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Abstract. Pelissero D.; F. Kuhar, M. Pereyra & E. Nouhra. 2021. Fungal symbionts of leaf-cutting ants of the genus
Acromyrmex in dry forest of central Argentina. Darwiniana, nueva serie 9(1): 162-172.

Fungi associated with leaf-cutter ants (LCAs) play a fundamental role in Neotropical ecosystems. The
association with fungi allows LCAs to be the dominant herbivores and in this way influence ecological
processes. In order to know the taxonomic diversity of fungal symbionts associated with LCAs, ten sampling
sites were selected corresponding to the Chaquefio Serrano district and the Algarrobo district. Samples of
fungi grown by leaf cutter ants were collected, a part of the fungal material was grown in potato agar culture
medium with dextrose and another was stored in a CTAB buffer. Subsequently, amplifications of the ITS1,
ITS2 and 5.8S ribosomal gene were carried out. A phylogenetic analysis (Maximum Likelihood and Bayesian)
was performed with the sequences. Results show that the leaf cutter ants in the sampled region cultivate
symbiotic fungi of two well-differentiated phylogenetic clades (known as A and B). The agar cultures showed
a slow growth, with development of globose structures named gongylidia that are grouped together forming
staphyla (clusters). Among the ants studied, Acromyrmex striatus is associated with fungi from both clades. In
the Espinal forest (Algarrobo district) A. striatus was found associated with clade B fungi (Leucocoprinus sp.)
and in the Chaco Serrano (Chaquefio Serrano district) with clade A fungi (Leucocoprinus gongylophorus).
While Acromyrmex crassispinus and A. heyeri included in the study exclusively cultivate L. gongylophorus
from clade A fungi regardless of the region they inhabit. In addition, the first molecular identification of the
fungus L. gongylophorus cultivated by Acromyrmex silvestrii is reported.

Keywords. Acromyrmex; Cordoba; gen 5.8S; ITS1; ITS2; Leucocoprinus.

Resumen. Pelissero D.; F. Kuhar; M. Pereyra & E. Nouhra. 2021. Hongos simbiontes de hormigas cortadoras de hojas
del género Acromyrmex en bosques secos del centro de Argentina. Darwiniana, nueva serie 9(1): 162-172.

Los hongos asociados a hormigas cortadoras de hojas (HCH) juegan un rol fundamental en los
ecosistemas Neotropicales. La asociacion con hongos permite que las HCH sean los herbivoros dominantes
en esta region, y de esta manera influyan activamente en los procesos ecologicos. A fin de conocer la
diversidad taxonomica de simbiontes fingicos asociados a HCH, se realizé un relevamiento en 10 sitios
correspondientes al distrito Chaquefio Serrano dentro de la provincia Chaquefia y al distrito del Algarrobo
dentro de la provincia del Espinal. Se recolectaron muestras de hongos cultivados por hormigas cortadoras
de hojas, y una parte del material fungico se cultivo en agar papa con dextrosa y otra se almacend en buffer
CTAB. Se realizaron amplificaciones de la region ITS1, ITS2 y gen 5.8S ribosomal. Con las secuencias
se realizaron andlisis filogenéticos (Méaxima Verosimilitud y Bayesiano). Los resultados muestran que las
hormigas cortadoras de hojas en las regiones muestreadas cultivan hongos simbiontes de dos clados (conocidos
como A y B) bien diferenciados filogenéticamente. Los cultivos presentaron un crecimiento lento con
desarrollo de estructuras globosas llamadas gongilidios, las cuales se agrupan formando estafilos (racimos).
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Entre las hormigas estudiadas, Acromyrmex striatus se asocia con hongos de ambos clados. En el Espinal
(distrito del Algarrobo) se encontr6 a A. striatus asociada con hongos del clado B (Leucocoprinus sp.) y
en el Chaco Serrano (distrito Chaquefio Serrano) a hongos del clado A (Leucocoprinus gongylophorus).
Mientras que Acromyrmex crassispinus 'y A. heyeri incluidas en el estudio cultivan exclusivamente a L.
gongylophorus del clado A independientemente de la region que habiten. Ademas, se reporta la primera
identificacion molecular del hongo L. gongylophorus cultivado por Acromyrmex silvestrii.

Palabras clave. Acromyrmex; Cérdoba; gen 5.8S; ITS1; ITS2; Leucocoprinus.

INTRODUCCION

Los hongos cumplen diversos roles fundamentales
en los ecosistemas naturales que habitan, como
saprofitos descomponedores, simbiontes patogenos y
mutualistas, y son componentes clave en la dindamica
de los suelos por contribuir al ciclado de la materia
organica y los nutrientes. En particular, los hongos
mutualistas propician la nutricion de las plantas y
de otros organismos, mientras que los patogenos
tienen una relacion antagénica con sus hospederos al
reducir su fitness (Dighton & White, 2017).

En América, ciertos hongos se asocian en
simbiosis mutualista con hormigas dentro de las
camaras del hormiguero. Las hormigas cortan hojas
y restos vegetales que mezclan con saliva para
formar el sustrato de cultivo del hongo y a cambio,
utilizan partes del tejido fungico para satisfacer sus
necesidades nutricionales (Holldobler & Willson,
1990; Currie et al.,1999; Currie, 2001; Schultz 2020).

Las hormigas cultivadoras se clasifican dentro
de la tribu Attini (Hymenoptera; Formicidae;
Myrmicinae), junto con otras de diferente habito
recientemente incluidas en esta tribu (Ward et
al.,, 2015). Dentro de la tribu Attini encontramos
la subtribu Attina, que comprende cerca de 250
especies de hormigas cultivadoras de hongos,
diferenciadas en dos grupos informales que se basan
en sus relaciones filogenéticas: Attinas “superiores”
(derivadas), con los géneros Atta, Acromyrmex,
Amoimyrmex (llamadas Hormigas Cortadoras de
Hojas: HCH), Trachymyrmex, Mycetomoellerius,
Paratrachymyrmex 'y Sericomyrmex, y Attinas
“inferiores” (basales), grupo que incluye, entre
otros géneros, a Cyphomyrmex, Mycetophylax,
Mycetosorytis,  Myrmicocrypta, — Mycocepurus,
Apterostigma (Mueller et al., 1998; Ward et al.,
2015; Solomon et al., 2019; Cristiano et al., 2020).

Las Attinas son hormigas endémicas de América
y presentan una mayor riqueza de especies en

el Neotropico (Mayhé-Nunes & Jaffe, 1998).
Se estima que el origen de la simbiosis puede haber
ocurrido hace unos 60 millones de afios (Mueller et
al., 2001; Mueller, 2002; Schultz & Brady, 2008) y
existen varias hipdtesis sobre este proceso (Mueller
et al., 2001; Branstetter et al., 2017). Las hormigas
establecen simbiosis nutricional con diferentes familias
de hongos; asi, la mayoria de los géneros de Attini se
asocian con basidiomicetes de la tribu Leucocoprineae
de la familia Agaricaceae, mientras que un grupo de
Attini inferiores (especies del grupo Apterostigma
pilosum) forman simbiosis con hongos de la familia
Pterulaceae (Chapela et al., 1994; Mueller et al., 2001;
Munkacsi et al., 2004; Schultz, 2020).

Las HCH poseen un rol ecolégico muy
importante en los ecosistemas del Neotropico. Son
consideradas los herbivoros dominantes y su efecto
es comparable con los grandes ungulados africanos
(Holldobler & Willson, 1990; Costa et al., 2008).
La distribucion del material vegetal en los
hormigueros y su estructura contribuyen al aporte
de nutrientes, a la porosidad y al drenaje en el
suelo (Rico Gray & Oliveira, 2007). Esto favorece
la biota en términos de abundancia y composicion
de plantas al aumentar su fertilidad. Esto ultimo es
importante ya que facilita la sucesion, tanto primaria
como la de paisajes perturbados (Wirth et al., 2003;
Farji-Brener & Tadey, 2009).

Lasimbiosis entre hongos y hormigas esta vastamente
estudiada, ya que el comportamiento forrajero de las
hormigas cortadoras (Atta y Acromyrmex) llamé la
atencion de los primeros naturalistas. Linnaeus en 1758
registro especies de la tribu Attini, en 1804 Fabricius cred
el género Atta, y en 1865 Mayr el género Acromyrmex
(Weber, 1966). Moller, por otra parte, fue el
primero en observar y reportar la formacion de
basidiomas por parte del simbionte fingico, y
lo nombré Rozites gongylophora, material que
posteriormente  fue transferido a Leucocoprinus
gongylophorus  (Hein) (Mueller et al, 2017).
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El estadio sexual del hongo es infrecuente y solo se
produce cuando la hormiga reina muere y la colonia
abandona el cultivo (Mueller, 2002).

Hasta hace poco tiempo, las evidencias mostraban
que las HCH cultivaban s6lo una especie fingica,
Leucocoprinus ~ gongylophorus  (Leucocoprineae,
Agaricales) y las Attini “superiores” no
cortadoras  (Trachymyrmex, = Mycetomoellerius,
Paratrachymyrmex 'y  Sericomyrmex) cultivan
otra especie cercana (Leucocoprinus sp.). Dicha
correspondencia entre hongos y sus cultivares se
explicd como coevolucion debido a la simbiosis
obligada de los mismos (Chapela et al., 1994; Mueller
et al., 1998; Mueller et al., 2001). Estudios recientes
demuestran que las Attini superiores cultivan distintas
especies filogenéticas de hongos que se agrupan en
dos clados: A (Leucocoprinus gongylophorus) y B
(seis especies filogenéticas del género Leucocoprinus,
aun no descriptas) (Mueller et al., 2018).

Lamayoria de los estudios sobre hongos cultivados
por hormigas Attini fueron realizados en Centro y
Norteamérica (Mueller et al., 1998; Green et al., 2002;
Mehdiabadi etal., 2012). Teniendo en cuenta que estas
hormigas son un modelo para estudiar la simbiosis e
inferir relaciones evolutivas, es importante contemplar
la diversidad presente en todos los ecosistemas, en
particular en los del Neotropico, region donde se
habria originado esta simbiosis (Kusnezov, 1963;
Fowler, 1983; Mueller et al., 2017).

La region Neotropical estd  vastamente
representada en Argentina por varios tipos de
vegetacion y areas fitogeograficas (Cabrera, 1976).
Los estudios sobre hongos asociados a HCH en
estas regiones son actualmente escasos (Lugo et
al., 2013; Marfetan et al., 2015; Bich et al., 2017;
Mueller et al.,, 2017; Mueller et al., 2018). Un
relevamiento reciente de la diversidad fingica en
la region norte de Argentina a partir de muestras
de ADN de suelos indico la existencia de hongos
simbiontes de hormigas cultivadoras de hongos
no registrados previamente (Nouhra et al., 2018).
En Argentina se citan 4 especies de Atta y
29 especies de Acromyrmex, de ellas unas 18
especies de Acromyrmex y 3 especies de Atta para
Cordoba (Janicki et al., 2016; Antweb, 2018).
Si bien existe en Cordoba un estudio sobre la
diversidad de simbiontes fiingicos asociados a estas
hormigas, los hongos no fueron caracterizados
taxonémicamente  (Abril &  Bucher, 2007).
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El objetivo de este trabajo es relevar los simbiontes
fungicos asociados a HCH del género Acromyrmex
en dos distritos fitogeograficos dominantes de la
provincia de Cordoba.

MATERIALES Y METODOS

Sitios de estudio:

Elestudioserealizé enlaprovinciade Cordobaenel
dominio Chaquefio de la region Neotropical. Se selec-
cionaron 10 sitios de los cuales 7 pertenecen al distri-
to Chaquefio Serrano de la provincia Chaquefia (Cha-
co Serrano), 2 al distrito del Algarrobo de la provincia
del Espinal (Espinal) y 1 sitio en Ciudad Universitaria
Cordoba. Este ultimo se incluyo en el Chaco Serrano
por la cercania que presenta con los sitios de esta re-
gion y representa un area de transicion muy modifi-
cada entre las provincias fitogeograficas muestreadas
(Cabrera 1976; Giorgis et al., 2017; Cabido et al.,
2018; Zeballos et al., 2020) (Fig. 1).

Los muestreos se realizaron en el periodo
comprendido entre noviembre de 2018 a mayo de
2019, en las siguientes ubicaciones; correspondiente
al Distrito Chaquefio Serrano (Chaco Serrano):
Ascochinga (30°56°21,1”S 64°19°09,970), Cuesta
Blanca (31°29°42,8”S  64°35°30,7°0), Camino
Altas cumbres (31°35°32,4”S 64°31°34,8”0), La
Estancita (31°07°04,0”S 64°21°47,4”0), Mendiolaza
(31°16°18,8”S 64°18°48,8”0), Camino Falda del
Carmen (31°28°38,2”’S 64°25°56,6”°0), Santa Maria
de Punilla (31°15°18,38”S 64°36°15,26”0) y Ciudad
Universitaria Cordoba (31°26°05,3”S 64°11°33,2”0)
y correspondientes al Distrito del Algarrobo
(Espinal): Yucat (32°21°32,2”S 63°26°23,770) vy
Tinoco (31°06°08,9”S 63°50°44,6”0) (Fig. 1).

Cultivo y analisis molecular:

En cada sitio se muestrearon entre 1 y 5
hormigueros de las diferentes especies de HCH
que se encontraron. Las muestras se obtuvieron
cavando con una pala hasta acceder a la/las
camara/s conteniendo el/los jardin/es fungicos, ¢
intentando no destruir completamente el nido. Se
extrajo el material fingico y se aisloé “in situ” en
placas de Petri (entre 3 y 5 placas por hormiguero)
previamente preparadas con medio agar de papa y
dextrosa (APD) y un antibiotico (cloranfenicol). Una
porcion se fijo en fresco en buffer CTAB (Bromuro
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Fig. 1. Seccion de las provincias fitogeograficas de Argentina (Cabrera 1976). El rectangulo rojo representa una ampliacion
de las areas de muestreo con sus respectivos sitios de muestreo: 1) Ascochinga, 2) Cuesta Blanca, 3) Camino Altas cumbres,
4) La Estancita, 5) Mendiolaza, 6) Camino Falda del Carmen, 7) Santa Maria, 8) Ciudad Universitaria, 9) Yucat, 10)
Tinoco. Figura en color en la version en linea http://www.ojs.darwin.edu.ar/index.php/darwiniana/article/view/950/1219

de cetiltrimetilamonio) para la posterior extraccion
y analisis de ADN. Para cada aislamiento se
realizaron subcultivos a fin de asegurar su pureza y,
cuando aparecieron contaminaciones, se realizaron
nuevos repiques y aislamientos con el fungicida
selectivo benomyl. Los cultivos se mantuvieron en
oscuridad a 25°C en camara de cultivo.

E1 ADN se extrajo de aproximadamente 50 mg de
micelio fijado en CTAB de cultivos en APD (Gardes
& Bruns, 1993) y se amplifico la region ITS (ITS1-
5.8-ITS2) mediante PCR utilizando los primers
ITS1F y ITS4B (Gardes & Bruns, 1993; White et al.,
1990). Las amplificaciones se enviaron a Macrogen
Inc. (Seul, Corea del Sur) para la purificacion y
secuenciacion del gen ITS, con el primer ITS4, en un
equipo ABI 3730XL. Las secuencias asi generadas
fueron editadas con BioEdit v7.0.5, y de un total
de 29 secuencias, 9 estuvieron completas en sus
regiones intergénicas (690 a 700 pb) ITS1, ITS2 yel
gen 5.8S ribosomal. De las 20 restantes se utilizaron
aproximadamente 110 pb que corresponden a
la region intergénica ITS2. Las secuencias se
compararon con aquellas disponibles en bases de
datos mediante la herramienta de biisqueda “Blast”
en Genbank (http://www.ncbi.nlm.gov).

Las secuencias se alinearon con el servidor
MAFFT 7.0 (Katoh & Standley, 2013) y con el servi-
dor online del software Gblocks v. 0.91 b (Castresana,
2002) se eliminaron las regiones ambiguamente ali-
neadas y se extrajeron los bloques comparables para
elanalisis. Se obtuvieron un total de 29 secuencias con
sitios comparables. Se selecciondé K2+I como mode-
lo de sustitucion de nucledtidos con jModelTest 2.1
(Darriba et al., 2012) usando el criterio de informa-
cion Akaike (AIC), y asi se realiz6 un analisis de
Maxima Verosimilitud en Mega-X (Kumar et al.,
2018). Los valores de Bootstrap para el arbol mas ve-
rosimil se calcularon sobre 1000 repeticiones. El ana-
lisis Bayesiano se realiz6 con MrBayes (Huelsenbeck
& Ronquist, 2001) produciendo 10 000 000 de gene-
raciones de arboles aleatorios sobre cuatro cadenas
simultaneas y muestreando cada mil arboles.

Los cultivos fingicos se caracterizaron
morfologicamente de acuerdo con la bibliografia
especializada (e.g. Weber, 1966; Curie, 2001;
Miyashira et al., 2010), utilizando un microscopio
optico Carl Zeiss Primo Star. Para ello se realizaron
preparaciones microscopicas coloreadas con floxina
B (C.I. 45410), tanto de las estructuras fingicas
observadas en cultivos como aquellas extraidas
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directamente de los jardines fungicos. Las hormigas
se identificaron bajo lupa estereoscopica Nikon
(SMZ745T), utilizando la clave de Gongalves (1961)
y una clave provisoria proporcionada por el Dr.
Andrés F. Sanchez Restrepo. Las fotografias fueron
tomadas con camara AxioCam ERC 5s.

RESULTADOS

Se analizaron 28 hormigueros, 20 pertenecientes
al distrito del Chaco Serrano, 7 pertenecientes al
distrito del Algarrobo y 1 en la Ciudad universitaria
de Cordoba (UNC, en un éarea relictual muy
modificada de bosque chaqueiio) (Tabla 1).

Se encontr6 que la diversidad taxonomica de los
simbiontes fungicos cultivados por HCH pertenecen a
2 clados bien diferenciados filogenéticamente (Fig. 2).
El clado A (Leucocoprinus gongylophorus) y el clado
B (Leucocoprinus sp.). Los hormigueros pertenecen
a 4 especies: Acromyrmex crassispinus, A. striatus,

DARWINIANA, nueva serie 9(1): 162-172. 2021

A. heyeri y A. silvestrii (Fig. 3 - A, B, C y D).
Se encontrd que A. striatus cultiva hongos de ambos
clados, el A en el Chaco Serrano y el B en el Espinal.
El resto de las hormigas cultivan cepas del clado A
independientemente de la region de la cual provengan.

Posicion filogenética de los simbiontes fungicos

Las  relaciones  filogenéticas  observadas
(Fig. 2) indican que las HCH se asocian en simbiosis
nutricional con cepas de los dos clados antes
mencionados. El clado A, con un soporte alto (99/1),
representa un grupo monofilético de la especie
Leucocoprinus gongylophorus. El clado B con igual
soporte (99/1), representaria una especie ain no
descrita del género Leucocoprinus.

Las hormigas A crassispinus y A heyeri cultivan
siempre a L. gongylophorus, independientemente
de la region. Acromyrmex striatus cultiva en el
Chaco Serrano a L. gongylophorus y en el Espinal a
Leucocoprinus sp. La hormiga A. silvestrii cultiva a
L. gongylophorus en el Chaco Serrano.

991

MT982115 MEN1D6 A. crassispinus Argentina

MT982091 TN1 A. crassispinus Argentina
MT982102 AS1 A. crassispinus Argentina
MT982101 TN3 A. crassispinus Argentina

MT982095 YU2 A. crassispinus Argentina
MT982111 FD3 A. striatus Argentina

MT982089 EST2 A. heyeriArgentina
- MT982110 FD1 A. striatus Argentina
MT982104 EST1 A. heyeriArgentina
MT982100 YU4 A. heyeri Argentina
MT982096 YU1 A. heyeriArgentina
JX259049 Atta cephalotes Venezuela *
|- MT982105 EST3 A. striatus Argentina
- MT982098 VG3 A striatus Argentina
MT982107 CB1 A. striatus Argentina
MT982114 MEN3 A. heyeriArgentina
MT982097 VG1 A. striatus Argentina
MT982108 CB2 A. silvestriiArgentina
MT982116 MEN2 A. crassispinus Argentina
MT982117 IMBIV A. striatus Argentina
MT982109 CB3 A. crassispinus Argentina
MT982113 EST4 A. striatus Argentina
MT982093 SM1 A. crassispinus Argentina
DQ779960 Atta cephalotes Mexico *
MT982103 ESTS A. crassispinus Argentina
MT982092 LG1 A. crassispinus Argentina
MT982099 VG2 A. crassispinus Argentina
MT982106 MEN1D30 A. crassispinus Argentina
MT982112 FD2 A. crassispinus Argentina

s ,—// KT898384 A. laticeps Argentina *

w0t KT898383 A. striatus Argentina *
MT982090 TN2 A. striatus Argentina
MT982094 YU3 A. striatus Argentina

EF 527335 Lepiotaceas sp. * +

Leucocoprinus gongylophorus
Clado A

Leucocoprinus sp.

AF079692 L inus sp. C; rimosus * -
I— AF079731 Lepiotaceae sp. * + Referencias
AF079754 L inus sp. Tr * #uj I\:?c(o
AF482859 Loucocoprinus brebissonii * + B
AF079753 L inus cf. “+

AY176346 Coprinus comatus * +

0.2

LG y AS: Ascochinga

VG: Camino a Falda del Carmen

FD: Camino de las altas cumbres
EST: La Estancita

IMBIV: Ciudad Universitaria

SM: Santa Maria

* = Secuencias tomadas de Genbank
+ = Hongos de vida libre

Fig. 2. Arbol filogenético obtenido por Méaxima Verosimilitud. Las medidas de soporte son provistas por Bootstrap y
Probabilidades Posteriores respectivamente. Coprinus comatus se utilizé como outgroup para enraizar el arbol. Los
nombres de los simbiontes cuentan con su codigo de acceso a Genbank y la especie de hormiga asociada. La barra de
escala representa el nimero esperado de cambios de nucledtidos por sitio.
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Tabla 1. Numero de hormigueros por cada sitio muestreado y especie de hormiga asociada.

Region Sitio
fitogeografica A. striatus
Mendiolaza -
La Estancita 2
Falda del Carmen 2
Ascochinga -
Chaco Serrano Camino Altas cumbres 2

—_

Cuesta Blanca

Santa Maria de Punilla
Ciudad Universitaria
Tinoco

Yucat

[ I Y

Espinal

Caracterizacién morfolégica de cultivos

Los cultivos del simbionte fiingico se iniciaron
en diferentes momentos debido a las fechas de
recolecta y a los sucesivos repiques que se realizaron
por contaminacion. Todos comenzaron presentando
una zona central de aspecto algodonoso, donde
se observé una elevada densidad de hifas que
disminuyeron en abundancia hacia la periferia,
apareciendo hifas hialinas solo en los bordes externos
del cultivo (0,5 cm de diametro aproximado a los 15
dias de cultivo). Al cabo de 30 dias (aprox.), cuando
los cultivos poseian un tamafio entre 1 y 1,5 cm
de diametro, las colonias presentaron exudados
en forma de gotas hialinas amarillentas sobre la
superficie del cultivo y desarrollaron estafilos
con forma de copos blanquecinos, formados por
agrupaciones de gongilidios (Fig. 4- C y D). Estas
estructuras globosas se forman en las terminaciones
hifales y se encuentran agrupadas en racimos
denominados estafilos (Fig. 4- A y B). Si bien el
simbionte fungico del clado B presentd estafilos
menos evidentes a simple vista, su crecimiento en
cultivo fue similar al descrito anteriormente.

En los cultivos de ambos simbiontes (clados
A y B), se observaron al microscopio, hifas
hialinas cilindricas, alargadas y delgadas con
ramificaciones laterales y en forma de H. con
septos simples y desprovistas de fibulas. El
grosor de las hifas en ambos fue de 4-7,5 pm. Los
gongilidios presentaron variaciéon en su forma a
los 120 dias de crecimiento en placa. El clado A
presentd un grosor promedio de 27 pm (rango de
15-37 pm) y un largo promedio de 44 um (rango
de 37-50 um), de forma ovoide (Fig. 4- B y D).

Especie de hormiga

A. crassispinus A. heyeri A. silvestrii
2 1 -
1 2 -
1 R -
2 R -
1 - .
1 - 1
1 R -
2 - -
1 2 -

El clado B present6 un grosor promedio de 33 pm
(rango de 20-50 pm) y un largo promedio de 37 um
(rango de 25-52.5 pm), de aspecto globular (Fig. 4-
Ay C). En ambos cultivos los gongilidios fueron
terminales, laterales y ocasionalmente intercalares.

DISCUSION

Caracteristicas de la simbiosis

En este trabajo, los resultados filogenéticos
indican que la diversidad fungica asociada a las
HCH de los sitios estudiados estaria agrupada
en dos clados bien diferenciados del género
Leucocoprinus (Agaricaceae). Estos resultados son
concordantes con los estudios recientes de Mueller
et al. (2017, 2018), en los cuales se incluyeron
hormigas con distribucion en la Sudamérica austral.

Acromyrmex striatus cultivd cepas de ambos
clados, el B (Leucocoprinus sp.) tal como lo repor-
taron Mueller et al. (2018) y el A (Leucocoprinus
gongylophorus). La interaccion de A. striatus con
el simbionte de clado A no esta registrada en la bi-
bliografia y dependiendo de la region que habita,
A. striatus cultiva uno u otro simbionte fungico.
Otros estudios reportan que, en Brasil, las hormigas
cortadoras (Acromyrmex crassispinus, Acromyrmex
coronatus y Atta laevigata) también cultivan ambos
clados (Mueller et al., 2018). Esto sugiere que
existen mecanismos de transferencia de las cepas
fungicas entre Attini superiores cortadoras y no cor-
tadoras, dado que estas ultimas se han encontrado
con mayor frecuencia asociadas al simbionte fungi-
co del clado B (Mueller, 1998; Mueller et al., 2017).
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Fig. 3. Vista frontal de hormigas cortadoras de hojas. A, Acromyrmex crassispinus. B, Acromyrmex striatus.
C, Acromyrmex heyeri. D, Acromyrmex silvestrii. Escala = 1 mm. Figura en color en la version en linea http://
www.ojs.darwin.edu.ar/index.php/darwiniana/article/view/950/1219

Las hormigas Acromyrmex crassispinus, A.
heyeri 'y A. silvestrii incluidas en nuestro
analisis filogenético cultivan cepas del clado A
(Leucocoprinus gongylophorus), tal como lo hacen
otras especies en Argentina, como A. lobicornis
(Lugoetal.,2013) y 4. pubescens (Bichetal., 2017).
Los resultados de este estudio concuerdan con
trabajos previos en la ocurrencia de la asociacion de
A. heyeriy L. gongylophorus (Pereira et al., 2015).

A diferencia de nuestros resultados, en Brasil
se observo que Acromyrmex crassispinus ademas
de cultivar cepas del clado A también lo hace con
cepas correspondientes al clado B (Mueller et al.,
2017). En este estudio, sin embargo, la hormiga 4.
crassispinus cultiva a L. gongylophorus en todos
los hormigueros analizados, independiente de la
region que se encuentren.
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Por otro lado, se analizaron Acromyrmex
silvestrii 'y A. striatus que son cercanas
filogenéticamente y basales dentro del género
(Cristiano et al., 2013). El hormiguero de
A. silvestrii incluido en este analisis se encontro
en la region Chaqueiia Serrana y se asocia con el
simbionte fungico del clado A. La caracterizacion
molecular de este ultimo es nueva para
A. silvestrii.

El simbionte fungico del clado B representa
una especie (o complejo de especies) ain no
descrita formalmente, debido a que no se ha
recolectado su cuerpo fructifero (basidioma),
pero informalmente suele denominarse como
“Trachymyces” (e.g. Seal & Mueller, 2014) ya
que siempre se lo encontrdé asociado a hormigas
no cortadoras del género Trachymyrmex.
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Fig. 4. Estafilos y gongilidios respectivamente en cultivo teflidos con floxina. A-C, Leucocoprinus sp. (clado B).
B-D, Leucocoprinus gongylophorus (clado A). Escalas: Ay B =100 um, C y D =10 pm. Figura en color en la version
en linea http://www.ojs.darwin.edu.ar/index.php/darwiniana/article/view/950/1219

Los resultados de este estudio y la literatura
sugieren que existe transferencias de simbiontes
entre poblaciones de hormigas a nivel intra e
interespecificas (Mikheyev et al., 2006; Mueller
et al., 2011a, 2017; Howe et al., 2018). Se ha
observado que los mecanismos de transferencia
pueden ser mediados por el hurto del simbionte,
la adopcion de jardines fungicos abandonados
o la usurpacion de hormigueros por parte de las
reinas fundadoras (Howe et al., 2018). Por esto,
se infiere que la asociacion entre las hormigas y
hongos dependera de las cepas fungicas que se
encuentren en el area que habitan las hormigas,
la frecuencia en la que se den las transferencias
y de que la combinacidon que se encuentre
espacialmente sea favorecida por las fuerzas
de seleccion (Mueller et al., 1998, 2011b).

Esto ultimo se debe a que se ha observado que
algunas especies de hormigas no sobreviven
cuando se les intercambia el simbionte fungico
(Seal & Mueller, 2014).

Las evidencias actuales y estos resultados
sugieren que la coevolucion apareada propuesta
(Chapela et al., 1994; Mueller et al., 1998, 2001;
Schultz & Brady, 2008) seria de tipo difuso, y
que los mecanismos de intercambio de simbiontes
serian muy frecuentes (Howe et al., 2018). Por ello,
se piensa que la relacion simbidtica especialista de
hormigas que cultivan un inico simbionte fiingico
(Mikheyev et al., 2006) no seria tal, sino que
diversos hongos serian cultivados por hormigas
diferentes, como resultado de la transferencia de
cultivares entre especies y géneros diversos de
hormigas cultivadoras (Mueller et al., 2018).
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Caracterizacion morfolégica de cultivos

Los cultivos de ambos simbiontes son
morfologicamente similares, presentando el desarrollo
de gongilidios reunidos en estafilos. Si bien, la forma
de estos fue diferente en los cultivos analizados, no se
puede concluir que el caracter se mantenga constante
dado que el crecimiento para cada cultivo fue medido
en distintos momentos, como consecuencia de las
sucesivas contaminaciones y repiques. Sin embargo, se
observo que los estafilos eran menos abundantes en los
cultivos del clado B. Esta observacion concuerda con
los analisis realizados por De Fine Licht et al. (2014)
donde el clado B presentd menor densidad de estafilos
por unidad de superficie.

CONCLUSIONES

Los hongos simbiontes de hormigas cortadoras de
hojas en la region Chaquefia Serrana y del Espinal
en Cordoba pertenecen a dos especies fungicas
diferentes, Leucocoprinus gongylophorus (clado A) y
una especie no descripta del mismo género (clado B).

En cuanto a las hormigas, Acromyrmex striatus
cultivo en los sitios de Espinal (Distrito del
Algarrobo) el clado B, y en los sitios del Chaco
Serrano (Distrito Serrano) el clado A. Por otra parte,
Acromyrmex crassispinus 'y A. heyeri cultivaron en
ambas regiones cepas fungicas del clado A.

Se describe por primera vez a nivel morfologico y
molecular (ITS) a Leucocoprinus gongylophorus en
asociacion con A. silvestrii para la region Neotropical.
En el area de estudio, la relacion simbidtica
coevolutiva entre hongos y hormigas seria difusa y
no altamente especializada. Estudios adicionales que
incluyan sitios y simbiontes alternativos, podrian
proporcionar datos adicionales sobre esta asociacion.
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