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RESUMO

Frente as alteracBes nas condi¢cdes ambientais, 0s organismos podem assumir distintos papéis
ecologicos e estabelecer diferentes interacdes. O contetdo nutricional, em particular, parece
modular interacBes microbianas em diversos ambientes. A simbiose nutricional mantida entre
formigas atineas e o fungo que cultivam fornece um modelo interessante para o estudo da
contexto-dependéncia nas interagbes microbianas. Em uma simbiose mutualista, as atineas
cultivam fungos do género Leucoagaricus, em estruturas denominadas de jardins de fungo.
Fungos mutualistas convertem material vegetal recalcitrante em fontes de carbono de féacil
assimilacdo, incluindo agucares simples, como glicose, xilose e maltose. No entanto, a possivel
influéncia do conteddo nutricional dos jardins de fungo nas eventuais interagcfes microbianas
gue ocorrem nestes ambientes foi pouco investigada. Neste trabalho, avaliamos a influéncia de
diferentes acuUcares no crescimento e interacGes entre Leucoagaricus spp., Escovopsis sp.,
Syncephalastrum sp. e Trichoderma sp., fungos estes associados as colbnias das atineas.
Através de ensaios de co-cultivo in vitro, verificamos que todos os fungos sdo capazes de
crescer em meios contendo glicose, maltose, xilose e extrato bruto de jardim de fungo. No
entanto, o crescimento de Leucoagaricus sp. e Escovopsis sp. varia tanto em diferentes meios,
quanto durante as interacdes com outros fungos. J& Syncephalastrum sp. e Trichoderma sp.
ndo tiveram o crescimento influenciado pelos nutrientes disponiveis e pela interagdo com outros
fungos. Nossos resultados sugerem que o contetdo nutricional, além de influenciar o
crescimento fungico, pode modular as interacdes entre os fungos associados aos jardins de

atineas.

Palavras chave: Interacdo. Contexto-dependéncia. AgUcares. Formigas Attini.



ABSTRACT

When facing environmental changes, organisms may assume different ecological roles,
establishing different interactions. Nutritional content, in particular, appears to modulate
microbial interactions in several environments. The nutritional symbiosis maintained between
attine ants and the fungus they cultivate provides an interesting model for the study of context-
dependency in microbial interactions. Attines cultivate mutualistic fungi in the genus
Leucoagaricus, in structures named fungus gardens. Mutualistic fungi convert recalcitrant plant
material into labile carbon sources, including simple sugars such as glucose, xylose, and
maltose. However, the possible influence of the fungus garden’s nutritional content on
microbial interactions occurring in these environments has been poorly investigated. Here we
evaluated the influence of different sugars on the growth and interactions among Leucoagaricus
spp., Escovopsis sp., Syncephalastrum sp. and Trichoderma sp., fungi associated with attine ant
colonies. Through in vitro dual-culture assays, we verified that all fungi are able to grow on
media containing glucose, maltose, xylose and fungus garden extract. However, the growth of
Leucoagaricus sp. and Escovopsis sp. vary both in different media and during interactions with
other fungi. The growth of Syncephalastrum sp. and Trichoderma sp. was not influenced neither
by the available nutrients nor by the interaction with other fungi. Our results suggest that the
nutritional content, besides influencing the fungal growth, may modulate interactions between

fungi associated with attine ants gardens.

Keywords: Interaction. Context-dependence. Sugars. Attini ants.
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1 INTRODUCAO

Alteracbes nas condigdes ambientais podem influenciar a dindmica de interagdes
microbianas (THOMPSON, 1988). Muitas dessas interacGes nao apresentam limites fixos, de
forma que seus resultados estdo condicionados ao contexto ambiental e ecolégico em que se
inserem (LEUNG; POULIN, 2008; JIMENEZ-GOMEZ et al., 2021; SIX; KLEPZIG, 2021).
Assim, um mesmo organismo pode causar beneficios ou danos, dependendo de fatores como
temperatura, umidade, pH e disponibilidade de nutrientes (LEUNG; POULIN, 2008). A
dindmica de interacGes microbianas influencia a composicdo das comunidades, assim como sua
estabilidade e resiliéncia, periodicidade e sazonalidade, além de respostas as perturbacGes
ambientais (FUHRMAN et al., 2015; GONZE e al., 2018). Considerando a diversidade
microbiana reportada em coldnias de formigas atineas (Hymenoptera: Formicidae: Attini:
Attina), tal sistema € propicio para a investigacdo acerca do contexto-dependéncia de interacfes
microbianas (BIEDERMANN; ROHLFS, 2017).

As formigas atineas (Hymenoptera: Formicidae: Myrmicinae: Attini: Attina) mantém
um mutualismo obrigatério com fungos basidiomicetos pertencentes a ordem Agaricales
(Agaricaceae), incluindo aqueles do género Leucoagaricus, que sdo cultivados no interior de
camaras subterraneas em estruturas denominadas de jardim de fungo (Figura 1). Para nutrir o
fungo mutualista, formigas operarias forrageiam por folhas frescas, flores, sementes e carcagas
de insetos (DE FINE LICHT; BOOMSMA, 2010). O substrato é limpo e fragmentado pelas
formigas, e entdo incorporado no jardim. A partir de entdo, o micélio fungico metaboliza o
substrato vegetal, disponibilizando todos os nutrientes requeridos pelas rainhas e larvas,
constituindo também parte da dieta das operéarias (WEBER, 1972; QUINLAN; CHERRETT,
1979; SILVA et al., 2003). Tais nutrientes incluem carboidratos, aminoacidos, &cidos
carboxilicos e lipideos, além de acucares simples, como glicose, maltose e xilose (MARTIN et
al., 1969; HUANG et al., 2014; SOMERA et al., 2015; CARABALLO-RODRIGUEZ et al.,
2021).

A glicose, fonte preferencial de carbono e energia dos microrganismos eucarioticos
(VAULONT et al., 2000), é o agucar mais abundante no jardim de fungo das atineas (SILVA
etal., 2003). Através de dez etapas, a rota enzimatica da glicolise converte a glicose em piruvato
e duas moléculas de ATP (JOHNSTON, 1999; ALCALDE, 2002; PANHOTA, 2002;
CHANDEL, 2021). A maltose, por sua vez, é oriunda da degradagdo do amido e consiste em
um dissacarideo de glicose. A hidrolise deste agucar ocorre pela agdo da enzima intracelular

alfa-glucosidase, também conhecida como maltase (SERRANO, 2017). A xilose é classificada



como um monossacarideo do tipo aldopentose, sendo catabolizada por duas reacbes de
oxirreducdo (envolvendo as enzimas xilose redutase e xilitol desidrogenase) e uma fosforilagéo
(através da xiluloquinase). Tais etapas resultam na molécula xilulose 5-fosfato, a qual é
metabolizada na via de fosfopentoses (FUGITA, 2010).

Além de estarem disponiveis as formigas, os nutrientes dos jardins de fungo podem
fornecer recursos para diversos microrganismos como bactérias, leveduras e fungos
filamentosos também encontrados nesse ambiente. Dentre esses, alguns géneros de fungos
filamentosos tém recebido atencdo, seja pela sua coevolucdo com o sistema das atineas, como
é 0 caso de Escovopsis (Ascomycota: Hypocreales; CURRIE et al., 2003; MONTOYA et al.,
2021); pela possivel natureza patogénica, como Syncephalastrum (Mucoromycota: Mucorales;
BARCOTO et al.,, 2020; BAUTZ et al., 2023), ou pela abundéncia no jardim, como
Trichoderma (Ascomycota: Hypocreales; MONTOYA et al., 2016). Escovopsis sp. compartilha
uma histéria de coevolugdo com as atineas e seus fungos (CURRIE et al., 2003) e sua interacao
com o sistema das formigas ainda é incerta. Inicialmente, Escovopsis foi classificado como
micoparasita necrotrofico do fungo cultivado, o que implica na obtencéo de energia a partir das
células mortas de seus hospedeiros, podendo também crescer como competidores saprotréficos
de outros fungos, dependendo das condi¢bes ambientais (JEFFRIES et al., 1995; REYNOLDS;
CURRIE, 2004). Entretanto, as interacdes entre Escovopsis e o jardim de fungo dependem da
suscetibilidade dos hospedeiros, sugerindo que Escovopsis atue como um patdgeno oportunista
(JIMENEZ-GOMEZ et al., 2021). Por sua vez, Syncephalastrum apresenta um potencial
patogénico frente ao fungo cultivado por Atta sexdens, assim como aos jardins dessa formiga
(BARCOTO et al., 2017). Também encontrados em col6nias de atineas, fungos do género
Trichoderma (RODRIGUES et al.,, 2011; MONTOYA et al.,, 2016) podem impactar
negativamente o crescimento do fungo mutualista (CURRIE et al., 1999; LOPEZ e ORDUZ,
2003). O género Trichoderma também é reconhecido pela producdo de enzimas extracelulares
relacionadas a degradacdo de polimeros vegetais (TRIPATHI et al., 2013), o que também
poderia ocorrer no ambiente do jardim de fungo.

Pouco se sabe sobre as interagdes entre 0s microrganismos que ocorrem no jardim, nem
como estas poderiam ser moduladas pelos recursos nutricionais desse ambiente. AgUcares, em
particular, podem regular a composicao e a diversidade metabdlica de comunidades fangicas e,
em certas circunstancias, favorecer a dominancia de fungos patogénicos. Comunidades
fangicas em meios enriquecidos com agucares tendem a apresentar interagcdes mais complexas,
indicando compartilnamento de nicho (REN et al., 2020; WANG et al., 2021). A assimilacéo

de glicose, maltose e xilose foi verificada para L. gongylophorus (SILVA et al., 2003), assim



como para linhagens de Escovopsis sp. (MAN et al., 2016), Syncephalastrum sp. (HOBOT;
GULL, 1977; HASHEM et al., 2020) e Trichoderma (SEYIS; AKSOZ, 2005; MAN et al.,
2016). Apesar de o metabolismo de diferentes aglcares sustentar o crescimento das linhagens
investigadas, este varia conforme o acgucar, sugerindo que algumas rotas podem apresentar
maior eficiéncia metabolica. Assim, o intuito deste trabalho consistiu em avaliar a influéncia
dos acucares mais abundantes no jardim no crescimento e nas interagdes entre fungos que
habitam tal ambiente. Primeiramente, determinamos o crescimento de linhagens de
Leucoagaricus, Escovopsis, Syncephalastrum e Trichoderma em meios enriquecidos com
glicose, maltose, xilose e extrato bruto de jardim de fungo. Em seguida, avaliamos a influéncia
desses nutrientes nas interagdes entre os fungos mencionados acima. Com isso, verificamos que
0 contetdo nutricional influencia o crescimento fungico, podendo modular as interacoes

estabelecidas entre o fungo mutualista e os demais fungos associados aos jardins de atineas.

Figura 1. Jardins de fungo de formigas atineas. A estrutura esponjosa é constituida pelo micélio
esbranquicado do fungo mutualista e fragmentos de material vegetal. a Jardim de Mycetomoellerius
tucumanus, formiga ndo-cortadeira de folhas que cultiva Leucoagaricus sp. b Jardim de Atta sexdens,
formiga cortadeira de folhas, que cultiva Leucoagaricus gongylophorus.

Fonte: Rodolfo Bizarria Junior.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Associacgao entre as formigas atineas, fungos basidiomicetos e outros microrganismos

As formigas da subtribo Attina formam um grupo monofilético com 20 géneros e 246
espécies descritas (SCHULTZ, 2022), sendo caracterizadas pelo o cultivo de fungos para
alimentacdo (também denominado “fungicultura”; MUELLER et al., 2001; SCHULTZ;
BRADY, 2008; BRANDAO, MAYHE-NUNES; SANHUDO, 2011; SOSA-CALVO et al.,
2013). A fungicultura das formigas atineas provavelmente evoluiu entre 55-65 milhdes de anos,
em florestas Umidas da América do Sul (SCHULTZ; BRADY, 2008; BRANSTETTER et al.,
2017). Durante o periodo de coevolucdo, as atineas dos géneros Sericomyrmex, Trachymyrmex,
Acromyrmex e Atta (conhecidas como higher attines) domesticaram fungos basidiomicetos da
ordem Agaricales (Agaricaceae) pertencentes ao género Leucoagaricus. Os fungos cultivados
apresentam adaptacfes morfolégicas e nutricionais especificas para vida conjunta com as
atineas. Uma das adaptacGes mais caracteristicas sdo os gongilidios, que consistem em hifas
intumescidas que acumulam aminoacidos essenciais, lipidios, carboidratos e proteinas. O
conteudo dos gongilidios constitui a Gnica fonte de alimentos das larvas e da rainha, e
complementa a dieta das operarias adultas (MARTIN; MARTIN, 1970; CHERRETT, 1980;
DE FINE LICHT et al.,, 2014). Acredita-se que o elevado grau de domesticacdo tenha
bloqueado o fluxo génico entre linhagens de vida livre e o fungo cultivado, que ndo parece
sustentar a existéncia deste em vida livre. Assim, o fungo mutualista ndo foi, até 0 momento,
encontrado fora das col6nias das atineas, pelo menos para as higher attines (DE FINE LICHT
etal., 2014; NYGAARD et al., 2016).

As formigas atineas geralmente cultivam o fungo mutualista no interior de ninhos
subterraneos, mas também podem construir ninhos sob rochas, troncos podres ou sob a
serrapilheira. O micélio fungico cresce no material vegetal fresco, formando uma estrutura
esponjosa denominada jardim de fungo. No caso das atineas cortadeiras (géneros Atta e
Acromyrmex), formigas operarias cortam e transportam até os ninhos uma grande quantidade
de folhas frescas para promover o crescimento do simbionte (MUELLER et al., 2001; SILVA-
PINHATI et al., 2004). Assim que o substrato vegetal é carregado para o interior das coldnias,
as formigas iniciam o processo de fragmentacdo, mastigando as folhas até estas se tornarem
pequenas particulas. Durante o processo, as operarias lambem a superficie do material vegetal,
removendo ceras e microrganismos. As etapas iniciais sao fundamentais para o cultivo flngico,

pois além de diminuir os riscos de contaminacdo, aumentam a superficie disponivel para a
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inoculacdo de L. gongylophorus, acelerando o processo de decomposicdo subsequente
(HOLLDOBLER; WILSON, 1990). O material resultante da mastigacao € incorporado no topo
do jardim de fungo e sua superficie € inoculada com hifas do fungo mutualista. Antes da
incorporacéo, as formigas depositam no substrato vegetal gotas de liquido fecal rico em enzimas
digestivas (como proteinases, pectinases e amilases), que potencializam a degradacdo de
polimeros da parede celular vegetal. Assim, as hifas do fungo entram em contato com 0s
recursos intracelulares mais rapidamente (MARTIN; MARTIN, 1971; BOYD; MARTIN,
1975; RONHEDE et al., 2004; MOLLER et al., 2011; DE FINE LICHT et al., 2013; KOOIJ et
al., 2014, 2016). As enzimas presentes no fluido fecal sdo produzidas pelo fungo mutualista e
ingeridas pelas formigas, passando por todo sistema digestivo destes insetos sem sofrer
alteracdes, mantendo sua atividade (RONHEDE et al., 2004; SCHIZTT et al., 2010).

Nos jardins, o fungo mutualista metaboliza polissacarideos vegetais como Xxilana,
amido, pectina e celulose (Siqueira et al., 1998), liberando agucares simples, como glicose,
maltose e xilose, que estimulam o crescimento do simbionte e fornecem uma fonte constante
de nutrientes para as atineas (SILVA et al., 2003). Além de acUcares simples, os jardins de
fungo sdo ricos em aminodcidos livres (como beta-alanina, acido aspartico, acidos glutamicos
e acido nicotinico; HUANG et al., 2014), polidis (SOMERA et al., 2015), lipideos e acidos
carboxilicos. Os carboidratos disponiveis nos jardins representam uma parcela significativa da
dieta das rainhas e operarias, sendo que as hifas do fungo mutualista suprem apenas 9% dos
requerimentos nutricionais destes insetos (QUILAN; CHERRETT, 1979; BASS; CHERRETT,
1995). No estagio larval, as formigas dependem exclusivamente do simbionte para sua nutrigéo.
O fungo cultivado é constituido por 46,69% de proteinas (POLTRONIERI; SERZEDELLO,
1980), 27% de carboidratos, 17,7% de amino&cidos e 0,2% de lipidios (QUILAN; CHERRETT,
1979).

Além de nutrir os simbiontes, as formigas sdo também responsaveis pela propagacao
clonal de seus parceiros fungicos. Desse modo, o fungo se reproduz a partir da dispersdo
vertical, que ocorre quando uma rainha deixa o ninho parental, levando consigo um in6culo do
fungo na cavidade infrabucal. Tal indculo sera utilizado para formagéo do jardim de fungo no
novo ninho a ser fundado (CHAPELA et al., 1994; MUELLER et al., 2010).

As atineas proporcionam protecdo aos mutualistas contra infec¢des microbianas por
meio de uma série de adaptacdes fisiologicas e comportamentais. Estas incluem a remocao
fisica de microrganismos contaminantes através de comportamentos especificos: i) grooming,
que consiste em lamber a superficie do jardim, coletando esporos na cavidade infrabucal e,

posteriormente, descartando-os fora do jardim de fungo; ii) weeding, no qual as formigas
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removem fragmentos infectados do jardim e os descartam (CURRIE; STUART, 2001). As
formigas também podem inibir o crescimento de microrganismos patogénicos atraves da
liberagdo de compostos antimicrobianos como acido fenilacético, &cido indolacético e 3-
hidroxidecandico. Tais compostos sdo produzidos nas glandulas metapleurais (FISHER,;
STRADLING; PEGLER, 1994; CURRIE, 2001; POULSEN et al., 2002; FERNANDEZ-
MARIN et al., 2006). Além disso, a cuticula de alguns géneros de formigas é colonizada por
bactérias dos géneros Streptomyces e Pseudonocardia, que produzem metabdlitos secundarios
com atividades antimicrobianas, auxiliando na defesa dos mutualistas contra fungos
patogénicos (POULSEN; CURRIE, 2010).

Outras bactérias associadas aos jardins também parecem influenciar a fungicultura
através da potencial fixacdo de nitrogénio, producdo de antimicrobianos, degradacdo de
lignocelulose, detoxificacdo de metabdlitos vegetais, decomposi¢do de biomassa flngica,
metabolismo de aclcares simples e nutrientes, formagio de biofilme (PINTO-TOMAS et al.,
2009; DE FINE LICHT, 2014; BARCOTO et al., 2020; FRANCOEUR et al.; 2021) e produgéo
de aminodcidos essenciais (AYLWARD et al.,, 2012). Ainda, bactérias associadas aos
gongilidios estdo relacionadas a um aumento na producéo de estafilas (conjunto de gongilidios)
e da biomassa fungica dos simbiontes. Tais bactérias podem formar agregados semelhantes a
biofilmes na superficie dos gongilidios, o que sugere alguma influéncia no desenvolvimento e
crescimento dos jardins (MARTIARENA et al., 2023).

2.2 Microrganismos potencialmente antagonistas as colénias

As col6nias abrigam uma comunidade microbiana diversa, composta por leveduras
(MENDES et al., 2012), bactérias (AYLWARD et al., 2014; KELLNER et al., 2015;
BARCOTO etal. 2020; KHADEMPOUR et al., 2020) e fungos filamentosos (REIS et al., 2015;
PEREIRA et al., 2016), que sdo continuamente introduzidos nas coldnias a partir do material
vegetal forrageado pelas formigas. Microrganismos podem ainda ser introduzidos durante a
fundacdo da coldnia, através do tegumento das rainhas e do inoculo que elas transportam
(RODRIGUES et al., 2008; VAN BAEL et al., 2009; PAGNOCCA et al.; 2012; MEIRELLES
et al., 2016). Incluem-se neste microbioma microrganismos que podem ser prejudiciais a
fungicultura, como fungos endofiticos (Clonostachys e Verticillium) e de solo (Fusarium,
Syncephalastrum, Trichoderma e Cunninghamella; RODRIGUES et al., 2005, 2008;
BIZARRIA et al., 2018), leveduras negras (estreitamente relacionadas a fungos do género

Phialophora; LITTLE; CURRIE, 2008) e fungos pertencentes ao género Escovopsis, que
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parecem exclusivos ao ambiente dos jardins de fungo das formigas atineas (CURRIE et al.,
1999).

Bizarria e colaboradores (2018) demonstraram que o antagonismo microbiano poderia
resultar da producéo e liberacdo de metabdlitos inibitdrios soltveis por fungos filamentosos,
prejudicando o crescimento dos fungos mutualistas. Da mesma forma, existem evidéncias de
que os compostos produzidos por leveduras negras suprimem o crescimento de actinobactérias.
Assim, haveria um comprometimento na eficiéncia da defesa antimicrobiana dos jardins de
fungo, tornando-os vulneraveis a acdo de outros microrganismos prejudiciais (LITTLE;
CURRIE, 2008). Fungos endofiticos também podem afetar negativamente as formigas e sua
cultura. Quando o material forrageado apresenta fungos endofiticos, as operarias aumentam o
tempo de processamento do substrato vegetal, desacelerando o ritmo de trabalho das coldnias
(VAN BAEL etal., 2012). Além disso, os carboidratos simples disponiveis nos jardins de fungo
fornecem um recurso nutricional prontamente assimilavel para as formigas, o fungo simbionte
e, ainda, para fungos saprotréficos e micoparasitas. Assim, esses recursos nutricionais podem
estimular a competicdo por interferéncia nas colonias, prejudicando o funcionamento do
sistema das atineas (BIZARRIA et al., 2018).

2.3 Contexto-dependéncia de interagdes simbioticas

Alteracdes nas condi¢des ambientais podem influenciar a composicdo de comunidades
microbianas, a dinamica de interacdes interespecificas e, ainda, promover mudancas no papel
ecoldgico desempenhado por algumas espécies. Diversas variaveis sdo capazes de influenciar
os resultados de interacdes simbidticas, incluindo pH, salinidade, nivel de oxigénio dissolvido,
as caracteristicas do hospedeiro e a disponibilidade de nutrientes (DASKIN; ALFORD, 2012).
Variacdes na dieta, por exemplo, podem modular a microbiota intestinal de humanos
(SONNENBURG; SONNENBURG, 2014) e outros primatas (CABANA et al., 2019;
FRANKEL et al., 2019). Nesses casos, a ingestdo de carboidratos na forma de fibras pode
alterar a composicéo, diversidade e perfil funcional da microbiota intestinal. A composic¢éo das
comunidades microbianas associadas ao sistema digestivo influencia diretamente na funcéo do
sistema imunolégico (HOOPER et al.; 2012), na colonizacdo por patogenos (BUFFIE;
PAMER, 2013), na assimilagdo de nutrientes (HACQUARD et al., 2015) e energia
(TURNBAUGH et al., 2006).

FlutuagBGes na temperatura corporal de diversas espécies, principalmente de animais

ectotérmicos como répteis, anfibios, peixes e insetos, podem alterar a funcdo, composicéo e
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estabilidade das comunidades microbianas associadas ao intestino destes organismos
(MOELLER etal., 2020; SEPULVEDA; HUUS; LEY, 2021; ZHAO et al., 2021). De um modo
geral, 0 aumento da temperatura corporal destes animais pode resultar na reducdo da abundancia
relativa de alguns clados de microrganismos, como Firmicutes, e aumentar a dominancia de
bactérias prejudiciais ao hospedeiro (KOHL; YAHN, 2016; FONTAINE et al.,, 2018;
MOELLER et al., 2020). De maneira semelhante, variacbes na temperatura do ambiente
também podem influenciar a microbiota de alguns organismos (THAPA et al., 2019). Por
exemplo, 0 aumento da temperatura da agua do oceano pode influenciar a composic¢do do
microbioma de esponjas e corais, podendo causar a perda de tdxons especificos de bactérias e
arqueias benéficas e provocar um aumento de microrganismos oportunistas e prejudiciais (FAN
etal., 2013; SWEET; BULLING, 2017; RAMSBY et al., 2018).

A disponibilidade de nitrogénio e potassio podem alterar as interacdes estabelecidas
entre fungos micorrizicos arbusculares e Lactuca sativa (alface; AZCON et al., 2003). Fungos
micorrizicos desempenham um importante papel na aquisicdo de nutrientes pelas plantas,
permitindo a sobrevivéncia dessas em ambientes com baixo teor nutricional
(BETHLENFALVAY; SCHUEPP, 1994). Entretanto, em ambientes nutricionalmente ricos, os
efeitos positivos das interagdes com micorrizas deixam de existir, podendo até se tornar
prejudiciais para as plantas (AZCON et al., 2003). As interagdes entre Candida albicans e
camundongos também parecem ser contexto-dependentes. Tso e colaboradores (2018)
demonstraram que Candida albicans, uma espécie de fungo associada a microbiota intestinal
de camundongos, que normalmente atua como um patdgeno oportunista, pode se tornar menos
virulenta e até proteger seus hospedeiros de infeccbes, na auséncia de microrganismos
competidores.

A disponibilidade de nutrientes tem sido associada a processos importantes como a
composicdo de comunidades microbianas (CHIGINEVA et al., 2009), o aumento de
competicdo interespecifica (NABITY et al., 2021) e alteracbes no papel ecoldgico de algumas
espécies (JOHNSON et al., 1997; SMITH 2005). No contexto do jardim de fungo, é possivel
que o conteudo nutricional influencie as interagfes estabelecidas entre 0s microrganismos
associados a esses ambientes. Considerando a abundancia de agucares simples no jardim,
nossos objetivos consistiram em avaliar a influéncia da glicose, maltose e xilose no crescimento
e nas interacOes entre fungos associados ao jardim (Figura 2). A influéncia desses acucares foi
comparada a influéncia de um recurso nutricional mais complexo, como extrato de jardim de

fungo.
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Figura 2. Representagdo esquematica das interagOes investigadas. Setas em verde representam
interacOes positivas, vermelhas representam interagdes negativas e aquelas em cinza referem-se a
interacBes cujo resultado ainda é desconhecido. A seta em azul indica que os efeitos dos nutrientes
presentes nos jardins, nas interacdes entre os fungos, ainda ndo sdo conhecidos. Estruturas quimicas
representam glicose, maltose e xilose.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Determinar se diferentes composic¢des nutricionais influenciam o crescimento e as interagoes

estabelecidas entre os fungos associados as coldnias das formigas atineas.

3.2 Especificos

e Avaliar o crescimento de Leucoagaricus gongylophorus, Leucoagaricus sp., Escovopsis
spp., Syncephalastrum sp., e Trichoderma virens em trés fontes de carbono simples (glicose,
maltose, xilose), assim como na presenca de extrato bruto de jardim de fungo.

e Inferir ainfluéncia dos agUcares simples e do extrato bruto de jardim de fungo nas interaces
entre os fungos cultivados pelas formigas e seus antagonistas.

e Investigar as interacfes entre Escovopsis spp., Syncephalastrum sp. e T. virens em meios de

cultivo contendo apenas um acucar e extrato bruto de jardim de fungo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Origem e manutencao dos fungos

Foram utilizados trés isolados de Escovopsis sp., um isolado de Syncephalastrum sp. e
um isolado de Trichoderma sp. Tais linhagens sdo provenientes de coldnias de diversas espécies
de formigas atineas (Tabela 1), obtidas em estudos anteriores. Todos 0s isolados estdo
depositados no acervo do Laboratorio de Ecologia e Sistematica de Fungos (LESF), pertencente
a Central de Recursos Microbianos da UNESP (CRM-UNESP), preservados na forma de
suspensédo de micélio e esporos, em glicerol 10%, a - 80 °C. Para reativacdo, a suspensdo foi
transferida para placas contendo meio de cultivo Batata Dextrose Agar (BDA, NEOGEN®

Culture Media) e incubadas a 25 °C, no escuro, durante sete dias.

Tabela 1. Origem dos fungos utilizados no presente estudo.

Local de coleta

Codigo* Fungo Clado® Formiga _

Cidade/Estado
LESF 023 Escovopsis sp. weberi  Atta cephalotes Alta Floresta/MT
LESF 046 Escovopsis sp. weberi  Trachymyrmex sp. Rio Claro/SP
LESF 048 Escovopsis sp. moelleri  Trachymyrmex sp. Uberlandia/MG
LESF 004 Trichoderma virens - Atta sexdens rubropilosa Corumbatai/SP
LESF 127 Syncephalastrum sp. - Atta sexdens rubropilosa Corumbatai/SP
MJSM220219-01 |eucoagaricus gongylophorus - Atta sexdens Rio Claro/SP
RB201207-01 Leucoagaricus sp. - Mycetomoellerius tucumanus Rio Claro/SP

1 LESF: Laboratério de Ecologia e Sistematica de Fungos (UNESP, Rio Claro, SP).
2 Os isolados de Escovopsis utilizados no presente estudo ndo foram identificados até espécies,
entretanto, foram classificados em clados filogenéticos, segundo Montoya et al. (2021).

Também foram utilizados dois isolados de fungos mutualistas cultivados pelas atineas:
i) Leucoagaricus sp., obtido em uma col6nia de Mycetomoellerius tucumanus (a partir daqui
referido como Leucoagaricus sp. MT) e ii) Leucoagaricus gongylophorus isolado de uma
coldnia de Atta sexdens (a partir daqui referido como L. gongylophorus AS). Estes também
estdo mantidos no acervo do LESF, sob transferéncia continua em placas de Petri contendo
meio BDA, incubados a 25 °C, no escuro, durante 21 dias.
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4.2 Crescimento dos fungos em diferentes fontes de carbono

Para avaliar o efeito das diferentes fontes de carbono no crescimento micelial de
Escovopsis spp., Syncephalastrum sp. e T. virens, os isolados foram cultivados na presenca de
glicose, maltose e xilose. Para isso, meios de cultivo foram preparados através da
suplementacdo de Yeast Nitrogen Base (6,7 g L; YNB, Difco) com cada uma das fontes de
carbono (10 g L), sendo posteriormente esterilizados através de membrana filtrante com
porosidade de 0,22 pum e transferidos para frascos contendo agar (15 g L™Y).

Suspensdes de esporos foram preparadas a partir de culturas de Escovopsis spp.,
Syncephalastrum sp. e T. virens. mantidas em meio BDA, a 25 °C, no escuro, durante sete dias.
Esporos e hifas foram obtidos através da raspagem da superficie das coldnias, sendo
suspendidos em 10 mL™ de 4gua deionizada esterilizada. A suspensdo foi agitada durante trés
minutos e filtrada segundo o método descrito por Newmeyer (1990), para separar 0S esporos
dos fragmentos de hifas. Apos a filtracdo, a suspensdo foi diluida até atingir a quantidade de
108 esporos mL?, determinada em camara de Neubauer. Agar (0,2%) foi adicionado na
suspensdo, e 50 L foram transferidos para o centro de placas de Petri contendo uma tnica fonte
de carbono. As placas foram incubadas a 25 °C, no escuro. O crescimento radial das col6nias
foi registrado através da digitalizacdo por scanner em dias alternados, durante 28 dias. A area
de crescimento radial (em cm?) foi mensurada no software ImageJ v. 1.6.0_24 (ABRAMOFF
et al., 2004).

Os isolados dos fungos mutualistas também foram cultivados na presenca das trés
diferentes fontes de carbono. Para tanto, L. gongylophorus AS e Leucoagaricus sp. MT foram
cultivados em placas contendo uma Unica fonte de carbono, durante 21 dias, no escuro, a 25 °C.
Posteriormente, discos de micélio (6 mm de didmetro) de cada fungo mutualista foram
transferidos a uma distancia de 1,5 cm da borda de placas de Petri contendo os trés tratamentos.

A area de crescimento foi mensurada durante 28 dias, conforme descrito previamente.

4.3 Bioensaios de co-cultivo na presenca de recursos adicionais de nutri¢ao

A influéncia das diferentes fontes de carbono nas interacfes fungicas foi avaliada
atraves de co-cultivo in vitro. Resumidamente, as interacGes foram avaliadas entre pares de
fungos crescendo em diferentes fontes de carbono, sendo cada indculo disposto em

extremidades opostas da placa. Isolados dos fungos mutualistas, previamente cultivados na
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presenca das trés fontes de carbono e incubados durante 21 dias, a 25°C, no escuro, foram
transferidos a uma distancia de 1,5 cm da borda de placas de Petri contendo YNB, &gar e uma
das fontes de carbono. Apds 14 dias de incubacdo, os fungos antagonistas foram transferidos
para as placas a uma distancia de 3 cm do limite do micélio de cada fungo mutualista, nas
seguintes formulages: i) suspensdes de conidios de Escovopsis sp.; ii) suspensao de esporos
de Syncephalastrum sp. e iii) suspensdo de esporos de T. virens (Figura 3a). A influéncia das
diferentes fontes de carbono nas interagdes entre (i) T. virens vs. Escovopsis sp., (ii) T. virens
vs. Syncephalastrum sp. e (iii) Escovopsis sp. vs. Escovopsis sp., foram avaliadas a partir de
suspensdes de esporos de cada um dos fungos, inoculadas a 1,5 cm da extremidade das placas
(Figura 3b).

Figura 3. Ensaios de co-cultivo. (a) Representagdo do co-cultivo entre os fungos mutualistas e fungos
antagonistas e (b) co-cultivo entre os fungos antagonistas. (M) Disco de micélio do fungo mutualista.
(A) Suspensdo de conidios e/ou esporos dos fungos antagonistas. Linhas tracejadas representam
distancias (em centimetros).

Fonte: Elaborado pela autora.

4.4 Crescimento em extrato bruto do jardim de fungo

A fim de mimetizar a complexidade nutricional na qual as interagcdes fungicas
possivelmente ocorrem, ensaios de co-cultivo também foram realizados em extrato bruto de
jardim de fungo de A. sexdens. Com isso, o crescimento dos diferentes isolados foi avaliado em
condicdes nutricionais consideradas mais proximas as naturalmente encontradas no jardim.

Os extratos foram preparados através de modificagdes no método descrito por Silva e
colaboradores (2003): 10 fragmentos de 1 g do jardim de fungo foram coletados e divididos em

10 tubos falcon contendo 10 mL™ de tamp&do acetato 50 mM gelado (pH 5,0), sendo
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posteriormente agitados em vortex. Em seguida, a suspensdo foi filtrada em papel filtro e, logo
ap6s, em membrana filtrante de 0,22 pm de porosidade. Agar (15 g L) foi adicionado ao

extrato esterilizado, e o crescimento dos fungos foi avaliado conforme descrito anteriormente.

4.5 Analises estatisticas

Comparamos o desenvolvimento de cada isolado nas quatro formulagbes de meio de
cultivo (glicose, maltose, xilose e extrato de jardim de fungo), com o teste de Kruskal-Wallis,
para verificar se houveram diferencas significativas na assimilacdo dos nutrientes. Utilizamos
esse teste pois 0s dados ndo seguiram o modelo de distribui¢cdo normal e nem homogeneidade
de variancias. Posteriormente, o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de comparacoes
multiplas de Dunn, foi utilizado para comparar as respostas de crescimento de cada isolado, em
cada uma das fontes nutricionais, quando cultivado sozinho (controle) e nas interacbes com 0s
demais fungos. Os testes foram realizados com um valor de erro de 5%. Todas as analises
estatisticas foram realizadas no software R v3.5.1 (R Core Team 2018).



21

5 RESULTADOS

5.1 Crescimento dos fungos em diferentes fontes nutricionais

Leucoagaricus gongylophorus AS, Leucoagaricus sp. MT, Escovopsis spp.,
Syncephalastrum sp. e T. virens foram cultivados em meios enriquecidos com uma Unica fonte
de carbono: glicose, maltose, xilose e extrato bruto de jardim de fungo. De modo geral,
verificamos que um mesmo isolado tende a apresentar diferentes padrbes de crescimento em
diferentes composi¢des nutricionais. Assim, apos 28 dias, o crescimento de L. gongylophorus
AS e Leucoagaricus sp. MT variou de acordo com os nutrientes fornecidos (Figura 4). O
crescimento em glicose constituiu uma excecao a esse padrao, ja que ambos fungos mutualistas

apresentaram crescimento semelhante neste acucar (Figura 5).

Figura 4. Crescimento micelial dos fungos mutualistas Leucoagaricus gongylophorus AS e
Leucoagaricus sp. MT, em diferentes fontes de carbono e em extrato bruto de jardim de fungo, no tltimo
dia do bioensaio (dia 28). E. Jardim: extrato de jardim de fungo.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 5. Crescimento micelial dos isolados do fungo mutualista (Leucoagaricus sp. MT e
Leucoagarcius gongylophorus AS), Escovopsis spp. (LESF 023, LESF 046 e LESF 048), Trichoderma
virens LESF 004 e Syncephalastrum sp. LESF 127, na presenca de fontes simples de carbono (glicose,
maltose e xilose) e em extrato de jardim de fungo. Crescimento representado pela area média (em cm?)
mensurada durante 28 dias.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Todos os isolados de Escovopsis apresentaram crescimento micelial superior a 30% da
area da placa de Petri (4rea total da placa: 63,58 cm?), nas quatro formulages de meios de
cultivo (Figura 6). Tais isolados apresentam um crescimento mais lento na presenca de glicose,
maltose e xilose, em comparagdo com o extrato de jardim de fungo (Figura 5). Além disso,
verificamos que a resposta de crescimento dos isolados variou de acordo com o nutriente
disponivel. Por exemplo, LESF 048 apresentou crescimento de 31,45% do total da placa em

glicose, 62,9% em maltose e 34,6% em xilose (Figura 6). Mesmo que os isolados pertengam ao
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mesmo clado filogenético (LESF 023 e LESF 046), estes podem apresentar diferentes padrbes
de crescimento em um nutriente, como ocorreu com LESF 023 e LESF 046 em glicose (p =
0.0004914; comparacdo entre o crescimento de ambos os fungos em glicose). Escovopsis
apresentou maior crescimento no meio de cultivo contendo extrato bruto de jardim, crescendo
também de modo mais rapido (Figura 5). Nessa formulacao, os isolados levaram oito dias para
atingir seu crescimento maximo (100% da placa), enquanto que nas demais, o crescimento foi
iniciado a partir do sexto dia de experimento e a area final de crescimento foi atingida em

aproximadamente 18 dias (Figura 5).

Figura 6. Crescimento micelial (28 dias) de trés isolados de Escovopsis spp. (LESF 023, LESF
046, LESF 048) em diferentes fontes de carbono e em extrato bruto de jardim de fungo. E. Jardim:
extrato bruto de jardim de fungo.
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Fonte: Elaborado pela autora.

O crescimento de Syncephalastrum sp. LESF 127 e T. virens LESF 004 né&o foi
influenciado pelas fontes nutricionais, sendo que ambos cresceram de forma semelhante em
todas as formulagdes, ocupando a area total da placa de Petri (Figura 7). O tempo de
crescimento dos fungos também ndo variou em decorréncia da formulagdo fornecida.

Syncephalastrum sp. atingiu crescimento maximo no sexto dia de experimento, enquanto T.



24

virens completou a area da placa no terceiro dia (Figura 5), em todas as formulacdes.

Figura 7. Crescimento micelial de (A) Trichoderma virens LESF 004 e (B) Syncephalastrum sp. LESF
127 em meio de cultivo enriquecido com glicose, no Ultimo dia de bioensaio. Como ndo houveram
variacBes no crescimento destes isolados nas diferentes fontes nutricionais, foram selecionadas fotos do
crescimento em glicose que representam o padrdo geral de crescimento.

A. T. virens LESF 004 B. Syncephalastrum sp. LESF 127

Fonte: Elaborado pela autora.

5.2 Co-cultivo entre os fungos mutualistas e seus potenciais antagonistas em diferentes

fontes nutricionais

A disponibilidade nutricional parece influenciar o resultado das interacdes fungicas.
Apos 28 dias, as interaces entre Escovopsis spp. e os fungos mutualistas variaram de acordo
com o nutriente disponivel. Aparentemente, os trés isolados de Escovopsis tiveram seu
crescimento estimulado por Leucoagaricus sp. MT nas quatro formulacdes, enquanto que o
crescimento do mutualista foi inibido em todas estas interacdes (Figura 8). Em contrapartida,
as interacbes entre Escovopsis spp. e L. gongylophorus AS resultaram na inibicdo do
crescimento de ambos Escovopsis sp. LESF 023 e Escovopsis sp. LESF 046 em xilose, assim
como Escovopsis sp. LESF 046 em glicose (Figura 9). Além disso, a interacdo com L.
gongylophorus AS ndo causou efeito sobre o crescimento de Escovopsis sp. LESF 046 em
maltose e de Escovopsis sp. LESF 048 em glicose (Figura 9). Os trés isolados de Escovopsis
proporcionaram a inibicdo de L. gongylophorus AS em glicose e xilose, enquanto que em

maltose, somente Escovopsis sp. LESF 023 ocasionou a inibigéo desse fungo (Figura 8).

Figura 8. Crescimento dos fungos mutualistas de formigas atineas na auséncia e presencga de fungos
antagonistas (Escovopsis spp., Trichoderma virens e Syncephalastrum sp.) em diferentes fontes de
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carbono. a L. gongylophorus AS. b Leucoagaricus sp. MT. Diferentes isolados de Escovopsis, T. virens
e Syncephalastrum sp. estdo representados pelos diferentes cddigos LESF. Letras distintas denotam
diferencas significativas nas respostas de crescimento frente aos isolados (Kruskal-Wallis, P< 0,05).
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Figura 9. Interacdo do fungo mutualista Leucoagaricus gongylophorus AS com os isolados de
Escovopsis spp. (LESF 023, LESF 046 e LESF 048) em diferentes fontes nutricionais. E. Jardim:
extrato de jardim de fungo.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Variagdes no crescimento de T. virens e Syncephalastrum sp. frente aos isolados do
fungo mutualista ndo foram identificadas. Em todas as formulagbes, T. virens e
Syncephalastrum sp. ocuparam a area total da placa de Petri frente aos dois isolados do fungo
mutualista, assim como ocorrido no experimento controle. Leucoagaricus sp. MT e L.
gongylophorus AS apresentaram crescimento reduzido quando interagindo com T. virens e
Syncephalastrum sp., em todas as condi¢Ges nutricionais avaliadas, reforgando que tais fungos

podem atuar como antagonistas ao fungo mutualista (Figura 8).

5.3 Co-cultivo entre os fungos antagonistas

Avaliamos as interaces entre 0s potenciais antagonistas dos fungos cultivados pelas
atineas, nas quatro formulac@es de meio de cultivo, nas seguintes configuragdes: i) Escovopsis
vs Syncephalastrum; ii) Escovopsis vs T. virens iii) Escovopsis vs Escovopsis; iv)
Syncephalastrum sp. vs T. virens. Apés 28 dias de experimento, as interagfes entre
Syncephalastrum sp. e Escovopsis spp. resultaram na inibigé&o do crescimento dos dois isolados
de Escovopsis, em todos os tratamentos. Ja o crescimento de Syncephalastrum sp. ndo
apresentou diferencas quanto ao controle (Figura 10). Algo semelhante ocorreu com as

interacdes entre T. virens e Escovopsis spp., onde os isolados de Escovopsis foram inibidos por



27

T. virens nas quatro fontes nutricionais. Da mesma forma, o crescimento de T. virens nédo
apresentou diferencas quanto ao controle, ocupando a area total da placa quando interagindo
com Escovopsis. De maneira oposta, o co-cultivo entre T. virens e Syncephalastrum sp.
ocasionou a inibi¢do do crescimento de ambos os fungos, em todos os tratamentos. De um modo
geral, os isolados de Escovopsis apresentaram crescimento reduzido em interacbes em glicose
e xilose. Entretanto, em maltose, Escovopsis sp. LESF 023 apresentou crescimento estimulado

frente a Escovopsis sp. LESF 046 (Figura 10).

Figura 10. Area de crescimento de cada um dos isolados em controle e co-cultivo, nas diferentes
fontes nutricionais. O controle compreende o crescimento do isolado na presenca dele mesmo. (-) Sem
interacdo. Trichoderma virens LESF 004; Escovopsis spp. (LESF 023 e LESF 046); Syncephalastrum
sp. LESF 127; M1: Mutualista L. gongylophorus AS; M2: Mutualista Leucoagaricus sp. MT; E.
Jardim: extrato de jardim de fungo.
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M2 M2
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Fonte: Elaborado pela autora.
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6 DISCUSSAO

A composicdo e distribuicdo de nutrientes em um dado ambiente influenciam o tamanho,
biodiversidade e estabilidade de populagdes microbianas, assim como nas interacdes entre
microrganismos (RATZKE et al., 2020; ESTRELA et al., 2021). Considerando a complexidade
nutricional dos jardins de fungo de formigas atineas, investigamos como diferentes
configuracGes nutricionais poderiam influenciar os resultados das interacdes entre fungos que
habitam esses ambientes. Observamos que, além dos fungos mutualistas, Leucoagaricus sp.
MT e L. gongylophorus AS, fungos potencialmente antagbnicos como Escovopsis sp.,
Syncephalastrum sp. e T. virens, metabolizam nutrientes presentes no jardim de fungo. As
interagdes entre 0s fungos antagonistas e o fungo cultivado pelas formigas parece ser modulada
pelos nutrientes. De forma “nutriente-dependente”, a intera¢do entre dois fungos pode variar
em um continuum entre estimulo e inibi¢do do crescimento, de acordo com 0s nutrientes nos
quais estas ocorrem. Um padrdo semelhante ocorre nas interacdes dos fungos antagonistas entre
Si.

Os isolados de Escovopsis spp. (LESF 023, LESF 046 e LESF 048) foram capazes de
metabolizar xilose, apresentando crescimento superior a 32% da area da placa neste agUcar. Por
outro lado, Man e colaboradores (2016) reportaram baixo crescimento de E. weberi na presenca
de xilose. Tais diferencas podem estar relacionadas: i) com variacbes metabolicas nas linhagens
utilizadas, ou ii) variacdo metodoldgica (consideramos somente a area de crescimento dos
fungos, enquanto Man et al., 2016 se baseia também na &rea de esporulacdo). O répido
crescimento de T. virens e Syncephalastrum sp. nos trés aclcares reforca a eficiéncia e
flexibilidade metabdlica desses géneros, que inclui a producédo de enzimas glicoliticas, amilases
e xilose redutase (CHET; INBAR, 1994; CHUTRAKUL et al., 2008; NAKARI-SETALA et
al., 2009; ATANASOVA; DRUZHININA, 2010; MALINICH et al., 2019).

Todos os isolados utilizaram extrato bruto de jardim de fungo com relativa eficiéncia, o
que poderia estar relacionado ao conteddo nutricional mais diverso desse substrato. A
composigdo nutricional dos jardins inclui aminoacidos livres (como beta-alanina, acido
aspartico, acidos glutamicos e &cido nicotinico), acucares (como a manose, glicose, xilose,
maltose, trealose, frutose, celobiose e ribose), polidis, lipideos e acidos carboxilicos (MARTIN
et al., 1969; SILVA et al., 2003; HUANG et al., 2014; SOMERA et al., 2015). O crescimento
dos trés isolados de Escovopsis em extrato bruto de jardim foi superior ao seu crescimento nas
fontes de acUcares, indicando que Escovopsis poderia requerer uma fonte nutricional mais

diversa e complexa. No contexto da fungicultura, Escovopsis poderia atuar como um comensal,
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utilizando os recursos nutricionais disponiveis no jardim. De acordo com a saude da colénia,
este poderia se tornar um patdgeno, situacdo na qual poderia utilizar o fungo mutualista como
recurso nutricional (JIMENEZ-GOMEZ et al., 2021).

Os resultados das interacGes entre os microrganismos em diferentes nutrientes podem
ser interpretados através da perspectiva de competicdo (GHOUL; MITRI, 2016). A competicdo
pode ser definida como a disputa entre dois ou mais individuos por recursos essenciais finitos
(TRINDER et al., 2013). Nesse sentido, acucares simples parecem estimular a competicdo
microbiana (FERNANDEZ; KENNEDY, 2015; BODEKER et al., 2016). Por exemplo,
Chigineva e colaboradores (2009) mostraram que a adi¢do de sacarose na rizosfera de Populus
tremula (choupo-tremedor), Quercus robur (carvalho-vermelho) e Picea abies (picea-europeia)
altera a composicdo das comunidades microbianas associadas, aumentando a abundancia
relativa de alguns géneros (como Acremonium) e diminuindo a de outros (como Penicillium).
Nesse contexto, espécies de fungos r-estrategistas (espécies ndo especialistas que investem em
crescimento acelerado, produzindo grande numero de descendentes) sdo beneficiadas e se
tornam dominantes. Por outro lado, espécies de fungos celuloliticos considerados k-
estrategistas (espécies associadas a ambientes mais estaveis, que investem energia em
crescimento e produzem proles menos numerosas) tém suas populacfes reduzidas. Assim, T.
virens e Syncephalastrum sp. apresentariam vantagens competitivas em relacdo a Escovopsis e
os fungos mutualistas, talvez devido ao rapido crescimento e a grande diversidade metabolica
desses géneros.

Os fungos pertencentes ao género Trichoderma possuem alta capacidade de disperséo,
apresentando adaptacdes para os mais diversos ambientes (WANG; ZHUANG, 2020). A
vantagem competitiva pode estar associada a genes que codificam: i) enzimas hidroliticas,
incluindo glucanases, quitinases e proteases; ii) chaperonas, que reparam o0s danos celulares
provocados pelo crescimento em condicdes adversas; e iii) transportadores ABC, proteinas da
membrana celular que facilitam a entrada de muitos nutrientes (RUOCCO et al., 2009). Ja as
vantagens competitivas de Syncephalastrum sp. podem estar relacionadas ao rapido processo
germinativo, que tende a ocorrer por volta de 8 horas e 16 minutos, dependendo das condicdes
de Atividade de Agua (aw) e temperatura (HOCKING; MISCAMBLE, 1995).
Syncephalastrum sp. também apresenta grande flexibilidade metabdlica, incluindo a producéo
de enzimas como a S-amilase, lipases, desoxirribonucleases, celulases, quitina deacetilase e
sincefapepsina (CHOPRA et al., 1982; CHEN et al.,, 1993; HO et al.,, 1996; RAY;
CHAKRAVERTY, 1998; AMORIM, et al., 2005; SAPRE et al. 2005). A flexibilidade

metabdlica e a taxa de crescimento de T. virens e Syncephalastrum sp. permitiria que esses
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fungos consumissem nutrientes do meio antes que os demais fungos, limitando o acesso de
Escovopsis e Leucoagaricus spp. a estes recursos. Uma vez que ambos apresentam vantagens
competitivas semelhantes, T. virens e Syncephalastrum sp. inibem-se mutuamente,
possivelmente, devido a restricdo de espaco e nutrientes.

Por outro lado, Escovopsis parece apresentar desvantagem competitiva em alguma
extensdo. Escovopsis weberi (linhagem CC031208-10) apresenta um genoma relativamente
reduzido em termos de quantidades de pares de bases e contetdo genético, embora codifique
genes criticos para a utilizacdo de recursos oriundos do fungo mutualista (MAN et al., 2016).
Apesar de E. weberi apresentar todos 0s genes necessarios para 0 crescimento em meios
contendo uma Unica fonte de carbono, este isolado demonstrou crescimento muito lento na
presenca dos acUcares, quando comparado a linhagens de Trichoderma atroviride. Em
Escovopsis, a modulacdo do metabolismo de nutrientes pode nédo apresentar base filogenética,
de modo que clados proximos podem apresentar diferentes padrbes de crescimento em uma
mesma fonte nutricional. Quando Escovopsis sp. LESF 046 e Escovopsis sp. LESF 023
interagiram entre si, ambos foram inibidos nos meios contendo glicose, xilose e extrato de
jardim de fungo. No entanto, Escovopsis sp. LESF 023 apresentou vantagem competitiva no
meio contendo maltose, inibindo Escovopsis sp. LESF 046.

Embora as interagcbes entre Escovopsis e Leucoagaricus spp. sejam comumente
interpretadas como interacGes patdgeno-hospedeiro (CURRIE et al., 2001; CURRIE et al.,
2003; GERARDO et al., 2006), consideramos possivel que os fungos estejam competindo por
recursos nutricionais (WICKLOW, 1992). Escovopsis parece apresentar vantagens
competitivas in vitro, que incluem a atracdo em direcdo ao fungo mutualista através da
quimiotaxia (GERARDO et al., 2006) e producdo de metabdlitos (como alcal6ides do tipo
shearinina que apresentam acdo antifungica; FOLGARAIT et al., 2011; BOYA et al., 2017,
VARANDA-HAIFIG et al., 2017; DHODARY et al., 2018). Os fungos mutualistas cultivados
pelas atineas derivadas, por sua vez, apresentam alto grau de especificidade das adaptacdes para
vida em simbiose (como a producéo de gongilidios e alteracbes metabolicas; DE FINE LICHT
et al., 2014; NYGAARD et al., 2016). Por dependerem das formigas para sua alimentagé&o,
protecdo e reproducdo, na auséncia desses insetos e das bactérias, os fungos mutualistas
apresentariam grande desvantagem competitiva, independente do recurso nutricional
disponivel. No jardim de fungo, por outro lado, ambos os fungos apresentariam vantagens e
desvantagens competitivas. Nesse sentido, o fungo mutualista degrada polimeros vegetais
recalcitrantes, capacidade que ndo é sugerida pelo genoma de Escovopsis. Assim,

Leucoagaricus sp. poderia apresentar maior facilidade em assimilar o contetdo nutricional
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proveniente da biomassa vegetal incorporada (DE SIQUEIRA et al., 1998; AYLWARD et al.,
2013; VIGUERAS et al., 2017). Ja Escovopsis seria favorecido pelos polissacarideos labeis
disponiveis no jardim (SILVA et al., 2003), além do crescimento acelerado em relacdo ao
mutualista. De fato, a inibicdo do fungo mutualista em ensaios de co-cultivo in vitro
aparentemente ndo é replicada nas colbnias, de modo que estas se recuperam e sobrevivem a
infeccdo por Escovopsis (JIMENEZ-GOMEZ et al., 2021). Nossa estratégia consistiu em
verificar o crescimento e interacGes em nutrientes especificos e de forma isolada. Embora essa
configuracdo ndo represente fielmente as interagdes que ocorrem no jardim, esta consiste em
uma simplificacdo Util para compreender a influéncia dos recursos nutricionais na dindmica das

interagGes microbianas.
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7 CONCLUSOES

Verificamos que os nutrientes que compdem os jardins de fungo influenciam as
interacdes entre Leucoagaricus spp., Escovopsis spp., Syncephalastrum sp. e Trichoderma
virens. Nossos resultados demonstram a plasticidade das interac6es desses fungos e reforcam a
importancia de se considerar o contexto ambiental e ecoldgico durante o estudo de interagdes
simbidticas. Estudos futuros deverdo considerar a complexidade das interagdes que ocorrem
nos jardins, assim como avaliar a influéncia de outros fatores ambientais na dinamica das

interacdes dos fungos associados as col6nias das atineas.
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