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RESUMEN

Escovopsis es un hongo anamorfico del filo Ascomycota, y es un micoparasito
obligatorio de los hongos Basidiomycetes que son la Unica fuente de alimento para
las crias de las hormigas attines. El género Escovopsis fue erigido por Muchovej y
Della Lucia en 1990 para reemplazar Phialocladus por Kreisel (1972) y la especie
tipo fue nombrada Escovopsis weberi. La identificacion de Escovopsis se baso
principalmente en la forma y disposicion del conidioéforo, y también la forma y
tamafo de los conidios. Existen hasta el momento dentro del género Escovopsis
cerca de catorce especies descritas, pero solo se han reportado dos especies: E.
weberi y E. aspergilloides de colonias recolectadas en Panama. El objetivo del
presente estudio fue identificar molecularmente las especies de hongos del género
Escovopsis que parasitan las hormigas del género Acromyrmex (A. echinatior, A.
octospinosus, A. coronatus y Acromyrmex sp.) en Panama. A partir de 10 colonias
por especie de hormigas cortadoras de hojas (Acromyrmex) se aislaron cepas de
Escovopsis. Se identificaron morfoldgica y posteriormente se realizd la extraccion
de ADN. Se amplificé la region ITS1- 5,8S-ITS2 del ADN. En el cual se registro el
aislamiento e identificacion de Escovopsis weberi, Escovopsis microspora,

Escovopsis moelleri y Escovopsioides nivea.



. INTRODUCCION

Las hormigas de la tribu Attini (Formicidae: Myrmicinae) practican un estilo de vida
agricola basada en una relacion simbidtica con hongos en sus nidos. Las hormigas
recolectan y procesan material vegetativo para alimentar su hongo simbidtico, el
cual se constituye en su principal fuente de alimento. Las hormigas attines han
cultivado hongos durante al menos 50 millones de afos (Wilson, EO (1971). La
historia evolutiva de este mutualismo obligatorio ha resultado en asociaciones
complejas entre las hormigas, sus hongos simbiontes basidiomicetes y una diversa
comunidad microbiana simbiética (Schultz, TR y Meier, RA (1995). Otro miembro de
este sistema son las bacterias filamentosas Actinomycetes (Pseudonocardiaceae)
gue las hormigas cultivan y crecen en estructuras cuticulares especializadas en su
exoesqgueleto hormigas attine (Currie et al., 1999, 2003a, b, 2006; Little et al., 2006;
Mueller et al., 2008; Mattoso, Moreira y Samuels, 2012). Los hongos cultivados por
las hormigas son atacados por hongos patégenos del género Escovopsis
(Ascomycota: Pezizomycotina) (Muchovej y Della Lucia, 1990) y solo se ha
encontrado asociado con las colonias de hormigas cultivadoras de hongos, lo que
sugiere que el género ha evolucionado en asociacion con las hormigas y sus hongos

durante al menos 50 millones de afios (Currie, 1999).

Las hormigas cultivadoras de hongos se distribuyen exclusivamente en el
continente americano (Mayhé-Nunes AJ, Jaffé K.1998). Estos insectos cultivan
hongos basidiomicetes en las familias (Lepiotaceae, y Tricholomataceae) como
principal fuente de alimento para sus crias (Weber NA.1972) y las hormigas
presentan distintos tipos de fungicultura. Estas hormigas han desarrollado cinco
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tipos de agricultura de hongos distintos, caracterizados por un patrén de fidelidad
con el simbionte (Chapela et al., 1994). Los cinco grupos agricolas incluyen 1)
cultivo de hongos inferior, 2) cultivo de hongos de coral, 3) forma de crecimiento de
levadura 4) cultivo de hongos superior y 5) cultivo de hongos por cortadoras de hojas
(Schultz y Brady, 2008). Como subgrupo dentro de las attines superiores, las
hormigas cortadoras de hojas de los géneros Atta y Acromyrmex utilizan hojas y

flores frescas como sustrato para nutrir el hongo simbionte.

Escovopsis es un hongo anamorfico del filo Ascomycota y es un micoparasito
obligatorio del grupo de Basidiomycetes que las hormigas cultivan. ElI género
Escovopsis fue erigido por Muchovej y Della Lucia en 1990 para reemplazar

Phialocladus Kreisel (1972) y la especie tipo fue nombrada Escovopsis weberi.

El hongo Escovopsis crece dentro del jardin de hormigas y es mas abundante en
las porciones del fondo (mas viejo) de los jardines fungicos (Currie CR. 2001). La
forma en que Escovopsis se dispersa de colonias infectadas a no infectadas no esta
clara, pero se han descartado algunos métodos de dispersion, incluidos los
siguientes: Escovopsis produce esporas humedas y, por lo tanto, no se dispersa en
el aire; Escovopsis no esta presente en el material de jardin llevado en el bolsillo
infrabucal de las reinas fundadoras durante sus vuelos nupciales, tampoco esta
presente en los recién establecidos jardines de colonias incipientes (Currie CR,
Mueller UG, Malloch D.1999). Se ha propuesto que Escovopsis es vectorizado entre
colonias, quizas por una (o varias) de las muchas especies de invertebrados que
viven en estrecha asociacion con las hormigas cultivadoras de hongos. Sin

embargo, no hay evidencia directa de esta propuesta.
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Varios hallazgos indican que Escovopsis esta especializado en los jardines de
hongos de hormigas, incluido el jardin de hongos y las pilas de basura (Bot ANM,
Currie CR, Hart AG, Boomsma JJ. 2001; Currie CR, Mueller UG, Malloch D.1999;
Seifert KA, Samson RA, Chapela IH.1995). Ademas, Escovopsis es muy comdn en
las colonias de hormigas attines, habiendo sido aislado de un rango de 33-75% de
las mas de 500 colonias muestreadas en Panamé (dependiendo de la especie de
hormiga y la ubicacién geografica) (Currie CR, Mueller UG, Malloch D.1999;
Christopher et al 2021). La virulencia de Escovopsis sugiere que esta especializado
en este habitat, que la capacidad de infectar los jardines flngicos requiere
adaptaciones especializadas y aparentemente altamente evolucionadas para

superar las defensas de las hormigas (Currie CR. 2001; Christopher et al 2021).

Las claves taxondmicas para las distintas especies del género Escovopsis se basan
principalmente en la forma y disposicién de los conidioforos, asi como en la forma 'y
tamafio de los conidios (Augustin et al., 2013; Masiulionis et al., 2015). Existen
catorce especies descritas en el género Escovopsis, y se han identificado al menos

5 especies en Panama.

Las especies descritas incluyen: E. weberi, E. aspergilloides, E. moelleri, E.
trichodermoides, E. kreiselli, E. atlas, E. pseudoweberi, E. catenulata, E. longivesica,
E. primorosea, E. microspora, E. lentecrescens, E. clavatus y E. multiformis
(Augustin et al., 2013; Masiulionis et al., 2015; Meirelles et al., 2015, Marfetan et al.,
2018; Montoya et al., 2019). Si bien Escovopsis podria encontrarse en nidos de
numerosas especies de hormigas de la tribu Attini, la mayoria de los reportes y

registros de especies de este género se corresponden a nidos de hormigas
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colectadas en Brasil. También, se han informado coinfecciones por Escovopsis en
Panama (Gerardo et al., 2006, Taerum et al., 2007; Taerum et al., 2010; Christopher
et al., 2021) en hormigas basales y derivadas, pero siguen siendo escasos estos

reportes.

Hace unos afios se descubrieron hongos del género Escovopsioides (Ascomycota:
Hypocreales) de jardines de hongos de las hormigas cortadoras de hojas
(Acromyrmex niger, Acromyrmex subterraneus molestans y Acromyrmex
subterraneus subterraneus) (Agustin et al., 2013); ahora muestreado en hormigas
cortadoras de hojas Acromyrmex echinatior (evg, 2022). Ademas, este hongo se
encontré en 24% a 72% de las colonias muestreadas en Brasil (Agustin et al., 2013;
Pereira et al.,, 2016). Escovopsioides comparte algunas caracteristicas
morfolégicas con Escovopsis, pero difieren en otras, como vesiculas terminales con
fidlides largas e hifas con aleuroconidios. Los andlisis moleculares indican que
Escovopsioides esta relacionado filogenéticamente con Escovopsis (Agustin et al.,

2013).

12



X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

I, OBJETVOS

Objetivo general

Identificar cepas del hongo Escovopsis aisladas de nidos de hormigas del género
Acromyrmex en las siguientes especies: A. echinatior, A. octospinosus,
Acromyrmex spp. Y A. coronatus en diferentes localidades de la Republica de

Panama.

Objetivos especificos

Colectar nidos de las especies de Acromyrmex (A. echinatior, A. octospinosus,
Acromyrmex spp. y A. coronatus) para el aislamiento de cultivos puros del género
Escovopsis.

Caracterizar morfolégica y molecularmente mediante secuenciacion tipo Sanger los
hongos Escovopsis que parasitan las especies de hormigas Acromyrmex.

Revelar la relacion filogenética entre la diversidad de Escovopsis con la diversidad
de hormigas Acromyrmex en Panama.

Proporcionar registros de cepas del género Escovopsis en nidos de Acromyrmex de

Panama.
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IV. HIPOTESIS

Las especies de hormigas Acromyrmex de amplia distribucion geografica (A.
echinatior, A. octospinosus) seran vulnerables a ser parasitados por especies del
hongo Escovopsis generalistas, mientras que las especies de hormigas
Acromyrmex de distribucion geografica limitada (A. coronatus, Acromyrmex sp.)

seran parasitados por especies del hongo Escovopsis mas especializados.
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V.  MARCO TEORICO

A. HISTORIA EVOLUTIVA DE LAS ATTINI
Las hormigas cultivadoras de hongos solo se distribuyen en el Nuevo Mundo, lo que

nos indica que el origen y la subsiguiente radiacion en todo el neotrépico ocurrieron
después de la separacion de América del sur de Africa (Weber 1972). La capacidad
de cultivar hongos tiene un solo origen en las hormigas (Weber 1966),
evolucionando posiblemente de un ancestro que se cree que fue un recolector

generalista (Mueller et al 1998).

Las hormigas productoras de hongos son sociales y forman colonias de individuos
estrechamente relacionados. Las colonias de hormigas se han descrito como
"superorganismos” (Holldobler & Wilson 1990), con obreras individuales que
realizan tareas para el funcionamiento de la colonia como células en organismos
superiores. En el entorno las hormigas proveen al hongo de alimento, proteccion
contra patdgenos y competidores, ademas de dispersion (Weber, 1972; Holldobler
& Wilson 1990; Currie et al. 1999; Mueller 2002a; Mueller et al. 2005; Fernandez et

al. 2004; 2006).

Algunas hipotesis han sido propuestas para dilucidar el origen del mutualismo
hormiga-hongo (Wheeler, 1910; Bailey, 1920; Weber, 1972; Mueller et al. 2001).
Bailey en 1920 sugiere una hipotesis de transmision, en la cual el hongo pudo haber
atraido a las hormigas antes de ser domesticado por ellas, proporcionandoles
nutrientes como recompensa para que las hormigas dispersaran sus esporas y/o
micelio, colocando al hongo como el factor principal en el origen de este mutualismo

hormiga-hongo (micocentrismo).
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Por otro lado, Weber en 1972 propone el modelo tradicional mas aceptado acerca
del origen del mutualismo hormiga-hongo, el cual consta de tres etapas: consumo,
cultivo y transmision del hongo por las hormigas. En la etapa inicial (consumo), se
hipotetiza que un hongo no especializado crecié accidentalmente en las paredes de
nidos de las hormigas, volviéndose parte de su dieta; subsecuentemente las
hormigas desarrollaron la habilidad de promover el crecimiento del hongo utilizando
sustratos (cultivos) y, finalmente desarrollaron un mecanismo para la transmisién
del cultivo fungico de nidos maternos a nidos hijos (Mueller et al. 2001; Mueller,

2002).

Sea cual sea su origen, la obligada relacion entre las hormigas Attini y su cultivo
fungico surgioé aproximadamente 60 millones de afios atras, en el Neotropico. En la
actualidad contamos con alrededor de 250 especies descritas y muchas otras por
describir, todas exclusivamente de la region tropical del continente americano. Cada
una de ellas hasta donde se conoce, practica uno de los cinco tipos de sistemas de
agricultura (Mayhé-Nunes & Jaffé, 1998; Mueller et al. 2001; Schultz & Brady 2008;

Mehdiabadi & Schultz, 2010).

B. HORMIGAS ATTINES
A pesar de la diversidad de sus sistemas agricolas, todas las especies de hormigas

attines comparten algunos habitos generales asociados con el hongo del jardin.
Antes de salir de su nido natal para aparearse y encontrar una nueva colonia, una
reina hija attina almacena un nucleo de hongo del jardin materno en su bolsillo
infrabucal, (Weber 1982; Mueller et al. 2001; Fernandez et al. 2004), el cual es un

dispositivo de filtracion ubicado en la parte inferior de su boca. Una vez que pase el
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apareamiento, la reina fundadora establece un lugar de anidacion adecuado, donde
expulsa el sedimento fungico (Rissing & Pollock, 1988), el cual lo utilizan para iniciar
su propio jardin (Huber, 1905). Los cultivares se propagan vegetativamente, es
decir, como clones asexuales, de los de nidos de padres a hijos y dentro de los
nidos (Weber, 1982; Mueller et al. 2002; Fernandez — Marin et al. 2004). En todos
los nidos de Attini, la reina fundadora cuida el jardin y cria a la primera generacion
y, en la mayoria de estos, la fundadora busca sustrato para el cultivo fungico (nido

semiclaustral) (Fernandez -Marin et al. 2004).

A una obrera Attini le toma aproximadamente 25 a 60 dias desarrollarse de huevo
a adulto (Weber, 1972). Luego de haber pasado este tiempo, las primeras crias
emergen como adultos, comienzan a buscar alimento, cuidar a las crias y realizar
las tareas de excavacion (Weber, 199972: Holldobler & Wilson, 1990). Cuando ya
tiene la fuerza suficiente de trabajo, la reina deja por completo todas sus funciones,

excepto la tarea de poner huevos.

El cuidado de las crias es una de las tareas mas importantes realizadas en el nido
y es llevada a cabo por las obreras (Holldobler & Wilson, 1990). Los huevos y las
larvas de las hormigas cultivadoras de hongo estan tipicamente embebidos en el
jardin fangico, cubiertos de micelio (Weber, 1972; Schultz & Meier; 1995), lo que en
algunas especies de Attini puede representar una proteccién contra enfermedades

para las crias (Armitage et al. 2012).

La trofilaxis (mecanismo mediante los insectos sociales se alimentan uno a otros o
transfieren feromonas) oral de liquidos entre las obreras Myrmicinae y sus larvas
(Wilson, 1971; Holldobler & Wilson, 1990), es extremadamente rara en las Attini
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(Weber, 1972; Murakami & Higashi, 1997), en las cuales las larvas se alimentan
exclusivamente de hifas de hongo cultivado por sus hermanas (Weber, 1955;

Murakami & Higashi, 1997).

C. AGRICULTURA DE LAS ATTINI
Agricultura basal, Andlisis filogenéticos indican que este fue el primer sistema

practicado por las hormigas attine y es el sistema del que surgieron las demas
formas de agricultura (Schultz & Brady, 2008). Los agricultores inferiores incluyen
Myrmicocrypta, Mycocepurus, algunos Apterostigma (el grupo A. auriculatum),
Kalathomyrmex, Paramycetophylax, Mycetophylax, Mycetarotes, algunos
Cyphomyrmex (C. strigatus y C. wheeleri, Mycetosoritis y Mycetagroicus). En cuanto
a su distribucion, tienen una amplia distribucion geografica que va desde EE. UU
hasta el Sur de Argentina (Kempf, 1972; Weber, 1972; Fernandez & Sendoya,

2004).

Agricultura del hongo coral, a diferencia de las demas hormigas que producen
hongos que descomponen hojarasca las hormigas conocidas en el grupo
Apterostigma pilosum cultivan hongos lejanamente relacionados que pertenecen a
la especie de coral en forma de hilo; familia Pterulaceae (Munkacsi & al. 2004;
Dentinger & al. 2009). El género Apterostigma se dividen en dos clados, uno el que
contiene todas las especies del grupo A. pilosum que cultivan hongos coralinos, y
otro en las que estan las especies del grupo A. auriculatum que cultivan

Leucocoprineae (Villesen & al. 2004).

Agricultura de levaduras, a diferencia de los jardines de micelio attine, los jardines

de levadura consisten en pequefios ndédulos de forma irregular compuesto por
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cultivares de hongo que crece en fase de levadura unicelular. Se desconoce la
presencia de Escovopsis en la agricultura de levadura. Este grupo solo se limita a

Cyphomyrmex rimosus.

Agricultura superior generalizada, los géneros Trachymyrmex y Sericomyrmex
incluyen 63 especies conocidas que forman un grado parafilético y practican un
sistema agricola distinto a los géneros de las hormigas cortadoras de hojas. La
filogenia de estas hormigas indica que este grado parafilético consiste en una
sucesion de tres clados. En cuanto a su distribucion geografica el clado
Sericomyrmex va desde EE. UU hasta Argentina y, en el caso de Trachymyrmex
jamaicensis, hasta el caribe. En Trachymyrmex intermedius se sabe que se
encuentran en bosques y sabanas desde América central hasta el norte de América
del Sur (KEMPF, 1972; Weber, 1972; Mayhé-Nufies & Brandao, 2007; Rabeling &

al. 2007a).

Agricultura de las cortadoras de hojas, teniendo una biologia distintiva, derivada
de la agricultura superior se conocen como hormigas cortadoras de hojas, en las
gue se encuentran dos géneros de hormigas cortadoras Acromyrmex y Atta, las
cuales cultivan su propio hongo cultivar. Erigido en 1916 un tercer género
taxonodmico en este grupo, Pseudoatta, el cual es derivado de Acromyrmex (Schultz
& Brady, 2008). Las hormigas cortadoras Acromyrmex y Atta cuentan con una
amplia distribucién geografica, desde el sur de EE. UU hasta América Central y del

Sur y Cuba (Fernandez & Sendoya, 2004).

D. HORMIGAS CORTADORAS DE HOJAS
Acromyrmex (generalidades)
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Dentro de esta investigacion estudiamos cuatro especies del género Acromyrmex:

Acromyrmex echinatior: A. echinatior fue descrita como variedad de Acromyrmex
octospinosus por Forel en 1900, luego fue elevada a subespecie por Wheeler en
1937 y por ultimo elevada a especie por Schultz et al. en 1998, quienes ademas
describen parasitismo incipiente sobre esta especie por parte de Acromyrmex
insinuator. En 1997, Bot y Boomsma encontraron evidencia significativa entre el
ancho del pronoto de Ac. echinatior como especie, inferior al ancho del pronoto en
Ac. octospinosus. Schultz et al. en 1998 incluyen también caracteristicas quimicas

y morfoldgicas para separar estas dos especies.

Acromyrmex octospinosus: La reina de esta especie posee la espina pronotal
inferior corta, ancha y de punta roma. Asi mismo, el primer opistotergo posee un par
de tubérculos prominentes, uno a cada lado y hacia unos 2/3 del segmento. Estos

rasgos son primordiales para separarlo de los demas géneros.

Acromyrmex coronatus: sus caracteristicas generales de la casta reina de
Myrmicinae y cabeza, escultura y pilosidad como la obrera mayor, excepto por la
presencia de tres ocelos bien definidos. Espinas pronotales laterales e inferiores
presentes, ambas rectas y agudas, a pronotal lateral un poco mas larga que el
diametro maximo del ojo, la pronotal inferior un poco mas corta que el diametro del
0jo. Espinas propodeales conspicuas, claramente curvadas hacia abajo. Base del
cuerpo castafio claro con numerosas manchas negras sobre el cuerpo; las del
escudo son tres bandas, una media anterior, dos laterales posteriores, las del

opistogaster tienden a formas bandas transversas.
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Goncalves en 1961 menciona que existe variacion en color y tamafio de las espinas
propodeales medias en ejemplares de Brasil; aunque Goncalves sinonimica
algunos nombres subespecificos con coronatus, todavia persisten cinco
subespecies, una de los cuales, A. coronatus panamensis (Forel), se conoce de

Costa Rica, Panama y Pera.
Acromyrmex sp.
Especies no descrita.

E. MICOPARASITO DE LAS HORMIGAS QUE CULTIVAN HONGO Escovopsis
Moller (1893) fue el primero en observar hongos que luego serian descritos en el

género Escovopsis, este realizo dibujos de los micros caracteres morfolégicos de
varias especies de este género. Este género fue descrito por primera vez como
Phialocladus por Kreisel (1972), quien aislé una cepa de un nido de Atta insulares
en Cuba. Mas tarde Muchovej & Della Lucia (1990) determinaron que el nhombre
Phialocladus era invalido y cambiaron el nombre del género Escovopsis, llamando

a la especie E. weberi en honor a Neil Weber.

La historia de Escovopsis aun le falta mucho por conocerse; como se ha sefalado,
este hongo solo se ha aislado de los jardines de hormigas cultivadoras de hongos y
de sus pilas de basura. Este hongo solo crece dentro del jardin de hongo vy
aparentemente no produce esporas dentro del jardin a menos que este haya sido
abrumado (Currie, 2001). Dentro de los jardines de las cortadoras de hojas Atta
colombica, este es mas abundante en la parte mas antigua de los jardines (Currie,

2001).

21



Escovopsis esporula facilmente en las pilas de basura, tanto en el laboratorio como
en el campo. Su forma de dispersidbn aun es desconocida para nosotros, se
desconoce como llega de colonias infectadas a colonias no infectadas, sin embargo,
se puede descartar algunos métodos de dispersion. Escovopsis produce esporas
hamedas, por lo tanto, no se dispersa por el aire. Ademas, Currie, CR et. al 2001
observo que Escovopsis no se encuentra presente en el material de jardin llevado
en el bolsillo infrabucal de las reinas fundadoras durante sus vuelos nupciales, ni
esta presente en los jardines recién establecidos de colonias incipientes (Currie et
al., 1999). Sin embargo, se demostré que no se transmite de forma vertical (es decir,
de colonias de padres a descendientes), ya que se encontré en mas del 50% de las

colonias de 1 a 2 afios de la misma poblacion.

Varios estudios nos indican que Escovopsis es especialista en jardines de hormigas
gue cultivan hongo, Ademas de ser un hongo no mutualista comun, Escovopsis se
ha aislado solo de habitats asociados con hormigas productoras de hongos,
incluidos asi el jardin de hongo y las pilas de basura (Currie, 2001; Seifert, 1995).
Se ha demostrado que Escovopsis es comun en las colonias de attines, en el
estudio realizado por Currie (2001) en Panama donde se aislo de un rango de 33 a

75% de mas de 200 colonias muestreadas.

F. Escovopsis EN EL JARDIN DE LAS HORMIGAS CULTIVADORAS DE HONGOS
Escovopsis puede tener un impacto drastico en la salud y supervivencia de los

jardines de hormigas que cultivan hongos. Escovopsis puede crecer rapidamente

en los jardines si las hormigas estan ausentes (Currie et al., 1999). Sin embargo, es
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importante sefalar que, bajo algunas condiciones, incluso en presencia de las

hormigas, puede devastar completamente las colonias al invadir todo el jardin.

Como se ha sefialado, Escovopsis puede formar una infeccidon persistente (Currie
et al., 1999), y su presencia resulta en una reduccion significativa en la tasa de
crecimiento de la colonia infectada en términos de biomasa tanto del hongo como
de las hormigas (Currie et al., 2001). Se requiere una gran biomasa de jardin cultivar
para apoyar la produccion de alados reproductivos (tanto reinas virgenes como
machos), una reduccion en el crecimiento del cultivar podria tener un impacto en la
aptitud de las colonias infectadas al causar un retraso en alcanzar el tamafio para
reproducirse. De hecho, algunas colonias infectadas por Escovopsis experimentan
una pérdida neta de biomasa con el tiempo, lo que sugiere que este patdégeno puede
impedir que algunas colonias alcancen el tamafio de colonia suficiente para producir
nuevos reproductores (Currie et al., 2001). Si una colonia no puede eliminar a
Escovopsis, la infeccién puede conducir a la perdida gradual de toda la biomasa del
jardin de la colonia, lo que eventualmente resultara en la muerte de la colonia o
también este hecho puede obligar a los trabajadores a intentar obtener nuevos
cultivares de colonias vecinas. Por lo tanto, la devastacién de los jardines de hongo
por Escovopsis puede resultar en la transferencia lateral de cultivares entre colonias

(Adams et al., 2001; Mueller et al.,1998).

G. Escovopsioides
Descripcion
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Agustin et al., 2013 describieron Escovopsioides nivea en donde nos indican que a
utilizar medios como PCA y OA obtuvieron un crecimiento r4pido, de 6-7 cm de
diametro en 7 dias a 25°C, con micelio aéreo blanco, como algododn, con produccién
de cadenas de clamidosporas que se unen en cuerdas o hebras plateadas blancas
como la nieve. Mientras que, en PDA (Agar Papa Dextrosa y MA (Agar Malta), con

diametro de 3.5-4 cm después de 14 dias.

Chamydospores sensu lato hialina, lisa y de paredes delgadas globosas, de 15-18
um de diametro, producida lateralmente a partir de hifas hinchadas en cadenas o
racimos monilioides. Aleuriconidia producida como hinchazoén lateral de las paredes
del micelio aéreo, abundante; sub-hialino, esfarico, 3-4um, de paredes lisas y
gruesas. Conidioforos que surgen del micelio aéreo: hialinos, de paredes lisas,
multiseptados, cilindricos, de 40-70um de longitud, 5um de didmetro en a base que
se estrechan hacia el 4pice antes de hincharse en una vesicula globosa 8-10um de
diametro, a menudo proliferando terminalmente para producir varias vesiculas
intercalares en sucesion. Fialides se forman en pequefios grupos en vesiculas, pero
también individualmente hinchadas lateralmente discretas; septados en la base, a
veces proliferando terminal y lateralmente, puede variar su forma y tamafio:
lageniforme, disminuyendo gradualmente a un cuello romo o largo y delgado;
ocasionalmente anfuliforme con un cuello corto. Conidios en cadenas largas y
persistentes; hialinas, de paredes lisas y delgadas, liménea a clavada, terminando

abruptamente en o disminuyendo a una base truncada.

El primer mic6logo en observar este hongo fue Moeller en 1893 y su monografia

presenta dibujos precisos de este nuevo género, incluyendo tres tipos de esporas.
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Inicialmente, el paratipo se distinguié como un morfotipo separado ya que producia
solo aleurioconidia y chlamydospores s. |. Posteriormente, se encontré6 que la
esporogénesis era un caracter altamente variable, ya que las fidlides y los conidios
se desarrollaron intermitentemente en subculturas. La especie tipo de este nuevo
género tiene relativamente pocas caracteristicas morfolégicas en comun con las
especies de Escovopsis, aparte de producir fidlides en vesiculas. La forma de la
fialida y la morfologia conidial, especialmente las cadenas largas, comparten mas
similitudes con las especies del género Paecilomyces, en particular, P. variotii Bain.
Sin embargo, la combinacion de fialidas lageniformes en vesiculas terminales e
intercalares hace que Escovopsioides nivea sea unico. De hecho, la especie se
puede identificar facilmente en ilustraciones proporcionadas en una disertacion
sobre los hongos asociados con nidos de hormigas cortadoras de hojas en Brasil
(Rodrigues, 2004), donde figura como Moniliella suaveolens (Lindner ex Lindner)
Arx. Nos referimos a las esporas hinchadas producidas en las cadenas monilioides
como chlamydospores s. |, porque estas no son células de paredes gruesas
producidas endégenamente (Kirk et al., 2008), y su funcion es oscura. Kreisel (1972)
se refiere a estructuras similares encontradas en su aislado de Escovopsis
(Phialocladus) de Cuba, como "makroconidien”, que no se encontraron en el

supuesto tipo "coespecifico" de Brasil (Muchovej & Della, 1990).

H. ESPECIES DESCRITAS DEL GENERO Escovopsis
1. Escovopsis weberi
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Escovopsis weberi produce vesiculas de forma cilindrica similares a las de
E. moelleri, que son mas cilindricas, de forma menos variable y mas largas
(43-58x11-14 pm) que E. moelleri, aunque cabe sefialar que las
descripciones e ilustraciones posteriores también incluyen vesiculas
claramente claviformes, con fidlidas mas pequefias, normalmente globosas
(3,0-4,5 um de diametro, en la base). Sin embargo, las especies se separan
mas facilmente segun el tamafio de los conidios. En cultivo, el crecimiento de
E. weberi se describi6 como lento, pero sin datos cuantitativos; por el
contrario, Seifert et al. reportaron un rapido crecimiento de esta especie,
cubriendo una placa de 9 cm de diametro en 5 dias a 25°C en la mayoria de

los medios.

2. Escovopsis aspergilloides
Presenta micelio aéreo, blanquecino, palido. Las masas conidiales son de
color miel, en el resto son de color amarillo palido. El Conidi6éforo surge de
estolones aéreos, un tallo de 10-50 m de largo o méas ausente, (conidiophora
polycephala registra hasta 1350 Portata de ~m de largo), 6.5-8 ~m de ancho,
hialina, ligera, cubierta finamente varias tabicadas. Las cabezas suelen tener
entre 50 y 75 um de didmetro, completamente cubierto con cadenas radiales
de conidios. Conidios hasta diez encadenados, elipsoidales, a veces

ligeramente en ambos lados truncado, 2.5-3 7 x 1,5-2 m.

3. Escovopsis microspora
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Se distingue de Escovopsis moelleri y E. weberi por los conidios
ornamentados de manera similar, pero mas pequefios; y de ambos por
secuencias de ADN.

Conidioforos formados a partir de micelio aéreo, cilindrico; ortogonal
ramificado, cruzado opuesto al monopodial; hasta 200um de largo, 6-8um de
ancho, formando vesiculas lateral y apélicamente. Vesiculas
predominantemente cilindricas, ocasionalmente clavado, cubierto con una
capa de fidlides. Sus fialides son globosa en la base, con cuello estrecho en
forma de aguja. Conidios producidos en cadenas basipetales persistentes,
subalinos que se vuelven de paredes gruesas, marrones y verrugosos. Las
clamidosporas se formaron ocasionalmente en cultivo; hialina, globosa,
raramente sub-globosa, como hinchazon terminal de hifas dicotbmicamente

ramificadas; coalescencia en placas o laminas en la superficie del agar.

Escovopsis moelleri

Difiere de la especie tipo, Escovopsis weberi, en la morfologia de las esporas
(los conidios de E. moelleri son mucho mas grandes y estan muy
ornamentados) y de E. aspergilloides en el clavado hasta las vesiculas
cilindricas, y ambos por secuencias de ADN.

Conidioforos formados a partir de hifas aéreas, cilindricas; ramificacion
ortogonal cruciforme a monopodial, 55-90x10-16um, lisa, hialina a subalina.
Vesiculas producidas lateral y apicalmente en las ramas principalmente
clavado, también cilindrico y de hasta 80 um de largo. Fialides dispuestas en

filas uniseriadas a lo largo de las vesiculas; anfuliforme, con un cuello corto
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y estrecho. Conidios producidos en cadenas basipetales cortas, no
persistentes; inicialmente hialina y lisa, volviendose marron, de paredes
gruesas y visiblemente verrugosa (Agustin, JO et al. 2013).

Escovopsis lentecrescens

Especies similares a Escovopsis aspergilloides en la posesion de vesiculas
globosas: facilmente separadas por caracteres culturales, especialmente el
lento crecimiento de colonias, y en micromorfologia por los conidios mas
grandes y fuertemente ornamentados, y por las secuencias de ADN.
Conidiéforos cilindricos; ortogonal ramificado, cruzado opuesto al
monopodial; hialina, de hasta 200-300 um de longitud y 9-10um de didmetro
Vesiculas producidas lateral y terminalmente en ramas laterales cortas,
consistentemente 2-3 septadas; de forma variable, principalmente globosa y
aspergiloide, ocasionalmente clavado. Fialides subglobosa, con un cuello
corto, abrupto, en forma de espiga; también se producen estructuras
aberrantes en algunas vesiculas, que se extienden para formas ampollas a
fialidas cilindricas con cuellos largos y estrechos. Conidios en cadenas
basipetaes, ovoides a subglobosas; volviéndose marrones y equinulados a
verruculosos, conidios mas viejos con una cubierta exterior suelta y oscura o

velo.
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VI.  MATERIALES Y METODOLOGIA

A. Colecta de colonias
La identificacion de estos los nidos, se realizé6 mediante observacion de la estructura

del nido, especificamente la entrada de estos; las hormigas del género Acromyrmex
tienen nidos superficiales, algunos pueden presentar monticulos que construyen
con tierra suelta, material vegetal y desechos, mientras que otras especies utilizan
las raices de los arboles como proteccion para sus entradas. Se realiza una
excavacion de aproximadamente 0.5m para encontrar la primera cdmara, en la cual

se encuentra el hongo simbionte.

Se colectaron 12 colonias por cada especie. Una vez identificados los nidos, se
marcaron utilizando flagging tapes, luego se procedid a excavarlos utilizando una
piqueta geoldgica y pala de jardin. Cada uno de estos instrumentos fue limpiado y

desinfectado previamente.

Para la colecta del hongo simbionte se utilizé un cucharon plastico; con mucho
cuidado, evitando tomar gran cantidad de tierra y otras particulas presentes, que
pudieran contaminarlo. Luego, el jardin fangico fue colocado en cajas platicas, con
los bordes previamente engrasados con aceite vegetal, para evitar el escape de las

hormigas.

B. Sitios de colecta
Se realizaron colectas en distintas locaciones de la Republica de Panama entre

ellos:
Gamboa, provincia de Panama
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Rio Congo, provincia de Panama Oeste
Cordillera y Fortuna, provincia de Chiriqui
Aguadulce, provincia de Coclé.

Juan hombrén, Rio Hato, provincia de Coclé

C. Mantenimiento de las colonias en el laboratorio
Para el mantenimiento de estas colonias dentro del laboratorio, estas se

mantuvieron en cajas plasticas, donde fueron alimentadas por cinco dias a la
semana, con hojuelas de avena, trozos de manzana, pifia o harina de maiz.
Alrededor del jardin fungico se colocé papel toalla absorbente remojado con agua,
esto ayudaba al mantenimiento de la humedad, ademas se retiraba constantemente

los desechos producidos por estas para evitar posibles contaminaciones.

D. Aislamiento de Escovopsis
Para el aislamiento de Escovopsis, en camaras humedas se pesaron porciones de

0.5 g de jardin fungico, se retiraron las hormigas y se colocaron de manera individual
en platos Petri 90x15mm que contenian papel kimwipes con agua y estos se
sellaron con Parafilm. Se incubaron por 7 dias hasta que se identific6 Escovopsis.
Una vez que se identificO mediante observacién microscépica, en una cabina de
seguridad, empleando pinzas estériles se sembraron pequefios fragmentos de
micelio cultivar en el centro de platos Petri en medio de cultivo Agar Papa Dextrosa
(PDA) sin antibioticos. Los platos fueron sellados con papel parafilm y se incubaron
a una temperatura de 20° C durante 20 dias. Todos los platos se monitorearon
constantemente para detectar el crecimiento de Escovopsis y tener cultivos puros

sin contaminacion.
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Figura 1: A) Camara de jardin fngico de hormigas Acromyrmex coronatus B) Camara de jardin fungico extraido
y colocado en cajas plasticas C) Camara himeda para el crecimiento de Escovopsis (Inicial) D) CAmara himeda
con crecimiento de Escovopsis luego de 7 dias E) Luego se realiza pases en PDA, tomando un trozo del micelio
y se incuba por 20 dias F) Pasados estos dias se ve el crecimiento micelial de Escovopsis (A. coronatus)

E. IDENTIFICACION MOLECULAR DE ESCOVOPSIS

1. Extraccion de ADN
Para la extraccion de ADN, seguimos un protocolo de extraccion a base de CTAB

modificado de Moller et. al 1992, se tomaron porciones del micelio con ayuda de un
bisturi estériles y se colocaron en tubos de 1.5 mL (Eppendorf). Luego afiadimos
500 pL de CTAB (TEKNOVA), posteriormente se mezclé vigorosamente con un
pistilo estéril y se llevd a incubar en seco (Labnet International, Inc) a 65° C durante
30 minutos. Se agreg6 400 uL de fenol: cloroformo: alcohol isoamil, invirtiendo
varias veces (15 veces) para mezclar, para luego llevar a la microcentrifuga (Thermo
|[EC) a 14000 rpm durante 5 minutos. En tubos de 1.5 mL (Eppendorf) nuevos
transferimos 250 pL de sobrenadante y se afadieron 250 pL de isopropanol
(MARCA), la suspension se mezclé y se incubo en congelador (MARCA) a -20°C

durante 30 min, luego se centrifugo a 14 000 por 7 min. se descart6 el isopropanol
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y el pellet se lavé con 800 uL de etanol frio al 70%(MARCA), seguido de una
centrifugacion a 14 000 por 1 minuto. Después de descartar el etanol, se dejé secar
a temperatura ambiente. El pellet de ADN se resuspendiéo en 30 puL de agua
ultrapura (MARCA) y se procedié a cuantificar el ADN extraido utilizando el
NanoDrop (MARCA). Finalmente, los tubos con el ADN extraido se almacenaron a

-20°C para posterior uso en analisis moleculares.

2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para deteccidn de Escovopsis
Se amplifico la region ITS1 — 5,8S-ITS2 del ADN ribosomal, los primers utilizados

para la deteccibn de Escovopsis por PCR fueron los siguientes: ITS 4
(5'TCCCTCCGCTTATTGATATGC 3) ITS 5 (5"GGAAGTAAAGTCGTAA CAAGG

3)ITS 4 (5TCCCTCCGCTTATTGATATGC 3") ITS 1

Para la amplificacion de ADN, cada reaccién de PCR (volumen final de 25 pL)
estuvo compuesta de la siguiente manera: 12.25 pyL de H,O, 0.5 pL de cada primer
para Escovopsis, 2.5 pL de Buffer 10x, 0.5 pL de dNTPs 10mM, 3.0 yL de MgCl,,

5.0 pL de QsIn, 0.25 puL Taqg DNA polimerasa y 0.5 pL de ADN de la muestra.

Para generar los amplicones, las condiciones de PCR fueron programadas en el
termociclador (MARCA): Para ITS 5- ITS 4 95°C por 5 min, 30 ciclos de 45 s a 95°C,
45 sa50°Cy 1.3 mina 72°C. Ademas de una extension final a 72°C durante 10 min
(Mejia, L.). Para ITS 1- ITS 4 95°C por 5 min, 30 ciclos de 30 s a 95° C, 30 s a 60°C
y 1.3 min a 72°C, ademas de una extension final a 72°C durante 10 min (Agustin, J.
2013). Los controles negativos (procedentes de la extraccion de ADN) fueron

incluidos en todas la PCR realizadas.
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3. Electroforesis en gel de agarosa
Para la separacion de fragmentos amplificados, se prepararon gel de agarosa al

2.0% (LONZA), se pesaron 0.9 g de agarosa por cada 60 mL de buffer TAE 1x
(Thermo scientific). Los pocillos fueron llenados con 5 uL de PCR més 2 pL de
tampon de carga (Gel pilot Loading Dye, 5x). Uno de los pocillos fue llenado con 4
pL de marcador de peso molecular mas 2 pL de tampon de carga (Gel pilot Loading
Dye, 5x), para comparar las bandas resultantes y estimar su peso. Luego de cargar
las muestras en el gel, se programd para que corriera por 30 minutos a 94V. Las
bandas se visualizaron en un transiluminador, donde se registraron

fotograficamente las muestras positivas y negativas.

4. Purificacion de ADN (QIAGEN)
Se midioé el volumen total de cada muestra de PCR amplificado, una vez obtenido

este volumen se multiplico por 5, el resultado de esta multiplicacion es el volumen
por agregar de Buffer PB. Luego se transfirié a una columna spm en un tubo de 2mL
y se centrifugo por 1 min a 13,000 rpm, se descarté el sobrenadante, devolviendo
la columna nuevamente al tubo. Se agreg6 750 uL de buffer PE y se centrifugo por
1 min a 13,000 rpm, se descarta el precipitado y nuevamente se centrifuga por 1
min. Transferimos la columna a tubos de 1.5mL, agregamos 20 uL de agua de tipo
molecular y se dejé reposar 30 min, una vez pasado este tiempo, se cuantifico el

ADN.

5. Secuenciacion
Una vez purificada las muestras, se midio el volumen total de cada una y esta se

dividio en dos. Ya dividido el volumen de ADN se marcé con la inicial F (foward) y

R (reversed), y se le agrego 5uL del primer correspondiente.
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La secuenciacién de los ADN se realizé por el servicio de secuenciacion automatica
de MACROGEN, Corea. Se utilizd6 el programa para la construccion de una
secuencia y se realiz6 un andlisis de identidad y similitud mediante la herramienta

Blast contra la base datos de nucleétidos del NCBI.

F. Fotografias macroscépicas y microscopicas
Para la identificacibn morfoldégica de Escovopsis se realizaron placas de los

aislamientos obtenidos con ayuda de una cinta adhesiva esta se coloc6 sobre el
micelio para su adhesién y luego se coloc6 sobre el portaobjeto, en el cual
previamente se habia colocado una gota de azul Lactoglicerol para tefir sus

estructuras.
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VII.  RESULTADOS

A. Colecta de colonias
Se colectaron 10 colonias de cada especie de hormigas A. echinatior, A.

octospinosus, A. coronatus, Acromyrmex sp. estas se mantuvieron en el laboratorio

durante 1 mes aproximadamente con los cuidados requeridos para preservar el

hongo simbionte por un tiempo mas prolongado.
Nidos Nidos ADN extraido ADN ADN ADN
colectados aislados amplificado purificado secuenciado
(PCR)

Acromyrmex 11 10 10 9 9 9
echinatior

Acromyrmex 7 7 7 5 4 4
octospinosus

Acromyrmex 13 11 11 10 10 10
coronatus

Acromyrmex sp. 12 9 9 9 9 9

Cuadro 1: Nidos colectados y aislamientos para analisis moleculares.

B. Aislamiento de Escovopsis
De cada colonia se prepararon 10 platos Petri de camaras humedas las cuales se

monitorearon durante 7 dias hasta observar el crecimiento de Escovopsis, en los
cuales se obtuvo crecimiento micelial del micoparasito en cada uno. Para los
aislamientos en medios de cultivos (PDA) se sembraron aproximadamente 10 platos

de cada colonia y se monitorearon constantemente durante 20 dias, periodo en el

gue se obtuvieron cultivos puros de Escovopsis.

Los cultivos puros de Escovopsis obtenidos de algunas colonias de Acromyrmex sp.

y Acromyrmex coronatus mantuvieron un color amarillo — mostaza durante
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aproximadamente dos semanas, sin embargo, pasado este tiempo se tornaban

chocolates, su color caracteristico;(E.V. Gibbs, observaciones personales).

A) B)

Figura 2: Aislamiento de Escovopsis por especie de hormigas: A) cepas flngicas obtenidas de nidos de hormigas de
Acromyrmex octospinosus B) cepas fungicas obtenidas de nidos de hormigas de Acromyrmex echinatior C) cepas fungicas
obtenidas de nidos de hormigas de Acromyrmex sp. D) cepas fungicas obtenidas de nidos de hormigas de Acromyrmex
coronatus

Se tomaron fotografias macroscopicas de cada una de las colonias de Escovopsis
aisladas, estas fotos se tomaron antes del proceso de extraccion de ADN, para una

observacion mas clara de las caracteristicas que presentaba el micelio.
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Escovopsis weberi Escovopsis microspora Escovopsis moelleri Escovopsioides nivea

Figura 3: A) microscopia de conidioforo de Escovopsis weberi a 10um B) microscopia de
Escovopsis microspora a 10um C) microscopia de conidi6éforo de Escovopsis moelleri a 10um D)
microscopia de parte hialina de Escovopsioides

Se realizaron placas frescas durante el experimento para la observacion de
estructuras del hongo Escovopsis, mediante tincion de azul de lactoglicerol, este
nos ayuda a observar las estructuras mas claras, se utilizé6 un microscopio de luz
con cadmara DP73 OLYMPUS BX53.

C. ldentificacion molecular

- Amplificacion de ADN
Se obtuvieron los resultados requeridos, el ADN extraido fue utilizado para la

amplificacion y reaccion en cadena de la polimerasa. Para el hongo del género
Escovopsis, y la region ITS1 — ITS2 del gen ribosomal 5,8S; la amplificacién del
ADN alcanzo un peso molecular entre 600 a 700pb. En este trabajo fue posible
extraer ADN gendmico a partir del micelio de cada cepa fungica aislada, en los
cuales se obtuvieron ADN gendémico de buena calidad con concentraciones y

absorbancia requeridas (Cuadro 2). Todas las muestras se le realizo la técnica de
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electroforesis, las cuales se observaron las bandas amplificadas en un

transiluminador como se observa en la figura 4.

—

8 9 .10 11 12 13 14

Figura 4: Amplificacién en gel de agarosa al 1% durante 30 minutos a 94V. Utilizando los primers ITS5 - ITS4 y
ITS1 —ITS4, con sus condiciones de PCR correspondientes, y el marcador de peso molecular (INVITROGEN).

EXTRACCION DE ADN
COLONIA CONC. 260/280
01 Acromyrmex echinatior 43.9 2.23
02 Acromyrmex echinatior 673.6 2.10
03 Acromyrmex echinatior 46.3 2.12
04 Acromyrmex echinatior 16.4 1.89
05 Acromyrmex echinatior 64 2.21
06 Acromyrmex echinatior 44 2.20
07 Acromyrmex echinatior 35.6 2.06
08 Acromyrmex echinatior 256.7 2.09
09 Acromyrmex echinatior 496.3 2.07
10 Acromyrmex echinatior 140.9 2.16
11 Acromyrmex echinatior 132.6 1.45
01 Acromyrmex coronatus 264 2.14
02 Acromrymex coronatus 119.5 1.99
03 Acromyrmex coronatus 55.1 2.33
04 Acromyrmex coronatus 56.1 2.18
05 Acromyrmex coronatus 92.69 2.04
06 Acromyrmex coronatus 23.6 2.44
07 Acromyrmex coronatus 18.4 2.16
08 Acromyrmex coronatus 257.6 2.13
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09 Acromyrmex coronatus 29.9 1.98
10 Acromyrmex coronatus 57.6 2.23
11 Acromyrmex coronatus 95.3 1.52
12 Acromyrmex coronatus 189.2 2.06
13 Acromyrmex coronatus 157.5 2.10
01 Acromyrmex octospinosus 63.9 1.07
02 Acromyrmex octospinosus 101.6 1.88
03 Acromyrmex octospinosus 100.1 1.76
04 Acromyrmex octospinosus | 35.9 2.01
05 Acromyrmex octospinosus | 374.4 1.97
06 Acromyrmex octospinosus | 4.7 1.70
07 Acromyrmex octospinosus | 35.2 1.71
01 Acromyrmex sp. 25.9 1.98
02 Acromyrmex sp. 41.2 2.00
03 Acromyrmex sp. 276.3 2.14
04 Acromyrmex sp. 71.8 2.05
05 Acromyrmex sp. 205.8 2.10
07 Acromyrmex sp. 239.6 2.02
08 Acromyrmex sp. 80.4 1.89
10 Acromyrmex sp. 121.8 1.77
11 Acromyrmex sp. 50.3 1.67
12 Acromyrmex sp. 102.4 1.78

Cuadro 2: muestras extraidas por colonia de hormigas con su concentracion de ADN gendmico y absorbancia 260/280.

- SECUENCIACION
Se aislaron 37 hongos del género Escovopsis, aproximadamente 10 para cada

especie de hormiga Acromyrmex, de las cuales se obtuvieron 34 secuencias limpias
para la formacion de los arboles filogenético a partir de analisis de Inferencia
Bayesiana y RAXML. Los analisis obtenidos para estas secuencias por especie de
hormiga fueron: nueve (9) muestras de Escovopsis para Acromyrmex echinatior,
cuatro muestras para Acromyrmex octospinosus, diez muestras para Acromyrmex

coronatus y nueve muestras para Acromyrmex sp.

En el andlisis de identidad de las secuencias nucleotidicas obtenidas de buena

calidad se verificd un porcentaje de identidad mayor a 96%, en su mayoria
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reportadas para Escovopsis sp., haciendo una comparacion con muestras
previamente secuenciadas de otros hongos del género Escovopsis, los cuales
pertenecen a diferentes especies de hormigas Attines superiores, para corroborar
la identificacion molecular obtenida, se realiz6 el alineamiento de secuencias, se
procedio a realizar un alineamiento filogenético mediante los métodos RAXML e

inferencia Bayesiano.
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Figura 7: Arbol filogenético obtenido a partir del andlisis por inferencia Bayesiano realizado con las secuencias ITS 1-5.8S-
ITS2 del ADNr de 34 aislamientos en estudio y de las secuencias seleccionadas de la base de datos del género Escovopsis.
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Figura 8: arbol filogenético obtenido a partir del anélisis RAXML realizado con las secuencias ITS 1-5.8S-ITS2 del ADNr de
los aislamientos en estudio y de las secuencias seleccionadas de la base de datos del género Escovopsis.
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VIIl. DISCUSION

En el presente trabajo se logro colectar un total de 40 colonias aproximadamente;
10 por cada especie de hormiga Acromyrmex, en las cuales fue posible aislar 37
cepas o cultivos puros del hongo Escovopsis, ademas se obtuvo cuatro especies de
género Escovopsis a partir de 34 secuencias de colonias de hormigas cortadoras
de hojas del género Acromyrmex evaluadas. A continuacion, discutiremos la
diversidad y abundancia de las cepas de Escovopsis aisladas de hormigas

Acromyrmex en Panama.

a. ANALISIS FILOGENETICO
Ochenta y nueve por ciento (89%) de los hongos secuenciados fueron limpiados y

ordenados adecuadamente para poderlos analizar filogenéticamente. Solo el 11 %
de las muestras restantes no se analizaron ya que estas no presentaban la calidad
genética requerida para realizar el andlisis. No obstante, dentro del analisis
generado por NCBI Blast un 1.1% pertenecen a microorganismos adicionales,
secuencias reportadas del género Fusarium e llyonectria; Masiulionis y Pagnocca
(2017) reportaron la presencia de microorganismos adicionales en los cultivos de
hongos de los nidos de hormigas de la tribu Attini. Bich (2020) por su parte supone
que hay una variedad de microorganismos que se encuentran asociados
bioldgicamente con Escovopsis en el microambiente de los cultivos fangicos de las
hormigas de la tribu Attini, por lo que nuestros resultados son congruentes con esta
suposicion, las colonias de hormigas Attini pueden estar presentando una
diversidad de microorganismos asociados los cuales no se ha estudiado ni

determinado su relevancia dentro de los nidos de hormigas. Las secuencias
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reportadas de dichos géneros no fueron incluidas en la filogenia presentada en este

trabajo.

Las muestras no secuenciadas pudieron haber sido afectadas por multiples
factores, teniendo en cuenta que las muestras debian tener concentraciones de
50ng/uL de ADN gendmico para considerarse de buena calidad y una absorbancia
260/280 nm superior a 1.8, para obtener una secuencia limpia. La divergencia de
estas muestras con baja calidad impide su edicion ya que al presentar multiples
picos de secuencia o ruidos no pueden ser editadas y, por lo tanto, no se incluyen
en el andlisis. Los picos de secuencia o ruidos pueden deberse a multiples factores
como: muestras con cantidad insuficientes de ADN o existencia de un sitio
secundario de unién con el cebador, esto da lugar a picos extras; falta de
especificidad de la PCR y existencia de amplicones contaminantes en la muestra;
presencia de fragmentos de PCR mal purificados o un cebador mal purificado y

degradado.

En esta investigacion mediante la caracterizaciéon molecular de las cepas fungicas
se observo que la secuencia del aislamiento para la especie Acromyrmex echinatior
presentd un indice de identidad de 81% y form6 un clado monofilético con la

secuencia de referencia de la especie Escovopsioides nivea.

Este estudio presento6 una alta diversidad a pesar de utilizacion de un solo juego de
cebadores, se utilizo cebadores de tipo ITS para amplificar la region ITS 1 5-8S ITS
2, no obstante, en otros estudios se han utilizado cebadores como los de subunidad
larga (LSU), factor de elongacion (tefl), subunidad rpbl, rpb2 (Montoya et al. 2021,
Agustin et al. 2013; Christopher et al. 2021; Meirelles et al. 2015) en los cuales
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hacen una comparacién sistematica para la diferenciacion de clados y evaluar el
nivel de relacion entre las diferentes especies de Escovopsis; por lo que para
ampliar y obtener otros sitios de union con los cebadores, la utilizacion de distintos

cebadores podria variar la relacion genética de este micoparasito.

b. DIVERSIDAD GENETICA DE Escovopsis Y Escovopsioides
Los andlisis filogenéticos del arbol de RAXML y Bayesiano, revelaron la diversidad

genética del género Escovopsis encontrada en 34 colonias de hormigas del género
Acromyrmex (Fig. y Fig.) utilizando las secuencias ITS obtenidas de cultivos puros,

y data generada en el GenBank (cuadro x).

Nuestro analisis filogenético indica que las especies de Acromyrmex en Panama
estan siendo parasitas e infectadas por Escovopsis weberi, Escovopsis microspora,
Escovopsis moelleri y Escovopsioides nivea ; a pesar de que existen pocos registros
de Escovopsis en Panam4, Currie, CR et al. (1999) reportaron por primera vez
Escovopsis en hormigas cortadoras de hojas (Atta y Acromyrmex) en esta region,
el cual nos present6 que del 33 al 75% de los nidos se encontraban infectados por
Escovopsis, sin embargo, no fue hasta 2017 en estudios realizados por Boya &
Ferndndez — Marin que se caracterizé al nivel de especie siendo reportada asi E.
weberi la Unica especie previamente nombrada desde Panama; mas tarde
Christopher y otros (2021) realizaron una importante caracterizaciéon molecular, la
cual nos dio un vistazo de la amplia diversidad de Escovopsis en colonias de

hormigas de la tribu Attini.

Esta investigacibn nos muestra que las cepas aisladas para las especies de

hormigas A. echinatior, A. coronatus, Acromyrmex sp. estan siendo parasitadas por
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E. weberi, E. microspora, es decir compartiendo el mismo micoparasito, estos
resultados nos dan una idea que tan especialista son los hongos del género
Escovopsis, ya que los lugares de colecta para esta especies de hormigas
mantienen condiciones ambientales muy diferentes y una distancia geografia
amplia; ademds, en el presentes estudio no se reporté E. aspergilloides ni E.
lentescrences a pesar de que estas especies han sido reportadas parasitando otras
especies de Acromyrmex (Agustin et al. 2013). Mientras que las hormigas de la
especie de Acromyrmex octospinosus estudiadas en este trabajo estdn siendo
infectadas por Escovopsis moelleri, este resultado consiste con lo reportado por
Christopher y otros (2021), sin embargo, ellos reportaron también para esta especie

de hormiga cortadora infeccion por Escovopsis weberi y Escovopsis microspora.

En el presente trabajo mostramos por primera vez en Panama reporte de infeccion
por Escovopsioides nivea en hormigas Acromyrmex echinatior lo que nos indica un
antagonismo del hongo mutualista de las hormigas cortadoras de hojas. La
inferencia bayesiana resolvié a Escovopsioides nivea en un clado monofilético
aparte y como grupo hermano de Escovopsis tal como lo reportaron Agustin et al.,

2013 y Ostis & Rodrigues, 2018.

Se ha reportado E. nivea es un hongo de prevalencia variable en jardines de
hormigas cortadoras de hojas. Agustin et al. 2013 reportaron E. nivea de 14 de 25
(56%) colonias recolectadas de tres especies de Acromyrmex (ver material
suplementario de Agustin et al. 2013). Considerando el mismo género de hormigas
Rodrigues et al. 2008 y Mendoca et al. (2021 reportaron una menor prevalencia, 8%

y 5%, respectivamente E. nivea también ha sido reportado en colonias del género
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Atta (Reis et al. 2015; Pereira et al. 2016) con prevalencia de 66% y 12%. Otros
estudios (Rodrigues et al. (2005a,b) también muestrearon colonias de Atta con una

prevalencia de 50% y 8%.

Escovopsioides presenta un micelio hialino y carece de pigmentacion, que es la
principal caracteristica que lo diferencia de Escovopsis (Agustin et al.,, 2013),
ademas presenta un crecimiento lento por lo que el aislamiento de este puede ser
una tarea dificil. Debido a los factores mencionados anteriormente, reconocer y
distinguirlo de otros hongos contaminantes durante el aislamiento puede tornarse
complicado. Considerando el lento crecimiento de este hongo, puede darse el caso
de que otros contaminantes presentes ya sean ambientales, inhiban o abarquen su
crecimiento antes de que este pueda desarrollarse completamente, por lo que
trabajar de la manera mas aséptica seria lo primordial para el aislamiento de

Escovopsioides.

c. DISTRIBUCION GEOGRAFICA
En este estudio se tomaron muestras de diferentes provincias de la Republica de

Panama, tales como: Panama Oeste (Rio Congo), Col6n (Gamboa), Chiriqui
(Fortunay Cordillera) y Coclé (Juan hombrén y Aguadulce). Cada uno de los lugares
donde se realizaron estos muestreos presenta condiciones ambientales y climéaticas
diferentes, ademas de tener una distancia geografia amplia. Los nidos de hormigas
colectados en Chiriqui (Acromyrmex coronatus) y Coclé - juan hombrén
(Acromyrmex sp.) que cuentan con condiciones ambientales muy diferentes. En
Chiriqui por su parte con una humedad prevalente y mayor altitud, mientras que en

Coclé una zona de playa con ambiente caluroso y seco, se esperaba obtener una
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alta especificidad de infeccién por Escovopsis, sin embargo, nuestro andlisis
filogenético agrupa en dos clados definidos soportados por Bootstrap superiores a
50%, donde se puede observar la baja especificidad del hongo Escovopsis, ya que

estos se estan compartiendo entre especies.

En el primer clado, agrupan a las cuatro especies estudiadas en este ensayo
(Acromyrmex echinatior, Acromyrmex octospinosus, Acromyrmex coronatus,
Acromyrmex sp.), sin embargo, tres de las cuatro especies estan siendo parasitadas
por Escovopsis weberi, Escovopsis microspora y Escovopsis moelleri, y las
especies Acromyrmex octospinosus estan siendo infectadas exclusivamente por
Escovopsis moelleri, esto nos indica que las especies de Acromyrmex con alta
distribucion geografica estan siendo infectadas por las mismas especies de
Escovopsis que tienen baja distribucion geogréfica. En el clado 2, una colonia de
Acromyrmex echinatior esta siendo parasitadas por Escovopsioides nivea, el cual
habia sido reportado en otras especies de hormigas cortadoras de hojas en Brasil

(Agustin J, 2013; Otis J & Rodriguez A, 2018).

Estos resultados nos indica que no existe especificidad entre las especies del
género Escovopsis y los cultivares fangicos, la ausencia de especificidad entre los
cultivares y Escovopsis en la simbiosis hormiga-patégeno podria indicar que las
cepas de Escovopsis tienen alelos de virulencia que coinciden con los alelos

inhibidores del cultivar (Agrawal & Lively, 2002).

En estudios realizados por Taerum et al. 2007 reportaron que los aislamientos de
Escovopsis obtenidos de nidos de Acromyrmex y Atta eran casi idénticos, ya que
no presentaban correlacion con el nido de hormigas, ni con la distribucion geografica
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porque habia aislamientos de varias regiones (Argentina, Panama, Ecuador) sus
resultados indican similitud a pesar de ser aislamientos de muy diferentes
ubicaciones geograficas, esto concuerda con nuestros resultados ya que sin
importar su distribucion geografica las especies del género Escovopsis estan

correlacionadas entre si.

Los estudios relacionados a la descripcion formal de este género aln son escasos
(Meirelles, Montoya et al., 2015. La presencia de las cepas en estudio al género
Escovopsis ha sido determinada principalmente mediante caracterizacion
molecular, sin embargo, la identificacibn morfolégica se realiz6 con base en la
descripcion morfoldgica realizada por Agustin et al. (2013) y Muchovej y Della Lucia

(1990).

A pesar de que se recomienda complementar la identificacion morfolégica con datos
moleculares (Chakraborty et al., 2011), en la base de datos molecular de Genbank
del NCBI, 14 de las 34 secuencias registradas de las regiones ITS de hongos del

género Escovopsis estaban registradas a una especie determinada.
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IX. CONCLUSION

Se logré determinar la diversidad de hongos patdgenos del género Escovopsis
parasitando las diferentes especies de hormigas cortadoras del género Acromyrmex
con distinta distribucion geografica en la Republica de Panama. Se aislaron 37
cepas o cultivos puros del hongo Escovopsis, de los cuales se obtuvieron 3 especies
de Escovopsis a partir de 32 secuencias de colonias de hormigas cortadoras de este
género; las especies del hongo Escovopsis que estan parasitando estas especies

son: Escovopsis weberi, Escovopsis microspora y Escovopsis moelleri.

Para las especies de hormigas Acromyrmex echinatior y Acromyrmex coronatus
presentan infeccién por Escovopsioides, un grupo hermano de Escovopsis, en el
caso de Acromyrmex echinatior mediante secuenciacion form6 un clado
monofilético aparte y para Acromyrmex coronatus su caracterizacion fue
completamente mediante observacion microscopica, para esta colonia se logro
aislar ambos géneros (Escovopsis y Escovopsioides) presentando asi una
coinfeccién es decir, una infeccion simultanea de ambos patdgenos al hongo

cultivar.
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X.

RECOMENDACIONES

Ampliar el nUmero de colonias muestreadas.

Realizar estudios para determinar la prevalencia de Escovopsioides en
Panama.

Utilizacidon de otros cebadores moleculares o primers, que nos ayuden a
identificar otras especies de Escovopsis en estas mismas especies de
hormigas u otras especies.

Realizar estudios que incluyan otras especies de Acromyrmex, como A.
volcanus, A. insinuator

Hacer colectas en distintas regiones de la Republica de Panama.
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Abreviaturas

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

TAE: Disolucién tampon formada por Tris, acetato y EDTA.
CTAB: Bromuro de cetil - trimetil amonio.

PDA: Agar papa dextrosa
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