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Resumen 

Las actinobacterias son una fuente de metabolitos bioactivos antifúngicos y su localización en la cutícula 

varía entre las especies de hormigas cortadoras de hojas. Los especímenes del género Acromyrmex spp. 

recolectados en el bosque de Otongachi permitieron el aislamiento de cinco cepas actinobacterianas con 

actividad antifúngica. A través de la caracterización morfológica y molecular se confirmó que dichos 

aislados pertenecen al género Streptomyces. Pese a la similitud entre las secuencias de los aislados con 

secuencias de especies existentes del género Streptomyces en bases de datos, no se logró discriminar a las 

cinco cepas actinobacterianas a nivel de especie. Por esta razón, se plantea necesario la implementación 

de estudios moleculares complementarios como las técnicas de tipificación basadas en el polimorfismo de 

genes de: mantenimiento y no codificantes con el fin de discriminar especies estrechamente relacionadas 

del género Streptomyces. Por otro lado, los porcentajes de inhibición obtenidos en la evaluación 

antifúngica, frente a Fusarium oxysporum y Phoma exigua variaron entre 52 y 70%, indicando la 

efectividad de los aislados actinobacterianos en enfrentamientos in vitro. Sin embargo, para Botrytis 

cinerea los efectos inhibitorios de los cinco aislados fueron poco eficientes en el antagonismo in vitro. 

Palabras clave Actinobacteria · Hongos fitopatógenos · Hormigas cortadoras de hojas ·Actividad 

antifúngica ·Metabolitos bioactivos · Análisis filogenético 

Agradecimientos Damos las gracias a David Donoso (Escuela Politécnica Nacional) por su ayuda en el 

muestreo de las hormigas cortadoras de hojas. Agradecemos a Giovanni Onore (Reserva Otongachi) por 

facilitar la reserva natural Otongachi como área de muestreo.   

Introducción 
La incidencia y la severidad de las enfermedades fúngicas en plantas han aumentado significativamente 

en las últimas décadas, en especial debido a las malas prácticas agrícolas y fluctuaciones climáticas. Los 

hongos patógenos de plantas destruyen alrededor del 30% de los productos agrícolas, lo que supone una 

cantidad de alimentos suficiente para alimentar a 600 millones de personas al año (Avery et al. 2019). 

Patógenos fúngicos como Fusarium oxysporum, Phoma exigua y Botrytis cinerea tienen un impacto 

económico desastroso en varios cultivos de importancia económica como la uva, fresa, tomate, papa, 

plátano, café, caña de azúcar, entre otros (Agrios 2012; Hua et al. 2018; Deb et al. 2020).  El control 

eficaz de los hongos que debilitan la seguridad del suministro de alimentos es un objetivo 

socioeconómico importante (Avery et al. 2019). Pese a que, el uso de fungicidas es el método más 

popular y eficaz de protección frente a enfermedades fúngicas, la preocupación social por la seguridad de 

los alimentos alienta la búsqueda de métodos alternativos para el control de hongos fitopatógenos 

(Grzegorczyk et al. 2015). En los últimos años, las actinobacterias filamentosas surgen como una 

alternativa prometedora para el tratamiento de las enfermedades en plantas (Sharma y Salwman 2018). Su 

gran diversidad e interacciones ecológicas con otros organismos las hace muy aplicables en el control 

biológico, debido a sus fuertes propiedades antimicrobianas (Solecka et al. 2012; Ebrahimi-Zarandi et al. 

2022). De hecho, aproximadamente el 60% de insecticidas y herbicidas de origen natural reportados en 

mailto:afguerrero@puce.edu.ec
mailto:jyanez989@puce.edu.ec
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los últimos años tienen su origen en actinobacterias del género Streptomyces (Sharma y Salwman 2018). 

Las actinobacterias son una extensa gama de bacterias Gram positivas. Los miembros de este filo son 

ampliamente reconocidos por ser fuentes de metabolitos antimicrobianos, aislados generalmente de 

hábitats marinos y terrestres (Holmes et al. 2016; Mendes et al. 2013; Wang et al. 2020). 

Con el objetivo de desarrollar nuevos agentes antimicrobianos, muchas empresas dirigen su búsqueda a 

nuevos entornos como los bosques tropicales, ambientes marinos y endosimbiontes microbianos 

asociados a plantas o animales (Jakubiec-Krzesniak et al. 2018; Mendes et al. 2013). Así, en la búsqueda 

de nuevos metabolitos antimicrobianos, la asociación entre actinobacterias y hormigas cortadoras de hojas 

sale a la luz como una fuente potencial de compuestos antifúngicos.  Matarrita-Carranza et al. (2017) 

mencionan que, la asociación de Hymenoptera con endosimbiontes como las actinobacterias permiten 

mantener mecanismos de defensa contra patógenos, una razón de su éxito evolutivo. Las hormigas 

cortadoras de hojas se encuentran únicamente en el continente americano, especialmente en el neotrópico 

(Salazar et al. 2015). Los géneros más representativos de la tribu Attini de hormigas son Acromyrmex y 

Atta.   

El aislamiento, la caracterización fenotípica y molecular de actinobacterias a partir de distintas especies 

de hormigas cortadoras de hojas ha permitido evaluar su actividad antifúngica frente a varios géneros de 

hongos fitopatógenos como Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Curvularia lunata, Alternaria 

solani, Phytophthora infestans, entre otros (Cao et al. 2017; Dalitz et al. 2017; Liu et al. 2019; Wang et al. 

2020). Wang et al. (2020) señalan que, en sus estudios, del total de actinobacterias aisladas y evaluadas 

por su actividad antifúngica, alrededor del 52-53% presentaron actividad antagónica contra al menos uno 

de los hongos fitopatógenos evaluados. Además, existe evidencia de que las actinobacterias asociadas a 

insectos muestran actividad antifúngica significativamente mayor en comparación con las actinobacterias 

del suelo (Liu et al. 2019). 

En Ecuador, los géneros de hormigas arriba mencionados están presentes en las provincias de Guayas, 

Loja, Napo, Orellana, Pichincha, Santo Domingo y Sucumbíos (Salazar et al. 2015). Particularmente, el 

bosque premontano del norte de los Andes es considerado como una de las regiones más biodiversas del 

planeta. La reserva natural Otongachi (00◦08 49’S; 078°57 15’W, 850-m) alberga un bosque secundario 

húmedo premontano (Cañadas 1983), se encuentra en un rango altitudinal estacional entre 800 y 1800 m, 

con una temperatura media anual de 18 a 24°C y entre 1000 y 2000 mm de precipitación anual (Donoso y 

Ramón 2009). Este bosque es un refugio importante para la flora y fauna de la zona. En este contexto, el 

presente estudio se centró en el aislamiento de actinobacterias circulantes asociadas a Acromyrmex en la 

búsqueda de potenciales controladores biológicos de hongos fitopatógenos. 

Materiales y métodos 
Recolección de muestras de hormigas y hongos fitopatógenos 

Las hormigas fueron recolectadas vivas utilizando guantes de nitrilo y pinzas entomológicas estériles en 

la reserva natural Otongachi, Pichincha, Ecuador. Los especímenes se almacenaron individualmente en 

microtubos de 1.5 ml estériles bajo refrigeración a 4°C durante cinco días. Las hormigas cortadoras de 

hojas fueron identificadas morfológicamente como Acromyrmex spp. de acuerdo con la “Guía De 

Identificación De Los Géneros De Hormigas Del Mundo” (Bolton 1994). 

Tres patógenos fúngicos de plantas, Fusarium oxysporum YC3, Phoma exigua NJC2, y Botrytis cinerea 

OT05-03 fueron proporcionados por el Laboratorio de Fitopatología y Control Biológico de la Pontificia 

Universidad Católica del Ecuador, localizado en Quito–Ecuador. 

Aislamiento y cultivo de actinobacterias 

Según las pautas establecidas por Wang et al. (2020), cada una de las 10 hormigas recolectadas fueron 

enjuagadas dos veces para remover el suelo de la superficie y epífitos adherentes. Luego, en cada 

microtubo se introdujo una hormiga y se añadió 1.2 ml de agua estéril y se agitó en un vortex durante 30 

segundos. Las suspensiones se transfirieron a microtubos estériles para su desinfección con etanol al 70% 

por un minuto. Se removió el etanol y las hormigas se enjuagaron tres veces con agua estéril. Después, se 

dividió el cuerpo de cada hormiga en cabeza, tórax y gáster. Cada segmento se separó en un microtubo 

con 1.2 ml de agua estéril y se suspendió en agitación a 180 rpm durante 30 minutos a 28°C. 

Posteriormente, se inocularon 200 µl de cada una de las suspensiones obtenidas en medios de cultivo 

selectivos: Agar HV (Hayakawa y Nonomura, 1987) y Agar sintético de Gauze No. 1 (Atlas 2010).  Para 

evitar el crecimiento de bacterias Gram negativas y hongos, se añadió gentamicina y nistatina a todos los 

medios. Las placas Petri se incubaron durante tres semanas a 28°C. Las colonias con morfología 
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característica de actinobacterias fueron luego transferidas a Agar Extracto de Malta-Levadura (ISP 2) y 

Agar Avena (ISP 3) e incubadas durante tres semanas a 28°C (Shirling y Gottlieb 1966). 

Ensayos de selección por tamizaje 

Las colonias actinobacterianas aisladas se enfrentaron a tres hongos fitopatógenos: Fusarium oxysporum 

YC3, Phoma exigua NJC2, y Botrytis cinerea OT05-03 mediante el método del disco de agar (Qi et al. 

2019). En el centro de las cajas Petri con Agar Papa Dextrosa (PDA, por sus siglas en inglés) se colocó un 

disco de 5 mm de diámetro de agar con micelio del hongo fitopatógeno objetivo. Asimismo, se colocaron 

cuatro discos de agar de cada aislado actinobacteriano en cuatro puntos simétricos a 26 mm del centro de 

la placa (Qi et al. 2019). Las cajas Petri fueron incubadas durante siete días a 20°C. En consecuencia, la 

ejecución de este ensayo permitió determinar los asilados que presentaron actividad antifúngica mediante 

la observación directa de las colonias actinobacterianas que redujeron el tamaño de la colonia del 

patógeno enfrentado. 

Evaluación antifúngica  

La actividad antagónica de los aislados actinobacterianos asociados a Acromyrmex spp. que presentaron 

actividad antifúngica se evaluó mediante bioensayos en placas de cultivo dual. Estos ensayos se 

realizaron por triplicado. Las actinobacterias se inocularon mediante punción en el margen de las cajas 

Petri y se incubaron durante tres días a 28°C. Luego, se transfirió un disco de 5 mm de agar PDA con 

micelio del hongo fitopatógeno al margen opuesto de la caja Petri y se incubaron a 20°C por siete días 

(Liu et al. 2019; Wang et al. 2020). Los controles fueron realizados colocando un disco de 5 mm de agar 

PDA con micelio del hongo fitopatógeno en el margen de la caja Petri. 

Las tasas de inhibición se calcularon de acuerdo a la fórmula descrita por Liu et al. (2019): 

Tasa de inhibición (%) = Wi/W × 100%  

donde Wi es el ancho de inhibición y W es el ancho entre el hongo fitopatógeno y la actinobacteria.  

Caracterización morfológica 

Los aislados se cultivaron en los medios ISP2 e ISP3 a 28°C por dos semanas (Wang et al. 2020). 

Preliminarmente, la identificación de estos fue orientada con base en las características fenotípicas de las 

colonias como color del micelio aéreo y del sustrato, y a la producción de pigmento difusible (Shirling y 

Gottlieb 1966). Por otro lado, las características microscópicas de las colonias bacterianas se evaluaron 

mediante la presencia/ausencia de cadenas de esporas, comparándolas con los criterios válidos indicados 

por Shirling y Gottlieb (1966). Para esto, se preparó un microcultivo en placas Petri con medio ISP3 y se 

colocaron cubreobjetos en un ángulo de 45°. A lo largo de la interfaz agar/cubreobjeto se dispensaron 5ul 

de dilución 1:100 de cultivo líquido y se incubó a 28°C durante siete días (ActinoBase 2020). 

Transcurrido un lapso de una semana, cuidadosamente se retiraron los cubreobjetos, se montaron en 

portaobjetos con solución de glicerol al 40% y se visualizaron en el microscopio compuesto a 1000x de 

aumento total. 

Identificación molecular y análisis filogenético de aislados  

El ADN genómico de las bacterias fue extraído utilizando el kit Wizard® Genomic DNA Purification 

(Promega, Madison, Wisconsin, E.E.U.U.), con ligeras modificaciones, en este caso, la adición de 

nitrógeno líquido para incrementar la fragmentación del tejido durante la maceración previa a la 

utilización de EDTA (ácido etilendiaminotetraacético). El ADN extraído se cuantificó utilizando el 

espectrofotómetro de microvolumen de barrido nano Jenway 7415 (Cole-Parmer, USA). La amplificación 

por Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) del gen ARNr 16S, fue realizada 

con los cebadores universales 27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) y 1492R (5’-

TCAGGTTACCTTGTTACGACTT-3’) (Lane 1991). Las condiciones de reacción fueron de 95°C 

durante cinco minutos, seguidos de 30 ciclos de 95°C durante 30 segundos, 55°C durante 45 segundos y 

72°C durante un minuto, con una extensión final a 72°C durante 10 minutos. Los productos de PCR se 

observaron en un gel de agarosa al 0.8% y se visualizaron en el transiluminador Safe Imager™ 2.0. Los 

productos obtenidos de la amplificación fueron secuenciados mediante el método de Sanger (Macrogen 

Inc., Seúl, Corea del Sur). Las secuencias obtenidas se editaron mediante el programa MEGA 11 (Tamura 

et al. 2021) y se compararon a través de la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) con 

las secuencias de la base de datos GenBank (NCBI) y la base de datos curada de secuencias del gen ARNr 

16s EzBioCloud, para determinar el género y especie de los aislados bacterianos. Por otro lado, la 

relación genética entre los aislados se determinó mediante la creación de un árbol filogenético diseñado 
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en MEGA 11 de acuerdo con el método Neighbor-Joining, utilizando el modelo de sustitución Kimura de 

dos parámetros (Kimura 1980) con un valor de bootstrap de 1000 réplicas. 

Análisis estadísticos 

Las pruebas de antagonismo se organizaron en un diseño completamente al azar y, además, los datos 

fueron analizados mediante estadística descriptiva. El análisis de varianza (ANOVA) determinó la 

significancia de cada tratamiento con respecto a la inhibición del crecimiento micelial de cada 

fitopatógeno. Asimismo, la prueba de Tukey al 95% de confianza identificó diferencias estadísticamente 

significativas entre las medias de los tratamientos. Se utilizó el software estadístico IBM SPSS Statistics 

26 para el análisis de los datos. 

Resultados 
Aislamiento y tamizaje preliminar de aislados actinobacterianos 

El medio selectivo Agar sintético de Gauze N°1 permitió el mayor número de aislamientos a partir de las 

30 suspensiones iniciales en comparación con el medio selectivo Agar HV (Humic Acid Vitamin Agar) 

(Fig. 1c). La mayoría de aislados actinobacterianos se obtuvieron a partir de las muestras de tórax (19 

aislados), seguido de los obtenidos de la cabeza (2 aislados) y del gáster (1 aislado) (Fig. 1d). En total se 

obtuvieron 22 aislados actinobacterianos asociados a Acromyrmex spp. (Fig. 1a y 1b).  

Estos microorganismos fueron sometidos a un ensayo de tamizaje frente Fusarium oxysporum YC3, 

Phoma exigua NJC2, y Botrytis cinerea OT05-03 mediante el método del disco de agar (Fig. 2), 

obteniendo cinco aislados (23%) con actividad antifúngica, Ax7.2.6, Ax8.2.1, Ax8.2.12, Ax9.2.2 y 

Ax9.2.2.1.  

Fig. 1 a Acromyrmex spp. in situ. b Acromyrmex spp. observada en estereoscopio (Aumento total: 20x). c Actinobacterias aisladas 

en medios de cultivo selectivos. d Número de actinobacterias aisladas de cabeza, tórax y gáster de Acromyrmex spp. 
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Fig. 2 a Controles del ensayo de selección por tamizaje. b Aislados actinobacterianos 1: Ax6.1.1; 2: Ax8.2.8; 3: Ax8.2.4 y 4: 

Ax9.2.2.1 frente a los hongos fitopatógenos Botrytis cinerea OT05-03, Phoma exigua NJC2 y Fusarium oxysporum YC3 

Evaluación antifúngica 

Del total de actinobacterias evaluadas por su actividad antifúngica frente a Fusarium oxysporum, el 

aislado Ax7.2.6 presentó el mayor porcentaje de inhibición 96,4%. Por otro lado, Ax8.2.1, Ax8.2.12, 

Ax9.2.2 y Ax9.2.2.1 presentaron 70,77%, 56,41%, 63,61% y 58,46% respectivamente. Los supuestos de 

normalidad y homogeneidad de varianzas se verificaron y al analizar la varianza se encontraron 

diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05). La prueba de Tukey al 95% de confianza 

presentó tres grupos, grupo 1: Ax8.2.12, Ax9.2.2 y Ax9.2.2.1; grupo 2: Ax8.2.1 y Ax9.2.2 y grupo 3: 

Ax7.2.6.  

Al analizar la varianza se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05) evaluados 

frente a Phoma exigua. Sin embargo, el aislado Ax8.2.1 presentó el mayor porcentaje de inhibición 

64,10%, en comparación con el resto de aislados Ax7.2.6, Ax8.2.12, Ax9.2.2 y Ax9.2.2.1 que mostraron 

62,56%, 52,31%, 53,85% y 62,56% respectivamente. La prueba de Tukey al 95% de confianza presentó 

tres grupos, grupo 1: Ax8.2.12, Ax9.2.2; grupo 2: Ax9.2.2, Ax7.2.6 y Ax9.2.2.1 y grupo 3: Ax7.2.6, 

Ax9.2.2.1 y Ax8.2.1. Para finalizar, no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos 

(p=0,238) evaluados frente a Botrytis cinerea. No obstante, los porcentajes de inhibición obtenidos en 

estos tratamientos fueron los más bajos, siendo 11,79%, 19,49%, 29,74% y 33,33% respectivamente 

Ax8.2.1, Ax9.2.2.1, Ax9.2.2 y Ax7.2.6. El aislado Ax8.2.12 no presentó inhibición contra Botrytis 

cinerea. 
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El comportamiento de las medias y el error estándar de los porcentajes de inhibición de las 

actinobacterias frente a Fusarium oxysporum YC3, Phoma exigua NJC2 y Botrytis cinerea OT05-03 se 

observa en las figuras 3a,3b y 3c. 

 

Fig. 3 Porcentajes de inhibición de actinobacterias frente a tres hongos fitopatógenos a Fusarium oxysporum YC3. b Phoma exigua 

NCJ2. c Botrytis cinerea OT05-03. Cada barra representa la media y error estándar de tres repeticiones independientes 

Caracterización morfológica 

El tamaño de las colonias fue variable, presentando diámetros entre 2 mm y 5 mm. Los aislados 

presentaron colonias con micelio aéreo blanco grisáceo, blanco y crema verdoso (Tabla 1). Asimismo, 

presentaron micelio del sustrato de color café claro y crema. Por otro lado, gran parte de los aislados 

mostraron pigmentos difusibles de color amarillo anaranjado claro, anaranjado claro y amarillo claro (Fig. 

4a). Las observaciones microscópicas mediante la técnica de microcultivo permitió observar hifas 

ramificadas organizadas en forma de cadenas largas rectas y onduladas (Fig. 4b). Las pruebas de 

caracterización fenotípica indican que todos los aislados pertenecen al género Streptomyces. 

Identificación molecular y análisis filogenético 

La amplificación del gen ARNr 16S mediante PCR evidenció la formación de bandas en gel de agarosa 

que luego de la electroforesis se ubicaron en una posición correspondientes a una longitud de ~1500 bp 

(Fig. 5). La edición y comparación de secuencias de los aislados Ax7.2.6, Ax8.2.1, Ax8.2.12, Ax9.2.2 y 

Ax9.2.2.1 a través de BLAST y EzBioCloud permitió identificarlos como miembros del género 

Streptomyces. La secuencia de nucleótidos del aislado Ax7.2.6 mostró un 98% de similitud con 

Streptomyces daghestanicus (número de acceso GenBank DQ442497). Por otra parte, el aislado Ax8.2.1 

mostró un 99,05% de similitud con Streptomyces lividans (número de acceso GenBank MK629802). En 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQ442497
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MK629802
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cuanto al aislado Ax8.2.12, éste mostró un 99,56% de similitud con Streptomyces californicus (número de 

acceso GenBank MT533919). Asimismo, el aislado Ax9.2.2 mostró un 99,55% de similitud con 

Streptomyces cyaneofuscatus (número de acceso GenBank KX507059). Por último, el aislado Ax9.2.2.1 

mostró un 99,07% de similitud con Streptomyces flavogriseus (número de acceso GenBank MT355868). 

El parentesco filogenético de los aislados con especies estrechamente relacionadas obtenidas por el 

método neighbor joining se muestra en la figura 6, figura 7, figura 8, figura 9 y figura 10. 

Tabla 1 Características morfológicas de aislados actinobacterianos tras 21 días de incubación a 28°C en dos medios señalados por el 

International Streptomyces Project (ISP) 

Aislado Medio Pigmento difusible Características 

de la colonia 

Micelio aéreo Micelio 

del 

sustrato 

Ax7.2.6 ISP2 Amarillo-anaranjado 

claro 

Áspera Blanco grisáceo Café claro 

Ax8.2.1 ISP2 Anaranjado claro Polvorienta Blanco Crema 

Ax8.2.12 ISP2 Anaranjado claro Polvorienta Crema Crema 

Ax9.2.2 ISP2 Ninguno Surcos radiales Blanco Crema 

Ax9.2.2.1 ISP2 Amarillo-anaranjado 

claro 

Polvorienta Blanco Crema 

      

Ax7.2.6 ISP3 Amarillo claro Áspera Blanco Crema 

Ax8.2.1 ISP3 Anaranjado claro Polvorienta Blanco Crema 

Ax8.2.12 ISP3 Anaranjado claro Polvorienta Crema Crema 

Ax9.2.2 ISP3 Amarillo claro Surcos radiales Blanco Crema 

Ax9.2.2.1 ISP3 Ninguno Polvorienta Crema verdoso Crema 

 

Fig. 4 a Características fenotípicas en medios ISP2 y ISP3 (anverso y reverso) de aislados Ax7.2.6 y Ax8.2.12. b Microcultivo de 

aislados Ax8.2.1 y Ax9.2.2.1, se observan hifas ramificadas organizadas en forma de cadenas largas rectas y onduladas (Aumento 

total: 1000x) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT533919
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KX507059
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT355868
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Discusión  
El segmento del tórax de las hormigas del género Acromyrmex fue el que permitió el mayor número de 

aislados en este estudio. Estos resultados se deben, a que la localización de las bacterias en la cutícula 

varía entre las especies de hormigas de la tribu Attini, ya que las actinobacterias viven en estructuras 

especializadas como las criptas cuticulares con glándulas exocrinas asociadas (Currie et al. 2006). Así 

pues, el papel de las secreciones antimicrobianas de las glándulas metapleurales, compleja estructura 

glandular exclusiva de las hormigas localizada en el metatórax sugiere un papel crítico en su éxito 

ecológico (Currie et al. 2006; Yek y Mueller 2010; Mattoso et al. 2012).  

En este trabajo, se utilizaron cinco aislados actinobacterianos provenientes de hormigas cortadoras de 

hojas del género Acromyrmex, los cuales fueron probados como tratamientos frente a las cepas fúngicas 

descritas anteriormente. Los porcentajes de inhibición obtenidos con Ax7.2.6 (96,4%), Ax8.2.1 (70,77%), 

Ax8.2.12 (56,41%), Ax9.2.2 (63,61%) y Ax9.2.2.1(58,41%) frente a Fusarium oxysporum se relacionan 

con otros resultados reportados, en donde aislados pertenecientes al género Streptomyces mostraron 

actividad antagónica contra otras especies de Fusarium, la inhibición del crecimiento fúngico varió entre 

el 40% y 70% (Evangelista-Martínez 2014; Evangelista-Martínez et al. 2020; Rios-Hernández et al. 

2021). En cuanto a los resultados obtenidos en los tratamientos frente a Phoma exigua, estos variaron 

entre 52% y 64%. Naik et al. (2009) obtuvieron resultados similares al enfrentar un aislado perteneciente 

al género Streptomyces frente a Phoma sorghina, consiguiendo un porcentaje de inhibición del 52.22%. 

Asimismo, resultados reportados de enfrentamientos entre cepas de Streptomyces indican la presencia de 

antagonismo fuerte, moderado y débil frente a distintas especies de Phoma (De Boer et al. 1998; 

Degtyareva et al. 2009; Rodríguez et al. 2018).  

Por último, los resultados obtenidos en los tratamientos frente a Botrytis cinerea fueron los más bajos en 

comparación con los resultados conseguidos con F. oxysporum y P. exigua, presentando así porcentajes 

de inhibición menores al 34%. En contraste con resultados obtenidos por otros investigadores como 

Lahmyed et al. (2021) en donde cinco aislados actinobacterianos presentaron una actividad antagónica 

muy significativa oscilando entre 50% y 72%. Asimismo, tres cepas de Streptomyces spp. inhibieron el 

crecimiento micelial de 41 cepas de B. cinerea en un rango del 73% al 100% de inhibición (Boukaew et 

al. 2017). Por otra parte, en el estudio realizado por Jiang et al. (2021) la cepa Streptomyces 

botrytidirepellens sp. nov. mostró un fuerte efecto antagónico contra B. cinerea (82,6±2,5%), así como 

varios grados de inhibición sobre otros nueve hongos fitopatógenos. 

Fig. 5 Resultados de la amplificación del gen ARNr 16S con los cebadores 27F’ y 1492R’ 

en un gel de agarosa al 0.8%. Ld: 1k DNA Ladder (Promega), P: Control positivo, N: 

Control negativo, A1: Producto amplificado por PCR del aislado Ax7.2.6, A2: Producto 

amplificado por PCR del aislado Ax8.2.1, A3: Producto amplificado por PCR del aislado 

Ax8.2.12, A4: Producto amplificado por PCR del aislado Ax9.2.2, A5: Producto 

amplificado por PCR del aislado Ax9.2.2.1 
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La actividad antagonista de Streptomyces con hongos fitopatógenos ha sido descrita principalmente 

mediante tres mecanismos: antibiosis, parasitismo y la competencia por espacio y nutrientes. Este género 

es reconocido por la producción de una gran cantidad metabolitos secundarios bioactivos, así como 

compuestos orgánicos volátiles y enzimas líticas, que actúan en la comunicación entre células y en la 

degradación de la pared celular (Gebily et al. 2021, Nah et al. 2021, Pacios-Michelena et al. 2021, Jepsen 

et al. 2022). Varios estudios indican que este género potencialmente podría producir más de 100.000 

compuestos bioactivos adicionales a los producidos por el mismo género descrito hasta la actualidad 

(Watve et al. 2001). Por este motivo es imprescindible que se realicen estudios de caracterización e 

identificación de estos compuestos. Aunque la identificación de los metabolitos responsables del 

antagonismo in vitro no fue contemplada en esta investigación, estos hallazgos generan una nueva 

perspectiva para futuros estudios. 

Todos los aislados participantes en los análisis de antagonismo in vitro fueron clasificados como 

pertenecientes al género Streptomyces al comparar las secuencias con las bases de datos de GenBank y 

EzBioCloud. Esto es coherente con la asignación según características morfológicas y culturales (Shirling 

y Gottlieb 1966). Pese a la similitud obtenida de los aislados Ax7.2.6 (98%) con S. daghestanicus, 

Ax8.2.1 (99,05%) con S. lividans, Ax8.2.12 (99,56%) con S. californicus, Ax9.2.2 (99,55%) con S. 

cyaneofuscatus y Ax9.2.2.1 (99,07%) con S. flavogriseus. Los valores de bootstrap generados por el 

algoritmo neighbor joining indican que los aislados no se distinguen de las especies estrechamente 

relacionadas utilizando el gen ARNr 16S. El análisis de la secuencia del gen ARNr 16S carece de 

suficiencia en la distinción entre especies estrechamente relacionadas dentro de los clados de 

Streptomyces, limitándose a la distinción de estreptomicetos ligeramente relacionados (Martens et al. 

2008; Guo et al. 2008; Rong y Huang, 2010). Asimismo, Kämpfer (2006) y Rong y Xuang (2010) 

mencionan que las secuencias de ARNr no pueden utilizarse por sí solas, debido a la variación 

intraespecífica y a la heterogeneidad intragenómica, ocasionando dificultades para identificar diferencias 

fenotípicas significativas.  

Fig. 6 Árbol filogenético basado en el análisis de Neighbor-Joining de la secuencia del gen ARNr 16S del aislado Ax7.2.6 y 

secuencias del gen ARNr 16S de actinobacterias de bases de datos (GenBank y EzBioCloud). Los números en los nodos de las 

ramas indican los porcentajes bootstrap de 1000 réplicas. Las distancias evolutivas fueron calculadas mediante el método de Kimura 

de dos parámetros. Este análisis incluyó 13 secuencias de nucleótidos. Se eliminaron todas las posiciones ambiguas de cada par de 

secuencias. En el conjunto de datos final hubo un total de 371 posiciones. 
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Fig. 7 Árbol filogenético basado en el análisis de Neighbor-Joining de la secuencia del gen ARNr 16S del aislado Ax8.2.1 y 

secuencias del gen ARNr 16S de actinobacterias de bases de datos (GenBank y EzBioCloud). Las ramas que corresponden a las 

particiones reproducidas en menos del 50% de las réplicas bootstrap están colapsadas. Los números en los nodos de las ramas 

indican los porcentajes bootstrap de 1000 réplicas. Las distancias evolutivas fueron calculadas mediante el método de Kimura de 

dos parámetros. Este análisis incluyó 13 secuencias de nucleótidos. Se eliminaron todas las posiciones ambiguas de cada par de 

secuencias. En el conjunto de datos final hubo un total de 840 posiciones.  

Fig. 8 Árbol filogenético basado en el análisis de Neighbor-Joining de la secuencia del gen ARNr 16S del aislado Ax8.2.12 y 

secuencias del gen ARNr 16S de actinobacterias de bases de datos (GenBank y EzBioCloud). Las ramas que corresponden a las 

particiones reproducidas en menos del 50% de las réplicas bootstrap están colapsadas. Los números en los nodos de las ramas 

indican los porcentajes bootstrap de 1000 réplicas. Las distancias evolutivas fueron calculadas mediante el método de Kimura de 

dos parámetros. Este análisis incluyó 13 secuencias de nucleótidos. En el conjunto de datos final hubo un total de 1333 posiciones. 



11 
 

 

Fig. 9 Árbol filogenético basado en el análisis de Neighbor-Joining de la secuencia del gen ARNr 16S del aislado Ax9.2.2 y 

secuencias del gen ARNr 16S de actinobacterias de bases de datos (GenBank y EzBioCloud). Las ramas que corresponden a las 

particiones reproducidas en menos del 50% de las réplicas bootstrap están colapsadas. Los números en los nodos de las ramas 

indican los porcentajes bootstrap de 1000 réplicas. Las distancias evolutivas fueron calculadas mediante el método de Kimura de 

dos parámetros. Este análisis incluyó 13 secuencias de nucleótidos. En el conjunto de datos final hubo un total de 674posiciones. 

 

Fig. 10 Árbol filogenético basado en el análisis de Neighbor-Joining de la secuencia del gen ARNr 16S del aislado Ax9.2.2.1 y 

secuencias del gen ARNr 16S de actinobacterias de bases de datos (GenBank y EzBioCloud). Las ramas que corresponden a las 

particiones reproducidas en menos del 50% de las réplicas bootstrap están colapsadas. Los números en los nodos de las ramas 

indican los porcentajes bootstrap de 1000 réplicas. Las distancias evolutivas fueron calculadas mediante el método de Kimura de 

dos parámetros. Este análisis incluyó 13 secuencias de nucleótidos. En el conjunto de datos final hubo un total de 755 posiciones. 

Por este motivo, se plantea la implementación de estudios moleculares complementarios como el análisis 

de secuencias multilocus (MLSA, por sus siglas en inglés), análisis filogenético de múltiples fragmentos 

internos de genes que son ubicuos al taxón estudiado (Macheras et al. 2011). Este análisis caracteriza 

directamente las variaciones de las secuencias de varios genes que codifican proteínas con funciones 

conservadas (housekeeping genes) evaluando las relaciones entre las cepas basados en sus secuencias y 

perfiles alélicos únicos (Rong y Huang 2014). El árbol filogenético construido por el método neighbor 

joining en base al análisis de secuencias multilocus realizadas por Qi et al. (2021) utilizando las 
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secuencias de los genes atpD, gyrB, recA, rpoB y trpB, permitió demostrar que la cepa SCA2-4 formó un 

clado distinto con S. mobaraensis, con un valor de bootstrap del 100%. Por esta razón, se considera a 

MLSA como un método alternativo, por su reproducibilidad y la eficiencia de resolución inter e 

intraespecies. 

Conclusión 
La asociación de actinobacterias con las hormigas cortadoras de hojas que cultivan hongos, se 

fundamenta en la producción de metabolitos bioactivos que han demostrado funciones clave en el 

moldeamiento de su ecosistema. Los resultados obtenidos evidencian un mayor número de aislados 

actinobacterianos en la sección metapleural de las hormigas del bosque de Otongachi. Aunque los 

aislados pertenecientes al género Streptomyces presentaron un notable antagonismo in vitro frente a 

Fusarium oxysporum y Phoma exigua, se evidenció una menor actividad antifúngica frente a Botrytis 

cinerea. En consecuencia, esta investigación sugiere que Acromyrmex spp. es una fuente prometedora de 

numerosos aislados actinobacterianos con la capacidad de producir compuestos bioactivos contra 

ascomicetos fitopatógenos. Al mismo tiempo, representa un estudio preliminar en las investigaciones de 

controladores biológicos provenientes de la asociación endosimbiótica entre hormigas cortadoras de hojas 

y actinomicetos en Ecuador. Además, sienta las bases a futuras investigaciones enfocadas en caracterizar 

e identificar bioquímicamente los metabolitos bioactivos producidos por las actinobacterias responsables 

del antagonismo contra fitopatógenos. No obstante, nuestra investigación indica que deben considerarse 

estudios más amplios en cuanto al número de muestras y castas morfológicas recolectadas dentro de una 

misma población de hormigas, con el fin de observar la variedad taxonómica de actinobacterias dentro de 

una misma especie y así obtener un mayor número de candidatos con potencial antagonista. Igualmente, 

es necesaria la implementación de técnicas de tipificación basadas en el polimorfismo de genes de: 

mantenimiento y no codificantes. Esto debido a que especies estrechamente relacionadas de 

actinobacterias son difíciles de discriminar utilizando únicamente genes con secuencias altamente 

conservadas como el gen ARNr 16S. 
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