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RESUMO

As formigas cortadeiras, ao longo da evolucdo, desenvolveram o habito de cultivar fungos e
utiliza-los como fonte de alimento. Esses insetos utilizam folhas e flores frescas como substrato
para o cultivo do mutualista fingico (Leucoagaricus gongylophorus). As culturas desses insetos
sdo continuamente ameagadas por fungos do género Escovopsis, considerados parasitas do fungo
cultivado pelas formigas. Embora sejam conhecidos os efeitos danosos sobre L. gongylophorus, o
mecanismo de acdo do parasitismo de Escovopsis sp. ainda € pouco compreendido. Nesse contexto,
avaliamos a natureza do antagonismo de varias linhagens de Escovopsis sp. frente ao fungo
cultivado pelas formigas cortadeiras. Adicionalmente, avaliamos o potencial antagonista de
Escovopsioides sp., um fungo recentemente descrito e para o qual desconhece-se o papel nos
ninhos desses insetos. Primeiramente, foram realizados ensaios classicos de culturas pareadas in
vitro para avaliar a interacdo entre L. gongylophorus e os dois fungos filamentosos teste.
Posteriormente, a acdo antifingica de compostos secretados pelos fungos filamentosos frente a L.
gongylophorus foi avaliada. Para tanto, foram obtidos extratos brutos utilizando os cultivos de
Escovopsis sp. e Escovopsioides sp. na (i) auséncia (EBA) e na (ii) presenca do fungo mutualista
(EBP), além da (ii1) fracdo acetato e (iv) butanol. Esses extratos foram incorporados em meio de
cultivo e o crescimento micelial de L. gongylophorus foi avaliado. A interacdo fisica entre os
fungos filamentosos e o fungo cultivado pelas formigas foi avaliada através de ensaios de
antagonismo aliados a microscopia eletronica de varredura. Nos ensaios de culturas pareadas,
todos os fungos filamentosos (Escovopsis sp. e Escovopsioides sp.) afetaram negativamente o
crescimento de L. gongylophorus. No geral, a maioria dos extratos brutos EBA e EBP de
Escovopsis sp. e Escovopsioides sp. inibiu significativamente o crescimento do fungo cultivado
pelas formigas. Por outro lado, as fragdes acetato e butanol de apenas cinco linhagens inibiram
significativamente o crescimento do fungo mutualista. Os resultados indicam que ambos,
Escovopsis sp. e Escovopsioides sp., produzem metabdlitos com agdo antifingica sobre o fungo
mutualista. Interacdes fisicas foram observadas entres as hifas de Escovopsis sp. e as hifas de L.
gongylophorus, nos ensaios de antagonismo aliados a microscopia de varredura. As linhagens de
Escovopsis sp. e Escovopsioides sp. mantiveram contato fisico com as hifas do fungo mutualista,
entretanto, nenhuma estrutura especializada relacionada ao micoparasitismo foi encontrada. Os
resultados corroboram com estudos prévios que apontam Escovopsis sp. como um micoparasita
necrotroéfico do fungo cultivado pelas formigas. Em adicdo, os resultados sugerem que
Escovopsioides sp. ¢ um antagonista do fungo das formigas, porém ndo tdo agressivo, quando
comparado a Escovopsis sp.

PALAVRAS-CHAYVE: Micoparasitismo. Antagonismo. Jardim de fungo. Atta



ABSTRACT

The leaf-cutting ants, across the evolution, developed the ability to grow fungi and use them as
food resource. These insects use fresh leaves and flowers as substrate to grow the mutualistic
fungus (Leucoagaricus gongylophorus). The farming of these insects are continuously threatened
by fungi of the genus Escovopsis, considered parasites of the fungus reared by the ants. Although
the harmful effects on L. gongylophorus are known, the mechanism of action of the parasitism of
Escovopsis sp. is still poorly understood. In this context, we evaluated the nature of the
antagonism of various strains of Escovopsis sp. towards the fungus cultivated by the leaf-cutting
ants. In addition, we evaluated the potential antagonistic role of Escovopsioides sp., a recently
described fungus for which its role in the ant nests is unknown. First, in vitro co-culture assays
were carried out to evaluate the interaction between L. gongylophorus and the two filamentous
fungi. Then, the antifungal activities of compounds secreted by the filamentous fungi against L.
gongylophorus were evaluated. Crude extracts were obtained using grows of Escovopsis sp. and
Escovopsioides sp. (1) in the absence (EBA) and (ii) in the presence (EBP) of the mutualistic
fungus, in addition to (iii) acetate and (iv) butanol fractions. These extracts were incorporated in
the culture medium and the micelial growth of L. gongylophorus was evaluated. The physical
interaction between the filamentous fungi and the fungus cultivated by the ants was evaluated
using antagonism assays associated with scanning electron microscopy. In the co-culture assays,
all the Escovopsis sp. and Escovopsioides sp. filamentous fungi negatively affected the growth of
L. gongylophorus. In general, the majority of the EBA and EBP crude extracts from Escovopsis sp.
and Escovopsioides sp. significantly inhibited the growth of the mutualistic fungus. The results
indicate that both Escovopsis sp. and Escovopsioides sp. produce metabolites with antifungal
activity against the mutualistic fungus. Physical interactions were observed between hyphae of
Escovopsis sp. and hyphae of L. gongylophorus in the antagonism assays associated to scanning
electron microscopy. The strains of Escovopsis sp. and Escovopsioides sp. kept physical contact
with the hyphae of the mutualistic fungus, although no specialized structure related to
mycoparasitism was found. The results corroborate previous studies that point Escovopsis sp. as a
necrotrophic mycoparasite of the fungus cultivated by the antes. In addition, the results suggest the
Escovopsioides is an antagonist of the ant fungus, but not as aggressive as Escovopsis sp.

KEYWORDS: Mycoparasitism. Antagonism. Fungus garden. Atfa.
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1 INTRODUCAO

As formigas da tribo Attini desenvolveram o fascinante hébito de cultivar fungos e utiliza-
los como alimento. Os géneros Atta e Acromyrmex, conhecidos como formigas cortadeiras,
praticam uma fungicultura considerada a mais derivada da tribo, caracterizada pelo uso de folhas e
flores frescas como substrato para o crescimento do parceiro fungico.

O fungo cultivado por esses insetos ¢ um basidiomiceto denominado de Leucoagaricus
gongylophorus (Basidiomycota: Agaricales: Agaricaceae). Nesta associacdo, as formigas fornecem
protecdo e o substrato vegetal necessario para o desenvolvimento do seu parceiro; em contrapartida,
o fungo ¢ a principal fonte de nutrientes para as larvas e as rainhas desses insetos.

Os ninhos dessas formigas abrigam diversas camaras subterraneas, muitas das quais sdo
preenchidas com o “jardim de fungo”. Essa estrutura compreende o material vegetal forrageado e
preparado pelas operdrias, além do micélio do fungo mutualista, o micro-organismo dominante
nesse substrato. Estudos relacionados a diversidade genética do fungo indicam que, em uma mesma
colonia, apenas uma Unica linhagem do fungo mutualista ¢ encontrada nos jardins de fungo
espalhados nas vérias camaras. Nesse sentido, as formigas cortadeiras apresentam monoculturas de
fungos em seus ninhos.

Teorias evolutivas sugerem que organismos que apresentam baixa variabilidade genética sdo
mais vulneraveis a infecgdes por parasitas. Nesse contexto, varios estudos demonstraram a presenga
de parasitas no jardim de fungo das formigas cortadeiras. Por exemplo, fungos do género
Escovopsis (Ascomycota: Hypocreales) sdo considerados parasitas do fungo cultivado pelas
formigas e ocasionam um impacto negativo no desenvolvimento do jardim, levando em alguns
casos, a morte da colonia.

Apesar dos avangos sobre a biologia de Escovopsis sp., pouco se conhece a respeito do
mecanismo de interacdo entre esse parasita e o fungo cultivado pelas formigas. Apenas um estudo
investigou o modo de como o parasita interage com L. gongylophorus, no qual foi demonstrado em
experimentos in vitro que Escovopsis sp. provoca a degeneracdo do micélio do fungo mutualista,
assim, utilizando as hifas do hospedeiro como fonte de nutrientes (REYNOLDS; CURRIE, 2004).
Segundo o estudo, a degeneracdo das hifas poderia estar relacionada a liberacdo de substancias
quimicas por Escovopsis sp., ja que nenhuma interagdo fisica, como o contato entre as hifas do
parasita e do hospedeiro, foi observada. Entretanto, os autores desse estudo ndo avaliaram se
substancias quimicas estdo realmente envolvidas no parasitismo.

Além do parasita Escovopsis sp., os jardins de fungo das formigas Attini abrigam uma
variedade de outros micro-organismos, incluindo bactérias, leveduras e fungos filamentosos.

Embora estudos tenham revelado a diversidade microbiana associada aos jardins de fungo, poucos
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avancaram no conhecimento do papel desses micro-organismos nesse substrato. Recentemente, um
novo género de fungo filamentoso denominado Escovopsioides foi encontrado nos jardins de fungo
das formigas cortadeiras (AUGUSTIN et al.,, 2013). Esse género apresenta caracteristicas
morfoldgicas semelhantes a de Escovopsis sp., entretanto, nada se conhece a respeito do papel
ecoldgico desempenhado por este fungo.

Neste contexto, para avangar no entendimento da biologia dos micro-organismos associados
aos jardins de formigas cortadeiras, este trabalho avaliou o mecanismo de acdo envolvido no
antagonismo de Escovopsis sp. e de Escovopsioides sp. frente ao fungo L. gongylophorus. O
presente estudo tentou responder as seguintes perguntas: (i) Escovopsis sp. atua pela producdo de
compostos quimicos ou por acdo fisica?; (i) fungos do género Escovopsioides podem ser
considerados antagonistas do fungo mutualista? Para responder a essas questdes, o presente estudo
avaliou a inibi¢do do fungo mutualista em ensaios de co-cultivo in vitro com linhagens de
Escovopsis sp. e Escovopsioides sp., além de testar a a¢do antifungica de extratos de meio de
cultivo de ambos os fungos. Adicionalmente, ensaios de antagonismo aliados a analises com
microscopia eletronica de varredura foram realizados para observar as possiveis interacdes entre as
hifas dos fungos teste com as hifas do fungo mutualista.

Os resultados demonstraram que a interagdo de Escovopsis sp. frente ao fungo mutualista ¢
mediada pela (i) producdo de metabolitos com agdo antifingica e (ii) o contato entre as hifas do
parasita e do hospedeiro. Escovopsioides sp. também inibiu o crescimento do fungo mutualista em
todos os testes realizados. Assim, tal fungo também pode ser considerado um antagonista do fungo
das formigas cortadeiras, porém, ndo aparenta ser tdo agressivo em comparacao com Escovopsis sp.,
pois, em ensaios in vitro, proporcionou a menor inibicdo do crescimento micelial do fungo
mutualista. Estudos adicionais para melhor compreender o papel ecologico desempenhado por
Escovopsioides sp. nos ninhos dessas formigas devem ser realizados, além de futuros estudos para

elucidar a natureza da(s) molécula(s) envolvida(s) na inibi¢cao do fungo mutualista.
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2 ESTADO DA ARTE

2.1 Fungicultura praticada pelas formigas da tribo Attini

A tribo Attini compreende 16 géneros com 256 espécies catalogadas (BRANDAO;
MAYHE-NUNES; SANHUDO, 2011; SOSA-CALVO et al., 2013). As formigas dessa tribo
compartilham a habilidade de cultivar fungos como alimento, sendo que essa associacdo de
mutualismo entre os dois organismos, segundo uma hipdtese, originou-se na bacia amazonica ha
cerca de 50 milhoes de anos (SCHULTZ; BRADY, 2008; SOLOMON et al., 2008).

A maioria das espécies de formigas da tribo Attini apresenta ninhos inconspicuos, com casta
de operarias monomorficas (i.e. um s6 tipo morfoldgico) e ndo promovem danos a agricultura. Por
outro lado, as formigas cortadeiras sdo conhecidas por apresentarem ninhos notaveis, castas de
operarias polimorficas (i.e. mais que um tipo morfoldgico) e por causarem prejuizos economicos na
agricultura e silvicultura, pois cortam grandes quantidades de folhas para o cultivo do fungo
mutualista (BRANDAO et al., 2011; DELLA LUCIA; GANDRA; GUEDES, 2013). Devido a este
comportamento, esses insetos sdo conhecidos os herbivoros dominantes do Neotropico
(HOLLDOBLER; WILSON, 1990). Apesar desse efeito danoso para o homem, as formigas
cortadeiras sdo de extrema importancia para o ecossistema, pois atuam na dispersdo de sementes,
aumentam a aeracdo e drenagem dos solos com suas construgdes subterraneas, bem como
favorecem o enriquecimento destes com material organico encontrado nas camaras dos ninhos
(DELLA LUCIA; SOUZA, 2011).

Schultz e Brady (2008) e Mehdiabadi e Schultz (2009) relatam que durante a evolugdo da
tribo Attini as formigas se associaram a diferentes fungos mutualistas, o que levou a formagao de
cinco tipos de fungicultura, a saber: a fungicultura (i) das Attini primitivas (‘“fungicultura inferior”)
praticada pelos géneros Mycocepurus, Myrmicocripta, Apterostigma, Mycetophylax, Mycetarotes,
Mycetosoritis, Mycetagroicus, Kalathomyrmex e Cyphomyrmex. Essas formigas utilizam substrato
vegetal seco, carcagas e fezes de invertebrados para o cultivo do seu parceiro fungico (fungos
pertencentes a familia Agaricaceae, tribo Leucocoprinae), os quais também podem ser encontrados
vivendo fora da associagdo com as formigas (i.e. “vida-livre”); (i) de formigas do género
Apterostigma, as quais cultivam fungos da familia Pterulaceae; (iii) das formigas do grupo
Cyphomyrmex rimosus, as quais também cultivam fungos da tribo Leucocoprinae, porém, na forma
de levedura, os quais também podem ser encontrados em vida-livre; (iv) das formigas Attini
derivadas do género Sericomyrmex e Trachymyrmex, as quais utilizam material vegetal fresco e
seco para o cultivo do seu parceiro fungico. Os fungos dessas formigas aparentam ser

“domesticados”, pois ndo foram encontrados representantes de vida-livre; (v) das formigas
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cortadeiras (géneros Atta e Acromyrmex), as quais mantém uma relagdo mutualista com o fungo L.
gongylophorus (Basidiomycota: Agaricales, Agaricacae, SINGER, 1986; PAGNOCCA et al.,
2001). Essas formigas cortam e coletam folhas e flores frescas, que servem como substrato para o
desenvolvimento do fungo. Em contrapartida, o fungo cultivado serve como a principal fonte de
nutricdo das larvas desses insetos e das rainhas (SILVA et al., 2003).

Leucoagaricus gongylophorus € cultivado pelas formigas cortadeiras na forma micelial em
uma estrutura denominada jardim de fungo. Esse substrato ¢ composto pelo micélio do fungo
mutualista e fragmentos de folhas e flores (Figura 1A). As hifas desse fungo apresentam na sua
extremidade uma estrutura denominada gongilidio (Figura 1B), a qual acumula os nutrientes
necessarios para a alimentagdo das larvas (MARICONI, 1970; WEBER, 1972; QUINLAN;
CHERRETT, 1979; SILVA et al., 2003; PAGNOCCA et al., 2011).

Figura 1. A: Jardim de fungo de Atta sexdens rubropilosa. Esta estrutura compreende o substrato
vegetal forrageado pelas operarias e o micélio do fungo Leucoagaricus gongylophorus (coloragao
branca). B: Imagem de microscopia de luz do fungo Leucoagaricus gonylophorus FF2006 com 15
dias de crescimento, evidenciando a presenca de gongilidios, vesiculas ricas em nutrientes, nas
extremidades das hifas do fungo.

Imagem B: aumento 400x.
Fonte: A. Jaqueline Silva Pereira (discente do Laboratorio de Ecologia e Sistematica de Fungos, IB, UNESP, Rio Claro); B. Sadala
Schmidt Varanda Haifig.

Além dos nutrientes e protecdo que as formigas oferecem para o fungo, este também tem sua
dispersdao proporcionada pelas formigas durante o voo nupcial e estabelecimento de novos
formigueiros (WEBER, 1972; QUINLAN; CHERRETT, 1979). Durante o voo nupcial, fragmentos
do fungo mutualista sdo carregados na cavidade infrabucal das fémeas aladas. Apds o acasalamento,
as fémeas fecundadas rapidamente voltam ao solo e fundam um novo ninho. No interior da colonia
recém-fundada regurgitam os fragmentos de fungo e iniciam o desenvolvimento do jardim

(WEBER, 1972).
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Até o presente, raramente foi relatada a ocorréncia da reprodugdo sexuada do fungo
mutualista na natureza (MUELLER et al., 1998; MUELLER, 2002; PAGNOCCA; RODRIGUES;
BACCI JR, 2011), o que contribui para sua baixa variabilidade genética e, consequentemente, a
vulnerabilidade a infecgdes por outros competidores (CURRIE et al., 1999a; CURRIE, 2001).
Mueller et al. (2010) realizaram um estudo sobre as culturas do fungo mutualista nos jardins
do género Atta e verificaram que na mesma colonia apenas uma Unica linhagem do fungo
mutualista ¢ mantida pelas operarias. Estes dados permitiram aos autores concluirem que as culturas
do fungo mutualista na natureza sdo, na realidade, monoculturas. Esta uniformidade genética das
culturas de fungos constitui um problema quanto ao estabelecimento de parasitas, pois muitos
aproveitam da baixa variabilidade genética do hospedeiro para se estabelecerem. De fato, nos
ultimos anos muitos micro-organismos competidores foram descobertos nos jardins de fungos

desses insetos.

2.2 Micro-organismos associados aos jardins das formigas da tribo Attini

Devido ao intenso habito de forrageamento das formigas cortadeiras ¢ comum a entrada de
diversos micro-organismos nos ninhos, que podem ser potenciais antagonistas para o fungo
mutualista (PAGNOCCA; RODRIGUES; BACCI JR, 2011). Em razdo disso, as formigas da tribo
Attini desenvolveram medidas profilaticas para manter os jardins de fungos livres desses potenciais
patdgenos, dentre elas destacam-se: (i) a limpeza do material vegetal coletado (CURRIE; STUART,
2001; VAN BAEL et al., 2009; DINIZ; BUENO, 2010); (ii) a constante inoculagdo do micélio do
fungo mutualista no substrato vegetal coletado e recém incorporado ao jardim (WEBER, 1972); (iii)
o uso de secre¢des glandulares que contém compostos antimicrobianos (MARSARO-JUNIOR et al.,
2001; FERNANDEZ-MARIN et al., 2006; RODRIGUES et al., 2008a) ¢; (iv) a remocio de
fragmentos dos jardins de fungos com a presenca de esporos germinados de outros fungos
(CURRIE; STUART, 2001).

Embora as formigas tenham desenvolvido tais estratégias para o controle do
desenvolvimento de outros micro-organismos nos jardins de fungo, estudos indicam grande
diversidade de leveduras, fungos filamentosos e bactérias (MOLLER, 1896; BACCI et al., 1995;
CARREIRO et al., 1997; RIBEIRO, 2000; RODRIGUES et al., 2005; RODRIGUES et al., 2008b;
RODRIGUES et al., 2009; SUEN et al., 2010).

Rodrigues et al. (2005) realizaram um levantamento de fungos filamentosos associados as
coldnias de formigas Atta sexdens rubropilosa, apds tratamento com iscas toxicas. Em um total de
60 ninhos (40 de laboratério e 20 de areas naturais) foi observada uma ocorréncia de 54% do fungo

Syncephalastrum racemosum e 21% de Escovopsis weberi em ninhos de laboratorio. Por outro lado,
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observou-se uma ocorréncia de 38% de Trichoderma harzianum e 23 % para Fusarium oxysporum
em ninhos encontrados no campo.

Em estudo posterior realizado por Rodrigues et al. (2008), um total de 37 ninhos de
Acromyrmex spp. do sul do Brasil foi amostrado. Em 8% dos ninhos, foi identificado um fungo
denominado como Moniliella-like; ¢ em 40,5% e 27% dos ninhos, foram isolados Fusarium
oxysporum e Escovopsis sp., respectivamente. Rodrigues et al. (2011) estudaram a diversidade de
fungos associados a trés espécies de formigas (Atta texana, Cyphomyrmex wheeleri e
Trachymyrmex septentrionalis), durante o periodo de um ano, no sul dos Estados Unidos. Os
autores isolaram 1435 fungos filamentosos. No geral, os fungos recuperados foram géneros
cosmopolitas', encontrados principalmente no solo e no substrato vegetal forrageado pelas operarias.
Resultado interessante foi o fato desses autores ndo encontrarem Escovopsis sp. nos jardins
amostrados para cada espécie de formiga avaliada.

O fungo identificado como Moniliella-like no estudo de Rodrigues et al. (2008) foi
recentemente descrito como um género novo de fungo ascomiceto, denominado Escovopsioides
(Figura 2A, AUGUSTIN et al., 2013). Este género ¢ monotipico, ou seja, foi descrito baseado
apenas em uma espécie. Escovopsidoides nivea apresenta caracteristicas morfoldgicas semelhantes
as de Escovopsis sp., dentre elas, a formacao de conidi6foros com aspecto semelhantes a escova
(brush-like) (Figuras 3B-C), com a presenca de fialides” sobre vesiculas bem definidas (embora as
fialides sdo mais longas em Escovopsioides sp.) e a presenca de clamidosporos® (Figura 2B). Assim
como Escovopsis sp. (ver item 2.4), tal fungo somente foi encontrado em jardins de formigas

cortadeiras e nada se conhece sobre o papel ecoldgico desempenhado nos ninhos desses insetos.

! Ampla distribui¢do, encontrado em quase todo o mundo.
% Célula especializada na produgdo de esporos assexuados (conidios).
3 Esporo de resisténcia.
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Figura 2. Escovopsioides sp. (Ascomycota: Hypocreales). A: aspecto morfoldgico da cultura de
Escovopsioides sp. mantida a 25 °C, durante 7 dias. B: imagem de microscopia de luz de
Escovopsioides sp., mostrando a presencga de clamidosporos. C: imagem de microscopia de luz de
Escovopsioides sp., evidenciando a formagao de esporos de origem blastica (seta).

2. &
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Imagem B-C: aumento 400x
Fonte: A. Sadala Schmidt Varanda Haifig; B-C. Barbara Monique (discente do Laboratério de Ecologia e Sistematica de Fungos, IB,
UNESP, Rio Claro).

Figura 3. Escovopsis sp. , fungo parasita do jardim de fungo das formigas da tribo Attini. A:
aspecto morfoldgico da cultura de Escovopsis sp. mantida a 25°C, com 7 dias. B-C: microscopia de
luz das linhagens de Escovopsis sp. ES004 e NLOOS, respectivamente, mostrando conidi6foros,
estrutura de reprodugdo, em forma de “escova”.

Imagem B-C: aumento 400x.
Fonte: A. Sadala Schmidt Varanda Haifig; B-C. Lucas Andrade Meirelles (discente do Laboratorio de Ecologia e Sistematica de
Fungos, 1B, UNESP, Rio Claro).

Estudos sugerem que bactérias, leveduras e fungos filamentosos presentes nos jardins das
formigas da tribo Attini podem desempenhar fun¢des importantes. Leveduras promovem a
degradacdo de material vegetal do jardim de fungos, possivelmente liberando agucares simples que
auxiliam no crescimento do fungo mutualista (CARREIRO, 2000; MENDES et al., 2012). Bactérias
e leveduras também podem atuar na prote¢do das formigas e da coldnia contra infecgdes fungicas
através da produgdo de compostos antimicrobianos (CARREIRO et al., 2002; SANTOS et al., 2004;
RODRIGUES et al., 2009).

Poulsen e Currie (2006) sugeriram que fungos filamentosos encontrados nos jardins das

formigas da tribo Attini sdo de ocorréncia transitoria nesse local. Contudo, a interacdo entre o fungo
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mutualista e os demais fungos filamentosos presentes nos jardins ainda ndo ¢ totalmente conhecida.
Alguns autores sugerem que fungos filamentosos presentes nesse substrato podem ser considerados
patogenos oportunistas (RODRIGUES et al., 2008b; PAGNOCCA ; MASIULIONIS;
RODRIGUES, 2012).

Silva et al. (2006) avaliaram os efeitos de 7. harzianum, E. weberi € Acremonium kiliense no
crescimento do fungo mutualista de Atta sexdens rubropilosa. Os autores verificaram que todos os
fungos testados afetaram negativamente o crescimento de L. gongylophorus, sendo que algumas
linhagens de E. weberi foram capazes de degradar o micélio do fungo mutualista. Um estudo
semelhante realizado por Folgarait e colaboradores (2011) avaliou a possivel utilizacdo de
Escovopsis e Leucanicillium lecani como agentes no controle bioldgico das formigas cortadeiras.
Os autores verificaram que todas as linhagens testadas sobrepujaram o crescimento do fungo
mutualista em testes in vitro, comprometendo negativamente o crescimento do mesmo. O fungo
entomopatogénico L. lecani também prejudicou o crescimento do fungo L. gongylophorus. Desta
forma, os autores sugerem que ambos os fungos podem ser utilizados como agentes no controle
biologico das formigas cortadeiras por serem antagonistas ao fungo cultivado por estes insetos.
Contudo, estudos adicionais precisam ser realizados para comprovar a real utilidade desses
micoparasitas no controle biologico dessas formigas pragas.

Uma associagdo benéfica para as formigas e bastante estudada ¢ a relacdo entre
Pseudonocardia e as formigas da tribo Attini. Pseudonocardia ¢ um grupo de bactérias
filamentosas que se encontra na cuticula desses insetos. Estudos sugerem que essas bactérias
secretam compostos que podem inibir o crescimento do fungo parasita Escovopsis e estimular o

crescimento do fungo das formigas (CURRIE et al., 1999b; CURRIE, 2001).

2.3 Fungos micoparasitas

Fungos micoparasitas sdo aqueles que apresentam a capacidade de interagir e utilizar outro
fungo como fonte de nutrientes (BARNETT, 1963; GOH; VUJANOVIC, 2010). Segundo o modo
de acdo sobre o hospedeiro, os fungos parasitas sdo classificados como: micoparasitas necrotroficos
e biotroficos. Micoparasitas necrotréficos matam as células do hospedeiro, através do contato fisico
e liberagdo de substancias toxicas; sendo, portanto, considerado um parasitismo destrutivo. J& os
micoparasitas biotroficos sdo capazes de obter nutrientes a partir das células vivas do hospedeiro,
causando um pequeno dano, porém, sem provocar a morte do hospedeiro (BARNETT, 1964;
BARNETT; BINDER, 1973).

Muitos fungos micoparasitas do tipo necrotréfico sdo capazes de se desenvolver de modo

saprofitico na natureza, utilizando uma ampla variedade de substratos como fonte de nutrientes.
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Embora estes organismos ndo exijam obrigatoriamente nutrientes a partir de um hospedeiro, quando
parasitam outros fungos, o seu crescimento ¢ beneficiado a medida que se nutrem das células
mortas. Esses micoparasitas podem ser facultativos ou oportunistas e secretam enzimas que
facilitam a competir por espaco e nutrientes (BARNETT; BINDER, 1973). Trichoderma harzianum
e Trichoderma deliquescens (= Trichoderma virens) sao exemplos classicos de fungos
micoparasitas necrotroficos, os quais também apresentam boa capacidade de crescer como
competidores saprofiticos de outros fungos (JEFFRIES, 1995).

As relagdes antagonistas mediadas por micoparasitas necrotréficos sdo muito agressivas. A
hifa do parasita entra em contato e cresce em associacdo com a hifa do hospedeiro, algumas vezes
enrolando-se em volta da hifa do hospedeiro, na qual pode ocorrer penetracdo. Enzimas secretadas
pelo parasita degradam a parede celular do hospedeiro e podem causar a morte citoplasmatica do
mesmo, antes mesmo do contato entre hifas, ou a morte do citoplasma s6 ocorre depois que o
contato entre as hifas ¢ estabelecido. Micoparasitas necrotréficos tendem a ter uma ampla gama de
hospedeiros e o seu mecanismo de infec¢do ndo ¢ especializado, ou seja, eles geralmente lancam
enzimas liticas® e toxinas no ambiente que sdo destrutivas e ndo possuem estruturas especializadas
de infecgao.

Micoparasitas biotroficos diferem por serem capazes de parasitar as células do hospedeiro
sem causarem-lhe danos destrutivos, sendo uma relagdo fisiologicamente balanceada. Esta relagdo
intima entre o parasita e o hospedeiro, durante a evolugdo, fez com que alguns parasitas
dependessem exclusivamente do seu hospedeiro para sobreviver, pois perderam a capacidade de
sintetizar nutrientes (JEFFRIES, 1995). Com isso, parasitas biotroficos possuem uma faixa restrita
de hospedeiros e possuem estruturas especializadas de infecgdo, como os haustérios’ (BARNETT;
BINDER, 1973; JEFFRIES, 1995). Por exemplo, o fungo filamentoso Gliocephalis hyalina foi
reportado desde 1899 em associagdo com outros fungos. Este fungo ¢ incapaz de crescer em cultura
sem a associagdo com outros fungos (JACOBS; HOLTZMAN; SEIFERT, 2005). Esses mesmos
autores estudaram a interacdo do parasita G. hyalina frente a varias espécies de fungos
filamentosos: Fusarium sporotrichioides, F. oxysporum, F. poae, F. verticillioides, F. merismoides,
F. culmorum, F. tumidum, F. sambucinum, F. venenatum, F. solani, F. torulosum, Epicoccum
purpurascens, Cladosporium cladosporioides, Botrytis cinerea, Trichoderma viride e Alternaria
alternata. Os autores verificaram que G. hialina, nos ensaios de culturas pareadas, cresceu e
esporulou na presenga de todas as espécies de Fusarium. Por outro lado, G. hialina nao se
desenvolveu na presenca dos fungos filamentosos E. purpurascens, C. cladosporioides, B. cinerea,

T. viride e A. alternata. Nos experimentos realizados por Jacobs et al. (2005), o fungo G. hialina

* Enzimas degradadoras de parede celular.
> Estrutura fingica especializada na absorg¢do de nutrientes a partir da célula do fungo hospedeiro.
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mostrou ser um micoparasita biotrofico, exibindo preferéncia por infectar espécies de Fusarium,
além de ter sido observada a presenca de haustorios nos experimentos de microscopia.

Outro exemplo de micoparasitismo biotréfico ¢ aquele mediado por Sphaerodes
quadrangulares sobre Fusarium avenaceum (GOH; VUJANOVIC, 2010). Através de ensaios de
cultura em lamina, os autores observaram a producdo de estruturas de contato em forma de gancho
sobre as hifas de F. avenaceum. Por outro lado, Goh e Vujanovic (2010) classificaram S.
quadrangulares como um micoparasita biotréfico de contato facultativo, pois este fungo foi capaz
de crescer na auséncia de F. avenaceum, diferentemente de G. hialina, que s6 foi capaz de se
desenvolver quando inoculado juntamente com espécies de Fusarium (JACOBS; HOLTZMAN;
SEIFERT, 2005).

Os fungos micoparasitas necrotréficos mais estudados pertencem ao género Trichoderma
(Ascomycota: Hypocreales) e vérios estudos abordando sua fisiologia no ataque ao hospedeiro
(DRUZHININA et al., 2011; GRUBER et al., 2011; MARCELLO et al., 2010) ¢ a utilizagao no
controle bioldgico foram realizados (FERRE; SANTAMARINA, 2010; LOGUERCIO et al., 2009).
E sabido que o ataque por Trichoderma sp. ¢ realizado em quatro eventos sequenciais: (i)
quimiotropismo, (ii) reconhecimento, (iii) ataque e enrolamento na hifa hospedeira e, por ultimo,
(iv) a penetragdo e digestao da parede celular do hospedeiro (STEYAERT, 2009).

Kubicek et al. (2011) analisaram sequéncias do genoma de trés espécies de Trichoderma ( T.
atroviride, T. deliquescens e T. reesei). Segundo os autores, o micoparasitismo em 7richoderma sp.
depende de uma série de eventos que incluem a lise da parede celular do fungo hospedeiro pela
acdo de enzimas (quitinases, glicosideos hidrolases e B-1,3-glucanases) capazes de degradar os
carboidratos que compdem a parede celular das hifas. A familia GH18 (familia de proteinas
fungicas, incluindo as endo-b-N-acetilglucosaminidases) compreende enzimas envolvidas na
degradacdo da quitina, sendo que as espécies micoparasitas 7. atroviride e T. deliquescens
apresentam uma elevada diversidade de genes envolvidos na biossintese de quitinases (KUBICEK
et al., 2011). Por outro lado, genes que codificam para a familia de enzimas envolvida na
degradagdo de componentes da parede celular vegetal (como a pectina e xilana) sdo reduzidos em
comparagdo a genomas de outros fungos considerados saprofiticos. Outra classe de genes
importantes ao micoparasitismo ¢ a de genes que codificam as proteinas para a sintese de
metabolitos secundarios (policetideo sintases — PKS e peptideo sintases ndo ribossomais - NRPS),
que também sdo abundantes, porém nao sdo significativamente mais expandidos no genoma de
Trichoderma sp. em relagdo ao de outros fungos ndo micoparasitas. Essas evidéncias demonstram
que Trichoderma sp. apresenta adaptagdes voltadas para o micoparasitismo, muitas das quais tém

uma base genética.
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Outros exemplos de micoparasitas conhecidos sdo os fungos invasivos Nectria inventa,
Pythium acanthicum, Rhizoctonia solani, Syncephalis californicus que parasitam as hifas de

Aternaria brassicae, Phycomyces blakesleeanus e fungos da ordem Mucorales, respectivamente

(JEFFRIES, 1995).

2.4 Escovopsis: fungo micoparasita do jardim das formigas da tribo Attini

Dentre os fungos filamentosos encontrados nos jardins das formigas Attini, fungos
anamorficos (i.e. assexuados) do género Escovopsis (Ascomycota: Hypocreales) sdo considerados
parasitas especializados do fungo cultivado pelas formigas (Figura 3) (CURRIE et al., 1999a; BOT
et al., 2001). Tal parasita ocorre em elevada frequéncia nos jardins desses insetos (CURRIE et al.,
1999c¢). Estudos epidemiologicos levantam a estimativa que cerca de 33 a 75% dos ninhos estdo
infectados com Escovopsis, especialmente na América Central (CURRIE, 2001). Entretanto, tais
estimativas sdo varidveis e dependem da regido geografica. Por exemplo, a incidéncia do parasita
parece ser menor em algumas regides do Brasil, pois Rodrigues et al. (2008b) determinaram que a
prevaléncia de Escovopsis em ninhos de 10 espécies de Acromyrmex localizadas no sul do Brasil
era de 27%. O fato dos diferentes estudos realizarem os isolamentos de Escovopsis sp. em
diferentes intervalos de tempo apos a coleta do jardim, também pode explicar as diferencas
observadas na frequéncia de ocorréncia do parasita.

Ainda ndo se sabe como ocorre a transmissao deste parasita entre os ninhos. Alguns autores
sugerem que Escovopsis sp. seja transmitido por vetores mecanicos, ou seja, através da veiculagdo
dos esporos assexuados aderidos ao corpo de artropodes que visitam os ninhos (CURRIE, 2001;
LITTLE et al., 2006). Por outro lado, Augustin e colaboradores (2013) apontam que a transmissao
de Escovopsis entre os ninhos estd relacionada com o lixo do ninho. Atta colombica e Atta
mexicana e algumas espécies do género Acromyrmex, depositam o lixo fora dos ninhos. Nesse
substrato ¢ possivel encontrar partes contaminadas do jardim de fungo e Escovopsis sp. ¢ capaz de
esporular nesse substrato fora dos ninhos (HART, 2002). Segundo Augustin et al. (2013), a
esporulacdo em lixos externos pode contaminar as operdrias forrageadoras de outras coldnias, ou
dispersar os esporos de Escovopsis sp. pela chuva ou outros intempéries.

A presenga de Escovopsis sp. nos ninhos das formigas foi primeiramente relatada por Mdller,
em 1893, e atualmente muitas pesquisas com esse fungo estdo em curso (PAGNOCCA;
MASIULIONIS; RODRIGUES, 2012). O género Escovopsis sp. compreende cinco espécies
descritas, sendo uma isolada de Atta sp. (Escovopsis weberi, MUCHOVEJ; DELLA LUCIA, 1990),
uma de Trachymyrmex ruthae (Escovopsis aspergilloides; SEIFERT et al., 1995) e trés isoladas de
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Acromyrmex spp. (Escovopsis lentecrescens, Escovopsis microspora € Escovopsis moelleri;
AUGUSTIN et al. 20013).

Estudos sugerem que Escovopsis sp. compartilha uma historia evolutiva com as formigas e o
fungo mutualista, de modo que o parasita coevoluiu com os outros organismos desta associagao
(CURRIE et al., 2003). Tal diversificagdo conjunta com as formigas e seu parceiro fingico
proporcionou o aparecimento de grupos especificos de Escovopsis sp. que parasitam diferentes
fungos mutualistas (CURRIE et al., 2003; GERARDO et al., 2006; TAERUM et al., 2007).

Utilizando analises moleculares e experimentos in vitro, Gerardo et al. (2004) apoiou a
hipotese de que Escovopsis ¢ seletivo para as diferentes linhagens do fungo mutualista no sistema
Cyphomyrmex. J& as formigas cortadeiras compartilham espécies semelhantes ou as mesmas de
Escovopsis (TAERUM et al., 2007), pois essas formigas apresentam o mesmo tipo de fungo.

Apesar do entendimento da histdria evolutiva de Escovopsis, pouco se conhece a respeito do
modo de a¢do do parasitismo frente ao hospedeiro L. gongylophorus. Sabe-se que Escovopsis ndo
pode ser considerado um competidor por nutrientes do fungo mutualista. No Unico estudo que
tentou elucidar a natureza do parasitismo (Reynolds e Currie 2004), Escovopsis obteve o melhor
crescimento na presenga do fungo mutualista. Além disso, os mesmos autores mostraram que o
fungo Escovopsis sp. ndo obteve um bom desenvolvimento quando inoculado em placas de Petri
contendo material vegetal como fonte de nutrientes. Adicionalmente, por meio de ensaios de
micoparasitismo, estes autores demonstraram que ocorre a quebra da hifa do fungo mutualista antes
da interacdo fisica com a hifa de Escovopsis sp.

Reynolds e Currie (2004) classificaram Escovopsis sp. como um fungo micoparasita
necrotréfico de contato, o que foi evidenciado também nos experimentos in vitro com jardins de
fungos ocorrendo a descoloragdo e a degeneragdo do micélio do fungo mutualista (CURRIE, 1999a).
O estudo de Reynolds e Currie (2004) foi importante para elucidar o papel desempenhado por
Escovopsis nos jardins de fungos, contudo, faltam informag¢des de como ocorre o parasitismo € o
modo de acdo do parasita.

Neste sentido, para um melhor entendimento da biologia do parasita, o presente estudo
procurou elucidar os mecanismos de agdo envolvidos no parasitismo de Escovopsis frente ao fungo
das formigas. Além disso, avaliando o potencial de Escovopsioides como antagonista de L.
gongylophorus, o presente trabalho levantou os primeiros indicios da relagdo desse novo fungo com

o cultivar das formigas cortadeiras.
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3 OBJETIVOS

Geral
Avaliar a natureza das interagdes entre os fungos filamentosos Escovopsis sp. € Escovopsioides sp.

frente a Leucoagaricus gongylophorus, fungo cultivado pelas formigas cortadeiras.

Especificos
1. Avaliar em ensaios de co-cultivo as interagdes entre diferentes linhagens de Escovopsis sp. e

Escovopsioides sp., no crescimento micelial do fungo mutualista;

2. Avaliar a acdo inibitéria de extratos de cultivo de diferentes linhagens de Escovopsis sp. e

Escovopsioides sp., no crescimento micelial do fungo mutualista;

3. Avaliar se ocorrem interagdes fisicas entre as linhagens de Escovopsis sp. e Escovopsioides sp.,

frente ao fungo mutualista das formigas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Linhagens avaliadas

O presente trabalho avaliou dez linhagens de Escovopsis sp. e duas de Escovopsioides sp.
frente a L. gongylophorus, fungo cultivado pelas formigas cortadeiras.

As linhagens foram obtidas a partir do isolamento de fragmentos de jardim de fungo ou do
material de refugo (lixo) de diferentes espécies de formigas cortadeiras (Tabela 1) e foram
identificadas através de andlises morfologicas e moleculares (RODRIGUES, 2004). Todas as
linhagens estdo preservadas em glicerol 10%, a -80 °C, e depositadas no acervo da Central de
Recursos Microbianos da UNESP (CRM — UNESP), Rio Claro, SP.

Os fungos foram reativados em meio batata-dextrose agar (BDA, Acumedia) suplementado
com 150 ug mL™" de cloranfenicol (Sigma) e incubados a 25 °C, durante 10 dias (no escuro). Apos
incubagdo, todas as linhagens foram avaliadas quanto a pureza através de observacdes das
caracteristicas macro e microscopicas das colonias. Uma vez confirmada a pureza das culturas, uma
colecdo de trabalho foi criada, mantendo os fungos a 4 °C, em tubos com o meio BDA inclinado. A
colecdo de trabalho foi mantida através da transferéncia dos fungos para novos tubos de BDA a
cada seis meses.

A linhagem do fungo mutualista utilizada nesse estudo, L. gongylophorus FF2006, foi
isolada e cedida pelo Prof. Dr. Fernando Carlos Pagnocca. O fungo mutualista foi obtido de um
ninho de laboratério de A. sexdens rubropilosa, mantido no Centro de Estudos de Insetos Sociais
(CEIS), UNESP, Rio Claro. Para o isolamento desse fungo, fragmentos do jardim, sem a presenca
de operarias, foram inoculados em meio BDA suplementado com 150 pg ml" de cloranfenicol
(Sigma) e incubados a 25 °C, durante 20 dias (no escuro). Os fragmentos foram monitorados
diariamente e aqueles que ndo apresentaram nenhuma contaminagdo por outros fungos, foram
considerados como a cultura pura de L. gongylophorus. A linhagem FF2006 estd mantida no
Laboratoério de Ecologia e Sistematica de Fungos (LESF) e no Laboratorio de Microbiologia do
CEIS, UNESP, Rio Claro, SP.

A colegdo de trabalho da linhagem FF2006 foi mantida em meio A suplementado com aveia
(em g L": 10 glicose, 5 NaCl, 5 peptona, 10 extrato de malte (DIFCO), 15 Bacto agar granulado, 50
aveia) (PAGNOCCA et al., 1990), a 25 °C, com transferéncias a cada 20 dias. Como critério de
selecdo de culturas vigorosas, somente fungos com a presenga de estafilas (conjuntos de gongilidios
observados com o auxilio de microscopio estereoscopio) foram mantidos na cole¢do. Durante o

experimento observou-se que muitas vezes o micélio do fungo mutualista adquiria um aspecto



23
“flocoso”, representando a ndo formacdo das vesiculas nutritivas (Fernando C. Pagnocca,
comunicagao pessoal).

Ensaios de co-cultivo foram realizados para avaliar a interacdo das linhagens de Escovopsis
sp. € Escovopsioides sp. frente ao fungo mutualista. Todas as linhagens dos fungos filamentosos
também foram avaliadas quanto a dois tipos especificos de interagdo frente ao fungo L.
gongylophorus: (1) interagdo quimica, o que incluiu a avaliagdo da agdo antifiingica de diferentes
extratos e; (i1) interagdo fisica, avaliada através de ensaios de antagonismo aliados a microscopia

eletronica de varredura.

Tabela 1. Origem dos isolados dos fungos utilizados nos experimentos ¢ mantidos na Central de
Recursos Microbianos da UNESP (CRM — UNESP).

Codigo Fungo Substrato Formiga Cidade Estado
ES002 Escovopsis sp. Jardim Atta sexdens Rio Claro SP
ES004 Escovopsis sp. Jardim Acromyrmex sp. . BA
ES005 Escovopsis sp. Jardim Atta cephalotes Alta Floresta MT
NLOO1 Escovopsis sp. Lixo Atta capiguara Botucatu SP
NLOO5 Escovopsis sp. Jardim Atta sexdens Botucatu SP
RS019  Escovopsis sp. Jardim Acromyrmex ambiguus ~ Nova Petropolis RS
RS020 Escovopsis sp. Jardim Acromymex laticeps Nova Petropolis RS
RS030 Escovopsis sp. Jardim Acromyrmex lundi Sao Marcos RS
RS046 Escovopsioides sp.  Jardim Acromyrmex heyeri Sentinela do Sul RS
RS054  Escovopsioides sp.  Jardim Acromyrmex sp. Chuvisca RS
RS055 Escovopsis sp. Jardim Acromyrmex heyeri Chuvisca RS
RS076 Escovopsis sp. Jardim Acromyrmex coronatus ~ Vacaria RS
" sem dado.

4.2 Ensaios de co-cultivo in vitro

4.2.1 Procedimento

Para avaliar a acao dos fungos filamentosos (Escovopsis sp. e Escovopsioides sp.) sobre o
fungo mutualista, ensaios de culturas pareadas (co-cultivo) in vitro foram realizados seguindo o
método proposto por Silva et al. (2006). Discos (5 mm de didmetro) de micélio do fungo mutualista,
previamente crescido em meio A suplementado com aveia a 25 °C, foram cortados e colocados a
1,5 cm de distancia da borda de placas de Petri contendo meio BDA. As placas foram incubadas a
25 °C, durante 15 dias, no escuro, periodo de incubacdo necessario para permitir o crescimento do
fungo mutualista nas placas experimentais.

Todas as linhagens de Escovopsis sp. € Escovopsioides sp. foram cultivadas previamente em

meio BDA e incubadas a 25 °C, durante sete a dez dias. Apds incubacdo, discos de 5 mm de
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didmetro foram removidos do micélio e colocados a 3,0 cm de distancia da borda da colonia do
fungo mutualista. Para o experimento controle, disco de 5 mm de micélio do fungo mutualista foi
colocado no lugar dos fungos filamentosos. As placas foram incubadas a 25 °C, durante 14 dias, no
escuro.

Todos os confrontos entre o fungo mutualista e as 12 linhagens elencadas na Tabela 1 foram
realizados em seis réplicas, incluindo o experimento controle. Portanto, os ensaios de co-cultivo

totalizaram 78 confrontos.

4.2.2 Avaliacdo e analise dos dados

O efeito de cada linhagem de Escovopsis sp. € Escovopsioides sp. no crescimento do fungo
mutualista foi monitorado e registrado diariamente. Para tanto, as placas foram digitalizadas em
scanner (HP Deskjet F2050, impressora multifuncional). Apds a digitalizagdo, as imagens das
placas com 0, 3, 5, 7, 10 e 14 dias de incuba¢do foram analisadas no sofiware Image J v. 1.38
(SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012), para realizar a medi¢ao da area da coldnia do fungo
mutualista (em cm?).

As areas de crescimento micelial de L. gongylophorus frente aos fungos filamentosos e em
relacdo ao controle foram analisadas utilizando ANOVA dois fatores. Os dados foram verificados
quanto a normalidade e a homogeneidade de varidncia, utilizando os testes de Shapiro-Wilk e de
Bartlett, respectivamente. Os dados foram transformados por raiz quadrada ou logaritmo para
atingir normalidade e homocedasticidade, quando necessario. As andlises foram realizadas no
programa R (versdo 2.12.1, The R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria, 2011).

Adicionalmente, foi calculada a porcentagem de inibigdo do fungo mutualista frente aos
fungos filamentosos. A eficiéncia de crescimento (E) do fungo foi calculada dividindo-se a area de
crescimento médio das colonias apos 14 dias (AF), pela area de crescimento médio inicial das
coldnias (Al), conforme a formula: E= AF/AL Além disso, a eficiéncia relativa do crescimento das
coldnias de L. gongylophorus na presenga de diferentes fungos filamentosos foi expressa em relacao
ao controle do fungo mutualista, pela formula: ER = E/EC, sendo EC a eficiéncia do crescimento do

controle do mutualista.
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4.3 Ensaios com extratos

4.3.1 Testes utilizando extratos brutos

Para verificar a produgdo de compostos quimicos com a¢ao antifungica por parte dos fungos
filamentosos, dois tipos de extratos foram gerados neste estudo: (i) extrato bruto na auséncia (EBA)
e (ii) o extrato bruto na presenca (EBP) do fungo L. gongylophorus. A estratégia de acrescentar o
fungo mutualista no meio de cultivo para os fungos filamentosos nesses ensaios foi realizada para
avaliar se Escovopsis sp. € Escovopsioides sp. produzem algum composto com atividade inibitoria
somente na presenga do fungo mutualista.

No caso dos EBA, as linhagens de Escovopsis sp. € Escovopsioides sp. foram inoculadas em
meio BDA e incubadas durante sete a dez dias, a 25 °C, no escuro. A partir dessas culturas,
suspensdes com aproximadamente 10° esporos mL™ (padronizada em cAmara de Neubauer) de
Escovopsis sp. foram inoculadas em Erlenmeyers (de 125 mL) contendo 90 mL de caldo batata-
dextrose (Himedia). Os frascos foram incubados a 25 °C, durante 14 dias, sob agita¢do (120 rpm).
Devido a baixa esporulacdo das linhagens de Escovopsioides sp., cinco discos (5 mm de didmetro)
foram removidos do micélio e inoculados em Erlenmeyers e incubados nas mesmas condigdes.

Ja para EBP, discos de micélio de L. gongylophorus FF2006 (5 mm de didmetro) foram
inoculados previamente em Erlenmeyers (125 mL) contendo 90 mL de caldo batata-dextrose
(Himedia). Os frascos foram incubados a 25 °C, durante trés dias, sob agitacdo (120 rpm). Apos
este periodo, uma suspensdo de aproximadamente 10° esporos mL™" dos fungos filamentosos foi
inoculada nos Erlenmeyers e posteriormente incubados a 25 °C, durante 14 dias, sob a mesma
agitacao.

Apos incubagdo, as culturas (EBA e EBP) foram verificadas quanto a pureza (preparacio de
laminas e observa¢do ao microscopio, para confirmar se ndo ocorreu contaminagdo durante o
periodo de incubacdo). Uma vez confirmada a pureza, as culturas foram filtradas (membrana
filtrante de 0,45u - Millipore) e incorporadas no meio A suplementado com aveia duplamente

concentrado na proporg¢ao de 1:1 (v/v).

4.3.2 Testes utilizando as fracoes acetato de etila e butanol

Na tentativa de se obter fragdes com agdo antifingica, foram realizadas extragdes utilizando
os solventes acetato de etila e butanol. Os isolados de Escovopsis sp. € Escovopsioides sp. foram
inoculados em meio BDA e incubados durante sete a dez dias, a 25 °C, no escuro. Apods incubacao,

~ . 6 1 . ..
uma suspensao de aproximadamente 10” esporos mL~ de Escovopsis sp. foi inoculada em frascos
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Erlenmeyers (de 125 mL) contendo 90 mL de caldo batata-dextrose (Himedia). Os frascos foram
incubados a 25 °C, durante 14 dias, sob agitacdo (120 rpm). No caso dos dois isolados de
Escovopsioides sp., cinco discos de micélio (5 mm de didmetro cada) foram inoculados em frascos
Erlenmeyers e incubados nas mesmas condigdes.
Apos a incubacio, foi realizada uma extragao (liquido-liquido) utilizando acetato de etila 1:1
(v/v) e butanol 1:1 (v/v) como solventes imisciveis. Apds o processo de extracdo, o solvente da fase
organica foi evaporado a 40 °C a secura utilizando rotaevaporador (Rotaevapor R200; banho Buchi
B-490 e recirculador refrigerado Neslab Thermoflex 900). Os residuos (extratos) obtidos no
processo de extracdo foram incorporados em meio A suplementado com aveia na concentragdo de 1
mg mL™. Para os extratos que ndo foram completamente solaveis em agua, dimetil-sulfoxido
(DMSO) foi utilizado para solubilizar os mesmos. A concentragdo de DMSO variou para os

extratos obtidos das diferencas linhagens.

4.3.3 Avaliacdo e andlise dos dados dos ensaios com extratos

A agdo dos extratos de Escovopsis sp. € Escovopsioides sp. no crescimento micelial de L.
gongylophorus FF2006 foi avaliada através da técnica de incorporacdo em meio de cultivo. Em
placas de Petri esterilizadas, pipetou-se a quantidade desejada de extrato (5 mL para os extratos
brutos e 1 mL para as fragdes acetato e butanol), e em seguida, o meio A suplementado com aveia
foi adicionado (5 mL para os extratos brutos e 9 mL para as fragdes) e homogeneizado. Nos ensaios
em que foi necessdria a utilizagdo do DMSO, foi realizado um experimento controle para saber se o
solvente interferia no crescimento de L. gongylophorus. O experimento utilizou a mesma
concentragdo de DMSO utilizada na solubilizacdo do extrato (seguindo o método de MENDES,
2010). Apos o preparo das placas, um disco de 5 mm de didmetro do fungo mutualista, previamente
crescido em meio A suplementado com aveia (15 a 20 dias), foi inoculado no centro das placas
experimentais solidificadas.

O crescimento do fungo mutualista foi registrado digitalizando-se as placas apos 3, 7, 14 e
21 dias de crescimento, utilizando scanner HP Deskjet F2050. Apos a digitalizagdo, as imagens das
colonias foram analisadas no software Image J v. 1.38 (SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI,
2012), para realizar a medigdo da 4rea de crescimento do fungo (em cm?). Para cada extrato foram
realizadas sete réplicas.

As médias da éarea de crescimento micelial de L. gongylophorus frente aos diferentes
extratos foram avaliadas utilizando-se ANOVA dois fatores. As comparacdes multiplas entre as
médias foram realizadas pelo teste de Tukey HSD. Os dados foram verificados quanto a

normalidade e a homogeneidade de variancia, utilizando os testes de Shapiro-Wilk e de Bartlett,
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respectivamente. Os dados foram transformados por raiz quadrada ou logaritmo para atingir

normalidade e homocedasticidade, quando necessario. As analises foram realizadas no programa R.

4.4 Analise por HPLC

Por apresentar agdo inibitdria frente ao fungo mutualista nas fragcdes acetato e butanol, a
linhagem Escovopsis sp. RS076 foi selecionada para andlise de cromatografia liquida (HPLC),
visando determinar o perfil de metabolitos produzidos por esse fungo. Para a realiza¢do deste
experimento foram obtidos quatro tipos de preparacdes: (i) extrato bruto na presenca e na auséncia
do fungo mutualista (conforme descrito no item 4.3.1); (ii) as fragcdes acetato e butanol (conforme
descrito no item 4.3.2); (iii) filtrado do meio de cultivo (caldo batata-dextrose) do fungo mutualista
apos trés dias de crescimento e; (iv) filtrado do meio de cultivo (caldo batata-dextrose).

Para se efetuar a analise, as amostras foram injetadas em uma coluna cromatografica (com
fase C18) e foi utilizada uma fase movel constituida de dois solventes (agua e acetonitrila), na qual
a propor¢do de acetonitrila aumentou com o tempo (elui¢do gradiente).

O cromatografo liquido de alta eficiéncia utilizado apresenta as seguintes especificagoes:
modelo 1260, equipado com bomba quaterndria G1311C, desgaseificador G1322A, amostrador
automatico G1329B, detector de Ultravioleta G1314B e compartimento termostatizado de coluna

GI1316A (Agilent Technologies).

4.5 Estudo das interagoes fisicas entre os fungos antagonistas e o fungo mutualista das formigas

cortadeiras

Neste trabalho foram realizados ensaios de antagonismo para avaliar a interagao fisica entre
Escovopsis sp. isolados de diferentes espécies de formigas cortadeiras (NLOOS — Atta sexdens,
RS055 — Acromyrmex heyeri e RS076 — Acromyrmex coronatus) € Escovopsioides sp. RS046 e
RS054 (Tabela 1), frente ao fungo L. gongylophorus. Em uma placa de Petri contendo agar agua,
um disco de micélio do fungo filamentoso teste foi inoculado a uma distancia de 1,5 cm de um
disco de micélio do fungo mutualista (5 mm de diametro). As placas foram incubadas a 25 °C e
monitoradas a cada 12 horas, para se determinar o momento em que as hifas do fungo teste
estabelecessem contato com as hifas de L. gongylophorus.

No momento do encontro das hifas, as placas foram fixadas com tetroxido de dsmio e, apos
quatro dias, com o auxilio de um bisturi e uma pinga, o fragmento do fungo mutualista foi
destacado da placa e transferido para um suporte de aluminio. Posteriormente, as amostras foram

desidratadas em banhos de acetona com concentragdo gradativa de 50, 75, 90, 95 e 100%. Apoés a
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desidratagdo em ponto critico (Balzers CPD030), o material foi colado com fita adesiva dupla face
em suportes de aluminio (stubs) e metalizado com ouro em Sputtering (Balzers SCD050). Apos
banho de ouro, o material foi examinado em microscopio eletronico de varredura (Hitachi TM300).
O método empregado no preparo das amostras foi adaptado de Mello et al. (2008).

Além dos experimentos de antagonismo, para efeitos de comparagdo durante as analises
microscopicas, o fungo mutualista e os fungos filamentosos foram cultivados separadamente
(controles) e, posteriormente, foram tratados conforme descrito acima. Para cada ensaio foram

realizadas cinco réplicas.
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S RESULTADOS

5.1 Ensaios de co-cultivo in vitro

Os ensaios de antagonismo foram realizados para avaliar os efeitos de Escovopsis sp. e
Escovopsioides sp. no crescimento do fungo L. gongylophorus. Todas as 12 linhagens avaliadas
inibiram significativamente o crescimento do fungo mutualista, quando comparadas ao controle
(ANOVA 2 fatores, P < 0,01, Tabelas 2 e Al).

Avaliando-se a porcentagem de inibicdo, todos os fungos filamentosos afetaram
negativamente o crescimento micelial de L. gongylophorus (Tabela 2). A linhagem Escovopsis sp.
NLOO1 proporcionou a maior inibi¢cdo (78%) do crescimento do fungo L. gongylophorus. Ja os
isolados de Escovopsioides sp. apresentaram as menores porcentagens de inibi¢ao (45% para RS046

e 56% para RS054), em relacdo aos isolados de Escovopsis sp.

Tabela 2. Crescimento (4rea + erro padrio em cm’) e porcentagem de inibicdo do fungo
cultivado pelas formigas cortadeiras, Leucoagaricus gongylophorus FF2006, na presenga de
diferentes fungos filamentosos.

1 2 3 4 % de
Codigo Espécie Al AF E ER inibicdo
Controle L. gongylophorus ~ 6,35+0,33 14,76+0,56 2,32 1,00 0
ES002 Escovopsis sp. 5,93+0,11 5,26+0,11 0,88 0,38 62
ES004 Escovopsis sp. 6,49+0,16 6,24+0,10 0,96 0,41 59
ES005 Escovopsis sp. 6,88+0,36  7,09+0,33 1,03 0,44 56
NLO0O01 Escovopsis sp. 6,10+0,23 3,21+0,17 0,52 0,22 78
NLO005 Escovopsis sp. 5,6840,23 4,82+0,14 0,84 0,36 64
RS019 Escovopsis sp. 5,6840,21 4,68+0,11 0,82 0,35 65
RS020 Escovopsis sp. 5,76£0,21 5,61+0,20 0,97 0,42 58
RS030 Escovopsis sp. 5,52+0,18 4,15+0,21 0,75 0,32 68
RSO055 Escovopsis sp. 6,71+£0,31 4,78+0,45 0,71 0,30 70
RS076 Escovopsis sp. 5,77£0,11 5,20+0,16 0,90 0,39 61
RS046 Escovopsioides sp. 6,013+0,30 7,78+0,22 1,29 0,55 45
RS054 Escovopsioides sp.  6,04+£0,16 6,016£0,27 1,02 0,44 56

TAI — Area inicial média

ZAF — Area final média

3E — Eficiéncia de crescimento: E=AF/AI
“ER - Eficiéncia relativa: ER= E/EC

Alteragdes morfologicas foram observadas em todos os ensaios de co-cultivo (Figura 4). No
geral, trés tipos de respostas de L. gongylophorus foram observadas frente ao antagonismo de
Escovopsis sp.: (1) mudanga de coloragdo do meio de cultivo de amarelo claro para marrom escuro
nos bioensaios utilizando as linhagens ES002, ES004, NL0OO1, NL005, RS019, RS055 ¢ RS076.

Ainda nessa categoria, observou-se um leve escurecimento da borda da colonia de fungo L.
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gongylophorus (ES002, ES004 ¢ RS019) e a ocorréncia da degeneragdo do micélio de forma
gradativa (Figuras 4D-F), sendo possivel observar apenas vestigios do mesmo no 14° dia de
experimento; (ii) as linhagens RS020 e RS030, além da alterarem a cor do meio de cultivo, também
proporcionaram a alteragdo na coloracdo da colonia do fungo mutualista para preta e também
ocorreu a degeneragdo do micélio do fungo mutualista (Figura 4J-L); e (iii) para a linhagem ES005
alteracdes maiores ndo foram evidentes, o meio adquiriu coloragdo avermelhada apenas. Alteragdes
morfoldgicas no micélio do fungo L. gongylophorus nao foram observadas frente a linhagem ES005
(Figura 4G-1).

As linhagens de FEscovopsioides sp. (RS046 e RS054) também proporcionaram o
escurecimento do micélio do fungo L. gongylophorus, especialmente nas regides em que houve
contato entre as hifas dos dois fungos. Também foi observado mudangas na coloragdo do meio de
cultivo de amarelo claro para alaranjado (Figura 40 e 4R). O fungo mutualista aparentemente
apresentou uma leve antibiose frente a linhagem Escovopsioides sp. RS054, contudo, esta foi
sobrepujada pelo crescimento do fungo filamentoso (Figura 4Q-R).

Todas as linhagens de Escovopsis sp. cresceram rapidamente por toda a extensdo da placa,
sobrepujando o crescimento do fungo L. gongylophorus. As linhagens de Escovopsioides sp.
também cresceram de forma rdpida em sentido ao fungo mutualista (Figura 5). Regides de
esporulacdo sobre a colonia do fungo mutualista foram detectadas em todas as placas, tanto para

Escovopsis sp., quanto para Escovopsioides sp. (Figura 5).



Figura 4. Ensaios de co-cultivo in vitro entre o fungo mutualista das
formigas cortadeiras (Leucoagaricus gongylophorus FF2006) e fungos
filamentosos Escovopsis sp. (ES002, ES005 e RS020) e Escovopsioides sp.
(RS046 e RS054) isolados dos jardins dessas formigas.

Dias de Experimento

RS046 RS020 ES005 ES002 CONTROLE

RS054

Em cada placa: a esquerda (L. gongylophorus); a direita (Escovopsis sp. ou Escovopsioides sp.).
Seta branca aponta a posi¢do do fungo mutualista nas placas experimentais.
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Figura 5. Placas de co-cultivo com seis dias de crescimento de diferentes linhagens de Escovopsis
sp. (ES004, RS019, RS030 e RS076) e Escovopsioides sp. (RS046 e RS054) frente ao fungo
cultivado pelas formigas cortadeiras, Leucoagaricus gongylophorus FF2006. As setas escuras
apontam regides de esporulacdo sobre a colonia do fungo mutualista.

Em cada placa: a esquerda (Escovopsis sp. ou Escovopsioides sp.); a direita (L. gongylophorus).

5.2 Ensaios para avaliagdo da agdo antifungica das linhagens

Para se averiguar a a¢do antifiingica das linhagens de Escovopsis sp. e Escovopsioides sp.
foram realizados testes com o extrato bruto dos meios de cultivo dos fungos filamentosos na
auséncia (EBA) e na presenga (EBP) do fungo L. gongylophorus.

Todos os extratos brutos EBA inibiram significativamente o crescimento do fungo
mutualista, quando comparados ao controle (ANOVA 2 fatores, P < 0,05, Tabelas 3 e A2, Figura 6).
Em adicdo, todos os extratos EBP também inibiram significativamente o crescimento deste
(ANOVA 2 fatores, P < 0,05, Tabelas 3 e A2, Figura 6); com exce¢ao da linhagem Escovopsis sp.
RS030, a qual ndo inibiu o crescimento do fungo mutualista, quando comparado ao controle do
meio (Tabelas 3 e A2).

Comparando os resultados obtidos no tratamento com os EBA e EBP para cada linhagem de
fungo filamentoso, cinco linhagens (Escovopsis sp. ES005, NLO0O05, RS030, RS055 e RS076)
apresentaram diferencgas significativas (Tabela 3 e A3), sendo que o crescimento do fungo

mutualista nos tratamentos com EBP foram mais inibidos por Escovopsis sp. ES005, NL0O5 e
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RS055 (Tabela 3). As linhagens Escovopsis sp. RS030 e RS076 proporcionaram a maior inibi¢ao de
L. gongylophorus nos ensaios utilizando o extrato bruto na auséncia (Tabela3). Nao houve diferenca
significativa entre os extratos brutos na auséncia (EBA) e na presenca (EBP) das linhagens de

Escovopsioides sp. (Tabela 3).

Tabela 3. Crescimento micelial (drea média + erro padrio, em cm’) de
Leucoagaricus gongylophorus FF2006, apds 21 dias na presenca dos extratos
brutos de fungos filamentosos cultivados na auséncia (EBA) e na presenca (EBP)

do fungo mutualista.

Tratamentos Fungo EBA° EBP’

Controle Meio' 6,35+0,43 aA 6,35 +0,43 aA
ES002 Escovopsis sp. 2,80 £ 0,72 bA 2,10 £ 0,55 bA
ES004 Escovopsis sp. 2,08 £ 0,36 bA 1,37+ 0,11 bA
ES005 Escovopsis sp. 4,80 +0,14 bA 3,96 0,11 bB
NLO0O01 Escovopsis sp. 3,62 +0,62 bA 2,02 +£0,17 bA
NLO005 Escovopsis sp. 4,49 + 0,07 bA 3,50+0,19 bB
RS019 Escovopsis sp. 4,04 £ 0,19 bA 3,50+ 0,12 bA
RS020 Escovopsis sp. 4,67 +0,19 bA 3,38 £0,57 bA
RS030 Escovopsis sp. 4,11 £ 0,78 bA 5,15+0,20 aB
RS046 Escovopsioides sp. 4,27 +£0,14 bA 4,50 £0,32 bA
RS054 Escovopsioides sp. 3,97 +£0,53 bA 4,15 £ 0,74 bA
RS055 Escovopsis sp. 4,35+ 0,28 bA 3,63 + 0,08 bB
RS076 Escovopsis sp. 2,25+ 0,47 bA 3,92 + 0,68 bB

' Controle do meio: L. gongylophorus em meio A com aveia e caldo batata-dextrose.

? Médias seguidas por letras iguais, na coluna (EBA x Controle, letras mintsculas) ¢ na linha
(EBA x EBP, letras maiusculas), ndo diferem estatisticamente (o = 0,05), segundo ANOVA (2
critérios).



Figura 6. Crescimento de Leucoagaricus gongylophorus
FF2006 nos extratos EBA e EBP provenientes de linhagens de
Escovopsis sp. (NLOO1 e RS030) e Escovopsioides sp. (RS046),
apds 28 dias de incubacdo. Controle: meio A com aveia
suplementado com caldo batata-dextrose.

EBA EBP

RS030 NLOO1 Controle

RS046
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5.3 Ensaios para avaliagdo da agdo antifungica das fra¢oes

As fragdes acetato e butanol dos meios de cultivo dos fungos filamentosos foram testadas
quanto a a¢do antifungica no crescimento do fungo L. gongylophorus. Dentre as 12 linhagens de
Escovopsis sp. avaliadas nos ensaios da fracdo acetato, apenas cinco (linhagens Escovopsis sp.
ES004, RS020, RS030, RS055 e RS076) inibiram significativamente o crescimento de L.
gongylophorus, quando comparado aos controles (ANOVA — 2 fatores, P < 0,05, Tabelas 4 ¢ A4).
As fragdes acetato do meio de cultivo das duas linhagens de Escovopsioides sp. ndo inibiram
significativamente o crescimento do fungo mutualista (ANOVA — 2 fatores, P < 0,05,Tabela 4).

Considerando a fragdo butandlica, somente quatro linhagens de Escovopsis sp. (RS019,
RS020, RS030 e RS076) e uma linhagem de Escovopsioides sp. (RS054) inibiram
significativamente o crescimento do fungo L. gongylophorus, quando comparadas aos seus
respectivos controles (Tabelas 5 e A4). Portanto, tanto as linhagens de Escovopsis sp. quanto as de
Escovopsioides sp. inibiram significativamente o crescimento do fungo mutualista, considerando a
fracdo butanolica (Tabela 5).

Nos ensaios envolvendo as linhagens Escovopsis sp. ES002, ES004 (Tabela 4) e NL00S
(Tabela 5), o fungo mutualista apresentou um maior crescimento micelial no controle do solvente
(DMSO), em relacdo ao controle do meio. Apesar da fracdo acetato da linhagem Escovopsis sp.
ES004 inibir significativamente o fungo mutualista, em relacdo aos controles (Tabela 4), pode-se
notar um crescimento significativo do fungo na presenga de DMSO, quando comparado ao controle
do meio de cultivo (P < 0,05, Tabela 4). Contudo, a utilizagdo de DMSO nao interferiu nesse ensaio,
pois o crescimento do fungo mutualista na presenga da fracdo acetato foi significativamente menor
tanto no controle do meio, quanto no controle com o solvente.

A fragdo acetato da linhagem Escovopsis sp. ES002 e a fragdo butanol da linhagem
Escovopsis sp. NLOOS ndo apresentaram atividade inibitéria quando comparada aos controles do
meio e do solvente (P > 0,05). Entretanto, o controle na presenga de DMSO estimulou
significativamente o crescimento do fungo mutualista, quando comparado ao controle na auséncia

do solvente (P < 0,05, Tabelas 4 ¢ 5).
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Tabela 4. Crescimento micelial (média + erro padrio, em cm’) de Leucoagaricus
gongylophorus FF2006, ap6s 21 dias na presenga da fracdo acetato (FA) de cultivos de
fungos filamentosos associados as formigas cortadeiras.

Linhagem Fungo Controle Meio'  Controle DMSO' FA
ES002 Escovopsis sp. 4,50+0,18a" 485+0,15b 474+0,19ab
ES004 Escovopsis sp. 5,73+ 0,26 a 7,33+0,49b 450+0,27 c
ES005 Escovopsis sp. 4,57+0,17 a 4,59+0,17 a 438 +0,18 a
NLO0O01 Escovopsis sp. 5,73+ 0,26 a 6,50+ 0,34 a 5,35+0,91 a
NLO005 Escovopsis sp. 4,65+0,17 a 4,92+0,39 a 421+0,23 a
RS019 Escovopsis sp. 6,04+0,19a 6,93+0,27ab 5,62+0,14ac
RS020 Escovopsis sp. 6,04+0,19a 5,20+ 0,14 a 441+014b
RS030 Escovopsis sp. 6,04 +0,19 a 585+0,14a 4,82 +0,24b
RS046 Escovopsioides sp. 4,50+0,18 a 3 5,09+0,74 a
RS054 Escovopsioides sp. 5,83+0,26 a 494 +0,28 a 487+0,11a
RSO055 Escovopsis sp. 5,49 +0,31a - 490+0,12b
RS076 Escovopsis sp. 5,73+0,26 a 485+030a 2,61 +£0,93b

" Controle do meio: L. gongylophorus em meio A com aveia; Controle DMSO: L. gongylophorus em meio A
com aveia e 1 mL de solu¢do com a mesma concentragdo de DMSO utilizada para solubilizar a fracdo acetato
* Médias seguidas por letras iguais, na linha, ndo diferem estatisticamente (o = 0,05), segundo o teste de
Tukey.

? -: Fragdes solubilizadas em agua.

Além de proporcionar um aumento no crescimento micelial observado em alguns ensaios,
também foram observadas alteracdes morfoldgicas macroscopicas do fungo mutualista submetido
aos tratamentos com DMSO (Figura 7). Escurecimento e aspecto “flocoso” da colonia foram as
alteracdes observadas nesses tratamentos. Analisando as caracteristicas microscopicas desses
fungos, foi possivel notar a auséncia de gongilidios (Figuras 8). O escurecimento da colonia
também foi observado nos ensaios com os extratos brutos de algumas linhagens de Escovopsis sp.
(Figura 9, EBA: ES002, ES004, RS019, NL0O05 e RS055; EBP: ES002, ES005, NL00S5, RS019,
RS030 e RS055).
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Tabela 5. Crescimento micelial (média + erro padrio, em cm?) de Leucoagaricus
gongylophorus FF2006, apds 21 dias na presenca da fragdo butanol (FB) de cultivos de
fungos filamentosos associados as formigas cortadeiras.

Linhagem Fungo Controle Meio' Controle DMSO' FB

ES002 Escovopsis sp. 5,33+0,14a 2 5,66+0,14a 5,67+0,15a
ES004 Escovopsis sp. 6,04+0,19a 3 6,03+0,41 a
ES005 Escovopsis sp. 4,65+0,17 a - 4,85+0,19a
NLO0O01 Escovopsis sp. 5,83+0,26a - 595+0,51a
NLO005 Escovopsis sp. 4,75+0,15a 5,66+0,14b 6,46 £0,20b
RS019 Escovopsis sp. 5,83+0,26a - 430+0,24b
RS020 Escovopsis sp. 5,73+0,26 a - 4,67+0,19b
RS030 Escovopsis sp. 5,73 +0,26 a - 453 +£0,25b
RS046 Escovopsioides sp. 450+0,17a - 5,52+0,41b
RS054 Escovopsioides sp. 6,04+0,17 a - 5,40+0,25b
RSO055 Escovopsis sp. 5,63+0,31a - 5,10+ 0,09 a
RS076 Escovopsis sp. 5,83+0,26a - 4,51 £0,16b

" Controle do meio: L. gongylophorus em meio A com aveia; Controle DMSO: L. gongylophorus em meio A
com aveia ¢ 1 mL de solugdo com a mesma concentragio de DMSO utilizada para solubilizar a fragéo
butanol.

* Médias seguidas por letras iguais, na linha, ndo diferem estatisticamente (o = 0,05), segundo o teste de
Tukey.

? _: Fragdes solubilizadas em 4gua.

Figura 7. Alteragdes morfoldgicas observadas no fungo Leucoagaricus gongylophorus FF2006
nos tratamentos com o solvente DMSO. A e B: reverso e obverso de uma colénia do fungo
mutualista no controle do meio (sem DMSO). C e D: reverso e obverso de uma colonia do fungo
mutualista na presen¢a do solvente. Placas com 28 dias de crescimento.
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Figura 8. Fungo cultivado pelas formigas cortadeiras, Leucoagaricus gongylophorus FF2006.
A: hifas com a presenca de gongilidios nas suas extremidades (controle sem DMSO). B:
auséncia de gongilidios nas hifas do fungo cultivado no controle com DMSO.

@

>

Imagens: aumento 400x

Figura 9. Leucoagaricus gongylophorus FF2006 na presenca dos extratos EBA e EBP provenientes
das linhagens de Escovopsis sp. (ES002, NL0OO5 e RS030), apo6s 28 dias de incubacao a 25 °C. Note
o escurecimento do reverso da colonia de L. gongylophorus quando em contato com os extratos.
Controle: meio com aveia, suplementado com caldo batata-dextrose.

Controle ESO02- EBP NLOO5- EBA RS030 - EBP

5.4 Avaliagdo das fra¢oes por HPLC

Embora poucas linhagens tenham sido capazes de inibir o fungo L. gongylophorus nos
ensaios com as fragdes acetato e butanol, a linhagem Escovopsis sp. RS076 foi a que proporcionou
a inibicdo do fungo mutualista em ambas as fragdes. Por esse motivo, essa linhagem foi selecionada
para investigar o perfil de compostos quimicos produzidos em diferentes situagdes.

Subtraindo os espectros obtidos na analise por HPLC (i) das fracdes acetato, dos espectros
do (i) meio de cultivo PDB (caldo batata-dextrose), (iii) FF 2006, (iv) EBA e (v) EBP, pode-se
observar que a linhagem Escovopsis sp. RS076 produziu um composto tanto na presenga, quanto na

auséncia do fungo mutualista (Figura 10), sendo que na presenca do fungo mutualista o composto
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foi produzido em maior quantidade. Esse composto foi obtido ap6s 23 minutos de elui¢do na coluna
cromatografica. Nos espectros da fracdo butanol ndo foram observadas diferengas em relagdo aos

espectros do meio de cultivo PDB, FF2006, EBA ¢ EBP.

Figura 10. Espectro obtido por HPLC da fracdo acetato da linhagem de Escovopsis sp.
RS076. A seta evidencia uma maior produ¢do de um composto no extrato bruto na
presenga do fungo Leucoagaricus gongylophorus FF2006 (EBP).

— PDB
— FF2006
— EBA  [“

] — EBP Lo

PDB: meio de cultivo caldo batata-dextrose

FF2006: cultura pura do fungo L. gongylophorus em caldo batata
EBA: extrato bruto na auséncia do fungo L. gongylophorus

EBP: extrato bruto na presenca do fungo L. gongylophorus

5.5 Avaliagdo da interagdo fisica entre os fungos filamentosos e o fungo mutualista

Apbs a montagem dos experimentos em placas de Petri, as linhagens de Escovopsis sp.
cresceram rapidamente em direcdo ao fungo mutualista (em menos de 24 horas, Figura 11A). As
linhagens de Escovopsioides sp. (RS046 e RS054), diferentemente de Escovopsis sp., cresceram
mais lentamente em dire¢do ao fungo mutualista (Figura 11B), levando aproximadamente de 3 a 7
dias para estabelecer contato com o fungo L. gongylophorus. Escovopsioides sp. demonstrou
crescer em dire¢do ao fungo mutualista assim como Escovopsis sp., entretanto, também apresentou
crescimento radial (Figura 11).

Resultado interessante foi encontrado durante o periodo de incubagdo das placas do ensaio
controle (fungos filamentosos inoculados em &agar 4gua, na auséncia do fungo mutualista). Foi

possivel observar que todas as linhagens de Escovopsis sp. ndo cresceram nas placas com agar agua
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(Figura 12A), enquanto que, as linhagens de Escovopsioides sp. cresceram normalmente nas placas
do ensaio controle (Figura 12B).

L L

Figura 11. Ensaios de antagonismo em agar agua. A: Seta aponta micélio de Escovopsis sp.
RS076 crescendo em direcao a Leucoagaricus gongylophorus FF2006 (L). Placa com dois dias
de incubagdo a 25 °C. B: Seta aponta micélio de Escovopsioides sp. RS054, crescendo em
direcdo ao fungo mutualista. Placa com cinco de incubagdo a 25 °C.

Figura 12. Placas controle dos fungos filamentosos Escovopsis sp. RS076 e
Escovopsioides sp. RS046 nos ensaios de antagonismo em agar agua com quatro
dias de experimento. Os fungos foram inoculados nas placas e ap6s quatro dias de
incubagdo: A. Fragmento de Escovopsis sp. RS076 ndo apresentando crescimento
micelial. B. Fragmento de Escovopsioides sp. RS046 apresentado crescimento
micelial.




41

Apds o procedimento de fixagdo e preparo das amostras para microscopia eletronica de
varredura, foi possivel avaliar a agdo de trés linhagens de Escovopsis sp. (NL0O05, RS055 e RS076)
e duas de Escovopsioides sp. (RS046 e RS054) sobre L. gongylophorus.

Na figura 13A ¢ possivel observar a presenca de gongilidios na cultura pura do fungo
mutualista, a qual foi utilizada como base para a distingdo entre as hifas dos fungos filamentosos e
de L. gongylophorus. Para todas as linhagens de Escovopsis sp. avaliadas, foi observado que o
parasita mantém contato fisico com as hifas do fungo mutualista nas primeiras 24 horas (Figura
13B). Entretanto, nenhuma estrutura especializada (por exemplo, apressoério) ou o “enrolamento”
das hifas do parasita nas hifas do hospedeiro foi observada (Figura 13C-E). E importante salientar
que, durante esse contato, ndo foi observado qualquer degeneragdo das hifas do hospedeiro. Apos
24 horas de crescimento, o disco de micélio do fungo mutualista apresentou crescimento expressivo
de Escovopsis sp., com a presenca de esporulagdo do parasita (Figura 13F). Nesse ponto, as hifas do
hospedeiro ja ndo podiam ser observadas nas preparagoes.

Outra caracteristica importante observada nas preparagdes ¢ o tamanho das hifas do fungo
mutualista, quando comparada as hifas do parasita. As hifas de Escovopsis sp. apresentam em
média, 5,38 £ 0,43 um de diametro, e as hifas do fungo mutualista 1,81 £ 0,15 pm de diametro.
Nas imagens 13B-E ¢ possivel visualizar o contato fisico das hifas de L. gongylophorus com as
hifas de Escovopsis sp., este evento foi observado em vérias preparagdes. Por exemplo, na figura
13D, nota-se a hifa de Escovopsis sp. em contato fisico com um gongilidio e nas figuras 13C e 13E,
¢ possivel observar o enrolamento da hifa de L. gongylophorus na hifa do Escovopsis sp.

Em relagdo as diferencas entre as hifas de Escovopsioides sp. e o fungo mutualista,
Escovopsioides sp. apresentou hifas com 3,24 + 0,25 pm de didmetro, em média. Enquanto que as
hifas do fungo L. gongylophorus mediam aproximadamente 1,81 + 0,15 um de diametro (Figura 14).

Na figura 14A ¢é possivel observar o micélio de Escovopsioides sp. RS046 com
aproximadamente 12 dias de incubagdo. Nesta imagem ¢ possivel visualizar a presenga de
clamidosporos e conidiogénese blastica dos esporos. Nenhuma estrutura especializada entre as hifas
de ambos os fungos (mutualista e Escovopsioides sp.) foi observada; apenas foi observado o
crescimento micelial de Escovopsioides sp. sobre o fungo L. gongylophorus, sem causar-lhe danos

aparentes (Figuras 14B-D).
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Figura 13. Micrografias eletronicas de varredura dos ensaios de antagonismo realizados com
Escovopsis sp. NLOO5 e RS055 frente a Leucoagaricus gongylophorus FF2006. A. Gongilidios e
hifas do fungo mutualista com 20 dias de crescimento (barra: 100 um). B. Contato fisico da hifa do
fungo mutualista com a hifa de Escovopsis sp. NL0OOS, evidenciado pelas setas (barra: 50 um). C-E:
enrolamento da hifa do fungo L. gongylophorus na hifa de Escovopsis sp. NLOO5 (barras: 100 — 50
um). D: contato fisico da hifa de Escovopsis sp. NLOOS5 sobre um gongilidio, contato fisico da hifa
de L. gongylophorus com a hifa do Escovopsis sp (barra: 100 um). F: Crescimento expressivo de
Escovopsis sp. RS055 e formacgao de conididforos, auséncia do fungo mutualista (barra: 100 pm).

L: Leucoagaricus gongylophorus; E: Escovopsis sp.
Imagens: B-E: Ensaios com um dia de incubagéo; F: ensaio com dois dias de incubagdo.
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Figura 14. Micrografias eletronicas dos ensaios de antagonismo realizados com Escovopsioides sp.
RS046 frente a Leucoagaricus gongylophorus FF2006. A. Controle da linhagem RS046 com doze
dias de crescimento (barra: 100 pm). Setas indicam presenga de clamiddésporos. B. Hifas da
linhagem RS046 de Escovopsioides sp. sobre gongilidios (barra: 300 um). C-D. Hifas da linhagem
RS046 de Escovopsioides sp. sobre gongilidios (barra: 500 um).

% o

L: Leucoagaricus gongylophorus; E: Escovopsioides sp.
Imagens: B-E Ensaio com 4 dias de incubagéo.
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6 DISCUSSAO

O estudo realizado por Currie e colaboradores (1999a) demonstrou que jardins de Atta
colombica sucumbiram 72 horas ap6s infeccdo intencional com esporos de Escovopsis sp. Esse
trabalho foi pioneiro, pois mostrou a patogenicidade de Escovopsis sp. frente ao fungo cultivado
pelas formigas cortadeiras. A partir desse estudo, varias janelas de pesquisa foram abertas para
entender a biologia desse parasita e visualizar um controle biologico das formigas cortadeiras. No
entanto, uma questdo permaneceu em aberto: seria Escovopsis sp. um parasita especifico do jardim
de fungo ou um mero competidor por nutrientes? Para responder essa pergunta, Reynolds e Currie
(2004) utilizaram ensaios in vitro aliados a microscopia de luz, os quais levaram esses autores a
classificarem Escovopsis sp. como um fungo micoparasita necrotrofico de contato (especializado) e
ndo apenas um competidor por nutrientes. Contudo, o estudo desses autores ndo apresentou dados
concretos sobre quais mecanismos estariam envolvidos no modo de ag¢do do parasitismo. Por sua
vez, fungos do género Escovopsioides sp. apresentam caracteristicas similares as de Escovopsis sp.
e sdo encontrados nos jardins de fungo das formigas cortadeiras e de outros géneros da tribo Attini
(André Rodrigues, comunicagdo pessoal). Ao contrario de Escovopsis sp., pouco se conhece a
respeito da biologia desse fungo. Nesse contexto, o presente trabalho avaliou a natureza das
interagdes entre fungos filamentosos encontrados nos jardins de formigas cortadeiras e o fungo
cultivado por esses insetos. O potencial antifingico de extratos do meio de cultivo de vérias
linhagens de Escovopsis sp. e Escovopsioides sp. foi analisado. Na tentativa de compreender se o
antagonismo desses fungos envolve contato fisico entre as hifas foram realizados ensaios in vitro
aliados a estudos de microscopia eletronica.

Os resultados obtidos nos ensaios de co-cultivo in vitro mostraram que tanto Escovopsis sp.,
quanto Escovopsioides sp. inibiram significativamente o crescimento micelial do fungo L.
gongylophorus. Silva e colaboradores (2006) também realizaram ensaios de culturas pareadas com
o fungo mutualista da mesma espécie de formiga utilizada no presente estudo. Os autores estudaram
os efeitos de trés linhagens de Escovopsis weberi e observaram que ambas inibiram o
desenvolvimento do fungo L. gongylophorus. Assim como no trabalho de Silva et al. (2006), no
presente estudo foram verificadas diferencas na agressividade de Escovopsis sp., refletidas pelas
diferentes porcentagens de inibicdo entre os isolados, variando de 56% a 78%, e também nas
alteracdes morfologicas (coloracdo do meio e degeneragdo do micélio do fungo mutualista). Nos
ensaios realizados por Folgarait et al. (2011) também foram detectadas diferencas significativas na
inibi¢do do fungo mutualista dependendo da linhagem de Escovopsis sp. avaliada. Os autores

atribuem os resultados observados ao fato das linhagens serem isoladas de diferentes espécies de
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formigas. Esses resultados corroboram com as observagdes de Currie (2001) que demostrou haver
diferengas na agressividade em diferentes linhagens de Escovopsis sp.

As linhagens de Escovopsioides sp. também inibiram significativamente o fungo mutualista
nos ensaios de co-cultivo e, assim como Escovopsis sp., foram observadas diferencas nas
porcentagens de inibi¢do (56% para RS054 e 45% para RS046). Como ndo existem estudos do
potencial antagonista desse fungo, o presente trabalho ¢ o primeiro a demonstrar o efeito desse
fungo frente a L. gongylophorus. Trabalhos anteriores relataram a presenca desse fungo nos jardins
de formigas cortadeiras, porém o fungo foi identificado como Moniliella-like (RODRIGUES et al.,
2005; 2008b). Os autores demonstraram que o jardim de fungo de ninhos de laboratério de A.
sexdens rubropilosa pode ser recoberto pelo crescimento desse fungo, apds tratamento do ninho
com inseticidas (RODRIGUES et al., 2008b). Esse fendmeno ¢ semelhante ao que ocorre com o
parasita Escovopsis sp., indicando o provavel papel desse fungo como antagonista do fungo das
formigas.

Com os resultados obtidos na avaliacdo antifingica dos diferentes extratos frente ao fungo
mutualista foi possivel observar que Escovopsis sp. € Escovopsioides sp. inibiram o crescimento de
L. gongylophorus. Com exce¢do do EBP da linhagem Escovopsis sp. RS030, todos os extratos
brutos na auséncia (EBA) e na presenga (EBP) inibiram significativamente o crescimento de L.
gongylophorus. Esses resultados indicam a producdo de compostos quimicos toxicos por parte de
Escovopsis sp. e Escovopsioides sp. comprovando a acdo quimica de Escovopsis sp. proposta por
Currie et al. (1999a) e Reynolds e Currie (2004), além de demonstrar a ag¢do quimica de
Escovopsioides sp. Algumas das fragdes acetato e butanol, dependendo da linhagem de Escovopsis
sp. € Escovopsioides sp., ndo inibiram significativamente o crescimento do fungo mutualista
(Tabelas 4 e 5), sugerindo que (i) o principio ativo ndo foi extraido durante o processo, (ii) o
principio foi degradado durante a extragdo ou (iii) o principio ativo ndo foi produzido por essas
linhagens durante o periodo de incubagao.

Pesquisas semelhantes avaliaram compostos inibitorios produzidos por fungos micoparasitas
(INBAR; CHET, 1995; MENENDEZ; GODEAS, 1998; NICOLETTI et al., 2004; LOGUERCIO et
al., 2009; FERRE; SANTAMARINA; 2010; DIAZ et al., 2013; QUALHATO et al., 2013). Por
exemplo, Diaz et al. (2013) analisaram a produ¢do de metabolitos antifingicos de varias espécies de
Trichoderma frente ao fungo Ophiostoma novo-ulmi, causador da doenca do olmo holandés (doenca
responsavel pela murcha e morte de arvores do género Ulmus sp., no continente Europeu). Os
filtrados dos meios de cultivo de 7. harzianum e T. atroviride apresentaram um efeito toxico
significativo sobre o crescimento de todas as linhagens de O. novo-ulmi.

Qualhato e colaboradores (2013) avaliaram a interacdo de quatro espécies do género

Trichoderma (T. harzianum, T. tomentosum, T. asperellum e T. ghanense) frente a trés espécies de
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fungos patogenos do feijao (Fusarium solani, Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum) para
possivel aplicagdo no controle biologico. As espécies micoparasitas 7. harzianum e T. asperellum
apresentaram atividade antagonista eficiente contra as trés linhagens de fitopatdgenos, enquanto que
T. ghanense mostrou antagonismo contra F. solani e antagonismo moderado contra S. sclerotiorum
e R. solani. Ja T. tomentosum mostrou antagonismo eficiente contra S. sclerotiorum e R solani. Os
resultados demonstram que a atividade antagonista de Trichoderma sp. varia quando este ¢
confrontando com diferentes patdgenos. As espécies avaliadas por Qualhato et al. (2013)
produziram compostos volateis sendo os efeitos significativos no crescimento dos patdogenos. Outra
vertente abordada foi a producdo de enzimas liticas de parede celular, sendo que as linhagens de
Trichoderma secretaram glucanases, quitinases e proteases entre outras enzimas.

O género Trichoderma pertence a ordem Hypocreales, a qual é conhecida por reunir fungos
parasitas de plantas, de insetos e de outros fungos; muitos deles produtores de uma variedade de
metabélitos ativos. E sabido que fungos micoparasitas necrotroficos apresentam uma ampla gama
de hospedeiros e utilizam de enzimas liticas para degradar as hifas do fungo alvo. Assim, como os
géneros Escovopsis e Escovopsioides pertencem a ordem Hypocreales, ¢ possivel supor que
utilizem enzimas que atuem na inibigdo do fungo mutualista. De fato, Inglis ¢ Kawchuk (2001)
estudando a acdo de enzimas liticas de diversos micoparasitas frente ao patogeno R. solani,
observaram que uma linhagem de Escovopsis sp. produz quitinases que possivelmente degradam a
parede celular desse patogeno.

Nos ensaios de antagonismo em agar agua, nos quais o fungo mutualista foi utilizado como
unica fonte de nutrientes para os fungos filamentosos avaliados, Escovopsis sp. cresceu rapidamente
em dire¢do ao seu hospedeiro (apds 24 horas), como também observado por Reynolds e Currie
(2004). O fato de todas as linhagens de Escovopsis sp. ndo terem crescido nas placas controle, mas
terem crescido em direcdo ao fungo mutualista ¢ explicado devido a Escovopsis ser atraido por
sinais quimicos secretados pelo fungo mutualista, corroborando com a hipdtese de especificidade
desta interagdo (GERARDO et al., 2004; 2006). Em menos de 48 horas, Escovopsis sp. sobrepujou
o crescimento do fungo mutualista, tanto nos ensaios de co-cultivo, quanto nos ensaios de
antagonismo para microscopia de varredura. Por outro lado, Escovopsioides sp. cresceu no agar
agua na auséncia do hospedeiro e, na presenca deste as hifas entraram em contato com a colonia de
L. gongylophorus somente apds trés a sete dias (Figura 11B). Nesse sentido, ¢ provavel que
Escovopsioides sp. ndo seja estimulado pelos metabdlitos produzidos pelo fungo mutualista, os
quais estimulam o crescimento de Escovopsis sp. (GERARDO et al., 2006). Contudo, experimentos
adicionais s30 necessarios para avaliar a especificidade da interagdo L. gongylophorus-

Escovopsisoides sp.
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Micoparasitas necrotroficos ndo apresentam estruturas fisicas especializadas para a infec¢ao
do hospedeiro, ao contrario do que geralmente observa-se para os parasitas biotroficos, os quais
apresentam apressorios e haustorios (JEFFRIES, 1995). Nos experimentos realizados no presente
estudo, foi observado contato entre as hifas de Escovopsis sp. e as hifas do fungo mutualista (Figura
13), porém, ndo foram observadas estruturas especializadas de adesdo durante a interagdo. Nesse
sentido, Escovopsis sp. pode ser considerado um micoparasita necrotrofico de contato que ocasiona
a morte do fungo mutualista, conforme observado a degeneracdo do micélio nos ensaios de co-
cultivo (Figura 2).

Reynolds e Currie (2004) sugerem que Escovopsis sp. € capaz de degradar a hifa do fungo
mutualista sem antes haver contato entre os organismos (especificamente a uma distancia de 25 um,
conforme consta na pagina 957 de REYNOLDS; CURRIE, 2004). As suposi¢des realizadas por
esses autores foram baseadas em estudos realizados com microscopia de campo claro. Entretanto,
utilizando microscopia de varredura é evidente o contato fisico entre Escovopsis sp. e o fungo
mutualista (Figura 13); porém, ndo foram encontradas evidéncias de degenerag¢do da hifa do fungo
mutualista mesmo ap6s 1 dia em contato com o parasita (Figura 13). Essa observagdo sugere que os
mecanismos quimicos e fisicos devem atuar em conjunto para ocasionar a morte de L.
gongylophorus. De fato, quando o fungo ¢ cultivado na presenca dos extratos de Escovopsis sp.,
verificou-se somente inibicdo do crescimento (Tabela 3), porém, quando existe o contato fisico
entre os dois fungos ¢ possivel observar a degeneragdo do micélio (ver experimento de co-cultivo,
Figura 4).

Nesse contexto, a exemplo de muitos parasitas necrotroficos (BARNETT; BINDER, 1973;
JEFFRIES, 1995; ORTIZ; ORDUZ, 2000), o contato de Escovopsis sp. com o hospedeiro deve
estimular a produ¢do de metabolitos bioativos durante a interagdo com o fungo mutualista. De fato,
na analise de HPLC realizada com a fragdo acetato da linhagem Escovopsis sp. RS076, pode-se
verificar a produ¢do de um composto quimico por parte de Escovopsis sp. A producdo desse
composto aumentou quando Escovopsis sp. RS076 foi inoculado em meio liquido juntamente com o
fungo L. gongylophorus, evidenciando assim, uma resposta metabolica do parasita na presenga do
seu hospedeiro. Para afirmar se tal composto ¢ o responsavel pela inibi¢do, ensaios utilizando essa
substancia pura devem ser realizados.

Com relagdo aos ensaios de antagonismo com as linhagens de Escovopsioides sp. ndo foram
observadas estruturas especializadas de parasitismo, somente o contato fisico entre as hifas de
ambos os fungos (Figura 14). Entretanto, devido a dificuldade de se distinguir as hifas de ambos os
fungos, ndo ¢ possivel afirmar que Escovopsioides sp. forme estruturas especializadas para

parasitismo.
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Interessante foi notar a interagdo da hifa do hospedeiro L. gongylophorus com a hifa do
parasita Escovopsis (Figuras 13C-E). Aparentemente houve um enrolamento das hifas do fungo
cultivado pelas formigas nas hifas de Escovopsis sp. Esse tipo de evento é comumente observado no
ataque do parasita ao seu hospedeiro, e ndo o contrario (BARNETT, 1964; STEYAERT;
RIDGWAY; ELAD, 2003). Embora os resultados do nosso trabalho sejam contrarios aos resultados
encontrados na literatura para a maioria dos fungos micoparasitas, talvez a interacdo observada seja
um mecanismo do fungo mutualista para evitar a agdo de Escovopsis sp. Por exemplo, Butler (1957)
estudou o parasitismo de R. solani frente a diversos fungos e observou que o hospedeiro Rhizopus
nigricans apresentou dois tipos de resisténcia ao parasita: (i) a lise da hifa do parasita e (ii) a
oclusdo da hifa invasora. E sabido que hospedeiros na tentativa de controlar infec¢des podem
apresentar diferentes respostas como a produgdo de compostos antimicrobianos, ativacdo da
resposta imune e a remocao fisica do parasita (CLAYTON et al., 2003). Além disso, soma-se aos
mecanismos de defesa do fungo mutualista o relato de Hervey e colaboradores (1977), os quais
demonstraram que o fungo das formigas ¢ capaz de secretar compostos que inibem o crescimento
de certos fungos filamentosos. Apesar desses autores considerarem que o fungo das formigas
secrete substincias bioativas, também ¢é provavel que outras formas de interagdo possam ocorrer.
Nesse contexto, avaliar a interacdo de outras linhagens de Escovopsis sp. € de outros fungos ndo
associados ao jardins das formigas, frente ao fungo mutualista, podera auxiliar na compreensao se L.
gongylophorus apresenta mecanismos de resisténcia frente a patdogenos.

Ortiz e Oduz (2000) estudaram a interacdo antagonista (quimica e fisica) de dois fungos da
ordem Hypocreales (Trichoderma sp. e Gliocladium sp.) frente ao fungo mutualista de Atta
cephalotes, visando o controle bioldgico dessa espécie de formiga cortadeira. Ensaios in vitro
demonstraram que ambas as linhagens inibiram o fungo mutualista. Os autores sugerem que o efeito
inibitorio pode ser atribuido a enzimas extracelulares ou a metabolitos volateis ou ndo volateis. Na
analise da interagdo fisica, ndo foi observada a penetragdo das hifas de Trichoderma sp. e
Gliocladium sp. nas hifas do fungo mutualista. Com base nessas evidéncias, os autores
caracterizaram esses isolados como micoparasitas necrotroficos. Levando em considerag@o os dados
obtidos no presente estudo, pode-se sugerir que Escovopsis sp. € um parasita necrotréfico de contato,
pois provavelmente inibi o crescimento do hospedeiro através da produgdo de compostos quimicos
(toxinas e/ou enzimas), aliado ao o contato com as hifas do hospedeiro.

Escovopsis sp. € considerado um fungo parasita especializado dos jardins de fungo das
formigas da tribo Attini (CURRIE et al., 1999a; BOT et al., 2001). Estudos apontam que
Escovopsis sp. compartilha uma antiga histéria evolutiva com as formigas e o fungo mutualista,
provavelmente datando de 50 milhdes de anos (CURRIE et al., 2003). Durante a evolugdo dessa

interacdo, do ponto de vista do parasita, ndo ¢ interessante que este mate seu hospedeiro. De fato, na



49
natureza, sao poucos os registros de ninhos mortos devido a agdo de Escovopsis sp. (CURRIE et al.,
1999a; RODRIGUES, 2004). Portanto, se esse parasita aparentemente ndo ocasiona danos severos
em ninhos em condic¢des naturais, entdo, por que Escovopsis sp. apresenta um modo de parasitismo
agressivo? Provavelmente, o modo de vida necrotréfico de Escovopsis sp. foi herdado do ancestral
comum entre Escovopsis sp. e os demais fungos da ordem Hypocreales. Esse modo de vida,
portanto, foi mantido durante a evolugcdo devido ao comportamento das formigas utilizarem
diversas estratégias de profilaxia para proteger o fungo mutualista de organismos invasores. Por
exemplo, partes do jardim de fungo infectadas com Escovopsis sp. sdo rapidamente eliminadas
pelas operarias (CURRIE; STUART, 2001), o que torna necessario para Escovopsis sp. um rapido
crescimento e esporulacdo para disseminar-se no ninho (CURRIE et al., 1999a). Nesse sentido,
devido as barreiras impostas pelas formigas ¢ provavel que esse modo de vida necrotrofico de
Escovopsis sp. seja mantido durante a evolugdo. Soma-se ainda, o fato das operarias de formigas
cortadeiras apresentarem em suas cuticulas bactérias do género Pseudonocardia e outros
actinomicetos que atuam na secrecdo de compostos antimicrobianos que inibem o parasita
(CURRIE et al., 1999a; SEN et al., 2009).

Levando em consideragdo os resultados obtidos para as duas linhagens de Escovopsioides
sp., foi possivel notar que esse fungo apresenta antagonismo frente a L. gongylophorus, detectado
nos ensaios de co-cultivo e nos testes de cultivo na presenca dos extratos brutos. Contudo, as
interagdes observadas sugerem que Escovopsioides sp. ndo seja um antagonista agressivo, quando
comparado a Escovopsis sp. Contudo, ensaios in vivo utilizando coldnias mantidas em laboratorio
sdo essenciais para determinar se Escovopsioides sp. ocasiona 0 mesmo impacto negativo nas

colonias desses insetos.
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7 CONCLUSOES

* Ao contrario de outros trabalhos da literatura, a natureza do parasitismo de Escovopsis sp.
frente a L. gongylophorus envolve a producdo de compostos com agdo antifingica, com um

aparente contato fisico entre as hifas desses organismos.

*  Escovopsioides sp. ¢ um fungo de natureza antagonista frente a L. gongylophorus, o qual
possivelmente apresenta mecanismos de acdo semelhantes aos de Escovopsis sp. Entretanto, os
resultados do presente estudo sugerem que Escovopsioides sp. ndo ¢ tdo agressivo, quando

comparado ao parasita especializado do fungo cultivado pelas formigas cortadeiras.
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8 PERSPECTIVAS

Com os resultados obtidos no presente estudo, algumas perguntas foram respondidas;
entretanto, novos questionamentos surgiram, abrindo novas janelas para pesquisas envolvendo as
interagdes do fungo mutualista com fungos prejudiciais ao seu desenvolvimento.

Estudos adicionais devem ser realizados para averiguar a natureza quimica das moléculas
envolvidas na inibicdo do fungo mutualista por Escovopsis sp e Escovopsioides sp. Por exemplo,
seria interessante averiguar se a inibi¢do quimica do crescimento do fungo mutualista estd
relacionada a enzimas liticas que atuam na parede celular de L. gongylophorus (por exemplo,
quitinases e glucanases). Nesse contexto, estudos de metaprotedmica também sdo interessantes no
intuito de verificar quais sdo as proteinas expressas durante o cultivo de Escovopsis sp. na presenga
de L. gongylophorus.

Em relacdo ao fungo Escovopsioides sp., experimentos in vivo s3a0 necessarios para
confirmar se esse fungo também pode ser considerado um parasita do fungo cultivado pelas
formigas (ou seja, verificar se este ocasiona impactos significativos no desenvolvimento da coldnia).
Estudos seguintes, também poderdo avaliar as relagdes evolutivas de Escovopsioides sp. para
entender se este fungo também compartilha uma histéria de co-evolu¢do com as formigas e com o
fungo mutualista. Nesse sentido, coletas adicionais devem ser realizadas focando em géneros de

formigas que representem os cinco tipos de fungicultura da tribo Attini.
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APENDICE

Tabela Al. Estatisticas obtidas do teste ANOVA (2
critérios) para os experimentos de crescimento micelial do
fungo Leucoagaricus gongylophorus a partir dos ensaios
de co-cultivo frente a diferentes linhagens de fungos

filamentosos.

Linhagens F P
ES002 192,562 <0,01
ES004 104,590 <0,01
ES005 61,82 <0,01
NLO001 157,370 <0,01
NLO005 198,84 <0,01
RSO019 184,122 <0,01
RS020 92,238 <0,01
RS030 228,094 <0,01
RS046 44,48 <0,01
RS054 45,41 <0,01
RS055 86,962 <0,01
RS076 108,55 <0,01

" Para cada linhagem, os valores de F e P correspondem ao teste de
ANOVA considerando os ensaios de co-cultivo.

Tabela A2. Estatisticas obtidas do teste ANOVA (2 critérios) para
os experimentos de crescimento micelial de Leucoagaricus
gongylophorus frente aos extratos brutos de linhagens Escovopsis
sp. e Escovopsioides sp. cultivados na auséncia (EBA) e na
presen¢a (EBP) do fungo mutualista.

. EBA' EBP
Linhagens F P F P
ES002 16,80 0,000143 20,43 <0,01
ES004 30,54 <0,01 75,86 <0,01
ES005 12,44 0,000876 34,85 <0,01
NLO001 17,75 <0,01 50,22 <0,01
NLO005 18,66 <0,01 25,88 <0,01
RS019 37,62 <0,01 34,64 <0,01
RS020 13,58 0,000538 21,53 <0,01
RS030 7,537 0,00824 3,079 0,0851
RS046 31,63 <0,01 11,33 0,001
RS054 16,46 0,000164 12,93 0,000711
RSO055 14,25 0,000407 39,16 <0,01
RS076 30,70 <0,01 14,74 0,00342

" Para cada linhagem, os valores de F e P correspondem ao teste de ANOVA
considerando os tratamentos teste e controle do meio.

58



Tabela A3. Estatisticas obtidas do teste ANOVA (2
critérios) para os experimentos de crescimento micelial do
fungo Leucoagaricus gongylophorus a partir da
comparac¢do dos extratos brutos na auséncia (EBA) com os
extratos brutos na presen¢a (EBP) do fungo mutualista das
linhagens Escovopsis sp. € Escovopsioides sp.

EBA x EBP' F P
ES002 0,274 0,60278
ES004 0,209 0,65
ES005 24.41 >0,01
NL001 0,446 0,507
NLO005 17,54 0,000107
RS019 1,892 0,175
RS020 0,211 0,647
RS030 4,406 0,0406
RS046 3,079 0,0851
RS054 2,208 0,143
RS055 21,82 >0,01
RS076 4,116 0,0475

" Para cada linhagem, os valores de F e P correspondem ao teste de
ANOVA considerando os tratamentos: EBA e EBP.

Tabela A 4. Estatisticas obtidas do teste ANOVA (2 critérios) para
os experimentos de crescimento micelial de Leucoagaricus
gongylophorus frente as fracdes acetato e butanol de extratos de
cultivo de linhagens de Escovopsis sp. e Escovopsioides sp.

Fracao Acetato’ Fracdo Butanol
Teste F P F P
ES002 5,238 0,00728 1,444 0,245
ES004 28,91 <0,01 0,271 0,605
ES005 2,496 0,0888 1,556 0,219
NLOO1 2,154 0,123 0,495 0,501
NLO005 3,079 0,0525 11,32 <0,01
RS019 4,394 0,0169 9,492 <0,01
RS020 12,69 <0,01 12,85 <0,01
RS030 5,725 0,00547 20,84 <0,01
RS046 0,675 0,415 7,347 0,00903
RS054 3,021 0,0554 7,758 0,00838
RS055 5,26 0,0258 0,285 0,596
RS076 8,118 <0,01 12,75 0,000861

" Para cada linhagem, os valores de F e P correspondem ao teste de ANOVA
considerando os tratamentos: teste, controle do meio e controle do solvente
(DMSO0).
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