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LA AMEBIASIS DEBILITATIVA DE LOS
ORTOPTEROS Y SU POTENCIAL PARA EL
CONTROL BIOLOGICO DE ACRIDIOS
(ORTHOPTERA: ACRIDOIDEA) EN LA
ARGENTINA.

LANGE, CARLOS E."

RESUMEN

Malameba locustae, el agente etiologico de la amebiasis debilitativa de
los ortdpteros, es causante de patologias en los tubos de Malpighi y alteraciones
en la funcion excretora que llevan a disminuciones de vigor, longevidad y fecun-
didad del hospedador afectado. La presente revision evalua el potencial de M.
locustae para el control microbiano de acridios en nuestro pafs en base a la
informacion disponible a nivel mundial y a los resultados hasta ahora obtenidos
a partir de estudios experimentales sobre acridios argentinos. La facilidad de
transmision por via oral, la alta infectibidad para varias especies argentinas con-
sideradas perjudiciales ( Baeacris punctulatus, Dichroplus elongatus, Dichroplus
pratensis, Dichroplus schulzi, Ronderosia bergi, Schistocerca cancellata) y la
rara presencia en comunidades naturales de acridios de nuestro pais, sugieren
que M. locustae podria ser un patdgeno adecuado para control mediante la
colonizacion (introduccion-establecimiento).
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SUMMARY

DEBILITATIVE AMOEBIASIS OF ORTHOPTERANS AND ITS POTENTIAL
FOR THE BIOLOGICAL CONTROL OF ACRIDIANS (OR THOPTERA:
ACRIDOIDEA) IN ARGENTINA.

Malameba Ilocustae, the etiological agent of the debilitative amoebiasis
of the orthopterans, causes pathologies in the Malpighian tubules and alterations
in the excretory function that lead to decreases in vigor, longevity and fecundity
of the affected host. The present review evaluates the potential of M. Jocustae
for the microbial control of acridians in Argentina based on the available
information from other regions of the world, and from the results obtained up
to now in experimental work conducted on argentine acridians. The easiness of
oral transmision, the high infectivity to several argentine acridian species of
economic importance ( Baeacris punctulatus, Dichroplus elongatus, Dichroplus
pratensis, Dichroplus schulzi, Ronderosia bergi, Schistocerca cancellata), and
the rare occurrence in natural communities of acridians in Argentina suggest
that M. locustae could be of value for the control approach of colonization
(introduction-establishment).

Key words: Malameba locustae, amoeba, grasshopper, locust, biological con-
trol, microbial control, colonization, introduction-establishment, inoculative
augmentation.

INTRODUCCION

La mayorfa de los rizépodos (Protozoa: Rhizopoda) asociados a in-
sectos ocurren como comensales del tracto digestivo (Tanada y Kaya, 1992).
No obstante, se han descripto al menos seis especies de amebas patogenas
de hexdpodos: Malamoeba scolyti Purrini en taladros de la madera
(Coleoptera: Scolytidae), Malamoeba indica Narasimhamurti y Nazeer
Ahamed en acridios (Orthoptera: Acrididae), Malpighiella refringens
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Minchin en pulgas (Syphonaptera: Ceratophyllidae), Malpighamoeba
mellificae Prell en abejas (Hymenoptera: Apidae), Vahlkampfia sp. en
lepismas (Microcoryphia: Machilidae) y Malameba locustae King y Taylor
en acridios (Orthoptera: Acridoidea) (Narasimhamurti y Nazeer Ahamed,
1980; Lange, 1996 a; Larsson et al., 1992). Esta ultima es responsable de
la enfermedad conocida como amebiasis debilitativa de los ortopteros.
M. locustae ha sido recientemente aislada de tucuras naturalmente in-
fectadas de nuestro pais (Lange, 1996 b), lo cual permitid iniciar algunos
estudios experimentales (Lange y Wittenstein, 1998) aun en curso, ten-
dientes a explorar las posibilidades de utilizacion de esta ameba como
agente de biocontrol de acridios perjudiciales. La presente contribucion
analiza tal posibilidad a la luz del conocimiento actualmente disponible
acerca de M. locustae y de los resultados preliminares hasta ahora obte-
nidos.

DESCUBRIMIENTO, DESCRIPCION Y
OCURRENCIA NATURAL DE Malameba locustae.

El primer registro y la descripcion original del agente etioldgico de la
amebiasis debilitativa de los ortdpteros se debe a King y Taylor (1936),
que aislaron a la ameba de ejemplares infectados de los acridios nedrticos
Melanoplus differentialis (Thomas), M. mexicanus (Saussure) (= M.
sanguinipes Fabricius) y M. femur-rubrum (De Geer), provenientes de
colonias de cria. Dichos autores incluyeron a la hasta entonces desconoci-
da especie dentro del género Malpighamoeba pero, poco tiempo des-
pués, ellos mismos propusieron el nuevo género Malameba debido a que
el rizépodo de acridios diferia considerablemente del de las abejas (Taylor
y King, 1937). Desde entonces, el nombre Malameba locustae ha sido
aceptado por la mayoria de los autores, aunque Brooks (1988), sin brin-
dar fundamentos, sugirio que el estatus taxonomico de la especie debe-
ria ser revisado.

No existe concordancia entre la frecuencia con que M. locustae se
presenta en colonias de cria de acridios y su presencia en las poblaciones
naturales. Mientras es un patdgeno comun en aquellas a nivel mundial
(Davies, 1973; Lipa, 1982; Henry, 1985; Hinks y Erlandson, 1994), requi-
riendo incluso el uso de antibidticos para evitar o minimizar su presencia
(Henry, 1968; Henry & Oma, 1975; Hanrahan, 1981), los hallazgos en
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poblaciones naturales son llamativamente escasos. En la naturaleza, se ha
registrado en América del Norte, Africa y Australia (Venter, 1966; Henry,
1969; Ernst y Baker, 1982; Henry et al., 1985). La reciente deteccion en
ejemplares juveniles de Staurorhectus longicornis Giglio-Tos de Trenque
Lauquen, provincia de Buenos Aires, es el unico registro conocido para
América del Sur (Lange, 1996 b). Se desconocen las razones que explica-
rian esta discordancia entre la informacion proveniente del dmbito natu-
ral y aquella obtenida en bioterios. Sin embargo, se puede aventurar una
hipdtesis factible a partir del conocimiento de otros rizopodos. Podria
ocurrir que en condiciones naturales M. locustae se presente normal-
mente (o por periodos prolongados) sélo en su forma trdfica (trofozoito),
como suele ocurrir con otras amebas cuya capacidad de enquistamiento
se halla asociada a condiciones circundantes desfavorables (Shuster, 1990).
Dado que la diagnosis de la amebiasis de los ortopteros se baso tradicio-
nalmente en la presencia de quistes (Figs. 1, 9), que por su refringencia y
homogeneidad morfoldgica constituyen el estado mds conspicuo del pa-
tégeno, ante la ausencia de los mismos, puede ser muy dificil detectar los
trofozoitos. Las condiciones a que se somete a los acridios en las colonias
de cria son, por mds esmero puesto en recrear las condiciones naturales,
necesariamente subdptimas respecto de éstas y podrian tender a favore-
cer el enquistamiento, sumadndose a esto las reinfecciones permanentes
facilitadas por el espacio limitado de las jaulas y la abundancia de quistes
en las heces. De este modo, la frecuencia natural registrada de la amebiasis
podria no ser un reflejo de la frecuencia real, es decir, se trataria de una
enfermedad subdiagnosticada en las poblaciones naturales de acridios.
Hasta el presente no se han desarrollado marcadores moleculares que
permitirian la deteccion precisa de M. locustae.

A nivel mundial se conocen casi 50 especies de tucuras y langostas
natural o experimentalmente susceptibles a M. locustae (Brooks, 1988).
A estas deben agregarse ahora las especies argentinas que resultaron
susceptibles a partir de inoculaciones experimentales que, siguiendo me-
todologia estandarizada para la realizacion de bioensayos con protozoos
entomopatdgenos (Habtewold et al., 1995; Lange y Wittenstein, 1998;
Lange et al., 2000), fueron efectuadas mediante quistes derivados del
hallazgo en S. longicornis de Trenque Lauquen. En las cinco especies
hasta el presente analizadas en condiciones de bioterio [Baeacris
punctulatus (Thunberg), Dichroplus elongatus Giglio-Tos, Dichroplus
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schulzi Bruner, Ronderosia bergi (Stal), Schistocerca cancellata (Serville)]
ocurrio prdcticamente un 100 % de desarrollo de infeccion (Lange y
Wittenstein, 1998; Lange, observaciones no publicadas). Asi, la informa-
cion compilada por Brooks (1988) y los resultados hasta ahora obtenidos
con nuestras especies sugieren entonces que M. locustae seria infectivo
para la mayoria de los acridoideos.

CICLO DE VIDA

La amplia disponibilidad de acridios experimentalmente infectados
permitio realizar detalladas observaciones a nivel de microscopia optica
relativas al ciclo de desarrollo de M. locustae.

Los resultados de dichas observaciones en las cinco especies de acridios
argentinos infectados fueron coincidentes con aquellos aportados por otros
autores que trabajaron con hospedadores distintos de otras regiones
(Hanrahan, 1975; Harry y Finlayson, 1976; Zizka, 1987; Braun et al., 1988).
A diferencia de lo que ocurre con la mayoria de los entomopatdgenos
protozoarianos pertenecientes a otros phyla, como los microsporidios
(Microspora) o las neogregarinas (Apicomplexa), donde los ciclos suelen
ser de gran complejidad (Becnel & Andreadis, 1999; Boucias y Pendland,
1998), el ciclo de M. locustae es simple y consiste en la alternancia de las
formas trdfica y quistica (Figs. 1 — 8). Los quistes (Figs. 1, 9), que son
uninucleados y constituyen el unico estado de la ameba capaz de sobrevi-
vir fuera del hospedador, son los propdgulos responsables de la transmi-
sion por via oral a acridios susceptibles al ser liberados al ambiente exter-
no con las deyecciones de un insecto enfermo. Los trofozoitos (Figs. 2 - 8),
que pueden poseer uno o dos nucleos y son incapaces de existencia fuera
del hospedador, constituyen la fase proliferativa dentro del acridio. El
principal asiento de la infeccion es el lumen de los tubos de Malpighi
(Figs. 10, 11) y, en menor medida, el epitelio del intestino medio. Este es
el lugar donde, luego de la ingestion de quistes, comienza el proceso
infeccioso, aunque no hay acuerdo en la manera en que la forma trdfica
se despoja de la envoltura quistica. Prinsloo (1960) sugirid que el trofozoito
emerge de la envoltura a través de una rotura en la pared lateral. Hanrahan
(1979), en cambio, luego de un estudio ultraestructural, sostiene que la
pared del quiste es digerida en el intestino. Las observaciones en acridios
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Figuras 1 - 8: Estados en el ciclo de desarrollo de Malameba locustae en
Dichroplus schulzi. Preparacion fresca con solucion salina de Poinar y Thomas
(1984). X 3650. 1, Quiste. 2 - 5, Trofozoitos uninucleados. 6, Trofozoito binucleado.
7 y 8, Fision binaria.

argentinos no fueron conclusivas pero mostraron que la propuesta de
Prinsloo (1960) podria ser factible, pues resultd frecuente observar quis-
tes vacios con roturas laterales de ubicacion mds o menos constante (Figs.
12). Braun et al. (1988) demostraron que los trofozoitos no se reprodu-
cen en el intestino y que invaden los tubos de Malpighi viajando a traves
del lumen del tracto digestivo y no a través del hemocel luego de pene-
trar en las células epiteliales del intestino, como habia sido postulado con
anterioridad por otros autores (Evans y Elias, 1970). Una vez que alcanza-
ron la luz de los tubos, los trofozoitos inician la secuencia replicativa por
fision binaria de formas binucleadas (Figs. 6 - 8). Braun et al. (1988) cons-
tataron el establecimiento de la ameba en los tubos de Malpighi luego de
solo cinco dias de inoculada en M. sanguinipes. Ese tiempo fue de ocho
dias en el acridio argentino D. schulzi y los primeros quistes comenzaron
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Figura 9: Quistes uninucleados y con endoplasma granular de Malameba locustae.
Preparacion fresca con solucion salina de Poinar y Thomas (1984). X 3650.
Figura 10: Parte de un tubo de Malpighi de Dichroplus schulzi con quistes de
Malameba locustae en su lumen. Preparacion fresca. X 1500.

Figura 11: Parte de un tubo de Malpighi de Dichroplus schulzi con trofozoitos de
Malameba locustae en su lumen. Preparacion fresca. X1500.

Figura 12: Quistes vacios de Malameba locustae con roturas laterales de la pa-
red. Preparacion Giemsa segun Wang et al. (1991). X3650.

Figura 13: Quiste de Malameba locustae fagocitado por un hemocito de
Ronderosia bergi. X3650.
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a observarse en las deyecciones de ejemplares de B. punctulatus 14 dias
después de que estos sean inoculados (Lange, resultados no publicados).

PATOLOGIAS Y EFECTOS SOBRE EL. HOSPEDADOR

Como ocurre con la mayoria de los protozoos patogenos de insectos
(Lange, 1996 a), M. locustae no muestra alta virulencia, ni desencadena
una muerte rdpida del hospedador. Por el contrario, produce una enfer-
medad de tendencia cronica, caracterizada por debilitacion general y dis-
minucion del vigor del acridio. Los hospedadores con infecciones suaves o
tempranas no suelen mostrar signos o sintomas externos de la amebiasis.
A medida que el proceso avanza y sobre todo en infecciones fuertes, se
han reportado manchas meldnicas ventrales y laterales en el torax y
abddmen, letargia o hiperactividad, perdida de apetito, imposibilidad de
permanecer parados, muerte prematura y temblores espasmaddicos de las
patas saltatorias (King y Taylor, 1936; Henry, 1968; Harry y Finlayson,
1975; Hinks y Ewen, 1986).

Internamente, con la gradual invasion del lumen de los tubos de
Malpighi por parte de los trofozoitos y quistes, se empiezan a manifestar
los cambios patoldgicos tipicos. Los tubos dejan asi de mostrar su condi-
cion normal como hilos delgados, oscuros y moviles para presentar distin-
tos niveles de distension que llevan a hipertrofias, desmelanizacion (nor-
malmente de marrdn oscuro a blanco lechoso) e inmovilidad (bloqueo de
movimientos contorsivos y peristdlticos) (Figs. 14) (Martoja, 1969; Harry y
Finlayson, 1975; Papillion y Cassier, 1978). En infecciones muy fuertes o
terminales, la presion ejercida por las inmensas acumulaciones de quistes
produce roturas en las paredes de los tubos. Inmediatamente comienzan
a actuar los mecanismos de inmunidad celular del hospedador y los quis-
tes liberados al hemocel a partir de tales roturas son fagocitados (Fig. 13)
o encapsulados (Fig. 14) por los hemocitos de la hemolinfa circundante
(Hanrahan, 1980).

En infecciones severas, la funcion excretoria de los tubos de Malpighi,
ejercida a traveés de la secresion de grdnulos de dcido drico (Chapman,
1982; Bradley, 1985) se ve seriamente afectada, y resulta en la acumula-
cion de deshechos nitrogenados, los cuales son toxicos para el insecto
afectado (Henry, 1968, 1969). Proux (1991) reportd que el desarrollo de
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Figura 14. Histopatologia causada
por Malameba locustae en los tu-
bos de Malpighi de Dichroplus
schulzi. X 80.

a, tubo levemente hipertrofiado;
b, tubo con infeccion avanzada;

¢, tubo fuertemente hipertrofiado;
d, cdpsulas melanizadas.

la ameba dana la membrana serosa de los tubos, inhibiendo su respuesta
a la hormona diurética. El potencial bidtico del acridio infectado se ve
disminuido no solo por la reduccion de longevidad de los adultos, sino
también por una alteracion en los lipidos de los huevos que resulta en una
viabilidad disminuida de los mismos (Jackson et al., 1968).

POSIBILIDADES DE USO COMO AGENTE DE
BIOCONTROL

Varios autores mencionaron en forma relativamente reciente la po-
sibilidad de utilizar a M. locustae como agente de biocontrol de acridios
(Brooks, 1988; Odindo, 1991; Raina, 1992; Lomer et al., 1999). No obs-
tante, tales expresiones no fueron acompariadas de intentos o estudios al
respecto. Las experiencias de bioterio que se estdn realizando con espe-
cies argentinas de acridios a partir del aislamiento en S. Jongicornis su-
gieren que M. locustae podria ser de utilidad en nuestro pais para el
control bioldgico a largo plazo (a traves de los arios) de especies perjudi-
ciales para el agro. Tal posibilidad encuentra sustento en los resultados
hasta ahora obtenidos relacionados con la transmision y la presencia en
comunidades naturales.

La facilidad con que puede transmitirse a M. locustae es una de sus
caracteristicas mds favorables desde un punto de vista aplicado. Ha resul-
tado sencillo inducir infecciones en bioterios mediante la simple técnica
de administracion de quistes en la dieta de las cinco especies argentinas
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estudiadas. Incluso, con cantidades relativamente pequerias de quistes
(5,3 x 108 / kg. de cebo de salvado de trigo / 0,5 ha) fue posible desenca-
denar infecciones en poblaciones naturales de otra especie plaga de nuestro
pais, Dichroplus pratensis (Stal) (Lange, 1998). Una alta eficiencia en la
transmision es uno de los principales factores a considerar cuando se eva-
lua el potencial de un entomopatdgeno como agente de control (Harper,
1987).

Los monitoreos en busca de entomopatdgenos protozoarianos aso-
ciados a acridios hasta ahora realizados en la Argentina (Lange, 1998,
2002) parecen indicar que M. locustae no es un patdgeno frecuente,
incluso aunque su presencia real resulte subdiagnosticada, como se
hipotetizd precedentemente. Tal escasez natural, la eficiente transmision
horizontal y la infectividad para nuestras especies, sugieren que M. locustae
es un patogeno apto para intentar el enfoque de control microbiano de
“colonizacion o introduccion-establecimiento”, en el cual el microorganis-
mo es introducido en una poblacion de la plaga donde previamente no
existia con el objetivo de que se mantenga y disperse (Roberts et al,
1991). Podria argumentarse que un intento de este tipo tendria pocas
posibilidades de éxito pues la presencia asi inducida tenderia a diluirse
con el paso del tiempo, ya que la escasez natural sugiere que hay factores
que estarian impidiendo una amplia ocurrencia del patogeno en pobla-
ciones naturales. No obstante, este inconveniente, de presentarse, podria
corregirse realizando reintroducciones puntuales con cierta periodicidad
(“colonizacion estacional o aumento inoculativo”), como ha sido propues-
to por Roberts et a/ (1991) para el uso de otros entomo-patégenos.

Hasta el presente, los niveles de produccion in vivo de quistes han
sido cuantificados para dos de las especies analizadas. La produccion
maxima lograda en D. schulzi fue 1,9 x 107 quistes por individuo y la
produccion promedio fue de 5,1 x 10% (n = 50). Para S. cancellata, la
maxima fue 1,5 x 107 y el promedio 5,4 x 10° (n = 50). Estos niveles bajos
de produccion podrian limitar un eventual uso de M. locustae dado que
resultaria dificil producir cantidades suficientes de quistes como para ha-
cer introducciones de significancia, méaxime si es necesario realizarlas con
cierta periodicidad. No obstante, se estima que los niveles hasta ahora
obtenidos deben considerarse como preliminares pues todavia existe un
considerable margen como para mejorar la productividad de quistes in
vivo, estudiando otras especies hospedadoras y perfeccionando los pro-
tocolos de inoculacion y de recuperacion de quistes. Justamente, una de
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las ventajas del enfoque de colonizacion respecto del criterio inundativo
(“insecticida microbiano” de Roberts et al., 1991) utilizado con bacterias
y hongos entomopatdgenos, es la menor cantidad de propdgulos necesa-
rios para las aplicaciones. Quizds incluso podria intentarse el desarrrollo
de medios para el cultivo de M. locustae, como se ha logrado para algu-
nas amebas pardsitas de vertebrados (Clark, 1995; Diamond et al., 1995).
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