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A. RESUMEN

Las hormigas cortadoras de hojas Acromyrmex octospinosus, presentes en Panama,
mantienen una relacion simbiotica con el hongo cultivado Leucoagaricus gongylophorus,
esencial para la supervivencia de la colonia. Sin embargo, estos cultivos flingicos son
susceptibles a infecciones por hongos del género Escovopsis, cuyo micoparasitismo puede
comprometer la estabilidad de la colonia. Para contrarrestar potenciales infecciones, las
hormigas han desarrollado una asociaciobn mutualista con bacterias del grupo de los
actinomicetos, reconocida por la produccion de compuestos antimicrobianos que se encargan
de inhibir el crecimiento de Escovopsis. Esta investigacion tiene como principal objetivo
evaluar la diversidad y la capacidad antimicrobiana de los actinomicetos asociados a
Acromyrmex octospinosus contra cepas de Escovopsis, con el fin de comprender su papel en
la proteccion de los jardines flingicos basidiomicetes. Para ello, se colectaron nidos en campo
y, bajo condiciones controladas de laboratorio, se seleccionaron 20 obreras con cobertura
visible de actinomicetes. A partir de ellas se realizaron dos procedimientos: (i) Lavado: Se
realizo una técnica de lavado que contenia agua destilada estéril con 0.1% de Tween 80, con
agitacion leve para desprender los microorganismos asociados. La solucion resultante fue
transferida a placas Petri que contenian medio agar Streptomyces. (ii) Raspado de los
actinomycetes: utilizando una aguja estéril, se realizé un raspado suave de la superficie del
torax de cada hormiga, recolectando biopeliculas microbianas visible. El material recolectado
fue inoculado directamente en placas con medio agar Streptomyces. Una vez las bacterias
actinomycetes fueron creciendo en el medio Streptomyces, se transplantaron las colonias de
forma individual a un plato Petri con el medio ISP2. Luego, de 5 dias, al presentar un
crecimiento notable las colonias fueron transferidas a un plato Petri con medio ISP2, y cepas
de Escovopsis, para determinar el nivel de interaccion.

Dichas pruebas interaccion entre bacteria y hongo mostraron que un porcentaje considerable
de las cepas bacterianas generaron a los de inhibicion micelial. Los datos obtenidos fueron
procesados en el software Minitab® mediante Anova (One-way) y pruebas de comparacion
multiple (Tukey y LSD de Fisher). Se detectaron diferencias estadisticamente significativas
entre las cepas Escovopsis (p< 0.01), siendo Col2 y A04 las que mostraron mayor capacidad

inhibitoria, mientras que A05 y Ae02 se situaron en los grupos con menor actividad. En



contraste, no se hallaron diferencias significativas entre las cepas bacterianas (p = 0.916), lo
cual sugiere una respuesta funcional homogénea entre los aislamientos obtenidos. Estos
hallazgos evidencian que los Actinomicetos asociado a Acromyrmex octospinosus
representan una fuente natural y funcional de defensa microbiana, con potencial
antimicroparasitico, siendo clave en el mantenimiento ecologico de los jardines fingicos. La
interaccion simbiotica analizada constituye un ejemplo de defensa microbiana tripartita
altamente especializada, donde bacterias productoras de metabolitos secundarios cumplen un
rol esencial en la proteccion del mutualismo hormiga-hongo frente a patdgenos

especializados como Escovopsis.

ABSTRACT

The leaf-cutting ant Acromyrmex octospinosus, present in Panama, maintains a symbiotic
relationship with the cultivated fungus Leucoagaricus gongylophorus, which is essential for
colony survival. However, these fungal cultivars are susceptible to infections by fungi of the
genus Escovopsis, whose mycoparasitic activity can compromise colony stability. To
counteract such infections, the ants have developed a mutualistic association with
actinomycete bacteria, known for their production of antimicrobial compounds that inhibit
the growth of Escovopsis.

This research aimed to evaluate the diversity and antimicrobial capacity of actinomycetes
associated with Acromyrmex octospinosus against different Escovopsis strains, in order to
understand their role in protecting the basidiomycete fungal gardens. To achieve this, nests
were collected in the field, and under controlled laboratory conditions, 20 worker ants visibly
covered with actinomycetes were randomly selected. Two sampling procedures were carried
out: (i) Washing: a gentle washing technique was applied using sterile distilled water with
0.1% Tween 80, with slight agitation to detach associated microorganisms. The resulting
solution was plated on Streptomyces agar medium. (ii) Actinomycete scraping: using a sterile
needle, a gentle scraping of the thorax surface was performed to collect visible microbial
biofilms, which were then directly inoculated onto Streptomyces agar plates.

Once the actinomycete colonies grew on the Streptomyces medium, they were individually

transferred to Petri dishes containing ISP2 medium. After five days of notable growth, the



colonies were again transferred to ISP2 plates containing Escovopsis strains to evaluate
microbial interaction.

These interaction assays revealed that a considerable proportion of the bacterial strains
produced clear zones of mycelial inhibition. The data obtained were processed in Minitab®
software using one-way ANOV A and post hoc multiple comparison tests (Tukey and Fisher's
LSD). Statistically significant differences were detected among Escovopsis strains (p <0.01),
with strains Col2 and A04 showing the highest inhibitory activity, while A0S and Ae02 were
among the least active. In contrast, no significant differences were observed among the
bacterial strains (p = 0.916), suggesting a homogeneous functional response among the
isolates.

These findings demonstrate that the actinomycetes associated with Acromyrmex octospinosus
represent a natural and functional source of microbial defense, with potential
antimycoparasitic properties, and play a key role in the ecological maintenance of fungal
gardens. The symbiotic interaction analyzed exemplifies a highly specialized tripartite
microbial defense system, in which bacteria producing secondary metabolites play an
essential role in protecting the ant—fungus mutualism against specialized pathogens such

as Escovopsis.
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I. Introduccion

La sociabilidad juega un papel crucial en el desarrollo de organismos sociales,
proporcionando ventajas evolutivas que se encargan de facilitar la cooperacion entre
individuos dentro de colonias (Gilbert, M. 2024). Un ejemplo de sociedad notable son las
hormigas cultivadoras de hongos, que surgieron hace aproximadamente 66 millones de afos
al final del Creatacico. Estas hormigas lograron establecer una relacion mutualista con
hongos, permitiendo la coevolucion de ambos durante eventos de extincion masiva. (Schultz

et al., 2024).

1.1 Diversidad y Ecologia de las hormigas Cortadoras de Hojas

Zonas Neotropicales albergan una elevada diversidad biolégica que incluyen especies de
hormigas cortadoras de hojas o cultivadoras de hongos, pertenecientes a los géneros
Acromyrmex 'y Atta (Li et al., 2020). Conocidas localmente como arrieras, estas hormigas se
encargan de desempenar un estilo de vida fundamentado en una relacion simbiotica con
hongos presentes en sus nidos. Su principal funciéon ecoldgica es, recolectar y transformar
material vegetal utilizados como principal fuente de alimento para sus crias (Wetterer et al.,
1998). Durante el proceso de forrajeo, estas hormigas seleccionan hojas de una amplia
variedad de plantas, que abarcan desde briofitas hasta angiospermas. Su actividad de
recoleccion es intensiva y puede representar hasta el 25% del consumo de tejido vegetal vivo
en los ecosistemas donde estan presentes. En areas agricolas, los nidos densos de estas
hormigas pueden generar impactos significativos, ocasionando pérdidas economicas
considerables para los productores debido a su alta capacidad de recoleccion y consumo
(Dimarco & Corley, 2023). Estas hormigas pertenecen a uno de los grupos de insectos con
mayor diversidad especifica y ecologica en las latitudes tropicales, lo cual cumple sus
funciones importantes en todos los ecosistemas donde se encuentren presente (Diaz et al.,

2009).

1.2 Relacion Mutualista con los Hongos

En el continente americano, los hongos del grupo Basidiomicetos han desarrollado una

relacion simbiotica mutualista obligatoria con las hormigas del grupo Attini. La agricultura
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de estas hormigas presenta diferentes tipos, basados en la historia evolutiva tanto de las
hormigas como de los hongos asociados (Schultz et al. 2010). El grupo mas derivado de las
hormigas Attini mantiene un sistema mutualista obligatorio con su fuente de nutrientes, los
hongos basidiomicetos de la familia (Agaricaceae: Lepiotaceae). Para el cultivo de este
hongo, las hormigas utilizan material vegetal fresco, principalmente hojas y residuos

vegetales suaves como ramas y tallos jovenes (Gomez, 2017).

1.3 Ciclo de vida del hongo y su Rol nutricional para las hormigas

Una vez el micelio se desarrolla, se encarga de generar gongilidios que se agrupan en
estructuras llamadas estafilas. Estos gongilidios son hifas con una forma bulbosa que se
encargan de concentrar cantidades grandes de lipidos aziicares libres, polisacaridos y
enzimas. Sirviéndoles de nutrientes a la colonia de hormigas y en especial a la reina
(Rodriguez et al., 2024). Estos materiales son procesados dentro del nido y preparados
mediante una combinacion de secreciones de las glandulas mandibulares, producido por una
glandula tnica de las hormigas Formicidae: cumpliendo con la funcién de producir

antibioticos que protegan el hormiguero contra microorganismos en general (Billen, 2019).

1.4 Diversidad Especifica de Acromyrmex y Atta e Impactos en Panama

En la diversidad de estas hormigas, se encuentran dos géneros mas sobresalientes,
Acromyrmex y Atta. conocidas por su desempefio en el cultivar de hongos nutriéndolos con
hojas frescas. Hasta la fecha han sido identificadas 24 especies de Acromyrmex y 15 de
especies de Atta. Las especies del primer género (Acromyrmex) se distinguen por coionias
que residen en nidos con un nimero pequefio de cdmaras, y el nimero de obreras en un nido
pueden alcanzar de 10y 150 x 10° (Cérdenas Murillo, R. 1996). A pesar de ser consideradas
plagas, en Panama el impacto ecologico que estas hormigas producen es considerable, e
incalculable. Las actividades diarias realizadas por estas hormigas son multiples las cuales
se inician con el recorte de hojas y transporte al nido, una vez alli la cera exterior de las hojas
se elimina y se les afiaden enzimas que provienen de las glandulas de las hormigas cuya
funcion es encargarse de disolver la pared celular y acabar con las fitoalexinas, que son
moléculas defensivas producidas por las plantas en respuesta a infecciones por bacterias,

hongos o virus. Posteriormente, toman trozos de hifas de las porciones mas prudente del
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jardin fingico que se encargan de cultivar y las dispersan a alta densidad en el sustrato
recientemente listo. Luego este hongo se agranda sobre el sustrato compuesto por las
hormigas y luego es utilizado como fuente de nutrientes para las crias (Armbrecht, 1. 2018;
Patifio Cruz, 2018).

1.5 Hongos Basidiomicetos: Caracteristicas y Reproduccién

Los hongos de filo Basidiomycota, conocidos como basidiomicetos, forman parte de distintos
tipos de hongos. Su método de reproduccion se lleva a cabo mediante estructuras
denominadas basidios, localizados en los extremos de las hifas. Este filo de hongos puede
dividirse en dos grupos principales: los heterobasidiomicetos, que cuenta con basidios
formados por cuatro células, y los homobasidiomicetos que presenten basidios compuesto
por una sola célula (Ronald. 2024). Los hongos Basidiomicetos, divididos en
heterobasidiomicetos y homobasidiomicetos, presentan estructuras reproductivas
denominadas basidios. Los heterobasidiomicetos forman basidios con cuatro células y suelen
ser briotroficos, completando su ciclo vital al infectar plantas escencialmente maiz (Kothe,
1996). Por otro lado, los homobasidiomicetos producen cuerpos fructiferes complejos que
representan ejemplos notables de evolucion morfologica en el reingo Fungi (Hibbett &

Binder, 2002).

1.6 Amenazas del Micoparésito y Mecanismo de Defensa
Estas hormigas viven en constante amenaza debido a la presencia de un micoparasito

conocido como Escovopsis (Ascomycota: Pezizomycotina) el cual es un hongo patogeno
encargado de parasitar los cultivos de hongos de las hormigas. Los hongos cultivados por las
hormigas son lo que ha llevado al desarrollo de comportamientos defensivos y asociaciones
con bacterias productoras de antibiético conocido como Actinomicetos (Barke et al., 2010).
El ataque de este patogeno es inminente, crea una infeccion que posee una resistencia de
hasta 10 meses sobre el jardin de las hormigas; inmediatamente se prolifera este pardsito
incrementa el tamafio en el area total del jardin provocando masas de esporas; esto provoca
una accién necrotrofica rodeando todas las cémaras subterrdneas, y de esta forma la colonia
se ve forzada a abandonar su nido. Mesén Porras, E. (2015). La comunidad simbidtica

formada por Acromyrmex, su hongo alimenticio y el micoparasito Escovopsis se mantiene
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mediante interacciones estrechas en la que cada organismo cumple su rol escencial. En la
ultima década, se identifico un nuevo integrante clave en esta relacion, la bacteria filamentosa
Pseudonocardia sp., que parece establecer un vinculo mutualista con las hormigas cortadoras
de hojas. En estas especies, Pseudonocardia se desarrolla alrededor de los tubérculos
cuticulares de las hormigas, donde se cree que sintetiza antibidticos efectivos contra
Escovopsis, contribuyendo a mantener la sepsia del jardin ¢e hongos (Zucchi et al., 2010).
Segin Gutierrez Espinoza, C. A. (2017) los mecanismos de conducta para hacerle frente a
este patogeno implican asignaciones especificas para cada casta que se encuentra dentro de
la colonia; la erradicacion del hongo parasito es realizado por las obreras menores, quienes
se encargan de lamer el area del jardin y recoger las esporas en su bolsillo infrabucal,
produciendo pellets que posteriormente son colocadas en camaras destinadas para los
desechos dentro del nido. Una sustancia utilizada por las hormigas para controlar posibles
parasitos, mediante un mecanismo de antagonismo por antibiosis es la funcion que cumplen
los actinomicetos ubicados en las cuticulas de las hormigas (Florez, L. C. 2011).

Estas Actinobacterias poseen una fisiologia diferente y una flexibilidad metabolica con un
elevado potencial para crear nuevos compuestos bioactivos y enzimas (Al-Shaibani et al.,
2021). Investigaciones similares apuntan que simbiontes microbianos de las hormigas
cortadoras de hojas, Pseudonocardia y Streptomyces, brindan apoyo a las hormigas para
poder combatir las infecciones que hacen frente a sus jardines de hongos mediante el

suministro de estos compuestos antimicrobianos (Schoenian et al., 2011).
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[1. Objetivos
2.1 OBJETIVOS GENERALES

Cuantificar la diversidad y capacidad antifingica de los actinomycetes aislados de
Acromyrmex octospinosus contra hongos parasitos Escovopsis del jardin de las hormigas

cultivadoras de hongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Aislar y cultivar actinomycetes asociadas a la cuticula de las hormigas Acromyrmex
octospinosus en Panama.

o Evaluar la diversidad de bacterias actinomicetes asociadas a la cuticula de las
hormigas Acromyrmex octospinosus en Panama

e Determinar la variacion de la capacidad antimicrobiana de los actinomycetes de

Acromyrmex octospinosus contra hongos Escovopsis aislados de nidos flingicos.
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I11. HIPOTESIS

La diversidad funcional de los actinomycetes proveniente de las Acromyrmex octospinosus
determina diferencias significativas en su capacidad para hacerle frente a las cepas

especificas de Escovopsis, influyendo en la estabilidad del mutualismo entre hormigas y su

hongo.
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IV. MARCO TEORICO
4.1 Antecedentes

Los antecedentes de la agricultura se originaron hace 8,000 y 12,000 afios en diferentes areas
del mundo, como el suroeste de Asia, Mesoamérica tropical y Sudameérica tropical (Piperno,
2018). Estos avances en la agricultura han sido fundamentales para el desarrollo de la
humanidad debido a que nuestras antiguas civilizaciones se establecieron cerca de grandes
rios y lagos, facilitando la recoleccion de frutas y semillas y asi marcar el inicio de las
practicas agricolas (Bonnet et al., 2022). La interaccion entre las hormigas y el hongo
fungico, cuya funcion es cultivarlo con material vegetal para asi obtener su fuente de
alimentos, surgi6 hace 30 millones de afios (Alejandra, 2017). Esto representa una analogia
interesante, ya que se puede observar en las hormigas cortadoras de hojas, una notable
similitud con los humanos en sus practicas de recoleccion. Estas hormigas se encargan de
cortar vegetacion en pequefios fragmentos para transportarlos a su nido, que puede albergar
a mas de un millon de obreras. Para sostener estas vastas colonias, las obreras buscan
materiales necesarios para el crecimiento del hongo simbidtico que reside en la colonia

(Roces, 2002).

Este hongo simbidtico es conocido como Leucoagaricus gongylophorus (Agaricales,
agaricaceae) el cual establece una relacion mutualista con las hormigas cortadoras de hojas.
Dicho hongo es el socio simbidtico de diversas especies de hormigas Attini, que procesan las
hojas dentro de sus nidos para cultivar los jardines de hongos (Aratijo et al., 2022). En
términos generales el hongo simbionte constituye la tinica fuente de alimento tanto para ellas
como para las larvas de las hormigas cortadoras de hojas, estas deben cultivarlos con hojas
que posean caracteristicas favorables para su crecimiento. Por esta razon, seleccionan follaje

rico en agua,
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4.2 Practicas agricolas adoptadas por las hormigas Attine junto a su hongo cultivado
en simbiosis

Los sistemas de cultivo de las hormigas cortadoras de hojas se dividen en diferentes tipos:
(a) agricultura inferior, el sistema agricola primitivo; (b) agricultura de hongos coralinos; (c)
agricultura de levadura; (d) agricultura superior; y () agricultura de cortadores de hojas, este

altimo siendo un subtipo derivado de la agricultura superior.

e Agricultura inferior: 84 especies de hormigas, pertenecientes a 11 géneros, cultivan
hongos parasol como Leucocoprinus, Leucoagaricus y Lepiota, que estan en la tribu
Leucocoprineae (familia Agaricaceae)

e Agricultura de hongos coralinos: 29 especies del género Apterostigma de hormigas
Attina cultivan hongos del género Myrmecopterula, que pertenecen a la
familia Prerulaceae, fuera de la familia Agaricaceae

e Agricultura de levaduras: 17 especies del género Cyphomyrmex cultivan hongos que
provienen de un ancestro fingico inferior, desarrollandose en una fase unicclular similar
a la levadura

e Agricultura superior: 111 especies de hormigas (59 no cortadoras de hojas y 52
cortadoras de hojas) cultivan hongos de un clado derivado de un ancestro fiingico inferior,
que se convierte en un simbionte obligado

e Agricultura de las hormigas cortadoras de hojas: Forma parte de una subdivision de la
agricultura de las hormigas Attine superiores y es llevada a cabo por hormigas de los
géneros Atta y Acromyrmex (50 especies), que cultivan un tnico tipo de hongo altamente
especializado, derivado de las especies cultivadas por las hormigas attine superiores.

(Martinez, A. R. 2022)

4.3 Attini

Las hormigas de la tribu Attini, usualmente conocidas como hormigas cortadoras de hojas o
cultivadoras de hongo, son nativas de los tropicos del Nuevo Mundo. Actualmente, se
encuentra una amplia literatura que se encarga de describir las costumbres de este grupo. En
su totalidad, todas las especies que comprende la tribu Attini se encargan de cultivar

enérgicamente un hongo en sus colonias y este hongo es aprovechado por las hormigas como
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su principal y exclusiva unica fuente de alimento (Martin, 1970). Generalmente las hormigas
Attini necesitan indispensablemente del cultivo de jardines de hongos para suplir sus
necesidades alimenticias. Esta dependencia es tan crucial que, cuando una reina joven deja
su nido materno, debera transportar en su boca un nicleo de hongo que servira como el
cultivo madre para asi arrancar su nuevo jardin (Schultz & Brady, 2008). El grupo de hongos
relacionados con las hormigas Attini superiores proviene de un antecesor fungico de Attini
inferior. Los hongos de Attini inferiores a diferencia de los de Attini superiores no pueden
vivir independientemente alejados de sus hongos, lo cual sefiala una dindmica coevolutiva
vigorosa entre las hormigas de Attini superior y sus cultivares (Masiulionis et al., 2014). Una
gran cantidad de los hongos attinos, incluyendo los cultivares de levadura, se clasifican en
dos géneros: Leucoagaricus y Leucocoprinus. Estos géneros conforman la tribu
Leucocoprineae dentro de la familia Lapiotaceae (Agaricales: Basidiomycota). un grupo
especializado en descomponer materia orgénica (Vo etal., 2009). Leucoagaricus
gongylophorus. un hongo. que ha desarrollado una relacion mutualista en la cual el hongo
suministra las enzimas necesarias para descomponer los polimeros vegetales y liberar
azucares es utilizada por el hongo para sus necesidades energéticas, mientras que otra parte
se almacena como glucdgeno en las gongylidia. que estas sirven como fuentes de energia

para las hormigas (Maya Yesca, M. E. (2022).

La division del trabajo se reconoce como una de las principales claves del éxito ecolégico de
los grupos sociales (Birkenfeld et al., 2024). Cuando una poblacioén de obrerars aumenta a
aproximadamente 500 individuos, la distribucién de tamafios comienza a transformarse hacia
la forma “adulta” que es tipica de colonias con una tasa poblacional grande (Wilson, 1983).
Uno de las las principales asignaciones de las obreras es el ciudado de la reina y
mantenimiento de la colonia, es importante saber que es llevado a cabo mediante un grupo
de obreras totalmente estériles y polimorficas el cual incluyen jardineras, nodrizas,

cortadoras, cargadoras, colectas y soldados (Montoya-Lerma et al., 2006).

4.4 Acromyrmex oclospinosus

En 1937, el orden taxondmico de las especies de Acromyrmex octospinosus fue revisada por

el cinetifico Wheeler y concreté los datos suficiente para su clasificacién taxondmica
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utilizada para las investigaciones pasadas y describio las siguientes especies: (i) A.
octospinosus octospinosus de Cayena, Guayana Francesa, (i) 4. octospinosus echinatior de
Senahti Vera Paz, Guatemala, (iii) 4. octospinosus inti de San Bartolomé, Peru, (iv) 4.
octospinosus volcanus del Volcan de Barba, Costa Rica, (v) 4. octospinosus ekchuah de
Yucatan, México y (vi) 4. octospinosus cubanus de Cojimar, Cuba (Mera-Rodriguez et al.,
2024). El vuelo nupcial de las hormigas Acromyrmex octospinosus coincide con el comienzo
de la temporada lluviosa. Luego de su apareamiento, las reinas excavan un tunel corto que
conduce a una camara de ctia, donde inician un nuevo jardin de hongos. EI tiempo minimo
para el proceso de aparicion de las primeras obreras jovenes es de al menos siete semanas,

aunque puede prolongarse mas. El periddo entre la fundacion del jardin de hongos y Ia

formacion de un pequeiio monticulo de tierra (5-10cm de diametro) puede extenderse por

varias semanas o incluso meses (Lewis, 1975).

Estas hormigas estan adaptadas a vivir en dreas con precipitaciones medias desde 700 a

1,2000 milimetros anuales. No se ve restringidas por el tipo de suelo donde se ubican, por lo
que aprovechan cavidades diminutas para poder construir sus nidos (Cerna et al., 2003). En

las colonias las reinas reproductoras aseguran la supervivencia y expansion de la colonia, que

puede llegar a vivir hasta dos décadas. Dentro de estas colonias las hormigas se distribuyen

en distintas castas (obreras pequefias, obreras grandes, ginetas/reinas) cada una posee una

funcion importante dentro del nido (Adams et al.. 2021). Siguiendo un modo de “cadena de

montaje”, las obreras, conocidas también como recolectoras y acarreadoras, se encargan de

cortar y trasladar la vegetacion en direccion a la colonia. Las de tamafio intermedio cumplen

la funcién de desmenuzar el material vegetal en porciones mas pequefias, mientras que las

obreras mas diminutas se especializan en manipular el sustrato y prepararle cebo en forma

de granulos. Dicha distribucién de funciones resulta esencial para la conservacion del nido,

el cual constituye su principal recurso alimenticio (Boulogne et al., 2011).

Esta especie de hormigas posee similitud con las abejas meliferas en cuanto a su biologia

general y rasgos de historia de vida. Por lo general consta de colonias grandes y miles de

individuos que suelen estar bajo el dominio de una tnica reina poliandrica, poseen una fuerte
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division del trabajo, las reinas pueden vivir por décadas y la carga de patogenos es

significativa (Sirvio et al., 2006).

4.5 Escovopsis

Las primeras observaciones de Escovopsis se remontan al siglo XIX, cuando Alfred Moller
reporto la presencia de diversas especies de hongos en los jardines fungicos de las hormigas
cortadoras de hojas. A lo largo del siglo XX, Kreisel y Weber siguieron con las
investigaciones y confirmaron la presencia de los hongos descritos por Méller. No obstante,
el género Escovopsis y sus dos principales especies fueron formalmente descritas hasta la
década de 1990 (Barengo, 2023). Escovopsis (Ascomycota: Hypocreales) pertenece a un
género variado de microhongos que solamente ha sido encontrado junto a una asociacion con
los jardines de hormigas productoras de hongos (Tribu Attini). Es conocido como un
microparasito proveniente de los hongos basidiomicetos cultivado por las Acromyrmex y
utilizada como fuente alimento (Christopher et al., 2021). Este hongo puede limitar aptitudes
de una colonia y devastar un jardin en muy poco dias. Escovopsis ha experimentado un
proceso de coevolucion en una relacion estrecha con las hormigas cultivadoras de hongos y
sus cultivos flingicos. A diferencia de sus parientes cercanos, ha desarrollado un modo de
vida totalmente especializado como microparéasito, lo que indica pérdida de genes
involucrados en la sintesis de enzimas degradadoras de materia vegetal (Dhodary et al.,
2018).

A pesar de que este hongo no produce esporas dereas y aparentemente no es transmitido por
las reinas fundadoras, podria ser vectorizado por otros invertebrados que viven en asociacion
con las hormigas (Reynolds & Currie, 2004). Dicho patdogeno ha tenido una evolucion
significiaitiva para poder evadir el comportamiento higienico que poseen las hormigas y
representa un peligro importante en su sistema agricola debido a su capacidad de destruir de
manera completa los jardines de hongo. Escovopsis crece de manera susceptible en sus
hospederos, teniendo como resultado el colapto de las estructuras de alimentacion
(gongylidia) y provocando la inestabilidad de la colonia o hasta la muerte. Por lo que este
hongo podria ser un representante como agente de biocoontrol para las hormigas porque es
un patdégeno experto que discrepa la simbiosis especificamente entre las hormigas y su

cultivar fingico (Wallace et al., 2014). Escovopsis es sumamente infeccioso y provoca la
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reduccion de la tasa de crecimiento de los jardines fiingicos, produciendo en ocasiones que

las hormigas abandonen sus nidos (Taerum et al., 2007).

4.5.1 Clasificacion y Caracterizacion del género Escovopsis presentes en Panama

1. Escovopsis weberi: Vesiculas en forma cilindrica, los tamafios varian entre 24-45 mm
de largo y 16-18 mm de ancho. Los conidios, son ovoides a elipsoidales y tienden a
oscurecerse con edad gracias a la formacion de una capa externa densamente
pigmentada (Augustin et al., 2013).

2. Escovopsis aspergilloides: Poseen hifas con fibulaciones, micelio aereo escaso, con
una tonalidad blanquecina, con un envés palido. Los conidios presentan color miel y
en el resto muestra una tonalidad amilla. Los conidioforos surgen de estolones de
hifas aéreas y poseen un estipite de entre 10 y 50 um de longitud, aunque en algunos
casos puede estar ausente. Existen conidioforos policéfalos que pueden alcanzar Hasta
1350 um de longitud, con un ancho de 6.5 a 8 um, siendo hialinos, lisos, de paredes
delgadas y pluriseptados (Seifert et al., 1995).

3. Escovopsis lentecrescens: Conidioforos que desarrollan vesiculas hialinas entre 1 y
10 de manera irregular y paredes lisas, organizadas de manera alterna u opuestas.
Apices pueden presentar morfologia globosas, subglobosas, espatuladas,
oblanceoladas o cilindricas y sin tabiquetes. Conidios cambian entre formas globosas

y oblongas, con dimensiones de
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4.6 Actinomicetos

Durante Investlgaclonst,
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4.6.1 Actinobacterias presentes en hormigas Acromyrmex octospinosus

Streptomyces: Este género es perteneciente de la familia Streptomycetaceae dentro del orden
Actinomycetales, compuesto por bacterias grampositivas, filamentosas y aerobias,
renombradas por la capacidad que poseen de producir metabolitos secundarios junto a
propiedades antibioticas. Dichas bacterias forman un micelio extenso tanto en medio sélido
como liquidos, desarrollando hifas vegetativas que presentan diametros entre 0.5 y 2.0 um,
semejante a la de los hongos filamentosos. Streptomyces se distingue por la capacidad de
esporulacion distintiva en la que se da la formacion de esporas en hifas aéreas, contribuyendo
asi a la propagacion en el ambiente (Barka et al., 2016). Streptomyces se encuentra altamente
distribuido en el suelo y ecosistmeas marinos, sitios donde cumple un papel clave en cuanto
a la degradacion de materia organica. En las interaccion quimica mutualistas con artrépodos,
se ha identificado su presencia en hormigas cortadoras de hojas del género Acromyrmex,
donde contribuyen a la produccion de compuestos capaces de inhibir el crecimiento de
hongos, bacterias grampositivas e incluso gram negativas (Cambronero-Heinrichs et al.,
2019). Streptomyces no posee solamente un papel ecologico significativo, sino que también
ha sido objeto de numerosas investigaciones gracias a su potencial en la biotecnologia. Una
estimacion de aproximadamente | 75% de los antibidticos implementados en la industria
farmacéutica y médica provienen de esta especie, entre los antibioticos estan la
estreptomicina, eritromicina y tetraciclina. Sus metabolitos secundarios han permitido la
identificacion de nuevas moléculas con actividades antifiingicas, anticancerigena y

antivirales (Genilloud, 2018).

Pseudonocardia: El género Pseudonocardia perteneciente a la familia Pseudonocardiaceae
dentro del orden Actinomycetales esta compuesta por bacterias grampositivas, aerobicas e
inomviles, con un crecimiento relativamente lento. Su morfologia es propia debido a la
presencia de hifas totalmente ramificadas, que se diferencian en hifas de sustrato y aéreas.
Las colonias de Pseudonocardia presentan tonalidades de color naranja, con hifas aéreas
blancas que forman esporas. En contraste las hifas de sustrato suelen fragmentarse en
elementos baciliformes, adaptandose a condiciones variables del ambiente (Whatmough
et al, 2024). Los antibioticos producidos por Pseudonocardia incluyen compuestos

poliénicos y macrolidos con propiedades antiflingicas y antibacterianas. Estos metabolitos
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han sido ampliamente investigados por su pontencial uso en la industria farmacéutica.
Ademas, se ha registrado que diversas especies de Pseudonocardia poseen mecanismos de
resistencia a sus propios antibioticos, lo que sugiere una coevolucion con sus hospederos y
resalta la importancia de desarrollar estrategias para preservar la eficacia de sus compuestos

bioactivos en el entorno natural (Mangamuri et al. 2015).

V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Area de colecta
Las muestras fueron previamente colectadas entre la temporada lluviosa del 2024 y la

temporada seca del 2024.
Las colectas de las hormigas se realizaron en varios puntos especificos de la Cindad de
Panama donde destacan:

e Pipeline Road Gamboa, Provincia de Colon

¢ (Camino de Plantacion, Provincia de Colon/Panama

e Punta Chame, Provincia de Panama Oeste

e El Lirio, Provincia de Panama Oeste

e Juan Hombron, Provincia de Coclé

e El Cano, Provincia de Coclé

e Divisa, Provincia de Veraguas

e Santa clara rio sereno, Provincia de Chiriqui

@Pipcline Road
@Caming de Plantaciones

Santa clara, rio sereno

Fig. 1: Areas de Colectas: a): Pipeline Road, provincia de Colén, b): Camino de
plantaciones, provincia de Colon, ¢): Punta Chame, Provincia de Panama Oeste, d): El Lirio,
Provincia de Panama Oeste, e): Juan Hombron, Provincia de Coclé, f): El Cano, Provincia
de Coclg, g): Divisa, Provincia de Veraguas, h): Santa clara, rio sereno Provincia de Chiriqui.
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5.2 Colecta de Colonias
El reconocimiento de los nidos se llevo a cabo observando la estructura del mismo, con un

enfoque particular en la zona de la entrada. Estas hormigas del género Acromyrmex se
caracterizan por elaborar sus nidos con monticulos pronunciados de tierra suelta, hojarascas
y raices que permiten reforzar la estructura de su colonia. Luego de detectar la entrada de las
hormigas se procedi6 a excavar un aproximado de 1.3 m de profundidad para topar la primera
camara del hongo simbionte. En total se colectaron 15 colonias de Acromyrmex
octospinosus, cada colonia estaba compuesta por un aproximado de 2 a 3 camaras, estas
excavaciones se realizaron en temporadas seca y lluviosa. A la hora de excavar se utilizaron
3 piquetas geologica de diferentes tamanos, para poder excavar sin ningun tipo de
incoveniente. Se extrajo el hongo simbionte, se hizo el uso de cuchara sopera de plastico y
una pinza de laboratorio de 15 pulgadas; con la cuchara se procedio a extraer el hongo, luego
se colocO en bandejas plasticas previamente engrasadas con aceite de cocinar en la parte
superior de las bandejas para asi evitar que las hormigas se salieran y luego se procedio a
cerrar la bandeja con su respectiva tapa, se le coloco cinta adhesiva blanca y asi luego

terminar rotulando.

Tabla No. 1: Distribucion de las colectas segun el sitio de muestreo, especie identificada, y
c onteo de las cdmaras subterraneas v nidos colectados en diversas regiones de Panama.

Género Especie Colecta Sitio Nidos Camaras
Acromyrmex octospinosus 1 El Lirio, Chorrera | 2
Acromyrmex octospinosus 1 El Lirio, Chorrera 2 3
Acromyrmex octospinosus 1 El Lirio, Chorrera 3 1
Acromyrmex octospinosus 1 El Lirio, Chorrera 4 2
Acromyrmex octospinosus 1 El Lirio, Chorrera 5 2
Acromyrmex octospinosus 1 El Lirio, Chorrera 6 3
Acromyrmex octospinosus 1 Santa clara rio sereno, Chiriqui | 1
Acromyrmex octospinosus 2 Santa clara rio sereno, Chiriqui | 2
Acromyrmex octospinosus 2 Santa clara rio sereno, Chiriqui | 2
Acromyrmex octospinosus 2 Santa clara rio sereno, Chiriqui 1 3
Acromyrmex octospinosus 3 Juan Hombron, Coclé | 1
Acromyrmex octospinosus 3 Juan Hombron, Coclé 2 1
Acromyrmex octospinosus 3 Juan Hombron, Coclé 3 3
Acromyrmex octospinosus 3 Juan Hombron, Coclé 4 1
Acromyrmex octospinosus 3 Juan Hombron, Coclé 5 1
Acromyrmex octospinosus R Punta Chame, Panama Oeste | 1
Acromyrmex octospinosus 4 Punta Chame, Panama Oeste 2 1

26



Punta Chame, Panama Oeste
Punta Chame, Panama Oeste
Punta Chame, Panama Oeste
Divisa, Veraguas
Divisa, Veraguas
Divisa, Veraguas
Divisa, Veraguas
Divisa, Veraguas
El Cano, Coclé
El Caio, Coclé
El Cano, Coclé
El Caio, Coclé
El Cano, Coclé
Pipeline Road, Colon
Pipeline Road, Colon
Pipeline Road, Colon
Pipeline Road, Colon
Camino de plantaciones, Colon
Camino de plantaciones, Colon
Camino de plantaciones, Colon
Camino de plantaciones, Colon

Acromyrmex octospinosus
Acromyrmex octospinosus
Acromyrmex octospinosus
Acromyrmex octospinosus
Acromyrmex octospinosus
Acromyrmex octospinosus
Acromyrmex octospinosus
Acromyrmex octospinosus
Acromyrmex octospinosus
Acromyrmex octospinosus
Acromyrmex octospinosus
Acromyrmex octospinosus
Acromyrmex octospinosus
Acromyrmex octospinosus
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Acromyrmex octospinosus

5.3 Cuidado de los nidos en el laboratorio del INDICASAT A.L.P
Estos nidos se mantuvieron en cajas plasticas dentro del laboratorio de insectos sociales del

Indicasat, donde cada dos dias se les di6 mantenimiento de limpieza para evitar cualquier
tipo de contaminacion, de igual forma se le colocaron hojas suaves como Inga spp. y
Enterolobium spp. para que las hormigas alimentaran al hongo fingico que estaban
trabajando. La humedad fue muy necesaria por lo que se les coloco papel toalla absorbente
humedecido con agua alrededor del hongo flingico ya que esto les proporciona la humedad

necesaria para poder germinar sus esporas.
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Fig. 2: Cuidado de nido en el laboratorio del Indicasat Aip: a) Jardin fingico conservado
en un recipiente plastico dentro del laboratorio de insectos de Indicasat Aip. b) Hojas frescas
(Inga spp.) utilizadas por hormigas para forrajerar y alimentar al hongo simbionte. c)
Colocacion de papel toalla humedecido con agua estéril; este método permite simular un
nivel adecuado de humedad relativa, favoreciendo un ambiente similar a su habitat natural y
facilitando el cultivo del jardin fingico sin inconvenientes.

5.4 Aislamiento de Escovopsis proveniente de los nidos de Acromyrmex octospinosus
Para el aislamiento del Escovopsis constdé de camaras humedas con pequefias porciones

fungicas extraidas del jardin (sin hormigas) proveniente de las colonias de Acromyrmex que
se colectaron, se colocaron en platos Petri con un tamafio de 90x15mm que tenian papel
kimwipes con agua destilada alrededor de las porciones del hongo y se sellaron con Parafilm.
Se fueron monitoreando cada 3 dias hasta que se dio con la identificacion de los Escovopsis.
Ya con dicha aparicion se procedio a pasar los Escovopsis a medio de cultivo Agar Papa
Dextrosa (PDA) y se colocaron en la incubadora a una temperatura de 27°C durante 10 dias.
Luego cada Escovopsis que presento crecimiento exitoso se paso a un medio de cultivo puro

de PDA para que asi se diera el crecimiento del Escovopsis sin ningin tipo de contaminacion.

Fig. 3: Camaras hiimedas para extraer muestras de Escovopsis: Platos Petri con muestras
de material bioldgico (Escovopsis se ha colocado papel toalla humedecido con agua estéril
para proporcionar las condiciones de humedad necesarias para el crecimiento del hongo.
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Cada plato esta rotulado con codigos que indican la especie de hormiga, la fecha de muestreo

y el nido de origen.

Tabla No. 2: Registro de los aislamientos de Escovopsis obtenidos a partir de colonias de
Acromyrmex octospinosus, organizado segun su localidad de colecta.

Género Especie Cantidad Sitio Coordenadas
de Platos
Acromyrimex octospinosus 30 El Lirio, 9°1°4°* N 79°
Chorrera 46’240
Acromyrmex octospinosus 20 Santa clara rio 8°49'50.3"N
sereno, 82°48"28.7"0
Chiriqui
Acromyrmex octospinosus 25 Juan Hombrén,  8°19'20.3"N
Coclé 80°11'41.1"0O
Acromyrmex octospinosus 25 Punta Chame, 8°37°26"°N
Panama Oeste ~ 79749°38°0
Acromyrmex octospinosus 25 Divisa, 8°9°9”N
Veraguas 80°45°42”° O
Acromyrmex octospinosus 20 El Cafio, Coclé  8°2427.0"N
80°31'32.0"0
Acromyrmex octospinosus 15 Pipeline Road,  9°07'44.6"N
Colén 79°42'55.9"0
Acromyrmex octospinosus 25 Camino de 9e5'3" N
plantaciones, 79°39'26"0

Colon
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Tabla No. 3: Codigos asignados a cepas de Escovopsis, especie de hormiga hospedadora de
las cuales fueron aisladas, medio de cultivo utilizado e imagenes representativas de su

morfologia.
Cod. de Especie Medio de Imagen morfologica
Escovopsis proveniente Cultivo
Acromyrmex
Cod. C2:N6 (A06) . PDA
octospinosus
Cod.C2: N4 Acromyrmex
(A04) octospinosus FDA
Acromyrmex
Caéd. C2:N3 (A03) . PDA
octospinosus
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Céd. C5:N1(A01)

Céd. C3:N5 (A05)

Coéd. C7: N2
(A04)

Cod. C5: N4
(A04)

Acromyrmex

octospinosus

Acromyrmex
octospinosus

Acromyrmex
octospinosus

Acromyrmex
octospinosus

PDA

PDA

PDA

PDA
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Céd. C1: N4
Acromyrmex PDA
(A04) octospinosus

5.4 Desprendimiento de los actinomicetos

Se seleccionaron 10 obreras de Acromyrmex octospinosus con presencia visible de
actinomicetos en sus cuticulas. Bajo condiciones asépticas, las hormigas fueron manipuladas
cuidadosamente utilizando pinzas previamente esterilizadas y posteriormente frotadas
suavemente sobre la superficie de platos petri que contenian medio Streptomyces Isolate
Agar suplementado con antibioticos antimicoticos (Nistatina y Pimaricina) para evitar la
proliferacion de hongos contaminantes.

Los platos fueron sellados herméticamente con Parafilm® e incubadas a temperatura
ambiente durante una semana. Transcurrido este periodo, se observaron colonias
caracteristicas de actinomicetos, reconocibles por su crecimiento filamentoso y su morfologia
seca o aterciopelada. Las colonias fueron seleccionadas y transferidas al medio ISP2
(International Streptomyces Medium 2) para obtener cultivos puros y libres de

contaminacion, destinados a las pruebas de interaccion microbiana posteriores.
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Fig. 4: Distribucion sup

. Pt

erﬁciaLl ﬂe Actiiwhact

eria en hormiga mutualista Acromyrmex

octospinosus. Li, H., Sosa-Calvo, J., Horn, H. A., Pupo, M. T., Clardy, J., Rabeling, C., ...
& Currie, C. R. (2018). Convergent evolution of complex structures for ant—bacterial
defensive symbiosis in fungus-farming ants. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 115(42), 10720-10725.

Tabla No. 4: Diferencia morfologica de actinobacterias aisladas provenientes de hormigas
Acromyrmex octospinosus.

Diferencia morfologicas

Bacterias Hormigas
Aisladas

Actinobacteria  Acromyrmex

Cod. (5-12 octospinosus
A01)

Actinobacteria Acromyrmex
Cod. (5-12 octospinosus

Actr01 C5 N1)

Actinobacteria  Acromyrmex
Cod. (5-12 octospinosus

Actr0S C4 NS)
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Actinobacteria Acromyrmex
Cod. (6-12 1A octospinosus
N1)

Actinobacteria  Acromyrmex
Cod. (6-12 2A octospinosus
2N)

Actinobacteria Acromyrmex

Cod. (6-12 2A) octospinosus

Actinobacteria Acromyrmex
Cod. (FiD23- octospinosus
7-24 A0S - N5)

5.5 Interaccion entre Escovopsis y Actinobacterias

Las cepas bacterianas previamente aisladas fueron cultivadas en medio sélido Agar
Streptomyces. Tras observar su crecimiento adecuado, se transfirid un fragmento micelial de
Imm de diametro mediante un sacabocado estéril hacia los platos con medio ISP2
(International Streptomyces Project Medium 2), con el objetivo de promover la adaptacion
al nuevo sustrato. Estos platos fueron incubados durante 5 dias mediante una temperatura
regulada de (25-28°C). Simultaneamente, las cepas de Escovopsis fueron cultivadas en medio

Agara Papa Destroxa (PDA) hasta alcanzar un crecimiento activo. Posteriormente, se extrajo
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un fragmento micelial de 1 mm de didmetro y se inoculd en las placas de ISP2 que ya
contenian la cepa bacteriana previamente adaptada. Los platos fueron incubados por un
periodo de hasta dos semanas para permitir la interaccion entre ambos microorganismos.
Durante este tiempo se observaron signos de antagonismo como halos de inhibicion,
reduccion en el crecimiento fingico o modificaciones morfologicas en la zona de interaccion.
Para los controles positivos de crecimiento, se inocularon un fragmento tanto de Escovopsis
como de Actinobacteria con Imm de didmetro en platos con ISP2, ambos incubados bajo las
mismas condiciones. Este control permitié evaluar el crecimiento natural de ambas cepas en

el medio y contrastarlo con el observado en las placas de interaccion.

Tabla No. 5: Evidencias morfologicas de las interacciones entre Escovopsis y actinobacterias,
segun codigos de identificacion bacteriana.
Cod. de Cod. de
Bacterias Escovopsis

Imagenes

Bacterias 1A

A03, A0S,
1A Ac33, Col2

Col2, Ac33,
28 A04
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4A

TA

9A

Bacterias 4A

A04, Ac33,
A03, Col2

A04, Ac33,
Aco2, A03,
Col2

Bacterias 9A

Col2, Ac33,
A04, A03
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Col2, Ac33,

104 A04, A03

Controles Positivos

(Hongos)

Bacterias 10A

Controles Positivos
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Controles Positivos

Controles Positivos
(Bacterias)

V1. Analisis estadistico
Para la evaluacion del efecto antagonista entre las cepas bacterianas y fungica de Escovopsis

y se procedio a aplicar un analisis cuantitativo basado en mediciones de areas de inhibicion
y crecimiento obtenidas a partir de cultivos en platos Petri.

Inicialmente, se utilizo una hoja de papel bond con un dibujo exacto de un plato Petri de 90
mm de didmetro para asi poder estimar visualmente las areas de inhibicion tanto de la bacteria
como del hongo. Sobre dicha representacion se procedio a realizar un trazado cuadriculado
que permitio calcular de forma aproximada el area ocupada por el crecimiento o la inhibicion
de cada organismo evaluado. Esta técnica fue validada como herramienta para medir
diferencias entre tratamientos de manera sistematica.

A partir de estas mediciones, se obtuvo el valor de area promedio y su respectiva desviacion
estandar para cada una de las seis cepas del hongo Escovopsis y seis cepas bacterianas.
Posteriormente, estos valores fueron introducido en el software estadistico Minitab®
Statistical Software para el procesamiento estadistico. Se aplicé una analisis de varianza

(ANOVA one-way) con el objetivo de determinar si existian diferencias
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estadisticamente significativas entre la medida de las distintas cepas, tanto Escovopsis como
bacterias, con respecto a la variable cuantificada que seria el area de inhibicion. Se presento
un tratamiento independiente con 6 repeticiones.
Los supuestos del modelo (independencia de datos, homogeneidad de varianza y normalidad
de los residuos) fueron asumidos conforme a los criterios establecidos para disefios
experimentales balanceados. El nivel de significancia establecido fue a =0.01.
Cuéndo se detectaron diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.01), se procedio a
realizar pruebas de comparacion multiple mediante los siguientes métodos:

e Tukey HSD (Honest Significant Difference) con intervalo de confianza del 95%, que

controla el error tipo I en todas las comparaciones por pares.

e LSD de Fisher (Least Significant Difference) como prueba complementaria mas
sensible, usada para confirmar tendencias de diferencia entre pares de media.
Finalmente, se analizé la calidad del modelo mediante los estadisticos R?, R? ajustado y R?
predicho, asi como el error estandar (S). Esta informacion permitié interpretar la proporcion
de la variabilidad explicada por la cepas en cada experimento. Todos los resultados fueron
representados mediante tablas de analisis de varianza ANOVA, agrupacién de media y

boxplots para facilitar la visualizacion e interpretacion.

VII. Resultados

7.1 Comparacion entre cepas del hongo Escovopsis

Se realizo un ANOVA de una via para evaluar si existian diferencias significativas entre las
seis cepas del hongo Escovopsis . Los resultados indicaron un valor F=13.17 y un valor p =
0.000, cual permite rechazar la hipotesis nula, concluyendo que existen diferencias

estadisticamente significativas entre la cepas (Tabla 6).

Tabla No. 6 Analisis de varianza (ANOVA) para las cepas de Escovopsis.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust.  Valor F Valor p
Escovopsis 5 88.63 17.727 13.17 0.000
Error 30 40.39 1.346

Total 35 129.02

El modelo mostrd un R? Ajustado del 63.48%, indicando un ajuste adecuado los datos.

Tabla No. 7 Resumen del modelo estadistico para Escovopsis
S (Error estandar) R*(%) R? ajustado (%) R? predicho (%)
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1.16030 68.70 63.48 54.92
Grafica de caja de Area_inhibicién

hibicién
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Fig. 5: Diagrama de caja para las cepas de Escovopsis.

Tabla No. 8 Comparacion de medias de intervalo de confianza del 99% para Escovopsis.

Cepa N Media Des.Est. IC 99% IC 99%
inferior superior
A03 6 2.316 1.355 1.014 3.619
A04 6 4.080 1.538 2.777 5.383
A05 6 0.248 0.607 -1.055 1.550
Ac33 6 2.008 1.175 0.706 3.311
Ae02 6 0.547 1.341 -0.755 1.850
Col2 6 4.360 0.575 3.058 5.663

Desv.Est. agrupada = 1.16030

Tabla No. 9 Agrupacion de informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de
95% para datos de cepas de Escovopsis.

Escovopsis N Media Agrupacion
Col2 6 4.360 A

A04 6 4.080 A B
A03 6 2316 B
Ac33 6 2.008

Ae(2 6 0.547

A05 6 0.248

oo

ood

40



Esto indica que las cepas que no comparten letras difieren significativamente entre si. El
modelo sugiere que ciertas cepas de Escovopsis tienen mayor capacidad (o menor) seglin la
varibabilidad de respuesta estudiada.

ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para Area_inhibicion

AD4 - ADS -
ADS - ADS - ' i
Ac33 - ADS ! &
Aeo2 - ACS - r &
Col2 - AD3
AO5 - AD4 - : 4
Ac33 - AD4 ! &
Aeo2 - AD4 - r &
Col2 - AD4 -
Ac33 - ADS -
Aeo2 - ADS
Col2 - ADS -
Aeo2 - Ac33 - r &
Col2 - Ac33 -
Col2 - Aeo2 -

-5.0 -25 0.0 25 50 75

51 un intervale no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Fig. 6: Agrupacion de medias de Escovopsis con letras (Tukey CLD)

Tabla No. 10 Comparacion multiple por método LSD de Fisher

Escovopsis Media Agrupacion
Col2 4.360 A
A04 4.080 A
A03 2.316 B
Ac33 2.008 B
Ae02 0.547 &
A0S 0.248 C

7.2 Comparacion entre cepas bacterianas.

El ANOVA para las seis cepas de bacterias no mostré diferencias significativas (F = 0.29,
p=0.916), por lo que se concluye que no existe efecto diferencial entre las cepas en la variable
evaluada (Tabla 10)

Tabla No. 10 Analisis de varianza de cepas bacterianas

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust.  Valor F Valor p
Bacteria 5 5914 1.183 0.29 0.916
Error 30 123.110 4.104

Total 35 129.024
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Tabla No. 11 Resumen del modelo para bacterias

S (Error estandar) R*(%) R? ajustado (%) R? predicho (%)
2.02575 4.58 0.00 0.00

Grafica de caja de Area_inhibicién

Area_inhibicidn
w

Bacteria

Fig. 7: Diagrama de caja para cepas bacterianas

Tabla No. 12 Comparacion de medias por Tukey (Sin diferencia significativa)

Cepa Media Agrupacion
9A 2.940 A
1A 2.433 A
10A 2.370 A
7A 2.163 A
4A 2.047 A
2A 1.607 A

Estos resultados nos indican que las cepas bacterianas presentaron un comportamiento
estadisticamente homogéneo respecto a la variable analizada.
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ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para Area_inhibicion
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5i un intervaio no contiene cere, los medias correspondientes son significativamente
diferentes

Fig. 8: Agrupacion de medias de actinobacterias con letras

VIII. Discusion

El analisis estadistico realizado permitid evaluar la diversidad funcional entre cepas del
hongo Escovopsis y sepas bacterianas en relacion con la variable de respuesta evaluada
(probablemente inhibicion, crecimiento o actividad antagonista, segin el disefio
experimental).

En primer lugar, el analisis de varianza (ANOVA) evidenci6 que las cepas de Escovopsis
denotan diferencias estadisticamente significativas (P =0.000), lo que indica una variabilidad
funcional considerable entre cepas. Este hallazgo es consistente con estudios previos que
destacan la plasticidad fenotipica de Escovopsis en relacion con su capacidad de adaptacion
a distintos hospederos o condiciones del ambiente microbiano (Aylward et al., 2012). La alta
proporcion de la varianza explicada (R* = 68.70%) sugiere que la variabilidad entre cepas es
un factor determinante en el comportamiento observado.

Las comparaciones multiples mediante el método de Tukey revelaron que sepas como Col2
y A04 presentar una respuesta significativamente mayor, mientras que cepas como A0S y
Ae02 mostraron los valores mas altos. Este patron sugiere diferencias en la virulencia,
crecimiento o interaccion con otros microorganismo lo cual podria estar relacionado con su

perfil metabolico o adaptacion ecolégica en el sistema de cultivo de hongos.
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En contraste, el analisis de la cepa bacteriana mostré ausencia de diferencia significativa (P
=10.916), lo que indica un comportamiento homogéneo entre las cepas en la variable medida.
La capacidad explicativa del modelo (R? = 4.58%) sugiere que las diferencias entre cepas
bacterianas no explican la variabilidad observada, posiblemente debido a que todas las cepas
comparten un perfil funcional similar o que la variable medida no es sensible para detectar
diferencias reales. Ademas, el método de Tukey agrupo todas las bacterias dentro de una sola
categoria, confirmando esta homogeneidad.

Estos resultados pueden interpretarse bajo la hipotesis de que las cepas de Escovopsis poseen
una mayor diversidad funcional o fenotipica, posiblemente por su especializacion como
patdégenos o antagonista en ecosistemas complejos como los jardines de hormigas
cultivadoras de hongos. Por otro lado, las bacterias estudiadas podrian representar un grupo
funcionalmente mas conservado, lo cual puede limitar su diferenciacion estadistica bajo las

condiciones experimentales.

[X. Conclusion
Los resultados obtenidos evidencian diferencias significativas entre las cepas del hongo

Escovopsis, lo cual pone en evidencia una alta variabilidad funcional entre los aislamientos
evaluados. Esta variabilidad podria estar asociada a diferencias intrinsecas en su fisiologia,
velocidad de crecimiento, secrecion de metabolitos secundarios o mecanismo de competencia
interespecificas. El resultado sugiere que Escovopsis no actua como un género homogéneo,
sino que posee una diversidad fenotipica activa, capaz de influir de forma diferenciada en el
contexto de interacciones microbianos.

Las cepas Col2 y A04 mostraron los valores promedio mas alto de la variabilidad media (area
de inhibicidén o crecimiento), posicionados estadisticamente en el grupo a segun el analisis
post hoc de Tukey, y diferenciandose significativamente de cepas como A05 y Ae02, que
conformaron los grupos inferiores. Esto refuerza la hipdtesis de que ciertas cepas de
Escovopsis podrian tener ventaja competitiva en escenarios donde compiten por espacio o
recursos, convirtiéndolas en potencialmente modelos para estudiar la dominancia fingica o
incluso el disefio de agentes antifingicos naturales si se caracterizan sus metabolitos

secundarios.
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Por otro lado, el andlisis de varianza aplicada a las cepas bacterianas reveld ausencia de
diferencia significativa entre los tratamientos, con un valor p = 0.916 y un R? ajustado de
0.00%. Esta uniformidad en el comportamiento estadistico indica que las cepas bacterianas
presentan una respuesta homogénea, al menos bajo las condiciones experimentales
establecidas. Esta falta de variabilidad puede deberse a que las bacterias evaluadas pertenecen
a un grupo filogenético similar, a una baja expresion de mecanismo antagonismo, o a una
limitacion en la sensibilidad del método empleado para detectarlos.

En conjunto, los resultados sugieren que Escovopsis desempefia un rol mas dindmico y
variable en la interaccion microbiana evaluada que las bacterias, siendo posiblemente el
organismo dominante en el antagonismo. Este hallazgo abre nuevas posibilidades para
investigar a este hongo micoparasitario no s6lo como patdégeno especializado, sino también
como un competidor activo en sistema microbianos complejos, como los jardines de
hormigas cultivadores de hongos. La identificacion de cepas con alta capacidad podria
aportar a futuros estudio de control microbioldgicos, competencia microbiana dirigida hoy

incluso aplicaciones en biotecnologia y mico parasitos utiles.
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