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Problema

El uso de agroquimicos sintéticos, como plaguicidas y fertilizantes minerales, tiene efec-
tos negativos significativos en los recursos naturales, afectando principalmente al suelo,
al agua y atmosfera. Ademds, estos compuestos impactan negativamente la salud de los
consumidores debido a la presencia de moléculas residuales con distintos grados de toxi-
cidad. Esta situacién ha generado una creciente preocupacién mundial por la produccién
sustentable y ambiental amigable de alimentos.

Una de las soluciones propuestas es el uso de los biofertilizantes, producidos a partir de
microorganismos, que destacan por su capacidad para desempenar funciones que favore-
cen la adquisicién de nutrientes por parte de las plantas, como la fijacién bioldgica de ni-
trégeno atmosférico, la solubilizacién de fosfatos minerales y la produccion de sideréforos.
Ademas, diversos grupos microbianos pueden sintetizar fitohormonas, como las auxinas,
que promueven el desarrollo de la biomasa vegetal, especialmente en la formacién de rai-
ces y la elongacion celular.

En las dltimas décadas, ha surgido un gran interés por encontrar microorganismos
con capacidades funcionales relevantes para la produccién agricola. La mayoria de estos
microorganismos han sido aislados a partir del suelo rizosférico de plantas. No obstante,
recientemente se ha descubierto que los insectos pueden ser fuentes novedosas de recursos
microbianos con alto potencial biotecnoldgico.

Diversos estudios han aislado microorganismos con potencial para promover el creci-
miento vegetal y controlar agentes fitopatdgenos a partir del cuerpo de diversos insectos
(Iigura 1). Los himendpteros destacan por ser el orden con mayor numero de interacciones

con microorganismos de capacidades funcionales relevantes, tanto para el metabolismo de

los insectos como con interesantes implicaciones en la agricultura. Esto se debe a que los
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Figura 1. Principales familias de insectos a los que se han estudiado su asociacién con microorganismos sim-
biéticos.

himendpteros suelen establecer asociaciones mutualistas microbianas, de las cuales desta-
can las bacterias del filo Actinobacteria.

Las actinobacterias (Actinomycetota sensu stricto) son ampliamente reconocidas por
ser el grupo bacteriano mds abundante en el suelo; estas bacterias han captado un gran
interés cientifico debido a su capacidad para producir multiples compuestos con diversas
funciones y bioactividades. Pueden producir complejos enzimdticos relacionados con
la solubilizacién de fosfato, fijar nitrégeno, sintetizar fitohormonas y generar numero-
sos compuestos con actividad antimicrobiana. Este potencial ha generado un creciente
interés en la obtencién de nuevas biomoléculas antimicrobianas tanto para la industria
farmacéutica como para el control de enfermedades agricolas y pecuarias.

Varios estudios concuerdan en que los insectos pueden favorecer la transmisién de los
microorganismos en los sitios donde transitan, como el suelo y plantas, mediante un efecto
denominado foresis, por lo que tanto las actinobacterias, como otros grupos bacterianos
pueden ser favorecidos por los habitos de los insectos para promover su dispersién; muchos
de estos microorganismos “adoptados” por los insectos han demostrado diversas capacida-

des funcionales relevantes para la promocion de crecimiento vegetal.

SOLUCION PLANTEADA
Se aislaron actinobacterias del cuerpo de hormigas obreras del género Atta mexicana
Smith. Cada obrera fue transferida a un microtubo de centrifuga de 2 mL que contenia 1
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mL de agua destilada estéril. Las muestras fueron trituradas y mezcladas en un vértex a
maxima velocidad durante 30 minutos. Posteriormente, se sembraron 100 uL. de la mezcla
en medio de cultivo Czapeck-Dox Agar y se incubaron a 28 °C durante 7 dfas. Las colo-
nias con una morfologia polvosa, caracteristica de las actinobacterias, fueron aisladas en
un medio EMLD, compuesto por 4 g de extracto de levadura, 10 g de extracto de malta,
4 g de dextrosa, 20 g de agar y 1,000 mL de agua destilada. A continuacion, se realizé un
analisis microscépico de las colonias aisladas para identificar la morfologia tipica de las ac-
tinobacterias, como la presencia de cadenas largas de células en forma de rosario y micelio
en forma de “loops” (Figura 2).

Se obtuvieron 70 aislamientos de actinobacterias. E1 90% crecié en el medio Rennie sin
fuentes de nitrégeno, lo que sugiere su capacidad para fijar nitrégeno atmosférico; el 28%
demostré la capacidad de solubilizar fosfato cualitativamente, ya que presentaron un halo
de solubilizacién en el medio Picovskaya, cuya tnica fuente de fésforo fue Ca(POy)9, una
forma insoluble. El indice de solubilizacién de fosfatos se calculé utilizando la siguiente
férmula:

indice de solubilizacion = (DC+ HS) | DC
donde: DC es el diametro de las colonias y /1S el halo de solubilizacién (Figura 3A).

El 22.2% de los aislamientos produjeron dcido indolacético (AIA) en medio EMLD
enriquecido con 5 mM de L-triptofano y revelado con reactivo Salkowski (Figura 3B).

Después de las pruebas cualitativas, se cuantificé la produccién de AIA y fosfato so-
lubilizado en los aislamientos que dieron resultados positivos en los analisis cualitativos y
que presentaron los indices de solubilizacién de fosfatos mas elevados (Figura 3D y 3E).
Ademas, se realizaron bioensayos de antagonismo entre los aislamientos de actinobacterias
y el hongo Fusarium oxysporum, en los cuales el 90% demostré capacidad antifungica con
diferentes niveles de agresividad (Figura 3F).

A partir de las evaluaciones cuantitativas, se identificaron cuatro aislamientos con ma-

yor potencial como promotores de crecimiento vegetal. Se prepararon inéculos en medio

Aislamiento e identificacién de colonias con morfologia de actinobacterias

Figura 2. Esquematizacién del aislamiento e identificacién de la morfologia de las colonias de actinobacterias
aisladas de Atta mexicana Smith.
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Figura 3. Pruebas cualitativas (A-C) y cuantitativas (D-F) de las funciones como promotores de crecimiento
vegetal de 70 aislamientos de actinobacterias aisladas de la hormiga Atta mexicana. Las barras de error repre-
sentan el error estandar para cada medicion. Las letras diferentes indican que hay diferencias significativas
entre los tratamientos (Tukey, @=0.05). Las rectas que se muestran en las figuras D y E representan las curvas
de calibracién utilizadas para la cuantificacion de AIA y fosfatos solubilizados en espectofotometro a 350 nm

y 420 nm respectivamente.

EMLD liquido, en los cuales las actinobacterias fueron cultivadas e incubadas durante
15 dias a 28 °C con agitacién a 180 rpm. Posteriormente, los inéculos se centrifugaron a
7000 rpm para separar la biomasa microbiana del sobrenadante, la biomasa bacteriana se
lavé dos veces con agua destilada estéril para eliminar los restos del medio de cultivo y se
resuspendid ajustando la concentracién de los indculos a 1 X 10~ células bacterianas por
mL de inéculo. Se aplicaron 2.0 mL de inéculo a los 10 y 30 dias después de la siembra,
directamente en el tallo de plantulas de jitomate. Ademads de los cuatro aislamientos (tra-

tamientos), se incluy6é un control positivo, correspondiente a una bacteria promotora de
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crecimiento vegetal evaluada en estudios anteriores, y un control negativo, correspondien-
te a pldntulas no inoculadas. Todas las plantulas fueron regadas con solucién Steiner al
5.0% durante los primeros cinco dias, al 10% del dia 6 al 15, y al 20% desde el dia 16 hasta
el final del experimento.

En general, los indculos de actinobacterias aisladas de hormigas obreras de Atta
mexicana Smith produjeron un aumento significativo en la altura y el drea foliar de las
plantulas en comparacién con el control negativo (Figura 4). Los aislamientos HH535 y
HT12 incrementaron significativamente la altura y el drea foliar de las plantulas de tomate
(p<0.0001). Ademas, el area foliar especifica fue significativamente mayor en las plantulas
inoculadas con HH535 (p<0.0001), lo que sugiere que estas plantulas desarrollaron hojas

mas delgadas y grandes, optimizando la captacién de luz. La longitud de la raiz y el didme-
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Figura 4. Efecto de la promocién de crecimiento vegetal de actinobacterias aisladas de hormigas Atta mexica-
na en las variables agronémicas de plantulas de jitomate.
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tro del tallo no mostraron diferencias significativas entre los tratamientos. La biomasa total
no presento diferencias significativas entre los tratamientos HH535, HT'12, HP34, JLB4
y el control negativo. Sin embargo, el in6culo HD35 reduyjo significativamente la produc-
cién de biomasa de las plantulas (p=0.002). La cepa HH353 aumenté la produccién de
biomasa total en un 19.69% en comparacién con el control negativo y en un 22.43% en
comparacion con la cepa de referencia J1.B4.

En conclusién, las hormigas obreras de Atta mexicana Smith pueden ser hospedadoras
de actinobacterias con potencial como promotoras de crecimiento vegetal. Esto sugiere
que estas hormigas representan una fuente valiosa de recursos microbianos con potencial
biotecnoldgico para la agricultura. Las actinobacterias aisladas de estas hormigas podrian
haber sido adoptadas de sus sitios de transito (foresis), lo que estaria relacionado con sus ca-
pacidades funcionales altamente asociadas al microbioma del suelo y a la nutricién vegetal.
La posibilidad de utilizar estas actinobacterias como biofertilizantes y agentes antifingicos
ofrece una prometedora via para el desarrollo de practicas agricolas sostenibles y contri-
buyen para alcanzar la soberania alimentaria mediante practicas biotecnoldgicas para la

produccién de alimentos inocuos.
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