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RESUMO

Las hormigas cortadoras de
hojas se encuentran entre los
principales insectos plaga de las
plantaciones forestales en la
provincia de Misiones. En la
identificacion de los insectos plaga
tradicionalmente  se  emplean
caracteres  morfologicos. Sin
embargo, numerosos grupos de
insectos son indistinguibles o
presentan diferencias muy sutiles
entre ellos. Incluso aunque la
taxonomia sea un area compleja y
en continuo cambio, numerosas
claves y bases de datos de
identificacion estan desactualizados
dificultando una identificacion
taxonomica adecuada. En este
contexto los datos moleculares se
pueden emplear como una
herramienta auxiliar a los datos
morfologicos. Los objetivos de este
trabajo fueron identificar
morfolégica y molecularmente
hormigas cortadoras de hojas que
atacan a plantaciones forestales de
la provincia de Misiones. Fue
posible extraer ADN de buena
calidad de dos especies de
hormigas cortadoras de hojas de los
géneros Atta 'y Acromyrmex. Y
estos datos fueron empleados como
herramienta complementaria en la
identificacion taxonémica de estas
hormigas cortadoras de hojas.

Palabras  clave:  Atta,
Acromyrmex, Citocromo Oxidasa I,
taxonomia.

SUMMARY

Leaf-cutting ants are among
the major pests in forest plantations
in the province of Misiones.
Traditionally morphological
characters are used to identify
insect pests. However, numerous
groups of insects are
indistinguishable or show very
subtle differences between them.
Even though the taxonomy is a
complex and constantly changing
area, numerous identification keys
and databases are outdated making
it difficult to adequately identify
many insects taxonomically. In this
context the molecular data can be
used as an auxiliary tool to the
morphological data. The aim of this
study was to identify
morphologically and molecularly
leaf-cutting ants that affect forest
plantations in the province of
Misiones. It was possible to extract
DNA of good quality of two
species of leaf-cutting ants of Atta
and Acromyrmex genera. And
these data were wused as a
complement tool in the taxonomic
identification of these leaf-cutting
ants.

Keywords: Atta,
Acromyrmex, Cytochrome oxidase
I, taxonomy.
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INTRODUCCION

I a actividad del sector foresto-industrial es una de
las principales actividades econdémicas de la
provincia de Misiones (Weber 2005). Dentro de

las principales plagas que afectan las plantaciones

forestales se encuentran las hormigas cortadoras de
hojas de los géneros Acromyrmex y Atta (Hymenoptera,

Formicidae, Attini) (VIZCARRA SANCHEZ 2004).

El principal dafio provocado por estos insectos
deviene de la actividad de los mismos al defoliar total o
parcialmente numerosas especies vegetales
(VACCARO Y MOUSQUES 1997). Se ha indicado
que un hormiguero adulto es capaz de consumir entre
50 y 150 kilogramos de material vegetal por dia (LIMA
1992). Dafios de suma importancia fueron registrados
en el diametro y altura de plantaciones de pinos y
eucaliptos en varios paises latinoamericanos, donde se
estima que son necesarios 86 arboles de eucalipto o 161
arboles de pino para abastecer como sustrato a un
hormiguero adulto durante el transcurso de un afio
(FORTI Y CASTELLANI BOARETTO 1997).

En los proyectos de sanidad forestal, para lograr
un manejo efectivo de las plagas, entre otros
requerimientos, es necesaria una correcta identificacion
de las plagas (FAO 2012). Tradicionalmente para la
identificacion se emplean insectos adultos, junto a
referencias  bibliograficas, claves especiales de
identificacion y fotografias que muestran la estructura
morfologica. Sin embargo numerosos grupos de
insectos  son  morfologicamente  indistinguibles
(especies cripticas) a pesar de que puedan llegar a
presentar diferencias a nivel genético (VIVERO et al.
2009; PANPROMMIN et al. 2017).En numerosas
ocasiones la identificacion rapida de dichas especies se
ve dificultada por la escasez de especialistas en los
distintos grupos taxonomicos y de herramientas
adecuadas (claves dicotdmicas, buenas ilustraciones,
bibliografia sobre aspectos bioldgicos de las especies,
bases de datos taxondmicas completasy actualizadas),
hecho que se agrava cuando so6lo se cuenta con
ejemplares inmaduros o fragmentos de ellos. Debido a
esto, en el caso de algunas plagas de gran importancia

economica a nivel internacional, se aplican
herramientas de identificacion molecular como
complemento de las claves de identificacion

morfologicas (LANTERI 2007).

En los ultimos 50 afios, las herramientas
bioquimicas y moleculares han permitido explorar las
diferencias a nivel genético entre individuos (SNOW Y
PARKER 1998). La técnica molecular de amplificacion
de fragmentos de ADN por la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) permite comparar directa o
indirectamente diferentes genes, segmentos de genes o
segmentos de ADN en el genoma de insectos
(ALVAREZ et al. 2005).

Durante la conferencia internacional sobre
Barcoding life, realizada en Londres en el 2005, se
propuso usar una secuencia de nucleotidos del gen

mitocondrial de la Citocromo Oxidasa I (COI), como
«identificador universal» para especies animales en
analogia con los cddigos de barras de uso comercial.
Este codigo de barras del ADN resulta de gran utilidad
para la identificacion de especies pertenecientes a
taxones dificilmente diagnosticables sobre la base de
morfologia, como para interceptar especies invasoras,
que pueden transformase en plagas en diferentes paises
(LANTERI 2007).

Por lo expuesto, se plantea como objetivo del
presente  trabajo, identificar = morfologica 'y
molecularmente hormigas cortadoras de hojas que
afectan plantaciones forestales de la provincia de
Misiones.

MATERIALES Y METODOS

Fueron seleccionados nidos de hormigas
cortadoras de hojas de los géneros Acromyrmex y Atta
que afectaban plantaciones forestales del sur de la
provincia de Misiones (Figura 1).

Se colectaron quince insectos adultos de cada
uno de los géneros y se transportaron al laboratorio. En
primera instancia, se realiz6 la identificacion
taxonémica morfologica a nivel de género y luego se
realizd la extraccion de ADN, empleando técnicas
estandarizadas de aislamiento utilizadas en insectos
(MARTOS-SCHOTT 2011) para la identificacion
molecular por ADN. La cuantificacion y verificacion de
la pureza de los acidos nucleicos extraidos se realizd
utilizando técnicas estandarizadas de
espectrofotometria. Las muestras fueron cuantificadas a
las longitudes de onda de 260 nm y 280 nm
(SAMBROOK et al. 1989).

Luego, se amplifico la region mitocondrial COI
por la técnica PCR. Los cebadores utilizados fueron
LCO1490 F- (5-ggTCAACAAATCATAAAGATATTgg-3")
y HCO2198 R- (5-
TAAACTTCAgggTgACCAAAAAATCA-3") (Folmer et al.
1994). Para llevar a cabo la amplificacion por PCR se
utilizaron los cebadores universales descriptos
anteriormente, se prepard una master mix a volumen
final de 20 pL, conteniendo agua libre de DNAsa,
Buffer 1X, MgCl12 2,5 mM, dNTPs 200 uM, 10 pmol
de cada uno de los cebadores universales y Taq
polimerasa 0,5 unidades (InBio, Argentina). Se utilizd
un termociclador Hangzhou Bioer Technology CO
(GenePro Thermal Cycler, modelo TC-E-48D, B-48D).
El programa de ciclado utilizado, consistio en:

e  Desnaturalizacion inicial: 94°C durante 4 min.

e  35ciclos: 40 sega 94°C, 40 sega 51°Cy 40 sega
72°C.

e  Extension final: 72°C durante 10 min.

Los productos de amplificacion fueron
purificados y secuenciados por el servicio de
Macrogen-Korea. Las secuencias de ADN obtenidas
fueron empleadas en las bases de datos biologicos del
National Center for Biotechnology Information (NCBI)
para complementar la identificacion morfologica
realizada.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En primera instancia, observando los
caracteres morfologicos distinguibles en los insectos
adultos de las hormigas cortadoras recolectadas, como
ser: tamafio de sus castas, nimero de espinas dorsales y
de los 16bulos laterales de la cabeza, tipo de abdomen,
color, entre otros, se logrd la identificacion morfologica
de los insectos adultos como pertenecientes a
losgéneros Acromyrmex y Atta (Figura 2).

Luego se procedié a la extraccion de ADN a
partir de las muestras de hormigas cortadoras de hojas
de este trabajo y se obtuvieron 8.91 = 0.29 pg de ADN
para el caso de Acromyrmex, y 10.57 = 0.19 pg de
ADN para el caso de Atta.

A partir de la obtencion de ADN en cantidad y
calidad adecuada, se realiz6 la técnica de amplificacion
por PCR de la region mitocondrial CO Iy se obtuvo un
fragmento de aproximadamente 800 pb de buena
calidad (Figura 3).

La secuenciacion y contrastacion con la base
de datos del NCBI de los fragmentos de ADN
obtenidos, permitié obtener informacion molecular de
ambas especies de insectos y complementar la
identificacion taxondmica de las hormigas cortadoras
de hojas como pertenecientes a las especies
Acromyrmex subterraneus (Forel) y Atta sexdens
(Linnaeus).

Actualmente existe un numero limitado de
secuencias genéticas del gen mitocondrial CO I de
hormigas cortadoras en las bases de datos bioldgicas,
por ello las secuencias genéticas obtenidas en este
trabajo seran depositadas en la base de datos del NCBI
para colaborar con informacion genética de hormigas
cortadoras de hojas propias de la provincia de Misiones
(Argentina) que podran ser utilizadas por otros autores
en futuras busquedas.
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Figura 1: Sitios de muestreo de los nidos de horigas cortadoras de hojas de los geros Atta 'y Acromyrmex.
Figure 1: Sampling sites of leaf-cutting ant nests of Afta and Acromyrmex genera.
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Figura 2: Fotografia en lupa estereoscépica para la
identificacion de hormigas cortadoras de hojas
colectadas en Misiones. a) Acromyrmex. b) Atta.
Flechas indican las espinas dorsales.

Figure 2: Stereoscopic magnified photos for the
identification of leaf-cutting ants in Misiones. a)
Acromyrmex. b) Atta. Arrows indicate the spines.
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Figura 3. Gel de agarosa al 2% (p/v) de los
productos de amplificacion por PCR del gen
mitocondrial CO I de muestras de hormigas de los
géneros Acromyrmex 'y Atta. MM: marcador
molecular de 100 pb ADN (Fermentas). C-: control
negativo. Carril 1: Acromyrmex. Carril 2: Atta.
Figure 3. Agarose gel 2% (w/v) of PCR
amplification products of the mitochondrial CO I
gene from ant samples of Acromyrmex and Atta
genera. MM: molecular ladder of 100 bp DNA
(Fermentas). C-: negative control. Lane 1:
Acromyrmex. Lane 2: Atta.

Cabe destacar que desde hace varios afios, los
diferentes grupos de investigacion buscan trabajar con
una “taxonomia integrada” (DAYRAT 2005), que
implica el uso de distintas fuentes de caracteres
(incluido el ADN) para descubrir, delimitar y realizar
identificaciones de las especies y de los taxones
naturales en todos los niveles.Resulta importante
destacar que las técnicas moleculares no reemplazan, ni
eliminan la necesidad de utilizar herramientas de
taxonomia clasica o convencional, sino que por el
contrario, deben ser usadas a fin de complementar los
estudios para alcanzar una identificacion completa,
acertada y lo  suficientemente  descriptiva,
especialmente cuando se propone llegar a una
identificacion a nivel de especie (CASTRILLO 2015).

A través de una taxonomia integrada los
taxonomos podran proporcionar al resto de la
comunidad cientifica informacion que le permitan
identificar a las especies y taxones superiores,
aplicando la tecnologia de diagnéstico molecular como
complemento de las claves morfotaxonémicas (WILL
et al. 2005).

CONCLUSION

Empleando la metodologia descripta fue posible
identificar morfoldgica y molecularmente los insectos
adultos de hormigas cortadoras de hojas recolectados
como pertenecientes a los géneros

Acromyrmexsubterraneus (Forel) y Atta sexdens
(Linnaeus).

Los resultados indican que las herramientas
moleculares constituyen una fuente de informacion til
de ser utilizada como complemento de la
caracterizacion morfologica para la identificacion y
clasificacion taxondémica de los insectos que afectan a

plantaciones de interés forestal.
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