANOVA de 
Friedman (N= 10, df = 8) = 65,92 p=0,00000. 
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Los aislados compatibles con A. flavus (DHH-014), Penicillium sp. (DHH-150) y A. 

ochraceus (DHH-444), generaron los mayores porcentajes de mortalidad acumulada 

durante los 10 días de exposición permanente a los tratamientos. Las pruebas pareadas de 

rangos de Wilcoxon demostraron la existencia de diferencias significativas en el porcentaje 

de mortalidad acumulada corregida en todos los tratamientos (p <0,05), a excepción del 
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aislado DHH-332. Sin embargo, para el caso de los aislados DHH-143, DHH-264 y DHH-

390, dichas diferencias se deben a que la ingestión de estos microorganismos, por parte de 

las obreras, aumentó su supervivencia con porcentajes de mortalidad acumulada por debajo 

de las registradas en los controles. 

 

Por otra parte, en los ensayos por el método de contacto para la primera repetición en el 

tiempo, el análisis de varianza de medidas repetidas de Friedman evidenció que existen 

diferencias significativas en los porcentajes de mortalidad acumulada corregida entre los 

tratamientos (p= 0,00000). De igual forma, las pruebas de rangos de Wilcoxon demostraron 

que, excepto para el aislado DHH-332, los tratamientos difieren significativamente del 

control (p <0,05). En concordancia con los resultados para los ensayos por ingestión, 

cuando las obreras estuvieron en contacto con las soluciones de conidios de los aislados 

DHH-143, DHH-264 y DHH-390, su supervivencia aumentó en comparación con el control 

y, en consecuencia, se registraron para estos tratamientos, los menores valores de 

mortalidad acumulada corregida (figura 9). 
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Figura 9. Promedio de mortalidad acumulada corregida para los tratamientos por contacto con los 
aislados de hongos (primera repetición en el tiempo). Los límites de las cajas corresponden al error 
estándar y las barras muestran los valores mínimo y máximo en cada tratamiento. ANOVA de 
Friedman (N= 10, df = 8) = 67,97 p=0,00000. 
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La aplicación de los hongos por el método de contacto y de ingestión, generaron resultados 

comparables en cuanto que los aislados afectaron negativamente la supervivencia de las 

obreras. Sin embargo, los valores promedio de porcentaje de mortalidad acumulada diaria 

fueron superiores cuando estos microorganismos fueron aplicados por contacto. En ambos 

casos, A. flavus (DHH-014) fue el hongo que produjo la mayor mortalidad acumulada, 

alcanzando, al décimo día, un promedio de 86,93% cuando se suministró en la dieta y de 

91,15% en el tratamiento por contacto. Este fue seguido por Penicillium sp. (DHH-150) con 
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porcentajes de mortalidad acumulada de 85,32% y 84,15% por ingestión y contacto, 

respectivamente. Por su parte, A. ochraceus (DHH-444) en el mismo periodo generó una 

mortalidad acumulada de 79,11% por ingestión y de 77,55% por contacto. Por último, el 

aislado DHH-290, compatible con Fusarium sp.1, aunque tuvo un efecto negativo sobre la 

supervivencia de las obreras, fue menor en comparación con los otros aislados. Al décimo 

día, este hongo alcanzó porcentajes de mortalidad acumulada de 54,14% al suministrarlo en 

la dieta y de 61,66% cuando se colocaron las obreras en contacto con la solución de 

conidios. En la Fig. 10 se muestra que cuatro (i.e .A. flavus, Penicillium sp., A. ochraceus, 

Fusarium sp.) de los aislados de hongos procedentes de desechos de A. cephalotes, tienen 

un alto potencial insecticida mientras que DHH-143, DHH-264 y DHH-390, por el 

contrario, afectan positivamente la supervivencia de las obreras, presentándose en estos 

casos una menor mortalidad acumulada en relación con el control. 
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Figura 10. Mortalidad acumulada corregida promedio para los tratamientos por ingestión (I) y 
contacto (C) con los aislados de hongos en el día tres, seis y 10 del experimento (primera repetición 
en el tiempo).  

 

 

Para la segunda repetición, teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la primera 

evaluación, se utilizaron solamente aquellos aislados que demostraron tener un potencial 

insecticida sobre obreras de A. cephalotes y, de esta manera, confirmar su actividad 

patógena sobre las obreras. Se presentaron diferencias significativas en el porcentaje de 

mortalidad acumulada corregida entre los tratamientos suministrados en la dieta (ANOVA 

χ2 (N= 10, df= 6) = 44,25 p= 0,00000). 

 

Se estableció que todos los tratamientos difirieron del control, presentando en todos los 

casos, valores de mortalidad acumulada significativamente superiores (pruebas de rangos 

de Wilcoxon, p <0,05). Además, cuando se compararon los porcentajes de mortalidad 
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acumulada entre cada aislado procedente de los desechos de colonias de A. cephalotes con 

la cepa BIO-0312 de Beauveria bassiana (control positivo 1), se encontraron diferencias 

con A. flavus (DHH-014), Penicillium sp. (DHH-150) y A. ochraceus (DHH-444) (p 

<0,05). Para Fusarium sp.1 no se evidenciaron diferencias significativas en comparación 

con el tratamiento con B. bassiana (p= 0,16880). Al comparar estos mismos aislados con la 

cepa BIO-0212 de Metarhizium anisopliae (control positivo 2), no se presentaron 

diferencias significativas entre éste y A. flavus, Penicillium sp. y A. ochraceus (p >0,05), 

mientras que con Fusarium sp.1 se encontraron diferencias (p= 0,012516). Igualmente, al 

comparar los tratamientos por ingestión con B. bassiana y M. anisopliae, se registraron 

diferencias significativas (p= 0,021825) (figura 11). 

Figura 11. Promedio de mortalidad acumulada corregida para los tratamientos por ingestión con los 
aislados de hongos (segunda repetición en el tiempo). Los límites de las cajas corresponden al error 
estándar y las barras muestran los valores mínimo y máximo en cada tratamiento. ANOVA de 
Friedman (N = 10, df = 6) = 44,25403 p = ,00000. 
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De otro lado, para la segunda evaluación mediante contacto, la prueba de Friedman arrojó 

diferencias significativas en la mortalidad corregida acumulada entre tratamientos (p= 

0,00000). Al compararse con el control, todos los tratamientos presentaron diferencias 

respecto a éste último (p< 0,05). Sin embargo, al comparar los tratamientos con el control 

positivo 1 (B. bassiana), se encontraron diferencias entre éste y A. falvus, Penicillium sp. y 

Fusarium sp. (p< 0,05), pero no con A. ochraceus (p= 0,152894). En cuanto al control 

positivo 2 (M. anisopliae), todos los aislados de desechos mostraron diferencias en la 

mortalidad acumulada. Así mismo, fue diferente el efecto sobre la supervivencia debido al 

contacto con B. bassiana y M. anisopliae (figura 12). 

 
Figura 12. Promedio de mortalidad acumulada corregida para los tratamientos por contacto con los 
aislados de hongos (segunda repetición en el tiempo). Los límites de las cajas corresponden al error 
estándar y las barras muestran los valores mínimo y máximo en cada tratamiento. ANOVA de 
Friedman (N = 10, df = 6) = 54,51 p = ,00000. 
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En esta segunda repetición, los datos mostraron consistencia con lo obtenido previamente, 

encontrando que A. flavus, Penicillium sp. y A. ochraceus fueron, en este orden, los que 

mejores resultados arrojaron para ambos métodos de aplicación. Es interesante, que tanto 

en los tratamientos por ingestión como por contacto, los aislados A. flavus en primer lugar y 

seguidamente, Penicillium sp., tuvieron los mayores valores de mortalidad acumulada 

durante todos los días de evaluación, incluso por encima de B. bassiana y de M. anisopliae, 

dos cepas utilizadas comercialmente para el control biológico de hormiga arriera en 

Colombia. Igualmente es de resaltar que se observó una diferencia en la actividad entre 

estas dos cepas de acuerdo con el método de aplicación, siendo mejor el efecto causado por 

B. bassiana sobre la supervivencia de las hormigas, al aplicar este hongo por contacto en 

comparación con el efecto causado por M. anisopliae. Por el contrario, éste último mostró 

un mejor efecto cuando fue suministrado en la dieta (figura 13). 
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Figura 13. Mortalidad acumulada corregida promedio para los tratamientos por ingestión (I) y 
contacto (C) con los aislados de hongos en el día tres, seis y 10 del  experimento (segunda 
repetición en el tiempo). Control (+) 1: B. bassiana. Control (+) 2: M. anisopliae. 
 
 

 

 
En términos del tiempo letal medio (TL50), la efectividad para producir la muerte de las 

obreras en el menor tiempo, demostró ser mejor, en primer lugar A. flavus, seguido de 

Penicillium sp. y A. ochraceus. En el tratamiento por contacto, el TL50 promedio fue mucho 

menor en A. flavus con 2,1 días y Penicillium sp. con 2,5 días en comparación con los otros 

hongos evaluados, así como en comparación con el tratamiento por ingestión. Estos 

valores, están muy por debajo de los registrados para B. bassiana (5,2 días) y M. anisopliae 

(7,1 días). El aislado de Fusarium sp.1 por el contrario, presentó los mayores valores 

promedio de TL50 (tabla 3, figura 14). 

 



61 
 

Figura 14. Promedio del tiempo letal medio TL50 en los tratamientos por ingestión (I) y contacto 
(C) con los aislados de hongos. Control (+) 1: B. bassiana Control (+) 2: M. anisopliae. Las barras 
indican el error estándar con un porcentaje de confianza del 95%. 
 

 
 
 
 
En relación con el porcentaje promedio de colonización, en general se encontró una 

correlación positiva entre esta variable y el porcentaje de mortalidad acumulada, siendo 

mayor en todos los casos, para los tratamientos aplicados por contacto. Para el control 

positivo 2 (M. anisopliae), se observaron valores bajos de porcentaje de colonización en 

comparación con los demás tratamientos, mostrando incluso poca correlación entre esta 

variable y la mortalidad acumulada cuando se suministró a las obreras como parte de la 

dieta (tabla 3). 

 

 

 



62 
 

Tabla 3. Valores promedio de las variables evaluadas para los aislamientos nativos de hongos en 
los tratamientos por ingestión y contacto. 

 
 

  Tratamiento por ingestión Tratamiento por contacto 

Aislado 

Mortalidad 
acumulada 
corregida 

día 10 

TL50 
(días) 

Colonización 
(%) 

Mortalidad 
acumulada 
corregida 

día 10 

TL50 
(días) 

Colonización 
(%) 

Fusarium sp. 
(DHH-290) 60,71 8,5 58,29 43,48 10 63,33 

A. ochraceus 
(DHH-444) 76,94 5,8 70,04 85,84 5,5 83,29 

A. flavus 
(DHH-014) 93,64 4 76,07 100 2,1 84,06 

Penicillium sp. 
(DHH-150) 93,47 5,2 67,34 87,24 2,5 72,33 

B. bassiana 
(control + 1) 63,69 8,2 59,05 98,73 5,2 77,33 

M. anisopliae 
(control + 2) 94,57 5,5 54,69 85,1 7,1 69,84 

 

5.4.2 Evaluación del potencial insecticida de los aislados de bacterias 

De igual forma que se procedió en los ensayos con los aislados de hongos, se realizaron dos 

evaluaciones independientes en el tiempo. El análisis estadístico de los datos obtenidos en 

la primera repetición, demuestra la existencia de diferencias significativas en los valores 

promedio de la mortalidad acumulada corregida entre los tratamientos por ingestión 

(ANOVA χ2 (N= 10, df= 10) = 82,58 p= 0,00000). A través de las pruebas por rangos de 
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Wilcoxon, se encontraron diferencias significativas en la mortalidad acumulada en 

comparación con el control, para los tratamientos por ingestión con los aislados 

compatibles con Enterobacter sp., (DHB-501), Bacillus sp.1 (DHB-279), Bacillus subtilis 

(DHB-012), Serratia liquefasciens (DHB-221), DHB-338 (aislado sin determinar),  

Bacillus sp.2 (DHB-409) y S. marcescens (DHB-001) (p< 0,05). Por el contrario, no hubo 

diferencias para los aislados DHB-441, DHB-371 y DHB-410 (p> 0,05) (figura 15). 

 

Figura 15. Promedio de mortalidad acumulada corregida para los tratamientos por ingestión con los 
aislados de bacterias (primera repetición en el tiempo). Los límites de las cajas corresponden al 
error estándar y las barras muestran los valores mínimo y máximo en cada tratamiento. ANOVA de 
Friedman (N = 10, df = 10) = 82,58 p = 0,00000. 
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Por otra parte, se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos cuando las 

bacterias fueron aplicadas por contacto (ANOVA de Friedman p= 0,00000). Las 

comparaciones por pares de cada tratamiento con el control, demostraron que de igual 

forma, se encontraron diferencias con los aislados de Enterobacter sp. (DHB-501), Bacillus 

sp.1 (DHB-279), Bacillus subtilis (DHB-012), S. liquefasciens (DHB-221), DHB-338, 

Bacillus sp.2 (DHB-409) y S. marcescens (DHB-001) (p <0,05; pruebas por rangos de 

Wilcoxon) (figura 16). 

 
Figura 16. Promedio de mortalidad acumulada corregida para los tratamientos por contacto con los 
aislados de bacterias (primera repetición en el tiempo). Los límites de las cajas corresponden al 
error estándar y las barras muestran los valores mínimo y máximo en cada tratamiento. ANOVA de 
Friedman (N= 10, df= 10) = 86,08 p= 0,00000. 
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Al igual que ocurrió en las evaluaciones con los aislados de hongos, cuando se compararon 

ambos métodos de aplicación de los microorganismos, se generaron resultados consistentes 

en relación con los aislados bacterianos que demostraron tener un efecto negativo sobre las 

obreras. No obstante, merece la pena resaltar que, en general, al décimo día de tratamiento 

se observaron valores de mortalidad acumulada ligeramente superiores cuando las bacterias 

fueron ingeridas por las hormigas. Al décimo día de exposición a los tratamientos, a 

excepción del aislado Bacillus sp.1 (DHB-409), que registró valores de 85,71% y 74,48% 

por ingestión y contacto, respectivamente, y DHB-338 que alcanzó un 63,27% por 

contacto. En los demás casos, se alcanzaron porcentajes de mortalidad de 100% o muy 

cercanos a él (figura 17). 
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Figura 17. Mortalidad acumulada corregida promedio para los tratamientos por ingestión (I) y 
contacto (C) con los aislados de bacterias en el día tres, seis y 10 del  experimento (primera 
repetición en el tiempo).	
  

 
 

En la segunda evaluación en el tiempo, se dieron diferencias significativas en el porcentaje 

de mortalidad acumulada corregida entre los tratamientos suministrados en la dieta 

(ANOVA χ2 (N= 10, df= 8) =75,18 p=0,00000) y por contacto (ANOVA χ2 (N= 10, df= 7) =60,93 p 

= 0,00000). Así mismo, para ambos métodos, las pruebas por rangos de Wilcoxon, 

demostraron que todos los tratamientos presentaron diferencias respecto al control,  con 

valores de mortalidad acumulada por encima de las registradas en éste último (p <0,05) 

(figuras 18 y 19). 
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Figura 18. Promedio de mortalidad acumulada corregida para los tratamientos por ingestión con los 
aislados de bacterias (segunda repetición en el tiempo). Los límites de las cajas corresponden al 
error estándar y las barras muestran los valores mínimo y máximo en cada tratamiento. ANOVA de 
Friedman (N= 10, df= 8) = 75,18 p = 0,00000. 
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Figura 19. Promedio de mortalidad acumulada corregida para los tratamientos por contacto con los 
aislados de bacterias (segunda repetición en el tiempo). Los límites de las cajas corresponden al 
error estándar y las barras muestran los valores mínimo y máximo en cada tratamiento. ANOVA de 
Friedman (N= 10, df= 7) = 60,93 p= 0,00000. 
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En concordancia con lo observado en las primeras pruebas, se encontró que los mayores 

valores de mortalidad al final de los experimentos, se presentaron cuando las obreras 

consumieron directamente las bacterias presentes en la dieta, registrando para Enterobacter 

sp., S. liquefasciens y S. marcescens, porcentajes de mortalidad del 100%. Sin embargo, los 

otros aislados tuvieron porcentajes relativamente altos (88,65% para Bacillus sp.1 y 86,22% 

para Bacillus subtilis). DHB-338, aislado sin determinar, tuvo menores porcentajes de 

mortalidad tanto en el tratamiento por ingestión como por contacto (figura 20). 

 



69 
 

Figura 20. Mortalidad acumulada corregida promedio para los tratamientos por ingestión (I) y 
contacto (C) con los aislados de bacterias en el día tres, seis y 10 del  experimento (segunda 
repetición en el tiempo). 

 

 
 

Respecto al tiempo letal medio, se encontró una correlación (r2= 0,92) con la mortalidad 

acumulada, observando los menores valores de TL50 en aquellos tratamientos que 

alcanzaron una mortalidad del 100% o cercana a ella. En las evaluaciones por ingestión, S. 

liquefasciens produjo la muerte del 50% de la población en un tiempo promedio de 3,4 

días, seguido de S. marcescens y Bacillus subtilis con 4,2 y 5,6 días, respectivamente. El 

aislado DHB-338 tuvo el mayor valor de TL50 (8,5 días). De otro lado, en las pruebas por 

contacto, S. marcescens presentó un TL50 promedio de 4,8 días y seguida de Bacillus 

subtilis con 5,5 y S. liquefasciens con 5,8 días. De igual manera, DHB-338 presentó el 

mayor TL50, (figura 21, tabla 4). 
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Figura 21. Promedio del tiempo letal medio TL50 en los tratamientos por ingestión (I) y contacto 
(C) con los aislados de bacterias. Las barras indican el error estándar con un porcentaje de 
confianza del 95%. 
 
 
 

 

 
 
 

Los porcentajes promedio de colonización fueron mayores para los aislados Gram 

negativos (S. marcescens, S. liquefasciens y Enterobacter sp.) cuando fueron ingeridos que 

por  contacto. Por el contrario, los aislados de Bacillus subtilis, Bacillus sp.1 y Bacillus sp.2 

tuvieron mayores porcentajes de colonización en la aplicación por contacto (tabla 4). 
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Tabla 4. Valores promedio de las variables evaluadas para los aislamientos nativos de hongos en 
los tratamientos por ingestión y contacto. 

 
  Tratamiento por ingestión Tratamiento por contacto 

Aislado 

Mortalidad 
acumulada 
corregida 

día 10 

TL50 
(días) 

Colonización 
(%) 

Mortalidad 
acumulada 
corregida 

día 10 

TL50 
(días) 

Colonización 
(%) 

Enterobacter 
sp. (DHB-501) 100 5,6 56,22 83,13 6,2 48,66 

Bacillus sp.1 
(DHB-279) 88,65 6,5 41,67 71,81 6,5 51,67 

Bacillus sp.2  
(DHB-409) 64,02 7,8 26,73 79,87 6,5 31,82 

S. liquefasciens 
(DHB-221) 100 3,4 60,28 86,91 5,8 38,77 

Bacillus subtilis 
(DHB-012) 86,22 5,2 36,51 78,54 5,5 42,28 

DHB- 338 57,21 8,5 32,14 55,26 8,5 27,13 
 

5.5 PRUEBAS DE COEXISTENCIA ENTRE LOS MICROORGANISMOS CON 

POTENCIAL ANTAGÓNICO Y/O INSECTICIDA 

5.5.1 Coexistencia entre hongos 

En las pruebas para determinar la capacidad de interacción entre los hongos que tuvieron un 

efecto negativo sobre los microorganismos simbiontes y/o sobre las obreras, se presentaron 
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dificultades para registrar los datos cuantitativos de eficiencia de crecimiento. Cuando se 

enfrentaron cada uno de los hongos con Mucor sp. y Trichoderma sp., debido a sus 

características de crecimiento invasivo, se observó que el micelio de estos dos hongos 

creció sobre los otros microorganismos con los que se enfrentaron, por lo que no fue 

posible determinar su posible efecto sobre la disminución de crecimiento. En consecuencia, 

se excluyeron estos dos hongos de los análisis posteriores. 

 

En el caso de Fusarium sp.1, los análisis estadísticos indican que su eficiencia de 

crecimiento es afectada negativamente en los enfrentamientos con A. flavus, Penicillium sp. 

y A. ochraceus. (p< 0,05; prueba U Mann-Whitney). No obstante, fue evidente que A. 

flavus fue el hongo que más afectó el crecimiento de Fusarium sp.1, mientras que se 

observó un efecto comparable entre A. ochraceus y Penicillium sp. Por su parte, no se 

encontraron diferencias en la eficiencia de crecimiento al enfrentar las dos cepas de 

Fusarium (Fusarium sp.1 y Fusarium sp.2) (figura 22). 
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Figura 22.  Eficiencia de crecimiento promedio de Fusarium sp.1 en los enfrentamientos con cada 
uno de los hongos. Las barras indican el error estándar con un porcentaje de confianza del 95%. 

 

 

De manera similar, el aislado de Fusarium sp.2, tuvo una eficiencia de crecimiento 

diferente respecto al control, cuando creció conjuntamente con A. flavus, que fue el hongo 

que produjo un mayor efecto inhibitorio, seguido por Pencillium sp. y luego, con un efecto 

comparable al producido por éste último, A. ochraceus. (p< 0,05, prueba U Mann-

Whitney). Igualmente, se corroboró la capacidad de coexistencia de Fusarium sp.1 y 

Fusarium sp.2, dado que no se encontraron diferencias significativas respecto al control 

(p=0,08466) (figura 23). 
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Figura 23.  Eficiencia de crecimiento promedio de Fusarium sp.2 en los enfrentamientos con cada 
uno de los hongos. Las barras indican el error estándar con un porcentaje de confianza del 95%. 

 

 

 

Por otra parte, la eficiencia de crecimiento de A. ochraceus fue afectada negativamente en 

presencia de A. flavus (p= 0,003948), mientras que la coexistencia con los otros aislados de 

hongos no tuvo un efecto significativo sobre su crecimiento (p >0,05) (figura 24). 
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Figura 24. Eficiencia de crecimiento promedio de A. ochraceus en los enfrentamientos con cada 
uno de los hongos. Las barras indican el error estándar con un porcentaje de confianza del 95%. 

 

 

 

Se evidenció la existencia de un efecto negativo por parte de Penicillium sp. (p=0,006483) 

en las evaluaciones de coexistencia para A. flavus, (p> 0,05; U Mann-Whitney) realizadas 

para comparar la eficiencia de crecimiento de este hongo en el control y los tratamientos de 

enfrentamiento. En contraste, no hubo diferencias para los demás tratamientos (figura 25). 

 

Por último, el crecimiento de Penicillium sp. no fue afectado negativamente por ninguno de 

los hongos con potencial antagónico y/o entomopatógeno, demostrando su capacidad de 

coexistir con estos aislados (p> 0,05; prueba U Mann-Whitney) (figura 26). 
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Figura 25.  Eficiencia de crecimiento promedio de A. flavus en los enfrentamientos con cada uno de 
los hongos. Las barras indican el error estándar con un porcentaje de confianza del 95%. 

 

	
  

 
Figura 26.  Eficiencia de crecimiento promedio de Penicillium sp. en los enfrentamientos con cada 
uno de los hongos. Las barras indican el error estándar con un porcentaje de confianza del 95% 
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5.5.2 Coexistencia entre hongos y bacterias 

En estos ensayos de enfrentamiento, en todos los casos las bacterias presentaron iguales 

características en su crecimiento en comparación con los controles, en donde la bacteria se 

encontró creciendo sola. Debido a que en estos casos no se pudo obtener un dato 

cuantitativo, la característica del crecimiento se tuvo como criterio para determinar el 

efecto de los hongos sobre las bacterias. Teniendo en cuenta esto, ninguno de los hongos 

con los que se enfrentaron los siete aislados de bacterias identificados previamente con 

potencial antagónico y/o patógeno, tuvo un efecto negativo sobre su crecimiento.  

 

De otro lado, al comparar la eficiencia de crecimiento de cada uno de los hongos en los 

enfrentamientos con las bacterias, se evidenció que para Fusarium sp.1 se presentaron 

diferencias significativas en esta variable en comparación con el control, al estar en 

presencia de S. liquefasciens (DHB-221) y S. marcescens (DHB-001) (p= 0,020922 y p= 

0,043540, respectivamente). Ninguno de los otros cinco aislados de bacterias tuvo un efecto 

negativo sobre el crecimiento de este hongo (p> 0,05) (figura 27). 
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Figura 27.  Eficiencia de crecimiento promedio de Fusarium sp.1 en los enfrentamientos con cada 
una de las bacterias. Las barras indican el error estándar con un porcentaje de confianza del 95%. 

 

 

 
 

La eficiencia de crecimiento de Fusarium sp.2, presentó diferencias respecto al control en 

presencia de S. liquefasciens (DHB-221), S. marcescens (DHB-001), Bacillus sp.1 (DHB-

279), Bacillus sp.2 (DHB-409) y Bacillus subtilis (DHB-012). La única bacteria que no 

afectó su crecimiento fue el aislado DHB-338 (p= 0,6337) (figura 28). 
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Figura 28.  Eficiencia de crecimiento promedio de Fusarium sp.2 en los enfrentamientos con cada 
una de las bacterias. Las barras indican el error estándar con un porcentaje de confianza del 95%.	
  

 

Ninguna de las bacterias tuvo un efecto negativo sobre el crecimiento de los hongos A. 

flavus, A. ochraceus ni  Penicillium sp. (p> 0,05). (figuras 29-31). 

Figura 29.  Eficiencia de crecimiento promedio de A. flavus en los enfrentamientos con cada una de 
las bacterias. Las barras indican el error estándar con un porcentaje de confianza del 95%.	
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Figura 30.  Eficiencia de crecimiento promedio de A. ochraceus en los enfrentamientos con cada 
una de las bacterias. Las barras indican el error estándar con un porcentaje de confianza del 95%. 

 

 
Figura 31. Eficiencia de crecimiento promedio de Penicillium sp. en los enfrentamientos con cada 
una de las bacterias. Las barras indican el error estándar con un porcentaje de confianza del 95%. 
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5.5.3 Coexistencia entre bacterias 

Las pruebas de comparación indicaron que la eficiencia de crecimiento de Enterobacter sp. 

se afectó negativamente en los enfrentamientos con S. liquefasciens (DHB-221), S. 

marcescens (DHB-001) y Bacillus sp.2 (DHB-409) (p< 0,05; U Mann-Whitney). Sin 

embargo, se observó que S. marcescens y Bacillus sp.2  con un efecto comparable, fueron 

las bacterias que en mayor medida afectaron el crecimiento de Enterobacter sp. De otro 

lado, no se encontraron diferencias al enfrentar esta bacteria con los demás aislados (figura 

32). De forma similar, el crecimiento de S. liquefasciens fue afectado en presencia de S. 

marcescens, Bacillus sp.2 y Enterobacter sp. (p< 0,05), más no hubo un efecto en los otros 

enfrentamientos (figura 33). 

 

Figura 32. Eficiencia de crecimiento promedio de Enterobacter sp. en los enfrentamientos con cada 
una de las bacterias. Las barras indican el error estándar con un porcentaje de confianza del 95%. 
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Figura 33.  Eficiencia de crecimiento promedio de S. liquefasciens en los enfrentamientos con cada 
una de las bacterias. Las barras indican el error estándar con un porcentaje de confianza del 95%. 

 

 
 

 

Por el contrario, el aislado DHB-338 tuvo una eficiencia de crecimiento significativamente 

diferente respecto al control, en los tratamientos con todas las bacterias evaluadas (p< 0,05) 

(figura 34). 
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Figura 34. Eficiencia de crecimiento promedio del aislado DHB-338 en los enfrentamientos con 
cada una de las bacterias. Las barras indican el error estándar con un porcentaje de confianza del 
95%. 

 

 

 

 
Por último, en las evaluaciones de coexistencia para Bacillus subtilis, Bacillus sp.1 y 

Bacillus sp.2, las pruebas estadísticas indicaron que no existe un efecto negativo el 

crecimiento por parte de ninguna de las bacterias con que se enfrentaron (p> 0,05) (figuras 

35-37). 

 

 

 

 

 

 



84 
 

Figura 35. Eficiencia de crecimiento promedio de Bacillus subtilis en los enfrentamientos con cada 
una de las bacterias. Las barras indican el error estándar con un porcentaje de confianza del 95%.	
  

 
 
 
Figura 36. Eficiencia de crecimiento promedio de Bacillus sp.1en los enfrentamientos con cada una 
de las bacterias. Las barras indican el error estándar con un porcentaje de confianza del 95%.   
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Figura 37.  Eficiencia de crecimiento promedio de Bacillus sp.2 en los enfrentamientos con cada 
una de las bacterias. Las barras indican el error estándar con un porcentaje de confianza del 95%. 

 
 
 

6. DISCUSIÓN 

Esta investigación arrojó resultados positivos en relación con el potencial de los 

microorganismos aislados de desechos como controladores de la hormiga arriera A. 

cephalotes. La abundancia de las poblaciones de bacterias heterótrofas totales y hongos, en 

el material de desecho de colonias de A. cephalotes, puede estar relacionada con la alta 

calidad nutricional que los desechos representan para los microorganismos 

quimiorganótrofos, ya que son una fuente importante de materia orgánica. Además respalda 

la hipótesis de una alta eficiencia de esta hormiga para mantener la higiene de la colonia a 

través de estrategias comportamentales para evitar la diseminación de estos agentes que 

pueden comprometer la supervivencia de las colonias, entre ellas, la limpieza permanente 
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del jardín del hongo (Wilson, 1980; Currie & Stuart, 2001) y el manejo de estos materiales 

de desecho y la asociación con bacterias que inhiben el desarrollo de microorganismos 

potencialmente perjudiaciales (Hölldobler & Wilson, 1990; Bot et al., 2001; Hart & 

Ratnieks, 2001; Currie, 2001).  

 

Las altas poblaciones de microorganismos perjudiciales en los desechos de las colonias 

usadas en este estudio, provienen, principalmente, de la limpieza que realizan las obreras 

del material vegetal usado como sustrato para el hongo simbionte, ya que éste se constituye 

en un reservorio de microorganismos ampliamente distribuidos y ubicuos. De igual forma, 

la cámara de cultivo del hongo simbionte puede tener una carga microbiana que es 

controlada por las obreras mediante la remoción y transporte hacia los desechos de los 

microorganismos que pueden significar un riesgo para la colonia (Giraldo, 2009).  

 

En los jardines del hongo en otras especies de arriera, se da una asociación con hongos no 

mutualistas, como lo reportado para Ac. octospinosus, en la que se detectó la presencia de 

hongos Basidiomicetes y Ascomicetes en una estrecha relación con el hongo mutualista 

(Abril & Bucher, 2007; Van Borm et al., 2002). Estudios previos indican que especies de 

hongos filamentosos como Syncephalastrum racemosum y T. harzianum, que se comportan 

como antagonistas no especializados de L. gongylophorus, así como levaduras del género 

Cryptococcus, encontradas como las más abundantes en los jardines de A. texana, son 

adquiridos del suelo y de las plantas que forrajean las obreras, en donde están asociadas 

como parte de las comunidades microbianas epífitas (Rodrigues et al. 2005; 2009).  
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Entre los hongos aislados a partir de los desechos, aquellos que mostraron un efecto 

antagónico y/o entomopatógeno, fueron compatibles con Aspergillus flavus, A. ochraceus, 

dos morfoespecies de Fusarium, Penicillium sp., Mucor sp. y Trichoderma sp. Estos 

resultados concuerdan con investigaciones hechas en colonias de hormiga arriera de 

especies relacionadas.  

 

Rodrigues et al. (2005), encontraron en colonias de campo y de laboratorio de A. sexdens 

rubropilosa, una alta riqueza de especies de hongos filamentosos asociados a los jardines 

del simbionte y los desechos cuando las colonias fueron sometidas a estrés. No obstante, 

sólo unas pocas especies se encontraron con valores altos de abundancia, entre ellas, 

Escovopsis weberi, T. harzianum, Fusarium oxysporum, F. solani, Acremonium kiliense, 

Aspergillus flavus y Penicillium citrinum. Igualmente, A. flavus y Mucor sp. han sido 

recuperadas de muestras de jardines del hongo en colonias de A. texana en ausencia de 

cuidado por parte de las obreras (Rodrigues et al., 2009).  

 

Por su parte, Vélez (2008), encontró en la cámara de desechos en colonias de laboratorio de 

A. cephalotes, hongos de los géneros Aspergillus, Penicillium y Mucor, mientras que 

Giraldo (2009) registró la presencia de estos hongos en las hormigas de la cámara de 

alimentación y las habitantes de desechos, pero su presencia no fue observada en aquellas 

del jardín. 

 

Penicillium sp. fue el hongo que con mayor frecuencia se encontró en este estudio, 

observándose en el 100% de las colonias en las dos evaluaciones hechas en el tiempo. 
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Además, presentó uno de los valores de abundancia promedio más elevados. La remoción 

de este microorganismo ha sido documentada en A. sexdens, en ensayos donde el hongo 

simbionte fue asperjado con esporas de Penicillium sp., generando un aumento de la 

actividad de limpieza por parte de las obreras (Bass & Cherret, 1994).  

 

Localmente, en A. cephalotes, se demostró que obreras medianas removieron hasta un 75% 

de las esporas de este hongo, cuando se les permitió limpiar el material vegetal inoculado. 

Igualmente removieron hasta un 51% de esporas del entomopatógeno Metarhizium 

anisopliae (Peña, 2013). 

 

Un alto porcentaje (77,7 %) de los aislados de hongos evaluados exhibió antagonismo 

sobre L. gongylophorus. A excepción de Mucor sp., en general el efecto antagónico se 

manifestó como una limitación del crecimiento sin evidencia de muerte del simbionte. La 

disminución de la viabilidad del simbionte en presencia de Mucor sp., posiblemente se deba 

a mecanismos combinados que involucran la producción de enzimas extracelulares y/o 

metabolitos tóxicos con propiedades antimicrobianas, tal como se ha documentado en 

especies antagónicas de hongos fitopatógenos (Askew & Laing, 1994; Marques et al., 

2006). Por el contrario, Trichoderma sp. Pencillium sp., A. ochraceus, A. flavus y las dos 

morfoespecies de Fusarium, inhibieron el crecimiento del simbionte sin comprometer su 

viabilidad. Este efecto antagónico puede deberse a diferentes mecanismos que no son 

suficientemente conocidos y que requieren ser investigados a profundidad.   
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Varios autores han demostrado la capacidad de diferentes cepas de hongos saprófitos de los 

géneros Trichoderma, Acremonium, Gliocladium, Mucor, Penicillium y Aspergillus para 

limitar el desarrollo del hongo simbionte (Currie et al., 1999; Ortíz & Orduz, 2000; Silva et 

al. 2006; Folgarait et. al 2011; Rengifo, 2012) aspecto que concuerda con los resultados del 

presente estudio. Sin embargo, pese a que en esos estudios se registra la actividad 

antagónica de varias cepas de Escovopsis sp., en la presente investigación no se evidenció 

su presencia ni en desechos, ni en las cámaras de cultivo del simbionte.  

 

Esto corrobora las observaciones de Vélez (2008), Giraldo (2009) y, más recientemente, 

Rengifo (2012). Ninguno logró aislar a este micoparásito especializado, a pesar que ha sido 

ampliamente documentado como ubicuo en todas las especies de hormiga arriera y 

transmitido verticalmente como un parásito específico (Currie et al., 1999; Currie & Stuart, 

2001; Currie et al., 2003). Esto nos lleva a sugerir la presencia de equivalentes ecológicos 

en las diferentes especies de hormigas cortadoras.  

 

En contraposición, a nivel local se ha observado la muerte de colonias en condiciones 

naturales de A. cephalotes en zona rural de Cali y en colonias establecidas en condiciones 

de laboratorio, debido al crecimiento descontrolado de un hongo compatible con Mucor sp. 

(Giraldo com. pers.). Rengifo (2012), encontró que in-vitro, este mismo hongo tuvo una 

inhibición del 47% sobre el hongo simbionte. Estos hallazgos, sumados a los resultados 

derivados de este trabajo, donde los mayores porcentajes de inhibición fueron producidos 

por Mucor sp. (65,18%), generan interrogantes acerca de la posible especificidad de la 
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microbiota asociada a las colonias de hormiga arriera a nivel de especie y su eventual 

variación a nivel espacial y temporal. 

 

Por otra parte, hay un menor conocimiento en relación con las comunidades bacterianas 

asociadas a estos insectos sociales, en parte por las dificultades de los métodos 

dependientes de cultivo, que subestiman la diversidad bacteriana y limitan el entendimiento 

de potencial papel que estos microorganismos cumplen en la ecología de estos insectos.  

 

Resulta interesante, por ejemplo, la aparición frecuente y abundante en los desechos 

estudiados de Serratia marcescens, con la cual se ha demostrado que la hormiga arriera, A. 

cephalotes del Valle del Cauca, presenta una asociación simbiótica, implicada 

principalmente en la defensa del hongo mutualista (Giraldo, 2009; Rengifo, 2012; Ortíz, 

2013). Giraldo (2009) registró que esta bacteria se mantiene asociada de manera persistente 

en todas las castas de obreras, inclusive en aquellas encargadas del transporte de desechos y 

las que habitan permanentemente sobre éstos, lo cual podría explicar, la presencia de S. 

marcescens en las cámaras de desechos. Sin embargo, la alta abundancia observada de esta 

bacteria, podría estar relacionada con la disponibilidad permanente de materia orgánica en 

el material de desecho y la presencia de microorganismos potencialmente contaminantes 

para el hongo mutualista.  

 

Sin embargo, poco se ha documentado acerca de la variabilidad que puede existir en las 

bacterias asociadas como exosimbiontes entre especies de la tribu Attini, la dinámica de sus 

poblaciones y las estrategias que utilizan estas hormigas para mantener el equilibrio de 
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estas asociaciones, donde un mismo microorganismo, como S. marcescens en este estudio, 

puede actuar como mutualista o patógeno.  

 

De manera similar, Poulsen et al. (2003) registraron experimentalmente la existencia de 

diferencias en la abundancia de la bacteria simbionte Pseudonocardia, entre las especies 

simpátricas Ac. octospinosus y Ac. echinatior. Además, evidenciaron que las obreras 

mayores presentan valores más altos de abundancia de esta bacteria que las obreras 

menores y que dicha abundancia se ve incrementada con la presencia del parásito 

especializado, E. weberi (Currie, 2001).  

 

Así mismo, en un estudio realizado con obreras de diferentes edades en la especie Ac. 

octospinosus, se observó que los máximos valores de abundancia de Pseudonocardia se 

alcanzaban de 2-3 semanas de edad, declinando gradualmente a medida que las obreras 

maduraban. Se observó una correlación negativa entre la abundancia de esta bacteria y su 

sensibilidad a los compuestos antimicrobianos de la glándula metapeural (Poulsen et al., 

2003). 

 

Lo anterior pone, una vez más, de manifiesto que las interacciones simbióticas entre 

microorganismos y hormigas son bastante complejas y dinámicas, y que pueden estar 

sujetas a mecanismos de autorregulación. En este aspecto, los resultados arrojados por las 

evaluaciones del potencial antagónico de los microorganismos aislados de los desechos, 

refuerzan la hipótesis de que la bacteria S. marcescens, asociada con A. cephalotes cumple 

funciones análogas a las registradas para actinobacterias en otras especies de hormiga 
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relacionadas (Currie et al., 2003; Poulsen et al., 2003; Pagnocca et al., 2008) y, por lo 

tanto, podrían ser considerados equivalente ecológicos.  

 

En las pruebas de enfrentamiento entre S. marcescens y los aislados de hongos y bacterias 

seleccionados, sólo se observó un efecto negativo sobre el crecimiento de esta bacteria, en 

presencia del hongo A. flavus, indicando su capacidad de responder a las presiones de 

selección generadas por microorganismos potencialmente perjudiciales que ingresan 

constantemente a las colonias. Sin embargo, fue evidente un cambio en la coloración roja 

característica de S. marcescens, en presencia de A. flavus, por lo que es plausible inferir que 

este hongo tenga un mecanismo que esté interfiriendo con la expresión de la prodigiosina y 

que, consecuentemente, pueda tener un efecto sobre sus propiedades antimicrobianas, las 

cuales son ampliamente conocidas (Tanada & Kaya, 1993; Deorukhkar et al., 2007). Sin 

embargo, esta especulación deberá ser evaluada experimentalmente para obtener resultados 

contundentes que permitan corroborarla. 

 

Por otra parte, A. flavus junto con A. ochraceus, Penicillium sp. y Fusarium sp.1, 

produjeron altos valores de mortalidad acumulada en las obreras tratadas, tanto en las 

aplicaciones por contacto, como cuando se les suministró en la dieta. Resultados similares 

han sido registrados en otros estudios. Mena (2011), aisló los hongos Penicillium sp. 

Aspergillus sp y Fusarium sp. a partir de los desechos y cadáveres de A. colombica e 

igualmente demostró su capacidad entomopatógena sobre obreras mayores en condiciones 

de laboratorio. Sin embargo, los valores de mortalidad alcanzados no superaron en ningún 
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caso el 50%, contrario a lo obtenido para los aislamientos de Metarhizium sp. con los que 

se llegó a obtener porcentajes de mortalidad del 100%.  

 

El género Aspergillus posee una variedad de especies patógenas oportunistas, aunque 

ninguna es exclusivamente entomopatógena (Johansson et al., 2013). En obreras de A. 

texana y Ac. equinator se ha documentado la presencia de A. flavus como patógeno 

(Hughes & Van Borm et al., 2002; Rodrigues et al., 2005), mientras que en A. bisphaerica, 

A. ochraceus se encontró causando hasta un 50% de mortalidad (Ribeiro et al., 2012).  

 

Los hongos evaluados en esta investigación se constituyen en promisorios, debido a su 

capacidad de afectar las colonias a través de la disminución del crecimiento del hongo 

simbionte, su capacidad insecticida y, en el caso de A. flavus, su múltiple efecto sobre el 

hongo mutualista, las obreras, y la capacidad potencial de alterar la función de la bacteria S. 

marcescens, implicada en la defensa de las colonias. 

 

La actividad insecticida de estos aislados de hongos, demostró diferencias importantes en 

comparación con cepas de uso comercial de los entomopatógenos Beauveria bassiana y 

Metarhizium anisopliae, en relación con las variables mortalidad acumulada, tiempo letal 

medio (TL50) y porcentaje de colonización. A. flavus, A. ochraceus y Penicillium sp., 

produjeron una mortalidad acumulada superior o comprable con la producida por estos dos 

entomopatógenos, pero presentaron diferencias marcadas en el TL50 y el porcentaje de 

colonización, siendo considerablemente menor el tiempo letal medio en estos tres aislados 
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nativos que en las cepas comerciales. De forma similar, los porcentajes de colonización 

fueron mayores en los aislados nativos.  

 

Estos resultados son relevantes, debido a que estas variables son clave al momento de 

definir la capacidad entomopatogénica de una especie microbiana y su potencialidad para 

controlar efectivamente el organismo blanco en condiciones naturales (Gutiérrez et al., 

2005; Mena, 2011). Una posible explicación a la disminuida actividad insecticida de las 

cepas de uso comercial de B. bassiana y M. anisopliae, es la inactivación de las esporas de 

estos hongos, por acción de las secreciones de las glándulas metapleural y mandibular 

presentes en las obreras, las cuales tienen propiedades antimicrobianas sobre un amplio 

rango de microorganismos (Bot et al., 2001; Rodrigues et al., 2009). Además, se comprobó 

que estas mismas cepas son inhibidas, aunque en diferente medida, por la bacteria 

simbionte de A. cephalotes, S. marcescens (Ortíz, 2013).  

 

Estos dos hongos, son bastante generalistas y tienen baja especificidad en su acción sobre 

hormigas. El hecho de que se utilicen de manera extensiva para el control de hormiga 

arriera (Brinkman & Gardner, 2000; Pérez, 2002; Escobar et al., 2002; Santos et al., 2007; 

López & Orduz, 2003), posiblemente ha ejercido presiones de selección que han inducido 

este tipo de respuesta como estrategia para sobreponerse a las perturbaciones. En 

consecuencia, el control con microorganismos nativos, como los evaluados en esta 

investigación, pueden tener una mayor efectividad, dada la presumible menor adaptación 

que las hormigas tienen para afrontar un ataque con éstos. Sin embargo, esta presunción 
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debe evaluarse experimentalmente en estudios futuros que permitan dilucidar los 

mecanismos implicados en la defensa y las estrategias para alterarlos. 

 

En lo referente a los aislados de bacterias que demostraron actividad insecticida, hubo una 

tendencia a presentarse mayores valores de mortalidad al suministrar estas bacterias en la 

dieta. Esto puede deberse a un efecto de sobreexposición, en comparación con las 

aplicaciones por contacto, debido a que las hormigas ingirieron las bacterias durante el 

tiempo de duración de los ensayos. Un patrón similar fue observado por Aubad-López 

(2010) en evaluaciones de la capacidad insecticida de extractos vegetales sobre obreras de 

A. cephalotes. Esta autora encontró que el efecto insecticida solo se observó cuando las 

hormigas ingirieron las fracciones vegetales.  

 

En contraste, en los ensayos con los aislados de hongos, no se evidenció esta tendencia y, 

en general, fue mayor la mortalidad en los tratamientos por contacto. Esto es un factor a 

tener en cuenta en la selección del método de aplicación de los microorganismos sobre las 

colonias, bien sea en condiciones de laboratorio o naturales, ya que en este tipo de ensayos 

no es posible garantizar la ingestión de los microorganismos y se ha demostrado que las 

obreras exhiben respuestas diferenciales a los métodos de control que incluyen 

formulaciones con cebos, los cuales en muchos casos no son ingresados fácilmente a los 

nidos (Montoya-Lerma et al., 2012). 

 

En general, a excepción de los dos aislados de Bacillus, las bacterias exhibieron una 

reducida capacidad antagónica sobre el crecimiento de L. gongylophorus. Sin embargo, 
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varios de los aislados demostraron una actividad insecticida, con porcentajes de mortalidad 

significativamente altos, aunque con mecanismos de acción más lentos, lo que se evidenció 

en los mayores valores de tiempo letal medio y menores porcentajes de colonización en 

comparación con los aislados de hongos. Posiblemente esta acción retardada de las 

bacterias se asocie con su baja capacidad para penetrar la pared celular de estos insectos y 

generar una infección generalizada en corto tiempo, debido a que no son entomopatógenos 

altamente virulentos (Tanada & Kaya 1993) y su efecto puede llegar a ser más bien 

dependiente de la abundancia. 

 

Los aislados con potencial insecticida fueron compatibles con Enterobacter sp., S. 

liquefasciencs y S. marcescens, familia Enterobacteriaceae, y Bacillus subtilis y dos cepas 

de este mismo género de Bacillaceae. Diversas especies de estas dos familias han sido 

aisladas, demostrando su capacidad patógena para diferentes especies de insectos bajo 

condiciones de laboratorio, siendo B. thuringiensis la de más amplio uso en el control de 

insectos de diferentes órdenes, entre ellos, Diptera, Coleoptera y Lepidoptera (Burges, 

1982; Muratoglu et al., 2011).  

 

Los estudios que documentan una alta mortalidad de larvas en Drosophila melanogaster 

tratadas con B. thuringiensis y B. sphaericus (Kyhami-Horani, 2002), en lepidópteros, 

debido a B. megaterium (Sevim et al., 2010) y en coleópteros por B. cereus (Sezen et al., 

2004), respaldan el potencial insecticida de los aislados del género Bacillus encontrado en 

esta evaluación. Sin embargo, es necesario tener cautela en cuanto que en hormigas no se 

ha referenciado este género como un biocontrolador. Incluso, en la hormiga de fuego, 
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Solenopsis invicta, se ha documentado Bacillus sp. como endosimbionte del intestino, 

presumiblemente transmitido verticalmente por las reinas (Ishak et al.,  2011). En el caso 

específico de A. cephalotes, Giraldo (2009), registró la presencia de bacterias del género 

Bacillus, así como Enterobacter y S. liquefasciens, asociadas al cuerpo de las obreras de 

diferentes castas de esta hormiga y sugirió una posible asociación con dichos 

microorganismos.  

 

En general el género Enterobacter ha sido referenciado como endosimbionte no patógeno 

en algunas especies de insectos como Anopheles, en los cuales incluso se ha sugerido que 

influyen sobre su competencia vectorial (Patil et al., 2011). En hormigas Solenopsis, 

Enterobacter junto con Serratia y Bacillus han sido identificados como endosimbiontes 

intestinales, implicados en digestión de moléculas complejas (Boursaux-Eude & Gross, 

2000; Zientz et al., 2005).  

 

En algunos insectos, se ha llegado a observar patologías asociadas a la presencia de 

Enterobacter sp. cuando coloniza estructuras diferentes al intestino, como el hemocele 

(Dillon & Dillon, 2004). La capacidad insecticida de Enterobacter sp. demostrada en el 

presente trabajo, podría ser explicada en parte, por la expresión de enzimas con actividad 

endoquitinasa y exoquitinasa (Shuang et al., 2010) o estar relacionada con patologías 

oportunistas cuando las obreras están bajo condiciones de estrés. 

 

Dentro del género Serratia, varias especies han sido registradas como entomopatógenas de 

una gran variedad de especies de insectos de diferentes órdenes. Por ejemplo, S. 
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entomophila y S. proteamaculans tienen la capacidad de expresar un complejo proteico 

tóxico que causa el cese de la actividad enzimática proteolítica en el intestino de estados 

larvales en Costelytra zealandica (Coleoptera: Scarabaeidae), una importante plaga agrícola 

en Nueva Zelanda (Grimont et al., 1998; Jackson, 2007; Gatehouse et al., 2008). 

 

En México, Nuñez-Valdez et al. (2008), aislaron cepas nativas de S. entomophila y 

demostraron su capacidad patogénica sobre larvas de Phyllophaga y Anomala (Coleoptera: 

Scarabaeidae), plagas subterráneas de impacto económico. S. marcescens y S. liquefaciens  

pueden causar septicemias en insectos, debido a la existencia de plásmidos de virulencia 

que codifican para la expresión de compuestos que causan citotoxicidad y degradación 

celular (Waterfield et al., 2005).  

 

De otro lado, la prodigiosina expresada por S. marcescens ha demostrado tener actividad 

larvicida en Aedes aegypti y Anopheles stephensi, afectando las tasas de supervivencia de 

larvas, de la población total y la emergencia de adultos de estos mosquitos (Patil et al., 

2011). 

 

En ensayos con tres especies de artrópodos, se demostró la capacidad de S. marcescens para 

disuadir el consumo de alimento previamente tratado con soluciones que contenían células 

viables de esta especie (Gulcu et al., 2012). Por el contrario, en esta investigación, se pudo 

observar que las hormigas a las que se les suministró la dieta con una concentración alta del 

aislado nativo de esta bacteria, tuvieron un consumo rápido.  
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Es posible que las obreras sean capaces de reconocer esta bacteria, dada su estrecha 

asociación. No obstante, los resultados de este trabajo permiten sospechar que la función de 

S. marcescens como simbionte de las obreras de A. cephalotes sea dependiente de la 

abundancia de esta bacteria en la cutícula de las hormigas o de su capacidad para expresar 

la prodigiosina de manera diferencial, indicando que las poblaciones y el metabolismo de 

esta bacteria pueden ser autorreguladas. Esto explicaría el hecho que pueda comportarse 

bien sea como simbionte o como patógena oportunista. Esta presunción, se basa en la 

evidencia de la capacidad insecticida de esta bacteria cuando se aplicó a las obreras en 

poblaciones altas en este estudio. Sin embargo, para dilucidar esto, es necesario realizar 

investigaciones detalladas que permitan entender los mecanismos implicados en la 

dinámica de esta asociación y su regulación.  

 

Además, Serratia y en particular S. marcescens tienen una variedad de enzimas 

extracelulares, entre ellas una de las más eficientes quitinasas (Shuang, 2010), a lo que 

puede atribuirse su potencial insecticida en las aplicaciones por contacto. De otro lado, se 

ha demostrado una actividad sinérgica entre la actividad quitinolítica y la producción de 

prodigiosina, en la inhibición del crecimiento del hongo fitopatógeno Botrytis cinerea 

(Nobutaka et al., 2001).  

 

Un efecto comparable podría estarse presentando en la actividad de S. marcescens asociada 

a A. cephalotes, sobre algunos de los hongos con potencial patógeno evaluados en este 

estudio. En las pruebas de coexistencia, se observó un efecto negativo de S. liquefasciens y 

S. marcescens sobre los dos aislados de Fusarium (Fusarium sp.1 y Fusarium sp.2); sin 
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embargo, no se encontró un efecto sobre A. flavus, A. ochraceus ni sobre Penicillium sp. 

Estos tres hongos tuvieron los mayores efectos sobre la supervivencia de las obreras y 

demostraron una actividad antagónica significativa sobre el hongo mutualista. Igualmente, 

se encontró a A. flavus  afectando la eficiencia de crecimiento y la producción de pigmento 

en S. marcescens.  

 

En particular, este hecho es de gran relevancia, debido a que A. flavus es bastante 

promisorio por su potencial para afectar la estabilidad de las colonias de hormiga arriera, A. 

cephalotes, a través de la alteración del equilibrio de la asociación entre S. marcescens y las 

obreras, el crecimiento del hongo simbionte y el marcado efecto sobre la supervivencia de 

las hormigas. Es, además, de gran importancia el hecho de que A. ochraceus y Penicillium 

no sean inhibidos por S. marcescens, como si se afectan los hongos de uso comercial B. 

bassiana y M. anisopliae, lo que hace pensar que un método de control que incluya estos 

tres hongos, redundará en una mayor eficacia en comparación con lo que tradicionalmente 

se ha utilizado en Colombia para el control microbiológico de hormiga arriera.  

 

En cuanto a la capacidad de coexistencia entre los microorganismos que resultaron tener 

potencial antagónico y/o insecticida, los hongos Trichoderma sp., Mucor sp. y en menor 

medida A. flavus, tuvieron una reducida capacidad para crecer conjuntamente con los otros 

aislados, debido a su efecto negativo sobre la eficiencia de crecimiento de los otros 

microorganismos. Igualmente, las bacterias S. marcescens, S. liquefasciens y uno de los 

aislados del género Bacillus (Bacillus sp.2) tuvieron, aunque en menor medida, algún 

efecto de reducción del crecimiento de los microorganismos con que se enfrentaron.  
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Con base en estos resultados, una posible formulación puede incluir las bacterias 

Enterobacter sp., S. liquefaciens, S. marcescens, Bacillus subtilis, las dos cepas del género 

Bacillus (Bacillus sp.1, Bacillus sp.2), así como los hongos Fusarium sp.1, Fusarium sp.2, 

Mucor sp., Trichoderma sp. Penicillium sp., A. ochraceus y A. flavus.  La inclusión de 

Mucor sp., Trichoderma sp. y A. flavus, como parte de una misma mezcla, deberá ser 

reevaluada, debido a que estos hongos presentaron los niveles más bajos de coexistencia 

con los demás microorganismos.  

 

Esta capacidad de coexistir es un factor importante en la búsqueda de las formas más 

apropiadas para diseñar productos biológicos y establecer las vías de aplicación, partiendo 

de la factibilidad de realizar mezclas sin que se comprometa la viabilidad de los 

microorganismos y la actividad deseada. Al igual, que la evaluación de la inocuidad de 

estos microorganismos sobre las personas y sobre poblaciones de insectos no blanco. 

  

Finalmente, los resultados derivados de esta investigación establecen una línea base para 

investigaciones posteriores que incluyan el desarrollo de una formulación de conjugados 

microbianos y la evaluación de su efectividad sobre colonias de hormiga arriera 

inicialmente en laboratorio y luego bajo condiciones naturales. Esto, contribuirá con el 

desarrollo de herramientas para el manejo integrado de las hormigas cortadoras, con la 

proyección de lograr una alternativa a los productos químicos, que represente, mayor 

efectividad y un menor impacto para el medio ambiente. 
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

Los aislados nativos compatibles con Mucor sp., Trichoderma sp., Fusarium sp, 

Peniclillium sp., Aspergillus ochraceus, A, flavus y dos especies bacterianas del género 

Bacillus, tienen potencial antagónico sobre el hongo L. gongylophorus, mutualista de la 

hormiga arriera, Atta cephalotes. 

 

El hongo A. flavus inhibe el crecimiento de la bacteria simbionte S. marcescens, y afecta la 

expresión de la prodigiosina, por lo cual se considera promisorio para la alteración de la 

relación simbiótica entre la bacteria y las obreras, y su hallazgo permite dilucidar  

estrategias de manejo que permitan romper algunos mecanismos de defensa especializados 

de las hormigas y dejarlas susceptibles al ataque de otros microorganismos con capacidad 

entomopatógena o antagonista.  

 

Los hongos A. flavus, Penicillium sp., A. ochracues y Fusarium sp., al igual que las 

bacterias Enterobacter sp. Serratia liquefasciens, S. marcescens, Bacillus subtilis y dos 

especies más del género Bacillus, presentaron actividad insecticida sobre obreras de A. 

cephalotes, sugiriendo que algunos microorganismos saprófitos pueden comportase como 

patógenos bajo condiciones apropiadas de aplicación. 

 

Los microorganismos con actividad antagónica y/o entomopatógena tuvieron una respuesta 

variable en su capacidad de coexistir, siendo Mucor sp., Trichoderma sp, y A. flavus los 

que mostraron los menores grados de coexistencia. Esto genera interrogantes acerca de las 
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posibilidades de utilizarlos como parte de una formulación comercial simple en la que 

puedan mezclarse. Sin embargo, determina algunas pautas para avanzar en técnicas 

especializadas de encapsulamiento y aplicación, que permitirían integrar microorganismos 

de diferente naturaleza en la elaboración de productos biológicos especializados.  

 

Se recomienda adelantar investigaciones que incluyan la búsqueda de formulaciones a base 

de conjugados con los microorganismos resaltados como promisorios y la evaluación de su 

efectividad en condiciones de laboratorio, así como su validación en campo. Lo anterior, 

como uno de los aspectos clave para avanzar en la búsqueda de métodos de control 

biológico eficaces de la hormiga arriera,  A. cephalotes. 
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