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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 0s
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 colonia 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 posicao intermediéria
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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Introducéo

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 quenguéns 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 fangico, 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 Sserios 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 tambeém 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 protecao da col6nia 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 associagdo formiga-fungo, ha cerca de 50-65 milhGes de anos (CURRIE et al., 2003;
SCHULTZ; BRADY, 2008). Gerardo e colaboradores (2006) propuseram uma classificacéo
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informal de diferentes tipos morfologicos de Escovopsis. Esta se baseia na coloracdo dos esporos,
que em massa, produzem uma coloracdo tipica da coldnia. Tal marcador morfolégico separa
Escovopsis pertencentes aos diferentes clados filogenéticos (GERARDO et al., 2006). Assim, 0s
autores descrevem Escovopsis com esporulagdo 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 colbnias de atineas amostradas (AUGUSTIN et al. 2013; REIS et al. 2015; PEREIRA et al.
2016). Tal fungo apresenta caracteristicas morfologicas semelhantes aos fungos do género
Escovopsis (Figura S1). Anélises moleculares realizadas pelos autores comprovaram que
Escovopsioides é um género filogeneticamente relacionado a Escovopsis.

A descoberta de Escovopsioides langcou novas janelas de pesquisas sobre a associagao
formiga — fungo mutualista. Primeiro, nada se conhece a respeito da diversidade e taxonomia de
Escovopsioides. Até o momento, apenas uma espécie (E. nivea) foi descrita, porém, & 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 evolucédo (especificidade e viruléncia) de patdgenos associados
aos jardins das formigas atineas.

Com a disponibilidade de vérios 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 o género Escovopsioides foi descrito de jardins de
Acromyrmex, isolados desse fungo que infectam outros géneros de atineas formam um clado
monofilético? (ii) Qual € a relacdo filogenética de Escovopsioides e Escovopsis? e (iii)

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

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 o0 posicionamento intermediario na
filogenia de Escovopsis, torna-se necesséria a reclassificacio do género Escovopsioides;
entretanto, outros marcadores moleculares devem ser analisados. Embora o atual estagio
da taxonomia de Escovopsioides ainda ndo permita a clara distingdo de Escovopsis, 0
presente estudo demonstrou que esse fungo é um antagonista do fungo cultivado pelas formigas

atineas.
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