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Resumen

Las actinobacterias son una fuente de metabolitos bioactivos antifingicos y su localizacién en la cuticula
varia entre las especies de hormigas cortadoras de hojas. Los especimenes del género Acromyrmex spp.
recolectados en el bosque de Otongachi permitieron el aislamiento de cinco cepas actinobacterianas con
actividad antifungica. A través de la caracterizacién morfoldgica y molecular se confirmé 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 logré discriminar a las
cinco cepas actinobacterianas a nivel de especie. Por esta razon, se plantea necesario la implementacion
de estudios moleculares complementarios como las técnicas de tipificacion 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 inhibicién obtenidos en la evaluacion
antifingica, 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 fitopatdgenos - Hormigas cortadoras de hojas -Actividad
antifungica -Metabolitos bioactivos - Analisis filogenético
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Introduccidn

La incidencia y la severidad de las enfermedades fungicas en plantas han aumentado significativamente
en las Ultimas décadas, en especial debido a las malas précticas agricolas y fluctuaciones climéticas. Los
hongos patdgenos de plantas destruyen alrededor del 30% de los productos agricolas, lo que supone una
cantidad de alimentos suficiente para alimentar a 600 millones de personas al afio (Avery et al. 2019).
Patdgenos flngicos como Fusarium oxysporum, Phoma exigua y Botrytis cinerea tienen un impacto
econdmico desastroso en varios cultivos de importancia econémica como la uva, fresa, tomate, papa,
platano, café, cafia de azlcar, entre otros (Agrios 2012; Hua et al. 2018; Deb et al. 2020). EI control
eficaz de los hongos que debilitan la seguridad del suministro de alimentos es un objetivo
socioeconémico importante (Avery et al. 2019). Pese a que, el uso de fungicidas es el método mas
popular y eficaz de proteccidn frente a enfermedades fungicas, la preocupacion social por la seguridad de
los alimentos alienta la busqueda de métodos alternativos para el control de hongos fitopatégenos
(Grzegorczyk et al. 2015). En los dltimos afios, 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 ecoldgicas con otros organismos las hace muy aplicables en el control
bioldgico, 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
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los Gltimos afios 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
habitats 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 bdsqueda 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). Asi, en la busqueda
de nuevos metabolitos antimicrobianos, la asociacion entre actinobacterias y hormigas cortadoras de hojas
sale a la luz como una fuente potencial de compuestos antiflngicos. Matarrita-Carranza et al. (2017)
mencionan que, la asociacion de Hymenoptera con endosimbiontes como las actinobacterias permiten
mantener mecanismos de defensa contra patdgenos, una razéon de su éxito evolutivo. Las hormigas
cortadoras de hojas se encuentran Gnicamente en el continente americano, especialmente en el neotrépico
(Salazar et al. 2015). Los géneros mas representativos de la tribu Attini de hormigas son Acromyrmex y
Atta.

El aislamiento, la caracterizacion fenotipica y molecular de actinobacterias a partir de distintas especies
de hormigas cortadoras de hojas ha permitido evaluar su actividad antiflngica frente a varios géneros de
hongos fitopatégenos 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) sefialan que, en sus estudios, del total de actinobacterias aisladas y evaluadas
por su actividad antiflngica, alrededor del 52-53% presentaron actividad antag6nica contra al menos uno
de los hongos fitopatégenos evaluados. Ademas, existe evidencia de que las actinobacterias asociadas a
insectos muestran actividad antifungica significativamente mayor en comparacion con las actinobacterias
del suelo (Liu et al. 2019).

En Ecuador, los géneros de hormigas arriba mencionados estan presentes en las provincias de Guayas,
Loja, Napo, Orellana, Pichincha, Santo Domingo y Sucumbios (Salazar et al. 2015). Particularmente, el
bosque premontano del norte de los Andes es considerado como una de las regiones mas biodiversas del
planeta. La reserva natural Otongachi (00-08 49°S; 078°57 15°W, 850-m) alberga un bosque secundario
himedo premontano (Cafiadas 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 precipitacion anual (Donoso y
Ramon 2009). Este bosque es un refugio importante para la flora y fauna de la zona. En este contexto, el
presente estudio se centrd en el aislamiento de actinobacterias circulantes asociadas a Acromyrmex en la
busqueda de potenciales controladores biologicos de hongos fitopatdgenos.

Materiales y métodos

Recoleccion de muestras de hormigas y hongos fitopatdgenos

Las hormigas fueron recolectadas vivas utilizando guantes de nitrilo y pinzas entomoldgicas estériles en
la reserva natural Otongachi, Pichincha, Ecuador. Los especimenes se almacenaron individualmente en
microtubos de 1.5 ml estériles bajo refrigeracion a 4°C durante cinco dias. Las hormigas cortadoras de
hojas fueron identificadas morfolégicamente como Acromyrmex spp. de acuerdo con la “Guia De
Identificacion De Los Géneros De Hormigas Del Mundo” (Bolton 1994).

Tres patégenos fangicos de plantas, Fusarium oxysporum YC3, Phoma exigua NJC2, y Botrytis cinerea
OT05-03 fueron proporcionados por el Laboratorio de Fitopatologia y Control Biol6gico de la Pontificia
Universidad Catélica del Ecuador, localizado en Quito—Ecuador.

Aislamiento y cultivo de actinobacterias

Segln 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 epifitos adherentes. Luego, en cada
microtubo se introdujo una hormiga y se afiadié 1.2 ml de agua estéril y se agito en un vortex durante 30
segundos. Las suspensiones se transfirieron a microtubos estériles para su desinfeccion con etanol al 70%
por un minuto. Se removio el etanol y las hormigas se enjuagaron tres veces con agua estéril. Después, se
dividio el cuerpo de cada hormiga en cabeza, torax y gaster. Cada segmento se separ6é en un microtubo
con 1.2 ml de agua estéril y se suspendio en agitacion a 180 rpm durante 30 minutos a 28°C.

Posteriormente, se inocularon 200 ul 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 afiadié gentamicina y nistatina a todos los
medios. Las placas Petri se incubaron durante tres semanas a 28°C. Las colonias con morfologia
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caracteristica 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 seleccion por tamizaje

Las colonias actinobacterianas aisladas se enfrentaron a tres hongos fitopatdgenos: 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 colocé un
disco de 5 mm de didametro de agar con micelio del hongo fitopatdgeno 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 dias a 20°C. En consecuencia, la
ejecucion de este ensayo permitid determinar los asilados que presentaron actividad antifingica mediante
la observacion directa de las colonias actinobacterianas que redujeron el tamafio de la colonia del
patdgeno enfrentado.

Evaluacion antifungica

La actividad antagdnica de los aislados actinobacterianos asociados a Acromyrmex spp. que presentaron
actividad antifangica se evalu6 mediante bioensayos en placas de cultivo dual. Estos ensayos se
realizaron por triplicado. Las actinobacterias se inocularon mediante puncién en el margen de las cajas
Petri y se incubaron durante tres dias a 28°C. Luego, se transfirié un disco de 5 mm de agar PDA con
micelio del hongo fitopatégeno al margen opuesto de la caja Petri y se incubaron a 20°C por siete dias
(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 fitopatégeno en el margen de la caja Petri.

Las tasas de inhibicion se calcularon de acuerdo a la férmula descrita por Liu et al. (2019):
Tasa de inhibicion (%) = Wi/W x 100%
donde Wi es el ancho de inhibicidn y W es el ancho entre el hongo fitopatégeno y la actinobacteria.

Caracterizacion morfoldgica

Los aislados se cultivaron en los medios ISP2 e ISP3 a 28°C por dos semanas (Wang et al. 2020).
Preliminarmente, la identificacion de estos fue orientada con base en las caracteristicas fenotipicas de las
colonias como color del micelio aéreo y del sustrato, y a la produccion de pigmento difusible (Shirling y
Gottlieb 1966). Por otro lado, las caracteristicas microscopicas de las colonias bacterianas se evaluaron
mediante la presencia/ausencia de cadenas de esporas, comparandolas con los criterios validos indicados
por Shirling y Gottlieb (1966). Para esto, se prepard un microcultivo en placas Petri con medio ISP3 y se
colocaron cubreobjetos en un angulo de 45°. A lo largo de la interfaz agar/cubreobjeto se dispensaron 5ul
de dilucién 1:100 de cultivo liquido y se incubé a 28°C durante siete dias (ActinoBase 2020).
Transcurrido un lapso de una semana, cuidadosamente se retiraron los cubreobjetos, se montaron en
portacbjetos con solucion de glicerol al 40% y se visualizaron en el microscopio compuesto a 1000x de
aumento total.

Identificacion molecular y anélisis filogenético de aislados

El ADN gendmico de las bacterias fue extraido utilizando el kit Wizard® Genomic DNA Purification
(Promega, Madison, Wisconsin, E.E.U.U.), con ligeras modificaciones, en este caso, la adicion de
nitrogeno liquido para incrementar la fragmentacion del tejido durante la maceracion previa a la
utilizacion de EDTA (4cido etilendiaminotetraacético). EI ADN extraido se cuantifico utilizando el
espectrofotémetro de microvolumen de barrido nano Jenway 7415 (Cole-Parmer, USA). La amplificacion
por Reaccién 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 reaccion 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 extensién 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 amplificacion fueron secuenciados mediante el método de Sanger (Macrogen
Inc., Sedl, 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
relacion genética entre los aislados se determind mediante la creacion de un arbol filogenético disefiado



en MEGA 11 de acuerdo con el método Neighbor-Joining, utilizando el modelo de sustitucion Kimura de
dos parametros (Kimura 1980) con un valor de bootstrap de 1000 réplicas.

Analisis estadisticos

Las pruebas de antagonismo se organizaron en un disefio completamente al azar y, ademas, los datos
fueron analizados mediante estadistica descriptiva. El andlisis de varianza (ANOVA) determind la
significancia de cada tratamiento con respecto a la inhibicion del crecimiento micelial de cada
fitopatdgeno. Asimismo, la prueba de Tukey al 95% de confianza identifico diferencias estadisticamente
significativas entre las medias de los tratamientos. Se utilizo el software estadistico IBM SPSS Statistics
26 para el analisis de los datos.

(b)

(c) (d)

son]l] +

Cabeza - 2

Numero de posibles aislados actinobacterianos
®

Agar Sintético de Gauze N°*1 Agar HV Suspensiones que no crecieron 0 3 6 9 12 15 18 21
Medios de cultivo selectivo Numero de aislados actinoabcterianos

Fig. 1 a Acromyrmex spp. in situ. b Acromyrmex spp. observada en estereoscopio (Aumento total: 20x). ¢ Actinobacterias aisladas
en medios de cultivo selectivos. d Nimero de actinobacterias aisladas de cabeza, torax y géaster de Acromyrmex spp.

Resultados

Aislamiento y tamizaje preliminar de aislados actinobacterianos

El medio selectivo Agar sintético de Gauze N°1 permitié el mayor nimero de aislamientos a partir de las
30 suspensiones iniciales en comparacion con el medio selectivo Agar HV (Humic Acid Vitamin Agar)
(Fig. 1c). La mayoria de aislados actinobacterianos se obtuvieron a partir de las muestras de torax (19
aislados), seguido de los obtenidos de la cabeza (2 aislados) y del gaster (1 aislado) (Fig. 1d). En total se
obtuvieron 22 aislados actinobacterianos asociados a Acromyrmex spp. (Fig. 1ay 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 antifingica, Ax7.2.6, Ax8.2.1, Ax8.2.12, Ax9.2.2 y
Ax9.2.2.1.



Botrytis cinerea OT05-03 Phoma exigua NCJ2 Fusarium oxysporum YC3

Botrytis cinerea OT05-03 Phoma exigua NCJ2 Fusarium oxysporum YC3

Fig. 2 a Controles del ensayo de seleccion por tamizaje. b Aislados actinobacterianos 1: Ax6.1.1; 2: Ax8.2.8; 3: Ax8.24 y 4:
Ax9.2.2.1 frente a los hongos fitopatégenos Botrytis cinerea OT05-03, Phoma exigua NJC2 y Fusarium oxysporum YC3

Evaluacion antifingica

Del total de actinobacterias evaluadas por su actividad antifingica frente a Fusarium oxysporum, el
aislado Ax7.2.6 presentd el mayor porcentaje de inhibicion 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
presento 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 presentd el mayor porcentaje de inhibicion
64,10%, en comparacion 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 presentd
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 inhibicion obtenidos en
estos tratamientos fueron los mas 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 presentd inhibicion contra Botrytis
cinerea.



El comportamiento de las medias y el error estdndar de los porcentajes de inhibicién 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.

(a) taje de de aislados s frente a Fusarium oxysporum

Tasa de inhibicion (%)

Aislados actinobacterianos

(b) Porcentajes de inhibicion de aislados actinobacterianos frente a Phoma exigua

7000

|

woo

Tasa de inhibicion %

Aislados actinobacterianos

(C) B de de aislados acti frente a Botrytis cinerea

4000

Tasa de inhibicion (%)

Aislados actinobacterianos

Fig. 3 Porcentajes de inhibicion de actinobacterias frente a tres hongos fitopatégenos a Fusarium oxysporum YC3. b Phoma exigua
NCJ2. c Botrytis cinerea OT05-03. Cada barra representa la media y error estandar de tres repeticiones independientes

Caracterizacion morfolégica

El tamafio de las colonias fue variable, presentando diametros entre 2 mm y 5 mm. Los aislados
presentaron colonias con micelio aéreo blanco grisaceo, 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 microscépicas mediante la técnica de microcultivo permitié observar hifas
ramificadas organizadas en forma de cadenas largas rectas y onduladas (Fig. 4b). Las pruebas de
caracterizacion fenotipica indican que todos los aislados pertenecen al género Streptomyces.

Identificacion molecular y anélisis filogenético

La amplificacién del gen ARNr 16S mediante PCR evidencio la formacion de bandas en gel de agarosa
que luego de la electroforesis se ubicaron en una posicion correspondientes a una longitud de ~1500 bp
(Fig. 5). La edicién y comparacién 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 permitié identificarlos como miembros del género
Streptomyces. La secuencia de nucleétidos del aislado Ax7.2.6 mostrd un 98% de similitud con
Streptomyces daghestanicus (nimero de acceso GenBank DQ442497). Por otra parte, el aislado Ax8.2.1
mostr6 un 99,05% de similitud con Streptomyces lividans (nimero de acceso GenBank MK629802). En
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cuanto al aislado Ax8.2.12, éste mostr6 un 99,56% de similitud con Streptomyces californicus (nimero de
acceso GenBank MT533919). Asimismo, el aislado Ax9.2.2 mostré un 99,55% de similitud con
Streptomyces cyaneofuscatus (ndmero de acceso GenBank KX507059). Por Gltimo, el aislado Ax9.2.2.1
mostrd un 99,07% de similitud con Streptomyces flavogriseus (nimero 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 Caracteristicas morfol6gicas de aislados actinobacterianos tras 21 dias de incubacion a 28°C en dos medios sefialados por el
International Streptomyces Project (ISP)

Aislado Medio Pigmento difusible Caracteristicas Micelio aéreo Micelio
de la colonia del
sustrato
AX7.2.6 1SP2 Amarillo-anaranjado Aspera Blanco grisaceo Café claro

claro

Ax8.2.1 1SP2 Anaranjado claro Polvorienta Blanco Crema

Ax8.2.12 1SP2 Anaranjado claro Polvorienta Crema Crema

Ax9.2.2 I1SP2 Ninguno Surcos radiales Blanco Crema

Ax9.2.2.1 1SP2 Amarillo-anaranjado Polvorienta Blanco Crema
claro

AX7.2.6 1SP3 Amarillo claro Aspera Blanco Crema

Ax8.2.1 1SP3 Anaranjado claro Polvorienta Blanco Crema

Ax8.2.12 1ISP3 Anaranjado claro Polvorienta Crema Crema

Ax9.2.2 1ISP3 Amarillo claro Surcos radiales Blanco Crema

Ax9.2.2.1 1ISP3 Ninguno Polvorienta Crema verdoso Crema

Ax8.2.1

Ax8.2.12

Aumento total: 1000x

Fig. 4 a Caracteristicas fenotipicas 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)
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Fig. 5 Resultados de la amplificacion 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, Al: 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

Discusion

El segmento del térax de las hormigas del género Acromyrmex fue el que permitié el mayor nimero de
aislados en este estudio. Estos resultados se deben, a que la localizacidn de las bacterias en la cuticula
varia entre las especies de hormigas de la tribu Attini, ya que las actinobacterias viven en estructuras
especializadas como las criptas cuticulares con glandulas exocrinas asociadas (Currie et al. 2006). Asi
pues, el papel de las secreciones antimicrobianas de las glandulas metapleurales, compleja estructura
glandular exclusiva de las hormigas localizada en el metatérax sugiere un papel critico en su éxito
ecoldgico (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 flngicas
descritas anteriormente. Los porcentajes de inhibicion 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 antagénica contra otras especies de Fusarium, la inhibicion del crecimiento flingico vari6 entre
el 40% y 70% (Evangelista-Martinez 2014; Evangelista-Martinez et al. 2020; Rios-Hernandez 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 inhibicion del 52.22%.
Asimismo, resultados reportados de enfrentamientos entre cepas de Streptomyces indican la presencia de
antagonismo fuerte, moderado y debil frente a distintas especies de Phoma (De Boer et al. 1998;
Degtyareva et al. 2009; Rodriguez et al. 2018).

Por ultimo, los resultados obtenidos en los tratamientos frente a Botrytis cinerea fueron los méas bajos en
comparacion con los resultados conseguidos con F. oxysporum y P. exigua, presentando asi porcentajes
de inhibicion menores al 34%. En contraste con resultados obtenidos por otros investigadores como
Lahmyed et al. (2021) en donde cinco aislados actinobacterianos presentaron una actividad antagénica
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 inhibicion (Boukaew et
al. 2017). Por otra parte, en el estudio realizado por Jiang et al. (2021) la cepa Streptomyces
botrytidirepellens sp. nov. mostré un fuerte efecto antagénico contra B. cinerea (82,6+2,5%), asi como
varios grados de inhibicion sobre otros nueve hongos fitopatégenos.



La actividad antagonista de Streptomyces con hongos fitopatdgenos ha sido descrita principalmente
mediante tres mecanismos: antibiosis, parasitismo y la competencia por espacio y nutrientes. Este género
es reconocido por la produccion de una gran cantidad metabolitos secundarios bioactivos, asi como
compuestos organicos volatiles y enzimas liticas, que actGan en la comunicacion entre células y en la
degradacidn 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 podria producir més 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 caracterizacion e
identificacion de estos compuestos. Aunque la identificaciéon de los metabolitos responsables del
antagonismo in vitro no fue contemplada en esta investigacién, estos hallazgos generan una nueva
perspectiva para futuros estudios.

Todos los aislados participantes en los analisis 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 asignacién segun caracteristicas morfolégicas 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 andlisis de la secuencia del gen ARNr 16S carece de
suficiencia en la distincion entre especies estrechamente relacionadas dentro de los clados de
Streptomyces, limitandose a la distincion de estreptomicetos ligeramente relacionados (Martens et al.
2008; Guo et al. 2008; Rong y Huang, 2010). Asimismo, Kampfer (2006) y Rong y Xuang (2010)
mencionan que las secuencias de ARNr no pueden utilizarse por si solas, debido a la variacién
intraespecifica y a la heterogeneidad intragendmica, ocasionando dificultades para identificar diferencias
fenotipicas significativas.
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97 DQ442497 .1 Streptomyces daghestanicus strain NRRL B-5418T 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MT588802.1 Streptomyces hydrogenans strain Kris3 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MT540267.1 Streptomyces sp. strain HBUM206373 16S ribosomal RNA gene partial sequence

97

MT540264.1 Streptomyces sp. strain HBUM206352 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MT540253.1 Streptomyces sp. strain HBUM206360 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MT176507.1 Streptomyces sp. strain VSP3 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MT176504.1 Streptomyces sp. strain BCA3 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MK574832.1 Streptomyces paulus strain CA01 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MK530175.1 Streptomyces hydrogenans strain CA04 16S ribosomal RNA gene partial sequence

o7 ——— MT012002.1 Streptomyces sp. strain RS7 16S ribosomal RNA gene partial sequence

97 MT012001.1 Streptomyces sp. strain RS6 16S ribosomal RNA gene partial sequence
97

MN938177.1 Streptomyces sp. strain SS-A85 16S ribosomal RNA gene partial sequence

Fig. 6 Arbol filogenético basado en el analisis 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 nimeros 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 parametros. Este analisis incluy6 13 secuencias de nucleétidos. Se eliminaron todas las posiciones ambiguas de cada par de
secuencias. En el conjunto de datos final hubo un total de 371 posiciones.



{ MG190653.1 Streptomyces somaliensis strain IMB16-088 16S ribosomal RNA gene partial sequence
58 MNO077162.1 Streptomyces sp. strain G6 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MG190665.1 Streptomyces somaliensis strain IMB16-107 16S nbosomal RNA gene partial sequence

MG190666.1 Streptomyces somaliensis strain IMB16-110 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MG190777.1 Streptomyces hydrogenans strain IMB16-184 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MG190787.1 Streptomyces hydrogenans strain IMB16-195 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MF980897.1 Streptomyces violascens strain IMB16-038 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MN255488.1 Streptomyces hydrogenans strain YAM1 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MN938152.1 Streptomyces sp. strain QHHL-09 16S ribosomal RNA gene partial sequence

276676.1 S.albidoflavus (DSM 40455T) 16S rRNA gene

AY999737.1 Streptomyces violascens strain ISP 5183 16S ribosomal RNA gene partial sequence

8 W Ax82127F
)
[} 1

ptomyces lividans strain N309 16S nbosomal RNA gene partial sequence

Fig. 7 Arbol filogenético basado en el analisis 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 estan colapsadas. Los nimeros 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 parametros. Este analisis incluyd 13 secuencias de nucle6tidos. Se eliminaron todas las posiciones ambiguas de cada par de
secuencias. En el conjunto de datos final hubo un total de 840 posiciones.

27

—77: EU593649.1 Streptomyces microflavus strain 174442 16S ribosomal RNA gene partial sequence
EU570702.1 Streptomyces microflavus strain 173334 16S ribosomal RNA gene partial sequence

AB184284.1 Streptomyces microflavus gene for 16S rRNA partial sequence strain: NBRC 13062

MT573538.1 Streptomyces sp. strain KCB15JA014 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KR906463.1 Streptomyces sp. HBUM190096 16S ribosomal RNA gene partial sequence

DQ026670.1 Streptomyces clavifer strain NRRL B-2557 16S ribosomal RNA gene partial sequence

{ B Ax8212 1492R
o MT533919.1 Streptomyces californicus strain P-RH5 16S ribosomal RNA gene partial sequence

DQ026637.1 Streptomyces anulatus strain NRRL B-2000 16S ribosomal RNA gene partial sequence

53

MT533920.1 Streptomyces pluricolorescens strain P-SP1-1 16S ribosomal RNA gene partial sequence

AY999783.1 Streptomyces badius strain NRRL B-2567 16S ribosomal RNA gene partial sequence

{ MT541000.1 Streptomyces sp. strain HBUM206428 16S ribosomal RNA gene partial sequence
-2 MT540516.1 Streptomyces sp. strain HBUM206367 16S ribosomal RNA gene partial sequence

Fig. 8 Arbol filogenético basado en el anélisis 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 estan colapsadas. Los nimeros 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 parametros. Este andlisis incluy6 13 secuencias de nucleétidos. En el conjunto de datos final hubo un total de 1333 posiciones.
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KX507059.1 Streptomyces cyaneofuscatus strain H7 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KY213666.1 Streptomyces lavendulae strain T10 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MG833333.1 Streptomyces sp. strain LJL7 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MG833341.1 Streptomyces sp. strain LJL15 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MG833348.1 Streptomyces sp. strain LJL22 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MG833383.1 Streptomyces sp. strain NSC32 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MH265974.1 Streptomyces pratensis strain SC68 16S ribosomal RNA gene partial sequence

AB184284.1 Streptomyces microflavus gene for 16S rRNA partial sequence strain: NBRC 13062

AB184711.1 Streptomyces fulvorobeus gene for 16S rRNA partial sequence strain: NBRC 15897

DQ026637.1 Streptomyces anulatus strain NRRL B-2000 16S ribosomal RNA gene partial sequence

AB184142.1 Streptomyces halstedii gene for 16S rRNA partial sequence strain: NBRC 12783

MK039041.1 Streptomyces sp. strain EGI 63075 16S ribosomal RNA gene partial sequence

Fig. 9 Arbol filogenético basado en el analisis 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 estan colapsadas. Los nimeros 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 parametros. Este andlisis incluy6 13 secuencias de nucleétidos. En el conjunto de datos final hubo un total de 674posiciones.

DQO026637.1 Streptomyces anulatus strain NRRL B-2000 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JQB06215.1 Streptomyces pratensis strain ch24 16S ribosomal RNA gene partial sequence
MW854030.1 Streptomyces anulatus strain AM6 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KY684252.1 Streptomyces sp. strain LH4 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MH241016.1 Streptomyces luridiscabiei strain CMAA 1520 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MH261226.1 Streptomyces pratensis strain MGA305 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MH473002.1 Streptomyces pratensis strain L12SQDEF 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MN620416.1 Streptomyces sp. strain 19D2F17 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MK085002.1 Streptomyces sp. strain Huas3 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MT260401.1 Streptomyces sp. strain KIB-31991 16S ribosomal RNA gene partial sequence

W Ax9221 27F

MT355868.1 Streptomyces flavogriseus strain V24 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MK085007.1 Streptomyces sp. strain Huas12 16S ribosomal RNA gene partial sequence

Fig. 10 Arbol filogenético basado en el anélisis 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 estan colapsadas. Los nimeros 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 parametros. Este andlisis incluyé 13 secuencias de nucleétidos. En el conjunto de datos final hubo un total de 755 posiciones.

Por este motivo, se plantea la implementacion de estudios moleculares complementarios como el analisis
de secuencias multilocus (MLSA, por sus siglas en inglés), analisis filogenético de multiples fragmentos
internos de genes que son ubicuos al taxén estudiado (Macheras et al. 2011). Este analisis caracteriza
directamente las variaciones de las secuencias de varios genes que codifican proteinas con funciones
conservadas (housekeeping genes) evaluando las relaciones entre las cepas basados en sus secuencias y
perfiles alélicos Unicos (Rong y Huang 2014). El arbol filogenético construido por el método neighbor
joining en base al andlisis 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, permitié demostrar que la cepa SCA2-4 formd un
clado distinto con S. mobaraensis, con un valor de bootstrap del 100%. Por esta razén, se considera a
MLSA como un método alternativo, por su reproducibilidad y la eficiencia de resolucion inter e
intraespecies.

Conclusién

La asociacién de actinobacterias con las hormigas cortadoras de hojas que cultivan hongos, se
fundamenta en la produccion de metabolitos bioactivos que han demostrado funciones clave en el
moldeamiento de su ecosistema. Los resultados obtenidos evidencian un mayor nimero de aislados
actinobacterianos en la seccién 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 evidencié una menor actividad antifingica frente a Botrytis
cinerea. En consecuencia, esta investigacion sugiere que Acromyrmex spp. es una fuente prometedora de
numerosos aislados actinobacterianos con la capacidad de producir compuestos bioactivos contra
ascomicetos fitopatdgenos. Al mismo tiempo, representa un estudio preliminar en las investigaciones de
controladores biol6gicos provenientes de la asociacion endosimbidtica entre hormigas cortadoras de hojas
y actinomicetos en Ecuador. Ademas, sienta las bases a futuras investigaciones enfocadas en caracterizar
e identificar bioquimicamente los metabolitos bioactivos producidos por las actinobacterias responsables
del antagonismo contra fitopatégenos. No obstante, nuestra investigacion indica que deben considerarse
estudios mas amplios en cuanto al nimero de muestras y castas morfoldgicas recolectadas dentro de una
misma poblacién de hormigas, con el fin de observar la variedad taxondmica de actinobacterias dentro de
una misma especie y asi obtener un mayor nimero de candidatos con potencial antagonista. Igualmente,
es necesaria la implementacion de técnicas de tipificacion basadas en el polimorfismo de genes de:
mantenimiento y no codificantes. Esto debido a que especies estrechamente relacionadas de
actinobacterias son dificiles de discriminar utilizando Unicamente genes con secuencias altamente
conservadas como el gen ARNr 16S.
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