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Resumo

Os jardins de fungo das formigas da tribo Attini abrigam uma microbiota diversa, além do fungo
mutualista cultivado como alimento por esses insetos. Fungos do género Escovopsioides foram
recentemente descritos como membros dessa microbiota. Relacionado filogeneticamente com os
fungos parasitas Escovopsis, nada se sabe sobre a biologia e o potencial parasita de
Escovopsioides nos jardins de fungo das formigas atineas. Neste contexto, acessamos a
diversidade genética de 21 isolados de Escovopsioides obtidos de coldnias de formigas cortadeiras
(géneros Atta e Acromyrmex) e ndo cortadeiras (géneros Trachymyrmex e Apterostigma),
provenientes de diferentes regides do Brasil. Independente da origem dos isolados, foi observada
uma baixa diversidade genética entre 20 dos 21 isolados de Escovopsioides examinados, 0 que
permitiu identifica-los como Escovopsioides nivea (a Unica espécie descrita para 0 género). Em
contrapartida, o isolado obtido da colénia de Apterostigma megacephala apresentou baixa
similaridade genética em relacdo a E. nivea, 0 que aponta para uma nova espécie filogenética.
Segundo os marcadores moleculares tefl e ITS, Escovopsioides ocupa uma posi¢do intermediaria
na filogenia de Escovopsis, 0 que sugere a possivel reclassificacdo do género Escovopsioides
como Escovopsis. Adicionalmente, nosso estudo confirmou o antagonismo de Escovopsioides
frente ao fungo mutualista de formigas cortadeiras (Leucoagaricus gongylophorus). Esse resultado
sugere que Escovopsioides seja um micoparasita do fungo cultivado pelas formigas. Baseado em
dados de crescimento de Escovopsioides em jardim de fungo, tanto na auséncia, quanto na
presenca de operarias podemos apontar fortes evidéncias do parasitismo de Escovopsioides frente

ao jardim de fungo das formigas atineas.

Palavras-chaves: Hypocreales. Escovopsis. Micoparasitismo. Formigas Attini. Biocontrole.



Abstract

Fungus gardens of attine ants harbor a rich microbiome, besides the mutualistic fungus cultivated
by these insects for food. Fungi in the genus Escovopsioides were recently described as members
of this microbiome. Closely related to the parasitic fungal genus Escovopsis, nothing is known
about the biology and the parasitic potential of Escovopsioides in the fungus gardens of attine ants.
In this sense, we accessed the genetic diversity of 21 Escovopsioides isolates obtained from leaf-
cutting ants (Atta and Acromyrmex genera) and no leaf cutting ant colonies (Trachymyrmex and
Apterostigma genera), originated from distinct regions of Brazil. Independent of the origin of the
isolate, we observed a low genetic diversity among 20 out of 21 isolates, which prompted the
identification of these isolates as Escovopsioides nivea (the only described species for the genus).
In contrast, the isolate obtained from the colony of Apterostigma megacephala showed low
genetic similarity in relation with E. nivea, indicating a new phylogenetic species. According to
the tefl and ITS molecular markers, Escovopsioides exhibit an intermediate placement in the
Escovopsis phylogeny, suggesting the putative reclassification of the genus Escovopsioides as
Escovopsis. In addition, our study confirmed the antagonism of Escovopsioides towards the
mutualistic fungus of leaf cutting ants (Leucoagaricus gongylophorus). This indicate that
Escovopsioides is a mycoparasite of the ant fungal cultivar. Based in growth experiments of
Escovopsioides in the fungus gardens, in the absence and in the presence of ant workers, we
provide strong evidences of Escovopsioides parasitism in the fungus gardens of attini ants.

Keywords: Hypocreales. Escovopsis. Mycoparasitism. Attine ants. Biocontrol
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Introducgéo

As formigas cultivadoras de fungos da tribo Attini sdo encontradas somente no continente
americano (MAYHE-NUNES; JAFFE, 1998). Esses insetos se destacam pela habilidade de
cultivar fungos como a principal fonte de alimento (WEBER, 1972). As formigas cortadeiras dos
géneros Acromyrmex e Atta, popularmente conhecidas como quenquéns e salvas, compreendem
um subgrupo das formigas atineas. Elas apresentam como caracteristica distintiva a utilizacdo de
folhas e flores frescas como substrato para o cultivo do fungo mutualista, Leucoagaricus
gongylophorus (Basidiomycota: Agaricales). O parceiro flngico, por sua vez, é cultivado pelas
operarias em uma estrutura denominada de jardim de fungo, que compreende fragmentos do
substrato vegetal processado pelas formigas e o micélio do fungo mutualista (WEBER, 1972;
MUELLER et al., 2010). Devido a elevada quantidade de folhas que as formigas cortadeiras
utilizam, esses insetos sdo considerados pragas agricolas, ocasionando sérios prejuizos na
agricultura, especialmente a de nosso pais (DELLA LUCIA et al., 2014).

Ao contrario do proposto por Weber (1972), o fungo mutualista ndo é o Unico micro-
organismo ativo no jardim de fungo. Na realidade uma diversa e rica comunidade microbiana
constituida de bactérias, leveduras e fungos filamentosos também faz parte dos jardins de fungo
(MOLLER, 1893; CRAVEN et al., 1970; BACCI et al., 1995). Alguns desses micro-organismos
podem competir por nutrientes com o fungo mutualista (SILVA et al., 2006); outros, parasitam o
préprio fungo cultivado pelas formigas (REYNOLDS, CURRIE, 2004). Existem também aqueles
micro-organismos benéficos nos jardins de fungo, os quais auxiliam o fungo mutualista na
protecdo frente a patdgenos (SANTOS et al., 2004; RODRIGUES et al., 2009). Além disso,
existem bactérias filamentosas do género Pseudonocardia, presentes nas cuticulas das operarias,
que também auxiliam na protecdo da coldnia frente a micro-organismos invasores (CURRIE et al.,
1999a; SEN et al., 2009; MEIRELLES et al., 2014).

Currie e colaboradores (1999b) observaram que fungos do género Escovopsis
(Ascomycota: Hypocreales) ocasionam um impacto negativo nas col6nias das formigas atineas,
pois atuam como uma parasita no jardim de fungo. Tal descoberta se mostrou relevante, uma vez
que ndo havia relatos de parasitas nos jardins desses insetos. E sabido que o parasitismo de
Escovopsis é da-se por mecanismos quimicos e fisicos, com estruturas especializadas para atuar
nas hifas do hospedeiro (REYNOLDS, CURRIE, 2004; MARFETAN et al., 2015).

Estudos sugerem que Escovopsis compartilha uma antiga historia evolutiva com o fungo
mutualista e as formigas, indicando que a origem do parasitismo ocorreu concomitante com inicio
da associacdo formiga-fungo, hd cerca de 50-65 milhdes de anos (CURRIE et al., 2003;
SCHULTZ; BRADY, 2008). Gerardo e colaboradores (2006) propuseram uma classificacdo
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informal de diferentes tipos morfologicos de Escovopsis. Esta se baseia na coloragdo dos esporos,
que em massa, produzem uma coloragdo tipica da col6nia. Tal marcador morfoldgico separa
Escovopsis pertencentes aos diferentes clados filogenéticos (GERARDO et al., 2006). Assim, 0s
autores descrevem Escovopsis com esporulacdo marrom, amarela, branca e rosa.

Recentemente, Augustin e colaboradores (2013) descreveram um segundo género de fungo
(Escovopsioides) provenientes de jardins de Acromyrmex niger, Acromyrmex subterraneus
molestans e Acromyrmex subterraneus subterraneus. Esse fungo foi encontrado em 24% a 72%
das col6nias de atineas amostradas (AUGUSTIN et al. 2013; REIS et al. 2015; PEREIRA et al.
2016). Tal fungo apresenta caracteristicas morfolégicas semelhantes aos fungos do género
Escovopsis (Figura S1). Analises moleculares realizadas pelos autores comprovaram que
Escovopsioides € um género filogeneticamente relacionado a Escovopsis.

A descoberta de Escovopsioides lancou novas janelas de pesquisas sobre a associacao
formiga — fungo mutualista. Primeiro, nada se conhece a respeito da diversidade e taxonomia de
Escovopsioides. Até 0 momento, apenas uma espécie (E. nivea) foi descrita, porém, é provavel
que existam outras espécies desse género ainda desconhecidas para a ciéncia. Segundo, estudos de
taxonomia e sistematica também sdo incipientes no que tange a classificacdo desse grupo.
Terceiro, se Escovopsioides é um parasita do fungo mutualista, entdo novas oportunidades se
abrirdo para estudar a dindmica da evolucdo (especificidade e viruléncia) de patdgenos associados
aos jardins das formigas atineas.

Com a disponibilidade de varios isolados de Escovopsioides obtidos de diferentes formigas
atineas (géneros Atta, Acromyrmex, Trachymyrmex e Apterostigma), o presente trabalho avaliou as
seguintes questdes: (i) Tendo em vista que 0 género Escovopsioides foi descrito de jardins de
Acromyrmex, isolados desse fungo que infectam outros géneros de atineas formam um clado
monofilético? (ii) Qual é a relacdo filogenética de Escovopsioides e Escovopsis? e (iii)

Escovopsioides seria um parasita do jardim de fungo das formigas atineas?

Material e Métodos

Origem e manutencao dos fungos

Fungos do género Escovopsioides foram obtidos de diferentes espécies de formigas
cortadeiras em estudos previos (RODRIGUES et al., 2005; 2008; PEREIRA, 2014; REIS et al.,
2015). A colecdo de Escovopsioides utilizada neste estudo compreende 20 isolados obtidos nesses
estudos, além da espécie tipo utilizada na descricdo do género (Tabela 1). Portanto, foram

examinados 21 isolados, todos preservados em glicerol 10% a -80 °C e em agar inclinado a 10 °C.
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Os isolados estdo mantidos no acervo da Central de Recursos Microbianos da UNESP (CRM-
UNESP), Rio Claro, SP. Neste estudo, também foi utilizado um isolado de Escovopsis (originado
de jardim de fungo de Atta sextens rubropilosa), o qual foi empregado nos bioensaios in vitro.
Para a reativacdo dos isolados, 0s esporos armazenados a -80 °C foram transferidos dos
tubos de criopreservacao para 0 meio agar batata-dextrose (BDA) e mantidos a 25 °C, durante sete
dias, no escuro. Apds incubagdo, a viabilidade das culturas foi verificada, bem como as
caracteristicas morfologicas microscopicas (conidioforos e esporos). Em seguida, todos os

isolados foram submetidos a técnica de cultura monospdrica para garantir a pureza dos fungos.

Caracterizacdo molecular de Escovopsioides

O DNA gendmico dos isolados foi extraido pelo método CTAB (cetiltrimetil brometo de
amonio), modificado de Moller et al. (1992) e Gerardo et al. (2004). A principal modificacdo
realizada nesses protocolos foi a utilizagdo de micro-esferas de vidro (250-400 pm, Sigma) para
quebra mecéanica das hifas. As regifes alvos avaliadas do genoma desses fungos e amplicadas
foram: o gene que codifica o fator alfa de elongacéo (tefl, primers: EF6-20F e EF6A-1000R) € 0
espacador interno transcrito (ITS, primers: ITS5 e 1TS4). Para tefl, aliquotas de 1 uLL do DNA
bruto diluido (1:100) foram utilizadas como DNA molde para amplificacdo utilizando PureTaq
Ready-To-Go (GE Healthcare), com as seguintes condicOes: etapa inicial de desnaturacdo de 94
°C por 2 minutos, seguidos de 15 ciclos de 94 °C por 30 segundos e temperatura de anelamento
inicial de 65 °C decrescente de 1 °C por ciclo (touchdown) e extensdo final de 72 °C por 1 minuto.
Uma segunda etapa foi executada com as seguintes condic¢des: 94 °C por 30 segundos, seguidos
de 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 48 °C por 30 segundos e uma etapa final de extensdo a 72
°C por 1 minuto. J& para a amplificacdo da regido ITS, aliquotas de 2 pL. do DNA bruto diluido
(1:100) foram utilizadas como DNA molde para PCR, seguindo as seguintes condicGes: 94 °C por
3 minutos, seguido por 35 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 55 °C por 1 minuto e um passo final de
extensdo a 72 °C por 2 minutos. Os produtos de PCR foram corados com GelRed™ (Biotium) e
visualizados em UV apds eletroforese em gel de agarose (1%).

Os amplicons foram purificados com o Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System
(Promega) seguindo o protocolo do fabricante. Para quantificar e verificar o grau de pureza dos
amplicons, as amostras foram analisadas em NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). As reacfes de
sequenciamento foram preparadas utilizando BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Life Technologies), seguindo as instru¢des do fabricante. Para obtencdo de sequéncias ITS foi

adicionado 5% de DMSO na reacdo de sequenciamento, devido ao elevado conteddo de CG
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existente nessa regido. As sequéncias foram geradas no sequenciador automatico ABI 3500 (Life
Technologies).

As sequéncias forward e reverse foram reunidas em sequéncias consenso (contigs)
utilizando o software BioEdit v.7.1.3 (HALL, 1999). Em seguida, para avaliar a identidade das
sequéncias, os contigs foram utilizados em buscas por sequéncias homdlogas disponiveis na base
de dados do NCBI-GenBank, através do aplicativo BLASTn (ZHANG et al., 2000).

Analises filogenéticas

Além das sequéncias tefl geradas no presente estudo (20 sequéncias), outras sequéncias
foram obtidas do NCBI-GenBank, sendo uma sequéncia da espécie tipo de Escovopsioides, 44
sequéncias de Escovopsis e mais trés sequéncias de fungos pertencentes a familia Hypocreaceae,
como grupo externo, conforme designado por Meirelles et al. (2015a). Para ITS, além das
sequéncias geradas neste estudo (19 sequéncias), foram obtidas do NCBI-GenBank, uma
sequéncia da espécie tipo, sete sequéncias de todas espécies tipo descritas de Escovopsis e mais
quatro sequéncias de fungos pertencentes a familia Hypocreaceae, como grupo externo, conforme
designado por Meirelles et al. (2015a). O conjunto de sequéncias ITS é menor do que o conjunto
de sequéncias do marcador tefl, pois ndo ha muitas sequéncias desta regido disponiveis na base de
dados para Escovopsis, inviabilizando uma filogenia mais ampla com este marcador. Por fim, o
conjunto total (alinhamento) reuniu 68 sequéncias tefl e 30 sequéncias ITS.

Para as andlises filogenéticas, as sequéncias foram alinhadas utilizando o software MAFFT
(KATOH; STANDLEY, 2013). Inicialmente, os grupos filogenéticos de Escovopsioides foram
inferidos utilizando o método de neighbor-joining (SAITOU; NEI, 1987). A arvore filogenética
foi inferida utilizando o modelo de substituicdo nucleotidica de Kimura 2-pardmetros, para
sequéncias de tefl (KIMURA, 1980) e gaps foram excluidos da andlise. O suporte dos clados foi
calculado através do método de bootstrap (utilizando 1.000 pseudoréplicas). Tal analise foi
realizada no software MEGA6 (TAMURA et al., 2013).

Apbs explorar o conjunto de dados, utilizamos analise Bayesiana como método de analise
filogenética mais robusto para inferir as relacées de Escovopsis e Escovopsioides com o marcador
tefl. O modelo de substituicdo nucleotidica foi escolhido com o software jModeltest 2, utilizando
0 suporte de Bayesian Information Criterion (BIC) com intervalo de confianga de 95%
(DARRIBA et al., 2012). A analise Bayesiana foi realizada utilizando o software MrBayes v. 3.2.1
(RONQUIST; HUELSENBECK, 2003). Foi utilizado o modelo de substituicdo nucleotidica
GTR+I+G, com trés cadeias quentes e uma fria, cada execucdo utilizando o método de Monte
Carlo via cadeias de Markov (MCMC) com amostragem de 1 milh&o de geragdes. A convergéncia
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ocorreu quando o desvio padrdo das frequéncias divididas ficou abaixo de 0,01; as primeiras 25%
de geragdes produzidas por MCMC foram descartadas como burn-in. Sequéncias de tefl, obtidas
no GenBank de Hypocrea lutea, Trichoderma sp. e Hypomyces poliporinus foram utilizadas como
grupo externo. A arvore final foi editada no programa FigTree v1.4.0 e no Adobe llustrator CS6.
Adicionalmente, foi realizada a analise Bayesiana das sequéncias concatenadas de tefl e
ITS, apenas com as espécies formalmente descritas de Escovopsis e a Unica espécie descrita de
Escovopsioides (E. nivea), uma vez que que ndo ha no GenBank sequéncias ITS disponiveis de
todos os Escovopsis para os quais foram sequenciados tefl. As sequéncias foram concatenadas
utilizando o software Winclada v.1.00.08. A andlise particionada do conjunto de dados foi
realizada no MrBayes utilizando o modelo de substituicio GTR+G para cada particdo, com o
mesmo numero de geragdes, numero de cadeias e burn-in. Foram selecionadas sequéncias de
Hypocrea rufa, Trichoderma viride, T. pubescens e T. hamatum como grupo externo para a analise

concatenada.

Bioensaios de inibicdo (co-cultivo)

Para responder a pergunta sobre o potencial antagdnico de Escovopsioides frente ao fungo
cultivado pelas formigas atineas, ensaios in vitro foram realizados para avaliar a atividade
antifungica, seguindo uma adaptacdo do método proposto por Silva et al. (2006). Foram
selecionados 13 isolados de Escovopsioides, baseados na origem do isolado (Tabela 1) e nos
polimorfismos do gene tefl apds anélise.

O fungo mutualista de Atta sexdens rubropilosa (L. gongylophorus FF2006) foi
previamente cultivado em meio BDA e incubado a 25 °C, durante 14 dias, no escuro. Discos de
micélio (8 mm de didmetro) do fungo mutualista foram inoculados a uma distancia de 1,5 cm da
borda de placas de Petri (90 x 15 mm) contendo meio BDA. Essas placas foram incubadas nas
mesmas condi¢fes. Um disco de micélio (8 mm de didmetro) de uma cultura de Escovopsioides,
previamente incubada em meio BDA, foi inoculado a uma distancia de 3 cm do disco do fungo
mutualista. As placas controles foram inoculadas com o mesmo fungo mutualista utilizado nas
placas com os testes de inibicdo, entretanto, nenhum isolado de Escovopsioides foi inoculado. As
placas contendo os dois fungos foram incubadas durante 14 dias a 25 °C, no escuro.
Adicionalmente foi utilizado um isolado de Escovopsis originado de Atta sexdens rubropilosa
para propositos de comparacao.

Foram realizadas seis réplicas biologicas para cada combinagdo Escovopsioides,
Escovopsis e fungo mutualista. As placas experimentais e as do controle foram digitalizadas nos

intervalos de 0, 2, 3, 5, 7, 10 e 14 dias em scanner HP. As imagens digitalizadas foram analisadas
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em relacdo a 4rea de crescimento da colénia (mm?) do fungo mutualista, utilizando o programa
ImageJ v. 1.38 (RASBAND, 2014).

Analise dos dados dos experimentos de co-cultivo

A érea de crescimento micelial de L. gongylophorus frente aos fungos filamentosos e em
relacdo ao controle foi analisada utilizando ANOVA dois fatores. Os dados foram checados
qguanto a normalidade e a homogeneidade de variancia, utilizando os testes de Kolmogorov-
Smirnov e de Bartlett, respectivamente. Devido a violagdo desses critérios, os dados foram
transformados utilizando a funcdo da raiz quadrada do arcoseno. Para propositos de comparagdo
entre os isolados, as areas de crescimento micelial de L. gongylophorus em confronto com os
fungos filamentosos foram divididas pela média da area de seu controle correspondente. As
comparag0Oes entre os diferentes tratamentos foram realizadas utilizando o teste de Tukey-HSD.
As analises estatisticas foram realizadas no programa R (versdo 2.12.1, The R Foundation for

Statistical Computing, Vienna, Austria, 2011).
Bioensaios com fragmentos de jardim de fungo na auséncia de operéarias

Para determinar se Escovopsioides pode se desenvolver no jardim de fungo na auséncia de
operarias, realizamos bioensaios utilizando fragmentos desse substrato. Foram obtidas aliquotas de
jardim de fungo de uma colbnia saudavel de A. sexdens rubropilosa mantida a 18 anos no
laboratdrio do Centro de Insetos Sociais da UNESP (CEIS/UNESP/Rio Claro).

Todas as formigas e crias do jardim de fungo foram removidas, dos quais fragmentos de 2
cm? foram alocados em placas de Petri esterilizadas e com algoddo umedecido nas bordas, de
modo a manter o ambiente imido. As placas com jardim de fungo foram acondicionadas durante 1
dia em BOD, em temperatura constante de 25 °C, de modo a evidenciar eventuais formigas que
permaneceram no fragmento.

Uma suspensdo de 10 mL de Tween 80 a 0,05% com massa micelial e esporos dos
potenciais fungos parasitas foi agitada em vortex de modo a liberar os esporos. Tal suspensao foi
filtrada duas a trés vezes seguindo metodo relatado por Newmeyer (1990), para separar 0S eSporos
dos fragmentos de hifas presentes na suspensdo. Essa suspensédo foi diluida de modo a se obter
entre 1.10° e 2.10° esporos mL™, contados em camara de Neubauer. Aliquotas de 100 pL de
suspensdo de esporos foram gotejadas com micropipeta por toda superficie do fragmento de
jardim; no controle negativo foi adicionado a mesma quantidade de uma solugéo esterilizada de

Tween 80 a 0,05%. As placas de Petri com jardim de fungo foram acondicionadas em temperatura



16

de 25 °C por um periodo de 10 dias. O possivel desenvolvimento das hifas, bem como esporulacéo
dos fungos inoculados foi observado diariamente em estereomicroscopio.

Os dados de crescimento e esporulacdo foram convertidos utilizando um sistema de
pontuacdo (escore): sem crescimento (0 pontos), crescimento observado no estereomicroscépio (1
ponto), crescimento macroscopico (2 pontos) e esporulacdo (3 pontos), ao longo do
monitoramento durante 10 dias (Figura S2). A soma total das pontuacbes de cinco réplicas
bioldgicas, em cada dia foi obtida. As amostras foram comparadas nos dia 0, 5 e 10, utilizando o

Teste Exato de Fisher, realizado no software R.

Bioensaios com fragmentos de jardim de fungo na presenca das operarias

Este bioensaio foi adaptado seguindo o método empregado por Wallace et al. (2014).
Foram utilizadas embalagens plasticas com o fundo recoberto por gesso, para manter a umidade
interna, evitando a dessecacdo do jardim de fungo. A superficie interna da embalagem foi
revestida com teflon, de modo a impedir a fuga das formigas. Cerca de 20 cm? de jardim de fungo
proveniente da mesma col6nia utilizada no experimento anterior foram alocados nas embalagens
plasticas. A selecdo de formigas nos fragmentos de jardim foi baseada na distribuicdo do trabalho
nas coldnias de A. sexdens proposto por Wilson (1980). Formigas com didmetro da cépsula
cefalica maior que 1,6 mm foram excluidas. Formigas com didmetro da capsula cefalica entre 1,0
e 1,6 mm foram contadas, com 50 formigas redistribuidas nos fragmentos de jardim. Formigas
com menos de 1 mm de didametro de capsula cefalica ndo foram contadas. Esse procedimento foi
adotado de modo a possibilitar uma maior homogeneidade entre as diferentes réplicas biologicas,
bem como entre os diferentes tratamentos com os fungos. As embalagens foram incubadas a 25 °C
durante trés dias, para estabilizacdo dos jardins de fungo. Suspensdes de esporos dos fungos alvo
foram obtidas conforme mencionado no item anterior. Foi inoculado 1mL de suspensdo de
esporos, borrifando a suspensdo por toda a superficie do jardim de fungo com auxilio de um
borrifador. No controle negativo, foi borrifada solucéo de Tween 80 0,05% esterilizada.

Os experimentos foram monitorados apés 0, 5 e 10 dias de inoculagdo para checagem da
saude dos jardins de fungo. Esse parametro foi baseado em um sistema de pontuacéo (escore), no
qual jardins saudaveis receberam 0 pontos, jardins parcialmente degradados receberam 1 ponto e
jardins completamente degradados receberam 2 pontos (Figura S4). A soma das pontuacdes
obtidas das cinco réplicas biolégicas de cada experimento, nos trés dias observados, foram
comparadas através do Teste Exato de Fisher, no software R.

De modo a verificar a permanéncia dos fungos inoculados nos jardins, nos dias 0, 5 e 10

apos o tratamento, fragmentos foram removidos dos jardins de fungo e inoculados em placas de
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Petri com Agar Malte 2% suplementado com 150 pg mL™ de cloranfenicol. As placas foram
incubadas a 25 °C, durante sete dias. Foram utilizadas cinco placas para cada réplica bioldgica dos
experimentos, totalizando 25 placas por tratamento. As placas com crescimento positivo foram
contadas e a capacidade de fixacdo dos fungos nos jardins foi testada utilizando o Teste Exato de

Fisher.

Resultados

Filogenia do fungo Escovopsioides

As andlises filogenéticas utilizando as sequéncias de Escovopsioides e Escovopsis
mostraram-se coerentes tanto utilizando o marcador tefl, quanto utilizando os marcadores
tefl e ITS concatenados. Um clado monofilético coeso que agrupa todas as linhagens de
Escovopsioides foi observado em ambas as andlises, sendo que os valores de probabilidade
posterior (PP) foram de 0,96 e 1,00 para as filogenias de tefl e concatenada, respectivamente
(Figuras 1 e S3). O clado Escovopsioides é composto por duas ramificacBes: a primeira
compreende a espécie tipo, E. nivea CBS 135749 e isolados oriundos das atineas derivadas: Atta,
Acromyrmex e Trachymyrmex; ja a outra ramificagdo inclui somente o isolado de Escovopsioides
LESF 602 oriundo de Apterostigma megacephala (Figuras 1 e S3).

Uma baixa variacdo genética entre os isolados de Escovopsioides de atineas derivadas foi
observada (99,1 a 100% de similaridade). Interessante foi notar que a similaridade genética do
marcador tefl independe da regido geogréfica, pois isolados de Escovopsioides obtidos de
colénias separadas por grandes distancias, como Rio Grande do Sul e Bahia, sdo similares. A
baixa variacdo genética também foi observada no marcador ITS entre esses isolados (99,4 a 100%
de similaridade). Por outro lado, o isolado LESF 602 apresentou similaridade entre 90% e 91% em
relacdo aos demais isolados, considerando o marcado tefl,e 91% a 92% para ITS . A posicao desse
isolado na filogenia indica uma espécie filogenética ainda néo descrita (Figura 1).

O clado Escovopsioides esta situado entre os clados de Escovopsis que infectam as atineas
derivadas e basais (Figura 1 e S3). O posicionamento basal do clado Escovopsioides em relacéo
aos isolados de Escovopsis oriundos de colonias de formigas atineas derivadas e de Apterostigma
sp. (Escovopsis com esporulagdo marrom) se mostrou bastante consistente na filogenia
reconstruida com tefl, com valor de PP de 0,99 (Figura 1). Entretanto, quando realizamos a
filogenia concatenada dos marcadores tefl e ITS, observamos que o clado Escovopsioides se

agrupa com Escovopsis isolados de col6nias de atineas basais (Figura S3). Assim, independente
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do marcador esta claro o posicionamento de Escovopsioides junto ao grupo monofilético de
Escovopsis.

Bioensaios in vitro de antagonismo

Todos os fungos avaliados (Escovopsisoides e Escovopsis) inibiram significativamente o
crescimento micelial de L. gongylophorus FF2006 ap6s 14 dias de experimento (ANOVA 2
fatores, F= 72,074, p< 0,001, Figura 2).

A maioria dos isolados de Escovopsioides inibiu o crescimento do fungo mutualista no
intervalo entre 0 5 e 7' dia. Com excecdo dos isolados LESF 602, LESF 591 e LESF 596, 0s
demais inibiram significativamente o fungo mutualista neste intervalo do experimento (Tukey-
HSD, p< 0,05). Ja no 10° dia, os isolados LESF 591 e LESF 596 inibiram significativamente o
fungo mutualista (Tukey-HSD, p< 0,01). A inibi¢do do fungo mutualista pelo isolado LESF 602
somente foi observada no 14° dia de experimento (Tukey-HSD, p< 0,001). Por outro lado, inibico
significativa do crescimento micelial de L. gongylophorus por Escovopsis foi observada no 3° dia
de experimento (Tukey-HSD, p< 0,05). Todos os isolados de Escovopsioides comecaram a inibir
significativamente L. gongylophorus quando ocorreu o contato entre as colonias dos dois fungos,
sendo que o fungo mutualista geralmente adquiriu uma coloragdo marrom.

Apo6s 14 dias de experimento foi observado dois grupos de isolados de Escovopsioides em
relacdo a inibicdo do fungo mutualista (Figura 2). Os isolados LESF 596 e LESF 602, obtidos de
Acromyrmex sp. e A. megacephala, respectivamente, compreendem um agrupamento de fungos
que inibiram significativamente o crescimento do fungo mutualista, porém em menor intensidade
quando comparado aos demais isolados (Tukey-HSD, p< 0,002, Figura 2).

Escovopsis apresentou inibicdo semelhante aquela demonstrada pelos isolados LESF 151,
LESF 510, LESF 590 e LESF 595 ap0s 14 dias de experimento (Tukey-HSD, p> 0,05, Figura 2).
Os demais isolados de Escovopsioides inibiram o fungo mutualista em menor intensidade que
Escovopsis (Tukey-HSD, p< 0,05, Figura 2), porém com maior intensidade que os isolados LESF
596 e LESF 602.

Bioensaios com fragmentos de jardim de fungo na auséncia das operarias

O objetivo deste bioensaio foi avaliar se os fungos alvo em potencial tinham capacidade de
se nutrir dos recursos do jardim de fungo e competirem com o fungo mutualista na auséncia das
formigas. Os fungos foram comparados em relacdo ao desenvolvimento nos dias 0, 5 e 10 ap06s

inoculagdo no jardim de fungo. No geral, ndo foram observadas diferengas significativas em
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relagdo ao desenvolvimento entre os fungos analisados. No dia 5, o isolado LESF 602 foi o Gnico
para o qual ndo observamos crescimento (Figura 3). Considerando os demais fungos no dia 5, néo
houveram diferencas significativas de crescimento entre os isolados (Teste Exato de Fisher, p>
0,05, Figura 3). Ja no dia 10, 13 isolados apresentaram esporulacdo, completando seu ciclo de
desenvolvimento, sendo que apenas o isolado LESF 594 se diferenciou significativamente dos
demais por ndo esporular (Teste Exato de Fisher, p< 0,05). Além disso, ndo observamos o
crescimento do isolado LESF 602 no jardim ap6s 10 dias de inoculacédo, indicando uma possivel

falta de competitividade deste fungo no jardim de fungo (Figuras 3 e Figura S2).

Bioensaios de fragmentos de jardim de fungo na presenca das operarias

Este experimento foi conduzido com o propoésito de avaliar o efeito da inoculacdo de

esporos de Escovopsioides em um contexto mais completo, com a agdo protetora das formigas. Os
fungos inoculados nos jardins apresentaram basicamente trés efeitos:
1. As operérias removeram parcialmente ou completamente os isolados Escovopsioides LESF 596,
LESF 599 e LESF 602 dos jardins de fungo, preservando a satde dos mesmos. Isso foi observado
pelo fato de que no dia 10 do experimento, houve uma grande reducdo da presenca desses isolados
em relacdo ao dia 0 (Teste Exato de Fisher, p< 0,01, Tabela 2). Notadamente, o isolado LESF 602
nédo foi encontrado nos jardins no dia 10 (Tabela 2). Os jardins de fungo inoculados com os trés
isolados mostraram-se saudaveis no dia 10 (Teste Exato de Fisher, p=1,00, Figura 4).

2. Para o isolado LESF 590 e o isolado de Escovopsis, ndo houve reducdo significativa na
presenca do fungo inoculado nos os dias 0, 5 e 10 (Teste Exato de Fisher, p> 0,09, Tabela 2). A
presenca inalterada desses fungos no jardim nos trés dias avaliados sugere uma permanéncia
destes no substrato, mesmo na presenca das operarias. Além disso, a satde dos jardins de fungo
infectados com esses isolados ndo diferiu significativamente com a do controle (Teste Exato de
Fisher , p> 0,08, Figura 4). O experimento com o isolado LESF 595 apresentou uma redugéo
moderada na frequéncia de recuperacao deste fungo. Embora LESF 595 apresentou uma reducgéo
significativa em relacdo ao tempo O (Teste Exato de Fisher, p< 0,001, Tabela 2), ndo houve

diferenca significativa entre os dias 5 e 10 (Teste Exato de Fisher, p> 0,110, Tabela 2).

3. Para os isolados LESF 151, LESF 510, LESF 591, LESF 592, LESF 594, LESF 601, LESF 603
e E. nivea CBS135749", ocorreram danos significativos nos jardins de fungo (Teste Exato de
Fisher, p< 0,032, Figura 4). Os jardins tratados com esporos desses fungos morreram e foram

transformados em lixo (Figura S4). Portanto, foram observados resultados irregulares no que diz
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respeito ao crescimento de Escovopsioides nos fragmentos desse substrato inoculados no meio de
cultivo (Tabela 2). Devido a esse fato, os resultados de fixacdo de Escovopsioides no lixo ndo

foram utilizados nas analises.

Discussao

Neste trabalho acessamos a diversidade genética de isolados do género Escovopsioides
encontrados em col6nias das formigas da tribo Attini. Com base nas sequéncias tefl e ITS
geradas, foi possivel investigar o posicionamento filogenético desse género em relacdo a
Escovopsis, fungo parasita associado as col6nias dessas formigas. Adicionalmente, foram
realizados bioensaios in vitro e em substrato natural (jardim de fungo) que comprovaram a
inibicdo do crescimento do fungo mutualista das formigas cortadeiras por Escovopsioides.

Tanto na filogenia baseada no marcador tefl, quanto na filogenia utilizando os marcadores
tefl e ITS, Escovopsoides apresentou-se como um clado monofilético, com valores elevados de
PP. A maioria dos isolados avaliados (n= 20) mostrou baixa variacdo nos marcadores moleculares,
corroborando a identificacdo em E. nivea. O isolado Escovopsioides sp. LESF 602, obtido de uma
colénia de A. megacephala, foi o Unico que divergiu da espécie tipo, 0 que sugere uma provavel
espécie filogenética nova.

Em nossas analises foi possivel notar que a origem dos isolados nédo explica a formacéo de
dois clados de Escovopsioides. Resultado semelhante foi observado por Taerum e colaboradores
(2007), pois com uma ampla amostragem em varios pontos das Américas, esses autores indicaram
que isolados de Escovopsis muito semelhantes podem ser encontrados em colonias de locais muito
distantes, como Panama e Argentina. Ainda, esses autores ndo observaram uma separacdo de
Escovopsis que infectam somente colénias de Atta e outros que infectam apenas coldnias de
Acromyrmex, demonstrando um alto grau de compartilhamento do parasita entre as col6nias de
formigas cortadeiras. Ainda, Meirelles e colaboradores (2015b) encontraram isolados de
Escovopsis semelhantes geneticamente, tanto em col6nias de formigas cortadeiras, quanto em
colénias de formigas ndo-cortadeiras do género Trachymyrmex. Tal fato indicou o
compartilhamento de isolados de Escovopsis em dois grupos distintos de formigas (cortadeiras e
ndo-cortadeiras). Semelhantemente, um isolado de Escovopsioides obtido de Trachymyrmex é
idéntico a outros isolados de Escovopsioides obtidos de formigas cortadeiras (Figura 1). Portanto,
nossos dados sugerem um certo compartilhamento de E. nivea entre colbnias de formigas
cortadeiras e ndo-cortadeiras (Trachymyrmex sp.), mesmo considerando grandes distancias.

A filogenia de Escovopsioides realizada no presente estudo sugere uma posicao

consistente desse fungo proxima a Escovopsis que infectam col6nias de formigas atineas derivadas
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(Figura 1). Resultado semelhante foi obtido por Meirelles et al. (2015a), os quais apontaram
Escovopsioides como um grupo irmdo de Escovopsis que apresentam esporulacdo marrom,
também baseado na filogenia utilizando tefl. Entretanto, ndo houve suporte para esse mesmo
agrupamento na filogenia utilizando os marcadores concatenados (tefl e ITS) no trabalho desses
autores. Por outro lado, a filogenia concatenada do presente estudo (Figura S2), o clado de
Escovopsioides se relaciona de forma muito significativa com uma espécie recentemente descrita,
Escovopsis trichodermoides. Augustin e colaboradores (2013), com uma filogenia baseada no
gene LSU, encontraram um posicionamento basal de Escovopsioides em relacdo ao género
Escovopsis. Entretanto, esses autores ndo incluiram sequéncias de Escovopsis de atineas basais nas
analises. Também com base no gene LSU, Meirelles et al. (2015a) obtiveram um posicionamento
basal de E. nivea em relacdo a todas as espécies de Escovopsis descritas. Esse resultado foi obtido
mesmo incluindo Escovopsis kreiselii, uma espécie com esporulacao rosa, isolada de col6nias de
atineas basais.

Até o momento, a posicdo filogenética de Escovopsioides como um género distinto de
Escovopsis, como proposto por Augustin et al. (2013), aparentemente ndo se sustenta. Como pode
ser visualizado na Figura 1, espécies basais de Escovopsis associados as coldnias de formigas
atineas foram descritas como pertencentes ao género Escovopsis. Meirelles et al. (2015a)
apontaram um posicionamento intermediario de Escovopsioides; ou seja, entre E. kreiselii (um
Escovopsis basal) e os Escovopsis derivados que apresentam esporulagdo marrom. Ja Masiulionis
et al. (2015), aponta Escovopsioides formando um clado junto a espécie recentemente descrita,
Escovopsis trichodermoides (de esporulagcdo amarela), portanto, formando um clado monofilético
com representantes de Escovopsis de esporulacdo branca e amarela, quando utiliza-se tefl como
marcador. A filogenia concatenada (Figura S3) aponta, assim como esses autores, a formacéo de
um clado entre E. trichodermoides e Escovopsioides. As diferencas na filogenia de Masiulionis et
al. (2015) e a do presente trabalho utilizando o marcador tefl, no que diz respeito a formacéo do
clado de Escovopsioides, pode ser explicada pelo tamanho dos alinhamentos utilizados. Os autores
utilizaram fragmentos de 395 pb de tefl para reconstruir as filogenias; ja o presente trabalho
utilizou fragmentos de tefl acima de 700 pb. O posicionamento intermediario de Escovopsioides
em relacdo as espécies formalmente descritas de Escovopsis, todas dentro de um clado
monofilético, sugere a reclassificacdo de Escovopsioides para Escovopsis. Para levantar mais
evidéncias que sustentem essa afirmacdo € necessario sequenciar 0 gene LSU para E.
trichodermoides, bem como de todos os isolados de Escovopsioides examinados nesse trabalho.
Além disso, é desejavel que outros marcadores moleculares sejam avaliados para reconstruir uma

filogenia multilocus.
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Comprovamos que Escovopsioides é um provavel parasita do jardim de fungo. Isso
corrobora o fato de Escovopsioides ser um género relacionado filogeneticamente a Escovopsis.
Haifig (2014) levantaram evidéncias de que Escovopsioides apresenta atividade inibitoria frente ao
fungo mutualista das formigas cortadeiras, entretanto, a autora utilizou apenas dois isolados
originados de formigas do género Acromyrmex. Com um maior nimero de isolados, nossos dados
reforgam o antagonismo de Escovopsioides frente ao fungo cultivado pelas formigas.

Nos bioensaios in vitro realizados no presente estudo, observamos indicios sobre o
possivel parasitismo de Escovopsioides frente ao fungo mutualista. Basicamente, existem dois
tipos de micoparasitas: os necrotréficos e os biotroficos (GRUBER et al., 2012). O primeiro grupo
abriga fungos que liberam enzimas que degradam as células do hospedeiro, liberando o contetdo
celular o qual é utilizado pelo parasita como fonte de nutrientes. Ja o segundo grupo (biotroficos),
quando em contato com o hospedeiro, o parasita penetra em suas células e capta o contedo
celular como fonte de nutrientes (GRUBER et al., 2012). Reynolds e Currie (2004) propuseram
que Escovopsis weberi é um micoparasita necrotrofico. Por outro lado, Marfetan e colaboradores
(2015) sugerem que E. weberi é um parasita biotréfico destrutivo que necessita de contato direto
com o hospedeiro. Esses mesmos autores também relataram atividade necrotrofica em alguns
isolados de Escovopsis. Embora ndo foi acessada a interagdo entre Escovopsioides e o fungo
mutualista em um nivel hifal no presente estudo, a inibicdo significativa do fungo mutualista por
Escovopsioides é um indicio importante de comportamento micoparasita de Escovopsioides frente
a L. gongylophorus.

Nos bioensaios in vitro ap6s 10 dias de experimento, com excecdo de um isolado de
Escovopsioides advindo de Acromyrmex (isolado LESF 596) e outro de Apterostigma (isolado
LESF 602), ndo foi observada diferenca significativa marcante na inibicdo do fungo mutualista
entre os demais isolados de Escovopsioides. Nos bioensaios com o jardim de fungo sem as
operarias, observamos um padrdo similar de resultados. Nesses experimentos, ndo observamos o
crescimento do isolado LESF 602 no jardim e o isolado LESF 594 n&o esporulou. Em um
contexto considerando a participacdo defensiva das formigas, o efeito de alguns isolados alterou
significativamente em comparacdo com 0 experimento anterior sem operarias, pois nao
provocaram danos significativos nos jardins. Wallace et al. (2014), utilizando método semelhante
ao deste estudo, observaram que isolados de Escovopsis geneticamente idénticos provenientes de
Atta cephalotes apresentam diferencas marcantes no dano ocasionado no jardim na presenca das
formigas. Taerum et al. (2007) discutem a possibilidade de que diferengas sutis entre os isolados
de Escovopsis podem apresentar um impacto muito significativo na viruléncia do parasita na
presenca das operarias. Proposta esta que pode justificar por que o efeito de diferentes isolados

geneticamente similares de Escovopsioides apresentaram diferencas marcantes na presenca das
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operarias. Portanto, a observacdo de alteracdo significativa na viruléncia de fungos nocivos ao
jardim com a presenca de formigas, evidencia o qudo essencial é a participacdo delas na satde do
jardim de fungo.

A atividade inibitdria das bactérias filamentosas Pseudonocardia, presente no corpo das
formigas, é descrita como importante fator na inibicdo do desenvolvimento de Escovopsis
(CURRIE et al., 1999a; SEN et al., 2009; MEIRELLES et al., 2014).Embora o presente estudo
ndo avaliou a interacdo de Pseudonocardia e Escovopsioides, é possivel que essas bacterias
também protejam as col6nias desse fungo parasita. A despeito de Pseudonocardia, Currie e Stuart
(2001) descrevem a atividade fisica de assepsia das formigas sobre o jardim de fungo, quando
contaminadas com fungos nocivos. A remocdo somente dos esporos do jardim é chamada de
grooming e a remocao de fragmentos de jardim contaminados, os quais sao descartados no lixo, é
chamada de weeding. Foi notavel a auséncia de danos nos jardins de fungo infectados com esporos
dos isolados LESF 596, LESF 599 e sobretudo do isolado LESF 602. Além desses isolados ndo
mostrarem danos significativos, foi observado que a frequéncia de deteccdo destes nos jardins foi
significativamente reduzida, sugerindo que a infeccdo esteja em processo de controle ou sob
controle das operarias (Tabela 2). A remoc¢édo dos esporos pelas formigas, sem grandes danos ao
jardim de fungo, sugere um comportamento bem sucedido utilizando bactérias Pseudonocardia.
Alem do mais, pequenas remocgdes por weeding de porgcdes contaminadas de jardim, e
principalmente comportamento de grooming, podem ter sido efetivos por parte das operérias, na
remocdo dos fungos parasitas. Por outro lado, em tratamentos com danos no jardim, quando o
fungo inoculado esta em desenvolvimento avangado, tipicamente foi observada a remocdo parcial
ou completa do jardim de fungo, transformando-o em lixo (Figura S4), ao que se refere o
comportamento de weeding. O lixo das formigas é reconhecido como material em decomposicédo
rico em micro-organismos, onde uma microbiota distinta da encontrada no jardim prevalece
(SCOTT et al., 2010). A grande quantidade de micro-organismos exogenos ao jardim de fungo
pode competir e inibir o desenvolvimento do fungo inoculado no meio de cultivo. Isso pode
explicar por que frequentemente ndo foi observado crescimento dos fungos, quando inoculamos
fragmentos de lixo no meio.

O isolado LESF 601 foi obtido da formiga derivada, porém ndo cortadeira de folhas do
género Trachymyrmex. Como previamente descrito, esse isolado foi identificado como E. nivea. O
efeito desse isolado nos experimentos de co-cultivo in vitro com L. gongyloporus, bem como no
jardim de fungo na auséncia e na presenca de operérias, se mostrou indistinguivel dos isolados
mais virulentos obtidos de formigas cortadeiras. Taerum et al. (2007) observaram o crescimento
de isolados de Escovopsis originados de Trachymyrmex, em jardins de fungo de formigas

cortadeiras. Portanto, nossos resultados sugerem que Escovopsioides também ndo apresente
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especificidade para com seu hospedeiro, quando considerando as formigas cortadeiras e néo-
cortadeiras.

O isolado LESF 602 é o unico obtido de uma coldnia de atinea basal, A. megacephala.
Essa formiga se distingue de outras espécies de Apterostigma por cultivar L. gongylophorus, o
mesmo fungo mutualista cultivado pelas formigas cortadeiras (SCHULTZ et al., 2015). Por
cultivar esse fungo, era esperado que o isolado de Escovopsioides encontrado na colonia dessa
formiga agrupasse com os isolados de Escovopsioides encontrados em formigas cortadeiras. Ao
contréario do esperado, o isolado LESF 602 foi o mais diferenciado em relacdo aos demais na
filogenia. Adicionalmente, esse isolado foi o Unico que ndo demonstrou ndo afetou os jardins de
fungo tanto na auséncia, quanto na presenca das operérias. Meirelles e colaboradores (2015b)
sugeriram que existem isolados de Escovopsis mais adaptados a determinadas regides geograficas
(especializacdo local). No caso de A. megacephala, esta € uma espécie rara e encontrada somente
na regido amazonica (Schultz et al. 2015) e embora Schultz et al. (2015) descreveram o fungo
mutualista como L. gongylophorus, A. megacephala cultiva L. gongylophorus pertencente a um
clado especifico dos demais fungos que cultivam as formigas cortadeiras. Isto condiciona a uma
certa especificidade de Escovopsioides para com o fungo mutualista desta formiga. Esse contexto
poderia explicar o0 motivo de LESF 602 ser diferente dos demais isolados avaliados, e a auséncia

de danos no fungo mutualista utilizado nos bioensaios.

Consideracoes

Neste estudo foi apontado uma baixa diversidade genética entre os isolados de
Escovopsioides de atineas derivadas, mostrando uma distribuicdo ampla de E. nivea em diferentes
atineas de diferentes localidades. Em contrapartida, uma linhagem filogenética nova desse fungo
foi descoberta nesse estudo. Considerando o posicionamento intermediario na filogenia de
Escovopsis, torna-se necessaria a reclassificagdo do género Escovopsioides; entretanto, outros
marcadores moleculares devem ser analisados. Embora o atual estdgio da taxonomia de
Escovopsioides ainda ndo permita a clara distincdo de Escovopsis, o presente estudo demonstrou

que esse fungo é um antagonista do fungo cultivado pelas formigas atineas.
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Legenda das figuras

Figura 1. Posic¢do filogenética de isolados de Escovopsioides obtidos de formigas da tribo Attini.
Arvore reconstruida com Inferéncia Bayesiana. Sequéncias do marcador tefl de Escovopsis e de
outros representantes (grupo externo) da familia Hypocreaceae foram obtidas do GenBank.
Valores nos ramos significam probabilidades posteriores. Codigos de acesso do GenBank e
espécies de formigas das quais os fungos foram isolados estdo entre parénteses. Clado de

Escovopsioides encontra-se destacado em vermelho. ': espécie tipo.

Figura 2. Crescimento micelial relativo de Leucoagaricus gongylophorus na presenca de
diferentes isolados de Escovopsisoides. O crescimento micelial relativo foi obtido através da
proporcao de crescimento de L. gongylophorus nos diferentes tratamentos em relacéo ao controle
correspondente; apds (A) 5 dias, (B) 10 dias e (C) 14 dias. Um isolado de Escovopsis foi utilizado
para fins de comparacdo. ET: espécie tipo, Escovopsioides nivea; Esco: Escovopsis; L seguido de
numero refere-se aos codigos LESF relacionados na Tabela 1.

Figura 3. Desenvolvimento de diferentes isolados de Escovopsioides em jardim de fungo na
auséncia das operarias de Atta sexdens rubropilosa; apos (A) 5 dias e (B) 10 dias. O eixo y indica
os escores de desenvolvimento relativo (0 a 3) nos jardins de fungo. Estdo representadas no
grafico as médias * erro padrdo dos escores nos diferentes tratamentos. Um isolado de Escovopsis
foi utilizado para fins de comparacdo. ET: espécie tipo, Escovopsioides nivea; Esco: Escovopsis; L

seguido de numero refere-se aos cddigos LESF relacionados na Tabela 1.

Figura 4. Salde dos jardins de fungo na presenca de operarias de Atta sexdens rubropilosa
observada nos dias (A) 5 e (B) 10 apos inoculacédo de esporos de Escovopsioides. O eixo y indica
o0s escores de dano relativo nos jardins de fungo (0 a 10) nos jardins de fungo. Estao representadas
no grafico as médias + erro padrdo dos escores nos diferentes tratamentos. Danos significativos
provocados pelos fungos avaliados estdo indicados com *. Um isolado de Escovopsis foi utilizado
para fins de comparacdo. ET: espécie tipo, Escovopsioides nivea; Esco: Escovopsis; L seguido de

numero refere-se aos cddigos LESF relacionados na Tabela 1.



Tabelas

Tabela 1. Isolados de Escovopsioides (n= 21) obtidos de jardins de fungo de formigas da tribo

Attini e mantidas na Central de Recursos Microbianos da UNESP.

Cédigo do isolado

Formiga

Local de coleta da col6nia

LESF 57 Atta sexdens rubropilosa Corumbatai-SP
LESF 151 Atta sexdens rubropilosa Corumbatai-SP
LESF 159 Atta sexdens rubropilosa Corumbatai-SP
LESF 510 Atta sexdens rubropilosa Botucatu-SP
LESF 587 Atta cephalotes Camacan-BA
LESF588 Atta cephalotes Camacan-BA
LESF 589 Atta cephalotes Camacan-BA
LESF 590 Atta cephalotes Camacan-BA
LESF 591 Atta capiguara Botucatu-SP
LESF 592 Acromyrmex sp. Camacan-BA
LESF 593 Atta cephalotes Camacan-BA
LESF 594 Atta cephalotes Camacan-BA
LESF 595 Atta cephalotes Camacan-BA
LESF 596 Acromyrmex sp. Chuvisca-RS
LESF 597 Atta cephalotes Camacan-BA
LESF 598 Atta cephalotes Camacan-BA
LESF 599 Acromyrmex heyeri Sentinela do Sul-RS
LESF 601 Trachymyrmex sp. Rio Claro-SP
LESF 602 Apterostigma megacephala Parauapebas-PA
LESF 603 Atta sexdens Rio Claro-SP
CBS 135749" Acromyrmex subterraneus subterraneus Vicosa-MG

T: espécie tipo gentilmente cedida pelo Prof. Simon Elliot e Juliana Augustin (UFV).
LESF: Colecédo de fungos pertencente ao Laboratério de Ecologia e Sistemética de Fungos.



Tabela 2. Valores de permanéncia dos fungos inoculados nos jardins de fungo, na
presenca de operdrias de Atta sexdens rubropilosa. Estdo representadas as médias * erro
padrdo dos valores de permanéncia nos diferentes tratamentos, em escala de 0 a 5. As
comparagOes ocorrem entre um mesmo indculo nos dias 0, 5 e 10 apds tratamento. Letras
iguais em um mesmo isolado nos diferentes dias, significam diferencas néo significativas
nos valores de permanéncia. Linhas brancas: Remocdo bem sucedida dos esporos e
jardim saudavel, apés 10 dias de inoculacdo; Linhas cinza claro: sem remocdo bem
sucedida dos esporos e jardim saudavel, ap6s 10 dias de inoculacédo; Linhas cinza escuro:
Danos significativos, induzindo a morte do jardim de fungo, apds 10 dias de inoculacéo.
Um isolado de Escovopsis foi utilizado para fins de comparacdo. CBS 135749 : espécie

tipo, Escovopsioides nivea

Isolados Dia 0 Dia5 Dia 10
Controle 0 0 0
LESF596 4,8+0,2a 1,8+0,58b 1,6+0,4b
LESF599 4+0,55a 3,4+0,81a 1,0+0,44b
LESF602 4+0,77a 1,2+0,37b Oc
LESF590 4,6+0,24a 4,8+0,2a 3,8+0,58a
LESF595 5a 4,2+0,37a,b 3,0+1,04b

Escovopsis sp. 5a 5a 5a

*Valores ndo considerados nas analises, pois se referem ao crescimento de indculo em lixo, ndo em
jardim de fungo.
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Material Suplementar

Figura S1. Caracteristicas distintivas de fungos do género Escovopsis e Escovopsioides
associados aos jardins das formigas da tribo Attini. (A-C) Escovopsis weberi; em (A) coloragdo
marrom das colonias de Escovopsis derivados; em (B-C) vesiculas claviformes, as quais se
encontram fialides com conidios escuros; Escovopsioides sp. LESF 603 em (D-G); em (D)

coloracdo hialina das col6nias de Escovopsioides, (E-F) vesiculas terminais, com fidlides longas

(lageniformes), ligado aos conidios ; (G) hifas com aleuroconidios.

Figura S2. Bioensaios com jardins de fungo na auséncia das operdrias de Atta sexdens
rubropilosa ap6s 10 dias de incubacéo. (A) Controle negativo; (B) Crescimento de Escovopsioides
LESF603; (C) Auséncia de crescimento de Escovopsioides. LESF 602 e (D) Crescimento de
Escovopsis.
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Figura S3. Posicéo filogenética de isolados de Escovopsioides obtidos de formigas da tribo Attini.
Arvore foi reconstruida com Inferéncia Bayesiana. Sequéncias dos marcadores tefl e ITS de todas
as espécies formalmente descritas de Escovopsis e representantes Hypocreaceae (grupo externo)
foram obtidas do GenBank. Codigos de acesso do GenBank e espécies de formigas das quais 0s
fungos foram isolados estdo entre parénteses. Clado de Escovopsioides encontra-se destacado em

vermelho. T espécie tipo

Escovopsis microspora CBS1 35751T(JQ81 5076, KJ935030, Acromyrmex subterraneus molestans)
0.99 _L[ Escovopsis weberi CBS 810.71'(KF293286, AY 172623, formiga cortadeira)
Escovopsis moelleri CBS135748'(JQ815077, JQ855712, Acromyrmex subterraneus molestans)
! Escovopsis aspergilloides CBS42393T(KF293287, AY1726)
Escovopsis lentecrescens CBS135750'(JQ815079, JQ855714, Acromyrmex subterraneus subterraneus)
- Escovopsioides nivea CBS135749'(JQ815078, JQ855713, Acromyrmex subterraneus subterraneus)

LESF596 (Acromyrmex sp.)
LESF599 (Acromyrmex heyeri)
LESF583 (Atta cephalotes)
0.76—F LESFB01 (Trachymyrmex sp.)
LESF 510 (Atta sexdens rubropilosa)
LESF57 (Atta sexdens rubropilosa)
LESF 594 (Atta cephalotes)
[LESF594(Aﬂa cephalotes)
L LESF595 (Atta cephalotes)
LESF603 (Atta sexdens)
LESF151 (Atta sexdens rubropilosa)
LESF589 (Atta cephalotes)
LESF597 (Atta cephalotes)
LESF592 (Acromyrmex sp.)
LESF593 (Atta cephalotes)
1 LESF598 (Atta cephalotes)
LESF591 (Atta capiguara)
0.99 L LESF587 (Atta cephalotes)
LESFB02 (Apterostigma megacephala)
059 L FEscovopsis trichodermoides CBS137343'(KF033128, KJ485699, Mycocepurus goeldii)
Escovopsis kreiselii CBS1393207(KJ808767, KJ808766, Mycetophylax morschi)
Trichoderma viride
l— Hypocrea rufa CBS 89-127 (X93980, AF534585)
Trichoderma pubescens DAOM 166162 (NR_077179, AF534624)
O-B{Trichoderma hamatum DAOM 167057 (EU280124, AF534620)

0.03

0.80—

0.627]

0.68—

Figura S4. Critérios de condi¢des de satde do jardim de fungo. (A) Jardim saudavel. (B) Jardim

em processo de degradacgéo (C) Jardim morto.




