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Abstract

Twenty nine strains of actinomycetes were isolated from the outer surface of leafcutter ants (fungus cultivators),
sampled in the Mexican states of Coahuila, Nuevo Leon and Tamaulipas. Different species of the genera Acromyrmex,
Atta, Cyphomyrmex, Mycocepurus, and Trachymyrmex, were collected. The inhibitory activity of these isolates in
vitro with Rhizoctonia solani and Colletotrichum lindemuthianum was evaluated on a Czapek’s agar plate. Of
these 29 isolates, 13 showed inhibitory activity, 11 inhibited C. lindemuthianumand 3 R. solani, being different among
them the isolates for each tested pathogen, except for strain AC14, which showed inhibition in both species found a
68.18% and 43.06% inhibition of C. lindemuthianum and R. solani respectively. Actinomycetes present in leafcutter
ants can act as biological control agents for R. solani and C. lindemuthianum.

Key words: Antagonism, cutting ants, Rhizoctonia solani, Leucocoprinus, inhibition

Resumen

Se aislaron 29 cepas de actinomicetos de la superficie externa de hormigas cortadoras (cultivadoras de hongos),
muestreadas en los estados mexicanos de Coahuila, Nuevo Ledn y Tamaulipas, recolectandose especies diferentes de
los géneros Acromyrmex, Atta, Cyphomyrmex, Mycocepurus, y Trachymyrmex. Se evalu¢ la actividad inhibitoria de
estos aislados in vitro con Colletotrichum lindemuthianum y Rhizoctonia solani en cajas petri con agar Czapeck.
De los 29 aislados 13 presentaron actividad inhibitoria, 11 inhibieron a C. lindemuthianumy 3 a R. solani siendo entre
si distintos los aislados para cada patogeno evaluado, a excepcion de la cepa AC14, la cual presento inhibicion en
ambos patogenos encontrandose un 68.18% y 43.06% de inhibicion sobre C. lindemuthianum y R. solani
respectivamente. Los actinomicetos presentes en hormigas cultivadoras pueden actuar como agentes de control biologico
de R. solani y C. lindemuthianum.
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Este método de control es persistente en el suelo, ¢
inofensivo para plantas y animales, no causa

I ntroduccién

Los microorganismos fitopatogenos han sido, por

muchos afios, los causantes de dafios en cultivos de
importancia para la alimentacion. El control quimico es el
que se ha empleado mas comunmente y el que mas
problemas de contaminacion ambiental ha causado, tales
como resistencia, persistencia, toxicidad para el hombre y
su medio ambiente (Weller, 1988). Es por ello, que se han
buscado alternativas para su control, una de ellas es
mediante el uso de microorganismos como bacterias y
hongos.

envenenamiento por residuos y es de bajo costo (Atkinson
y Watson, 2000). Aunado a ello se ha demostrado que la
efectividad de los fungicidas producidos por
microorganismos antagonicos esta teniendo mayor interés,
como alternativa para el combate de plagas.

La asociacion tripartita entre bacterias (actinomicetos)
que producen antibioticos, y el hongo Leucocoprinus -
que crecen asociados a hormigas cultivadoras de hongos-
puede proporcionar una nueva via para la identificacion,
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produccion y aplicacion de antibioticos para el tratamiento
de algunas enfermedades tanto en seres humanos como
en otros organismos (Currie €t al., 1999).

Se ha encontrado la presencia de una especie del género
Sreptomyces o Pseudonocardia en el cuerpo de las
hormigas. Este grupo de bacterias filamentosas,
generalmente grampositivas, forma una estructura de
filamentos ramificados y se desarrollan en un micelio.

Estas bacterias filamentosas producen antibiéticos que
actiian especificamente sobre los pardsitos que invaden
los hongos que sustentan a las hormigas. Estos metabolitos
suprimen el crecimiento del hongo EScovopsis, un parasito
que destruye a los hongos simbidticos con las hormigas.
Este tercer integrante simbiotico se transmite verticalmente
de las hormigas progenitoras a las colonias nacientes
(Abyad, 1996)

Uno de los hongos fitopatdogenos importantes es
Colletotrichum lindemuthianum agente causal de
Antracnosis, es la principal enfermedad en zonas situadas
en altitudes mayores a los 1,000 m; la infeccion y desarrollo
de este patdogeno son favorecidos por temperaturas
frescas (13-25 °C) y alta humedad relativa, en forma de
lluvias moderadas y frecuentes. Las fuentes primarias de
inoculo provienen de residuos de cosecha, semillas
infectadas y plantas enfermas en lotes vecinos. La
enfermedad es diseminada por semilla contaminada y por
salpicadura de lluvia. La antracnosis puede afectar
cualquier 6rgano aéreo, desde el estado de germinacion
hasta el llenado de vaina y formacion de grano (madurez
fisiologica). Externamente aparecen manchas de borde
definido oscuro-rojizo (Agrios, 1985).0tro de los hongos
fitopatogenos mas importantes del suelo es Rhizoctonia
solani que afecta al cultivo de papa de diferentes maneras.
Se encuentra distribuido en suelos de todo el mundo,
cultivados, o no cultivados, constituye un patoégeno
extendido en los sistemas de cultivo de papa y causa
necrosis en las partes tiernas de plantas jovenes, ataca
tallos y estolones. Los dafios mas severos se producen en
primavera, poco después de la plantacion; el hongo afecta
los brotes subterraneos anulando o retardando su
emergencia, especialmente en suelos frios y muy humedos
lo que da como resultado desigualdad en el crecimiento,
plantas débiles y fallas de emergencia (Randall, 1993).

Este hongo se puede encontrar en forma de esclerocio
en el suelo, y en la superficie de tubérculos y el micelio en
restos vegetales. La poblacion de R. solani puede
incrementarse cuando se cultiva papa en el mismo campo
sucesivamente. El usar papa-semilla altamente infestada
de esclerocios también favorece el incremento de indculo
en el suelo (Agrios, 1985). Las fallas de emergencia en
campo, producto del ataque del hongo en brotes

emergentes, y los cancros en estolones y tallos, reducen
el numero de plantas por hectarea, lo que da como
resultado una disminucion en el rendimiento final. Sin
embargo, el mayor dafio es el incremento de tubérculos
pequefios, deformes y agrietados, aumentando de esta
forma el desecho, perdiendo capacidad comercializadora.
La enfermedad es reconocida como un problema
significativo para los productores, por las pérdidas
economicas que ocasiona (Carling y Leiner, 1990).

Es por eso que se considerd de importancia llevar a
cabo un programa de seleccion de actinomicetos
simbioticos de hormigas, que tuvieran capacidad
antagonica (fungistatica o fungicida) a través de
bioensayos. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue
determinar si los antibidticos que generan tienen actividad
inhibitoria antagonista (fungicida o fungistatica) sobre
Rhizoctonia solani y Colletotrichum lindemuthianum.

Materiales y Métodos
Ubicacion del area de trabajo

El trabajo se realiz6 en el laboratorio de Fitopatologia
del Departamento de Parasitologia de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro, ubicada en Buenavista,
Saltillo, Coah., México durante el periodo de septiembre
de 2005 a septiembre de 2006.

M uestreo

Se llevo a cabo en zonas desérticas de Coahuila,
Tamaulipas y Nuevo Leon recolectandose especies
diferentes de los géneros Acromyrmex, Atta,
Cyphomyrmex, Mycocepurus, y Trachymyrmex. El
muestreo se realizo al azar en distintos hormigueros. Las
muestras se guardaron en recipientes de polietileno
previamente etiquetados, que se trasladaron en hieleras al
laboratorio, donde se colocaron a temperaturas de 20 a
25° para su posterior procesamiento, el cual consistio en
seleccionar las hormigas que presentaban mayor desarrollo
del actinomiceto adherido a su torax (Figura 1).

Aislamiento de actinomicetos

Se prepararon cajas petri con medio Agar Caseina
Almidon suplementado con glicerol (ACA-G), selectivo
para actinomicetos. De cada una de las muestras obtenidas
en campo, se colocod a las diversas hormigas en tubos
ependorff estériles de 2 mL debidamente etiquetados. Una
vez solidificado el medio en las cajas petri se procedio a
extraer y purificar el actinomiceto adherido a las distintas
muestras de hormigas con asas bacteriologicas estériles,
seincubaron a 30 + 25 °C durante 5 dias El procedimiento
anterior se realizd con asepsia en una camara de flujo
laminar. Las colonias con morfologia tipica polvorosa de
actinomicetos, con olor a tierra mojada fueron purificadas
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en medio Czapek Dox Agar (CDA) (Difco). La
conservacion se llevo a cabo por resiembras periddicas
en cajas petri con el mismo medio, manteniéndolas en
refrigeracion a 4 °C para su posterior evaluacion.

Figura 1. Actinomicetos adheridos al torax de hormigas
cultivadoras de hongos. Justo debajo de la boca es donde
se resguardan. Al momento de realizar la siembra de su
hongo simbionte, estas hormigas, también inoculan la
bacteria que regula al hongo patogeno.

Aislamiento de Patégenos a evaluar

El aislamiento de los patogenos se realizo a partir de
siembras de tejido dafiado por el hongo, en papa
recolectada con costra negra. Estos se lavaron, luego,
con agua corriente, y se extrajeron trozos pequefios que,
seguidamente, se desinfectaron con hipoclorito de sodio
al 3 %, se lavaron 3 veces con agua destilada estéril
para eliminar el exceso de cloro y se secaron con papel
estéril. Los trozos se colocaron en cajas petri con medio
Papa Dextrosa Agar (PDA), las cajas se incubaron a
una temperatura de 25 °C por 4-5 d, para el desarrollo y
su posterior purificacion e identificacion segiin Sneh et
al. (1991). La conservacion de cepas de C.
l[indemuthianum y R. solani fueron en medio de cultivo
PDA.

Prueba de antibiosis in vitro

Para llevar a cabo la seleccion de los actinomicetos
con accion antagonica hacia C. lindemuthianumy R.
solani, las cepas aisladas del torax de las hormigas fueron
sembradas en Czapek Dox Agar, colocando 3 explantes
de 4 mm de diametro en 3 puntos cardinales de la caja
petri. Los explantes de actinomicetos sembrados en las
cajas petri se incubaron a 25 °C por 72 h. Una vez

transcurrido ese tiempo, se procedié a colocar un disco
de micelio del hongo del mismo didmetro que los
actinomicetos en el centro de la caja, el testigo consistio
en colocar un explante de 4 mm de didmetro de R. solani
en el centro de dos cajas petri con medio czapek. Las
placas se incubaron a 25 °C por 5 dias. Para la evaluacion
posterior al tiempo de incubacion, se procedio a medir
con un vernier digital el crecimiento diametral de cada
fitopatogeno a 5 dias contra las cepas de actinomicetos
en comparacion con el crecimiento del hongo en el testigo
(Castillo, 2000). El disefio estadistico que se utilizo fue
comparacion de medias con bloques completamente al
azar con 3 repeticiones, donde los tratamientos se
representaron por las cepas de actinomicetos. La unidad
experimental consistio en una caja petri, para determinar
las mejores cepas, se realizo la prueba de Tukey P= 0.05.

Resultados y Discusion
Aislamiento de actinomicetos

El medio utilizado para el aislamiento de actinomicetos,
el agar caseina almidon suplementado con glicerol
permitio el aislamiento de 29 cepas de actinomicetos con
efecto antagoénico hacia otras bacterias y hongos
presentes en el medio. Descrito anteriormente por
Richter et al. (1994) quienes aislaron Sreptomyces de
la rizésfera del pino rojo en medio agar caseina almidon
con antagonismo o comensalismo hacia los hongos
Laccaria bicolor y L. baccata; y con Nesmith et al.
(1985) y Liu et al. (1994), quienes utilizaron el medio
ACA (suplementado con quitina) y lograron aislar una
gran cantidad de cepas de Sreptomyces.

Prueba de antibiosis in vitro

De las 29 cepas de actinomicetos que se aislaron, y
se evaluaron se obtuvo como resultado que solo 11
mostraron una inhibicioén sobre C. lindemuthianum con
un promedio de 31.2 %; estas cepas fueron seleccionadas
para realizar una segunda evaluacion. La comparacion
de medias indica que el mejor tratamiento fue la cepa
AC13 con 88.0 % de inhibicidn, siendo estadisticamente
superior al resto de las demas evaluadas. Este tratamiento
fue seguido de la cepa AC14 con 68.18 % y
posteriormente las cepas AC15, AC17, AC22, AC24,
AC5, AC9, AC19, AC6 con porcentajes de 35, 29, 22.7,
22.7,18.18,17.1,13.6, y 12.7 % respectivamente (Cuadro
1). Y para R. solani se obtuvo que de las 29 cepas de
actinomicetos aislados solo 3 presentaron actividad
inhibitoria con un promedio de 42.3 % de inhibicion
(Cuadro 2). La cepa AC29 fue mejor estadisticamente
(Tukey P=0.05) con 58.06 % de inhibicion, seguida de la
cepa AC14 con un 43.06 % y por ultimo la cepa AC20
con un porcentaje de 25.9 %.
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Cuadro 1. Comparacion de medias de medias de
porcentajes de inhibicion in vitro de diferentes cepas
de actinomicetos en cultivos duales sobre
Colletotrichum lindemuthianum.

Actinomiceto I nhibicion (%)

AC 13 88.0A
AC 14 68.18 B
AC 18 35.0C
AC 15 29.0C
AC 17 22.7CD
AC 22 22.7CD
AC 24 18.18 CD
ACS 17.0D
ACH 15.9DE
AC 19 13.6E
ACO6 12.7E

C.V. 6.25. Tukey (P=0.05)

Cuadro 2. Comparacion de medias de los porcentajes
de inhibicién in vitro de diferentes cepas de
actinomicetos en cultivos duales sobre Rhizoctonia
solani.

Actinomiceto I nhibicion (%)

AC 29 58.06 A
AC 14 43.06B
AC 20 259C

C.V. 12.53. Tukey (P=0.05)

Conclusiones

El uso del medio de cultivo agar caseina almidon
combinado con glicerol (ACA+G) es un medio adecuado
para el aislamiento de actinomicetos contenidos en el torax
de las hormigas de los géneros Acromyrmex, Atta,
Cyphomyrmex, Mycocepurus, y Trachymyrmex.

En la superficie del torax de las hormigas de las especies
colectadas en los estados de Coahuila, Nuevo Leoén y
Tamaulipas, estan presentes actinomicetos con altos
porcentajes de inhibicién o antagonismo in vitro hacia
Colletotrichum lindemuthianum y Rhizoctonia solani .

La cepa AC13 extraida de hormigas del genero
Cyphomyrmex del estado de Nuevo Ledn mostro el mayor
porcentaje de inhibicion del crecimiento de Colletotrichum
[indemuthianum (88 %) y la mejor cepa AC29 extraida
de la hormiga del género Cyphomyrmex del estado de
Tamaulipas fue la que presentd mayor porcentaje de
inhibicion (58.06 %) contra Rhizoctonia solani.

Para la seleccion de actinomicetos con potencial activo
inhibitorio es util la evaluacion in vitro para control de
Colletotrichum lindemuthianum y Rhizoctonia solani.
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