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RESUMO

InteracBes entre organismos s&0 comuns na natureza e responsaveis por manter o equilibrio dos
ecossistemas. O mutualismo entre as formigas atineas e fungos é um exemplo cléssico de
simbiose. Esses insetos cultivam o parceiro fangico como fonte de alimento, e este recebe
protecdo, além de ser disperso pelas formigas. Ambos 0s organismos co-evoluiram levando a
formacéo de cinco diferentes tipos de fungiculturas. Um antagonista alvo de estudo desse
sistema € o fungo do género Escovopsis, considerado parasita do fungo cultivado pelas
formigas. Estudos revelaram que esse fungo coevoluiu com o sistema e que o parasitismo €
mediado por substancias quimicas. Fungos do género Escovopsioides, filogeneticamente
relacionados a Escovopsis, também sdo encontrados nas col6nias das formigas atineas.
Escovopsioides é um possivel antagonista do fungo mutualista das atineas, entretanto, pouco se
conhece sobre a diversidade filogenética e o real papel desse fungo no ambiente das formigas
atineas. Os objetivos do presente estudo foram descrever a diversidade e o papel de
Escovopsioides na interacdo das formigas atineas com o fungo cultivado. Como poucos isolados
desse fungo séo conhecidos, ampliamos as amostragens desse género com coletas de jardins de
fungo de formigas atineas em diferentes localidades do pais. Os isolados obtidos foram
identificados por sequenciamento genético. Nosso estudo sugere que apenas uma espécie de
Escovopsioides, E. nivea, estd associada ao ambiente das formigas atineas como um simbionte.
Em seguida, bioensaios de co-cultivo foram realizados entre E. nivea e os fungos mutualistas
de quatro, dentre cinco, diferentes tipos de fungiculturas das formigas atineas. Bioensaios
semelhantes foram utilizados para analisar os metabolitos envolvidos nessas interacdes. N0ssos
resultados demonstraram que E. nivea é um antagonista, pois inibe o crescimento de diversos
fungos cultivados pelas atineas. E possivel metabdlitos difundidos no meio de cultivo sejam os
responsaveis pelo antagonismo observado, entretanto, outros fatores também podem estar

envolvidos, como substancias volateis e/ou competicdo por nutrientes.

Palavras-chaves: Simbiose. Interagéo fungo-fungo. Diversidade. Inibicdo.



ABSTRACT

Interactions between organisms are common in nature and play an important role in ecosystem
maintenance. The mutualism between attine ants and fungi is a textbook example of a
mutualistic symbiosis. These insects cultivate their fungal partner for food and in turn they
provide the fungus protection, growth substrate, and the means of dispersal. Both organisms
coevolved in an association that led to five fungiculture types. A known antagonist of this
system is the fungal genus Escovopsis, often considered a parasite of the attine fungal cultivars.
This fungus co-evolved with the system and this interaction is mediated by metabolites. Fungi
in the genus Escovopsioides are phylogenetically close-related to Escovopsis and are also found
in colonies of attine ants. Escovopsioides is a possible antagonist of the fungal cultivars,
however, little is known about the phylogenetic diversity and its role in the attine ant
environment. Here, we describe the diversity and ecological role of Escovopsioides within the
attine ant-fungal mutualism. We carried out collections of fungus gardens of attine ants to
expand the sampling of the genus. These obtained isolates were identified by DNA sequencing.
Our study suggests that only one Escovopsioides species, E. nivea, is associated with the attine
ant environment as a symbiont. Then, dual-culture bioassays were performed between E. nivea
and the mutualistic fungi of four out of five different fungicultural types of the attine ants.
Similar bioassays were used to analyze the metabolites involved in these interactions. Our
findings showed that E. nivea inhibits the growth of several fungi cultivated by attines and can,
therefore, be considered an antagonist. Our results also suggest the antagonism may occur by
metabolites diffused in the culture medium, but other factors may also be involved, such as

volatile compounds and/or competition for nutrients by this fungus.

Keywords: Symbiosis. Fungal-fungal interaction. Diversity. Inhibition.
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1 INTRODUCAO

InteracOes entre organismos sS40 comuns na natureza e algumas sdo consideradas
simbioses. Quando a simbiose traz beneficios reciprocos para os organismos envolvidos,
denomina-se de mutualismo. Por outro lado, quando a relacéo é negativa para um dos parceiros,
esta € chamada de parasitismo, em alguns casos (DOUGLAS, 2010). Essas interagdes
compreendem mecanismos fisicos e quimicos, sendo o tltimo envolvendo metabolitos sollveis
ou substancias volateis (BARKA et al., 2016).

Um exemplo classico de interacdo inseto-fungo € o das formigas da subtribo Attina (i.e.,
as atineas), insetos conhecidos por praticarem fungicultura. Nesse mutualismo, as formigas
fornecem protecdo e substrato vegetal para o desenvolvimento de um fungo basidiomiceto
(Basidiomycota: Agaricales), enquanto este é a principal fonte de alimento das larvas e da
rainha (WEBER, 1972). Essa interacdo originou-se ha cerca de 65 milhGes de anos, o que
permitiu a coevolucdo das atineas com o fungo, levando a cinco diferentes tipos de
fungiculturas (SCHULTZ; BRADY, 2008; BRANSTETTER et al., 2017), saber: (1)
fungicultura das atineas basais, praticada por atineas que utilizam substrato vegetal seco,
carcacas e fezes de insetos (DE FINE LICHT; BOOMSMA, 2010), para o cultivo do fungo do
género Leucocoprinus (MUELLER et al., 1998); (2) fungicultura de fungos corais, praticada
pela maioria das formigas do género Apterostigma, que cultivam fungos da familia Pterulaceae
(DENTINGER et al., 2009) e utilizam substratos vegetais secos para o cultivo do fungo; (3)
fungicultura de leveduras, praticada por formigas do grupo Cyphomyrmex rimosus, que
cultivam fungos da tribo Leucocoprineae na forma de levedura (MUELLER et al., 1998;
SCHULTZ; BRADY, 2008); (4) fungicultura das atineas derivadas, praticada pelas formigas
dos géneros Mycetomoellerius, Paratrachymyrmex, Sericomyrmex, Trachymyrmex e Xerolitor,
que utilizam substrato vegetal fresco e/ou seco para o cultivo de Leucoagaricus (SOLOMON
et al., 2019); (5) fungicultura de formigas cortadeiras, praticada pelos géneros Acromyrmex,
Amoimyrmex e Atta (CRISTIANO et al., 2020), utilizam folhas e flores frescas para cultivar
Leucoagaricus gongylophorus (SCHULTZ; BRADY, 2008).

O parceiro fungico das formigas ¢ cultivado em uma estrutura denominada “jardim de
fungo”. Este € composto pelo micélio do fungo e o substrato vegetal coletado pelas formigas.
O fungo apresenta um arsenal enzimatico capaz de hidrolisar os polimeros vegetais presentes
no substrato, liberando oligossacarideos que utiliza como alimento. Portanto, no jardim de
fungo hé nutrientes disponiveis e que podem ser utilizados por outros microrganismos, tais
como fungos filamentosos, leveduras e bactérias (BARCOTO et al., 2020; CURRIE et al., 1999;
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CURRIE, 2001; PAGNOCCA et al., 2012). Esses microrganismos podem competir com o
fungo mutualista das formigas por recursos, mas também podem protegé-lo contra patdgenos
ou até mesmo ndo ocasionarem nenhum impacto no desenvolvimento do jardim (RODRIGUES
et al., 2008; CURRIE, 2001; PAGNOCCA; RODRIGUES; BACCI, 2011).

Bactérias parecem desempenhar um papel importante na protecdo do jardim. As
formigas estabeleceram uma associagcdo com actinobactérias do género Pseudonocardia,
localizadas em diferentes partes da cuticula desses insetos (CURRIE, et al., 1999; CALDERA,;
CURRIE, 2012; MARSH et al., 2013; LI et al., 2018). E sabido que Pseudonocardia secreta
substancias antimicrobianas que atuam na protecdo contra fungos antagonistas do jardim
(CURRIE, et al., 1999). O género Burkholderia € outro exemplo de bactéria que atua na defesa.
Encontradas no jardim de fungo, esses microrganismos também produzem compostos
antimicrobianos que inibem o crescimento de antagonistas (FRANCOEUR et al., 2021).

Fungos do género Escovopsis (Ascomycota: Hypocreales) sdo exemplos de antagonistas
nos jardins de fungo das atineas. Escovopsis provoca um impacto negativo no desenvolvimento
do jardim, consequentemente retardando o crescimento das colonias (CURRIE, 2001) e,
eventualmente, levando-as a morte. Escovopsis também compartilha uma histéria evolutiva
antiga com o ambiente das formigas atineas, 0 que sugere que esse fungo coevoluiu com as
formigas e o fungo cultivado (CURRIE, 2001; CURRIE et al., 2003). Estudos revelaram que o
parasitismo de Escovopsis envolve substancias quimicas (shearininas e cicloartropsona), que
inibem o crescimento do parceiro fungico das atineas (FOLGARAIT; MARFETAN; CAFARO,
2011; VARANDA-HAIFIG et al., 2017; BOYA et al., 2017; DHODARY et al., 2018).

Além de Escovopsis, fungos do género Escovopsioides também sdo encontrados nas
coldnias das formigas atineas. O préprio nome do fungo ja sugere uma semelhanca morfoldgica
com Escovopsis, pois o sulfixo “oides” significa “semelhante a”. Ambos, pertencem a ordem
Hypocreales e sao filogeneticamente relacionados. Até entdo, somente uma espécie foi descrita:
Escovopsioides nivea (AUGUSTIN, et al., 2013), porém limitado a apenas uma area geogréafica
(Vigosa-MG). Estudos sugerem que E. nivea também é um possivel antagonista do fungo
mutualista das atineas, porém com algumas diferencas, quando comparado com Escovopsis
(VARANDA-HAIFIG et al., 2017; OSTI; RODRIGUES, 2018). Nesses estudos, o género
Escovopsioides apresentou uma baixa infectividade em experimentos in vitro e in vivo em
subcolbnias de formigas cortadeiras (atineas derivadas), quando comparado com Escovopsis
(OSTI; RODRIGUES, 2018). Embora sugerido como um antagonista, pouco se conhece sobre
a diversidade filogenética e o real papel de Escovopsioides no ambiente das formigas atineas.
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Tal lacuna no conhecimento sobre a diversidade e a biologia de Escovopsioides foi a motivacdo

de realizar o presente estudo.

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Descrever a diversidade e o papel do fungo Escovopsioides no ambiente das formigas atineas.

2.2 Especificos

a) Descrever a diversidade e ocorréncia de Escovopsioides em diferentes formigas atineas.

b) Detalhar a interacdo entre Escovopsioides e os fungos cultivados pelas formigas atineas.

c) Descobrir se a interacdo é mediada por metabolitos soliveis em meio de cultivo.

d) Determinar o perfil de metabolitos secundérios de Escovopsioides e dos fungos mutualistas,

quando em co-cultivo.
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3 CONTEXTUALIZACAO DA TESE

O Capitulo | compreende os objetivos especificos a e b. Para alcancar o primeiro
objetivo especifico, foram realizadas coletas de jardins de fungo de formigas atineas, o que
proporcionou dez isolados adicionais do género Escovopsioides, dentre aqueles apresentados
no trabalho de Osti e Rodrigues (2018); totalizando 30 isolados. Todos os isolados foram
sequenciados para os marcadores filogenéticos rpbl, rpb2 e tefl, os quais ndo haviam sido
sequenciados no estudo de Osti e Rodrigues (2018). Para alcancar o segundo objetivo
especifico, bioensaios de co-cultivo foram realizados entre E. nivea e os fungos mutualistas de
quatro, dentre cinco, diferentes tipos fungiculturas das formigas atineas.

Os resultados dos dois primeiros objetivos foram reunidos no artigo: “Escovopsioides
nivea is a non-specific antagonistic symbiont of ant-fungal crops”, publicado na Fungal
Ecology (https://doi.org/10.1016/j.funeco.2022.101140). Nosso artigo sugere que: (i) E. nivea

é uma espécie bastante difundida em jardins de formigas atineas, (ii) esta associada ao ambiente
desses insetos como um simbionte e (iii) € um possivel antagonista do sistema, com baixa
preferéncia aos fungos cultivados (PIETROBON et al., 2022).

O Capitulo Il compreende os objetivos especificos ¢ e d. Para alcangcarmos esses
objetivos, analisamos as interacdes entre um isolado de E. nivea e dois fungos mutualistas,
pertencentes a fungiculturas distintas. Com intuito de saber se hd metabdlitos envolvidos na
interacdo, foram obtidos extratos do meio de cultivo em culturas pareadas entre E. nivea e 0s
fungo mutualistas. Tanto E. nivea, quanto os fungos mutualistas foram cultivados em meios
contendo os extratos. Embora ndo observamos inibi¢do dos fungos mutualistas na presenca dos
extratos, o crescimento de E. nivea foi inibido, sugerindo que metabdlitos difundidos no meio
sejam 0S responsaveis por essa atividade. Entretanto, como discutido no Capitulo I,
suspeitamos que essa inibicdo pode estar relacionada a outros fatores, tais como a presenca de
substancias volateis (ndo avaliadas no presente estudo), competi¢cdo por nutrientes, producédo
de enzima, ou uma combinagéo desses.

Anélises metabolémicas com os extratos de E. nivea estdo em andamento. Tal fato
ocorreu devido as dificuldades de acesso ao laboratério durante a pandemia da COVID-19,
juntamente com problema técnico no UPLC-qTOF-MS/MS, equipamento utilizado no projeto.
Para essas anélises, contamos com a colaboracdo da Profa. Dra. Simone Possedente de Lira
(Laboratorio de Microbiologia e Quimica Organica de Produtos Naturais, da ESALQ/USP),
juntamente com o Grupo de Quimica Organica de Sistemas Bioldgicos, do Instituto de Quimica
de Séo Carlos (IQSC/USP).


https://doi.org/10.1016/j.funeco.2022.101140

15

4 REFERENCIAS

AUGUSTIN, J. O.; GROENWALD, J. Z.; NASCIMENTO, R. J.; MIZBURTI, E. S. G;
BARRETO, R. W.; ELLIOT, S. L.; EVANS, H. C. Yet more "weeds" in the gardens: fungal
novelties from nests of leaf-cutting ants. Plos One, v. 8, n. 9, p. e82265, 2013.

BARCOTO, M. O.; CARLOS-SHANLEY, C.; FAN, H.; FERRO, M.; NAGAMOTO, N. S,;
BACCI, M. JR.; CURRIE, C. R.; RODRIGUES, A. Fungus-growing insects host a distinctive
microbiota apparently adapted to the fungiculture environment. Scientific Reports, v. 10, n.
12384, 2020.

BARKA, E. A.; VATSA, P.; SANCHEZ, L.; GAVEAU-VAILLANT, N.; JACQUARD, C.;
KLENK, H.-P.; CL'EMENT, C.; OUHDOUCH, Y.; VAN WEZEL, G. P. Taxonomy,
physiology, and natural products of Actinobacteria. Microbiology and Molecular Biology
Reviews, v. 80, n. 1, p.1-43, 2016.

BOYA, C. A.; FERNANDEZ-MARIN, H.; MEJIA, L. C.; SPADAFORA, C.;
DORRESTEIN, P. C.; GUTIERREZ, M. Imaging mass spectrometry and MS/MS molecular
networking reveals chemical interactions among cuticular bacteria and pathogenic fungi
associated with fungus-growing ants. Scientific Reports, v. 7, n 5604, 2017.

BRANSTETTER, M. G.; JESOVNIK, A.; SOSA-CALVO, J.; LLOYD, M. W.;
FAIRCLOTH, B. C.; BRADY, S. G.; SCHULTZ, T. R. Dry habitats were crucibles of
domestication in the evolution of agriculture in ants. Proceedings of the Royal Society B, v.
284, n. 20170095, 2017.

CALDERA, E. J.; CURRIE, C. R. The population structure of antibiotic-producing bacterial
symbionts of Apterostigma dentigerum ants: impacts of coevolution and multipartite
symbiosis. The American Naturalist, v. 180, n. 5, p. 604-607, 2012.

CRISTIANO, P. M.; CARDOSO, D. C.; SANDOVAL-GOMES, V. E.; SIMOES-GOMES, F.
C. Amoimyrmex Cristiano, Cardoso & Sandoval, gen. nov. (Hymenoptera: Formicidae): a new
genus of leaf-cutting ants revealed by multilocus molecular phylogenetic and morphological
analyses. Austral Entomology, v. 59, n. 4, p. 643-676, 2020.

CURRIE, C. R. A community of ants, fungi, and bacteria: a multilateral approach to studying
symbiosis. Annual Review of Microbiology, v. 55, [s. n.], p. 357-380, 2001.

CURRIE, C. R.; SCOTT, J. A.; SUMMERBELL, R. C.; MALLOCH, D. Fungus-growing
ants use antibiotic-producing bacteria to control garden parasites. Nature, v. 398, n. 6729, p.
701-704, 1999.

CURRIE, C. R.; WONG, B.; STUART, A.E.; SCHULTZ, T. R.; REHNER, S. A;;
MUELLER, U. G.; SUNG, GI-HO; SPATAFORA, J. W.; STRAUS, N. A. Ancient tripartite
coevolution in the attine ant-microbe symbiosis. Science, v. 299, n. 5605, p. 386-388, 2003.

DE FINE LICHT, H. H.; BOOMSMA, J. J. Forage collection, substrate preparation, and diet
composition in fungus-growing ants. Ecological Entomology, v. 35, n. 3, p. 259-269, 2010.



16

DENTINGER, B. T. M.; LODGE, D. J.; MUNKACSI, A. B.; DESJARDIN, D. E.;
MCLAUGHLIN, D. J. Phylogenetic placement of an unusual coral mushroom challenges the
classic hypothesis of strict coevolution in the Apterostigma pilosum group ant—fungus
mutualism. Evolution, v. 63, n. 8, p. 2172-2178, 2009.

DHODARY, B.; SCHILG, M.; WIRTH, R.; SPITELLER, D. Secondary metabolites from
Escovopsis weberi and their role in attacking the garden fungus of leaf-cutting ants.
Chemistry: a European Journal, v. 24, n. 17, p. 4445-4452, 2018.

DOUGLAS, A. E. The significance of symbiosis. In: The symbiotic habit. 1% edn. Princeton
University Press, New York, pp. 1-23, 2010.

FOLGARAIT, P. J.; MARFETAN, J. A.; CAFARO, M. J. Growth and conidiation response
of Escovopsis weberi (Ascomycota: Hypocreales) against the fungal cultivar of Acromyrmex
lundii (Hymenoptera: Formicidae). Environmental Entomology, v. 40, n. 2, p. 342-349,
2011.

FRANCOEUR, C. B.; MAY, D. S.; THAIRU, M. W.; HOANG, D. Q.; PANTHOFER, O.;
BUGNI, T. S.; PUPO, M. T.; CLARDY, J.; PINTO-TOMAS, A. A.; CURRIE, C. R.
Burkholderia from fungus gardens of fungus-growing ants produces antifungals that inhibit
the specialized parasite Escovopsis. Applied and Environmental Microbiology, v. 87, n. 14,
p. e00178-21, 2021.

LI, H.; SOSA-CALVO, J.; HORN, H. A.; PUPO, M. T.; CLARDY, J.; RABELING, C.;
SCHULTZ, T. R.; CURRIE, C. R. Convergent evolution of complex structures for ant—
bacterial defensive symbiosis in fungus-farming ants. Proceedings of the National Academy
of Sciences USA, v. 115, n. 42, p. 10720-10725

MARSH, S. E.; POULSEN, M.; GOROSITO, N. B.; PINTO-TOMAS, A. A;
MASIULIONIS, V. E.; CURRIE, C. R. Association between Pseudonocardia symbionts and
Atta leaf-cutting ants suggested by improved isolation methods. International Microbiology,
v. 16, n. 1, p. 17-25, 2013.

MUELLER, U. G.; REHNER, S. A.; SCHULTZ, T. R. The evolution of agriculture in ants.
Science, v. 281, n. 5385, p. 2034-2038, 1998.

OSTI, J. F.; RODRIGUES, A. Escovopsioides as a fungal antagonist of the fungus cultivated
by leafcutter ants. BMC Microbiology, v. 18, n. 1, p. 130, 2018.

PAGNOCCA, F. C.; MASIULIONIS, V. E.; RODRIGUES, A. Specialized fungal parasites
and opportunistic fungi in gardens of attine ants. Psyche, New York, v. 12, p. 1-9, 2012.

PAGNOCCA, F. C.; RODRIGUES, A.; BACCI JR., M. Micro-organismos associados as
formigas cortadeiras. In: DELLA LUCIA, T. M. C. (org) Formigas-cortadeiras: da
bioecologia ao manejo. Vicosa: Editora UFV, pp. 262-283, 2011.

PIETROBON, T. C.; KOOIJ, P. W.; MONTOYA, Q. V.; RODRIGUES, A. Escovopsioides
nivea is a non-specific antagonistic symbiont of ant-fungal crops. Fungal Ecology, v. 56, p.
101140, 2022.



17

RODRIGUES, A.; BACCI JR., M.; MUELLER, U. G.; ORTIZ, A.; PAGNOCCA, F. C,;
Microfungal “weeds” in the leafcutter ant symbiosis. Microbial Ecology, v. 56, n. 4, p. 604—
614, 2008.

SCHULTZ, T. R.; BRADY, S. G. Major evolutionary transitions in ant agriculture.
Proceedings of the National Academy of Sciences USA, v. 105, n. 14, p. 5435-5440, 2008.

SOLOMON, S. E.; RABELING, C.; SOSA-CALVO, J.; LOPES, C. T.; RODRIGUES, A;
VASCONCELOS, H. L.; BACCI JR. M.; MUELLER, U. G.; SCHULTZ, T.R. The
molecular phylogenetics of Trachymyrmex Forel ants and their fungal cultivars provide
insights into the origin and coevolutionary history of ‘higher-attine’ ant agriculture.
Systematic Entomology, v. 44, n. 4, p. 939-956, 2019.

VARANDA-HAIFIG, S. S.; ALBARICI, T. R.; NUNES, P. H.; HAIFIG, I.; VIEIRA, P. C,;
RODRIGUES, A. Nature of the interactions between hypocrealean fungi and the mutualistic
fungus of leaf-cutter ants. Antonie van Leeuwenhoek, v. 110, n. 4, p. 593-605, 2017.

WEBER, N. A. The fungus-culturing behavior of ants. American Zoologist, v. 12, n. 3, p.
577-587, 1972.



18

CAPITULOI

Escovopsioides nivea is a non-specific antagonistic symbiont of ant-fungal
crops

Manuscrito publicado na revista: Fungal Ecology, v. 56, n. 4, p. 101140, 2022
DOI: https://doi.org/10.1016/j.funeco.2022.101140



https://doi.org/10.1016/j.funeco.2022.101140

19

5 CAPITULO |

Escovopsioides nivea is a non-specific antagonistic symbiont of ant-fungal crops

Tatiane de Castro Pietrobon?, Pepijn Wilhelmus Kooij!, Quimi Vidaurre Montoya!, Andre
Rodrigues!” andre.rodrigues@unesp.br

!Department of General and Applied Biology, Sdo Paulo State University (UNESP), Rio Claro,
Brazil.

Running title: Escovopsioides nivea — fungal cultivar interactions

*Corresponding author. Sdo Paulo State University (UNESP), Department of General and
Applied Biology, Avenida 24-A, n. 1515, Rio Claro, SP, Zip code: 13.506-900, Brazil.


mailto:andre.rodrigues@unesp.br

20

Abstract

Fungus-growing attine ants maintain a mutualistic relationship with basidiomycete fungi they
cultivate for food. In addition to the fungal partner, attine ant colonies harbor a myriad of
microorganisms, including the genus Escovopsis, fungal parasites of the ant crops. Because
Escovopsioides nivea is phylogenetically close to Escovopsis, previous studies assumed it has
a negative interaction in the ant-fungus association. Here, we present an extended phylogeny
of E. nivea based on new collections from different attine ant genera found in different
localities. We also carried out co-culture experiments between E. nivea with different fungal
cultivars. Our results suggest E. nivea is a symbiont of attine ant colonies, which inhibits the
growth of fungal crops, supporting the hypothesis it is antagonistic to the system. However, the
patterns of interaction between E. nivea and fungal crops differ from those shown by
Escovopsis, suggesting a different evolution from that of the parasite.

Keywords: Antagonism, inhibition, symbiosis, fungus-fungus interaction.
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Introduction

When different species interact for a certain time, such associations can be considered
symbiotic (Vega and Biedermann, 2020). Regardless the concept adopted for symbiosis, it is
widely recognized these relationships stimulated the evolution and diversification of life
(Ridley, 2004). Symbiotic associations can be understood as a continuum, where some are
beneficial to the interacting organisms (i.e. mutualistic symbiosis) and others are harmful (e.g.
parasitism). In this continuum, there is a growing consensus that the results of interactions
depend on the complexity of these relationships and the context in which they are inserted
(Weeks et al., 2007; Leung and Poulin, 2008; Douglas, 2010; Drew et al., 2021; Jiménez-
Gomez et al., 2021). This is the case for many microbial parasites, i.e. parasites of fungi which
evolved structural adaptations to that end, demonstrating specialization (Jeffries, 1995; Viterbo
and Horwitz, 2010; Kubicek et al., 2011).

The attine ant-fungal association is a textbook example of symbiotic interactions
involving many organisms. These insects grow fungi as food source for the colony (Weber,
1972) in a mutualistic relationship with the fungal partner. The ants bring substrate for
nourishing the fungus and, in turn, the fungus is the sole source of nutrition, especially for the
larvae (Weber, 1972; Schultz and Brady, 2008; Solomon et al., 2008). The ant-fungal
interaction evolved appr. 55-65 million years ago and comprises five types of fungicultures.
Although differing in many ecological aspects, attine ants cultivate a set of fungal taxa from
the order Agaricales, characterizing: (1) Lower fungiculture: practiced by lower attines, which
use dry plant substrate to cultivate fungi (De Fine Licht and Boomsma, 2010). These ants grow
fungi from the tribe Leucocoprineae, in particular from the genus Leucocoprinus sp. (Mueller
et al., 1998); (2) Coral fungiculture of (most) ants in the genus Apterostigma, that cultivate
fungi from the family Pterulaceae, i.e. Myrmecopterula nudihortorum and Myrmecopterula
velohortorum (Dentinger et al., 2009; Leal-Dutra et al., 2020); (3) Yeast fungiculture: ants from
the Cyphomyrmex rimosus group that cultivate fungi in the tribe Leucocoprineae in a yeast form
(Mueller et al., 1998; Schultz and Brady, 2008); (4) Higher fungiculture: the higher attine ants
(genera Mycetomoellerius, Paratrachymyrmex, Sericomyrmex, Trachymyrmex and Xerolitor)
use fresh and dry plant material for the cultivation of their fungal partner Leucoagaricus sp.
(Solomon et al., 2019); (5) Fungiculture of leaf-cutting ants (genera Acromyrmex, Amoimyrmex
and Atta; Cristiano et al., 2020), which use fresh leaves and flowers to cultivate Leucoagaricus
gongylophorus (Schultz and Brady, 2008).
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The ants cultivate the mutualist in fungus gardens, a structure consisting of plant
material and fungal mycelia that is rich in nutrients. This nutritionally-rich environment attracts
various microorganisms, mainly contaminants that potentially compete with the fungal crop
(Currie et al., 1999; Currie, 2001; Rodrigues et al., 2008; Pagnocca et al., 2012). Among them,
fungi in the genus Escovopsis are known to be prevalent in this environment and share an
evolutionary history with the attines and their crops (Currie et al., 1999; Currie et al., 2003).
Escovopsis is considered a parasite that attacks the mutualistic fungus (Folgarait et al., 2011,
Marfetan et al. 2015), decreasing the biomass of fungus gardens as well as the number of
workers and brood in young colonies (Currie et al., 1999; Currie, 2001). However, its effect on
fungal crops is also context-dependent, i.e. in a healthy colony, Escovopsis may not overcome
the defensive barrier and thus not cause infection (Jiménez-Gomez et al., 2021).

Taxonomic and systematic studies showed that Escovopsis comprises three
phylogenetically related genera (Montoya et al., 2021), each with different patterns of
interaction with the ant fungal cultivars (Birnbaum and Gerardo, 2016; Custodio and Rodrigues,
2018; Bizarria et al., 2020). From a host-parasite perspective, Escovopsis shows a pattern of
host-specificity with the mutualistic fungi of each fungiculture having different Escovopsis
species (Gerardo et al., 2006a,b; Birnbaum and Gerardo, 2016). However, these studies did not
take the three major clades of fungi that were together named Escovopsis into consideration
separately (Montoya et al., 2021). Therefore, studies on the coevolution between this parasite
and the fungal cultivar need a better understanding considering the new taxonomic data. Even
though Escovopsis has an increased growth in the presence of the native host fungus cultivar,
this increase is absent when encountering another fungus cultivar or other species of
agaricomycetes (Gerardo et al., 2004, 2006a).

The fungus Escovopsioides nivea is another example of a microorganism found in the
fungus gardens of attine ants (Augustin et al., 2013; Reis et al., 2015; Osti and Rodrigues, 2018).
In 1893, the mycologist Alfred Mdller discovered the presence of Escovopsioides while
studying colonies of attine ants in Santa Catarina, Brazil. At that time, he characterized the
fungus as the weak form of fungal cultivar, with white mycelium that never turned brown, but
similar to another culture, also white but stronger and turning brown after a while (known as
Escovopsis, Méller, 1893). Much later, the currently sole species in this genus, Escovopsioides
nivea, was formerly described by Augustin et al. (2013). This species is phylogenetically
closely related and morphologically similar to Escovopsis, however, E. nivea differs in its
terminal vesicles with long phialides (lageniform) and hyphae with aleuroconidia (Augustin et
al., 2013).
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Escovopsioides nivea presence has been reported for different genera of attine ants in
several regions, with a prevalence ranging from 5% to 66% (Rodrigues et al., 2005 a,b;
Rodrigues et al., 2008; Augustin et al., 2013; Reis et al., 2015; Pereira et al., 2016; Mendonca
et al., 2021). Recent comparisons have revealed some differences between the ecological roles
of E. nivea and Escovopsis. E. nivea showed low infectivity in plate assays and in vivo using
sub-colonies, compared to Escovopsis, which showed high infectivity (Currie, 2001; Varanda-
Haifig et al., 2017; Osti and Rodrigues, 2018). Therefore, previous studies hypothesized E.
nivea as an antagonist, but differing from Escovopsis in behavior towards the ant fungal
cultivars.

Still, we poorly understand the behavior of Escovopsioides in the environment of attine
ants. In addition, a wider sampling compared to previous studies should be used to determine
the diversity of the genus. The aims of the present study are to improve the phylogeny and to
assess the occurrence of Escovopsioides in attine ants found in different regions of Brazil, by
expanding the sampling carried out in the study by Osti and Rodrigues (2018) and by adding
additional phylogenetic markers. We carried out co-culture bioassays between E. nivea and
fungal cultivars representing four of the five independently evolved fungicultures of the attine
ants, to further assess whether this fungus shows attraction and specificity towards native fungal
cultivars. Our findings suggest that E. nivea is an antagonistic symbiont associated with the

environment of the attines, with low preference for fungal crops.

Material and methods

Fungal cultures

To describe the occurrence of E. nivea in attine colonies, we gathered information on
all isolates of this fungus available in literature (Table 1), namely: 30 isolates obtained from the
studies by Rodrigues et al. (2005b), Rodrigues et al. (2008), Augustin et al. (2013), Reis et al.
(2015), Pereira et al. (2016), Osti and Rodrigues (2018) and Montoya et al. (2021). The isolates
are preserved as conidia suspensions in 10% aqueous solution of glycerol at —80 °C and
deposited in the collection of the Laboratory of Fungal Ecology and Systematics (LESF). To
revive the isolates, conidia were transferred to Petri dishes containing 37 g L™ of Potato
Dextrose Agar medium (PDA, NEOGEN® Culture Media) supplemented with 150 pg mL™ of

chloramphenicol (Sigma) and were incubated at 25 °C, in the dark, for 7 to 10 d.
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For interaction experiments between E. nivea and the cultivars of attine ants, five
isolates of mutualistic fungi were used, namely: L. gongylophorus FF2006 and Leucoagaricus
sp. 1J2016 (Jiménez-Gomez et al. 2021), isolated from colonies of the leaf-cutting ant Atta
sexdens and the higher attine ant Mycetomoellerius tucumanus, respectively; the fungus
Leucocoprinus sp. ARO1, obtained from a colony of the lower attine ant Mycetophylax morschi
(Custodio and Rodrigues, 2018); and the cultivars, Myrmecopterula nudihortorum M55 and
Myrmecopterula velohortorum M46, were obtained from colonies of the lower attine ants
Apterostigma goniodes and Apterostigma urichii, respectively (Leal-Dutra et al. 2020). These

fungi are also deposited at LESF and maintained by continuous transfer every 21 d, on PDA.

Phylogeny of Escovopsioides isolates

After gathering all isolates available discerned from the literature, the first step was to
confirm that they all belong to the same species. For this, we carried out phylogenetic analyzes
using five markers, with a dataset consisting of a total of 39 ITS (609 bp), 37 LSU (580 bp), 32

rpbl (727 bp), 34 rpb2 (1023 bp), and 39 tefl (780 bp) sequences. The sequences of
Escovopsioides strains (n= 30) were obtained from Osti and Rodrigues (2018) and Montoya et
al. (2021), and the sequences of the remaining strains were obtained from GenBank (Table S1).
First, the dataset of each molecular marker was aligned separately using MAFFT v.7
(Katoh and Standley, 2013). We eliminated the poorly aligned sites of each alignment using
Gblocks v 0.91b in Phylogeny.fr (Dereeper et al., 2008). Then, we selected the nucleotide
substitution model by independent runs in jModelTest 2 (Darriba et al., 2012) using the Akaike
information criterion with 95% of interval confidence. Next, the five datasets were concatenated
using Winclada v.1.00.08 (Nixon, 2002). The final file had a total of 3719 bp of which 3062 bp
were informative. We inferred the final tree using Maximum Likelihood (ML) and Bayesian
Inference (BI) approaches in RAXML v.8 (Stamatakis, 2014) and MrBayes v.3.2.2 (Ronquist
et al., 2012). For the ML analysis, we used the GTR + | + G substitution model with 1000
independent trees and 1000 bootstrap replicates. The Bl analysis was performed using the GTR
substitution model for ITS and LSU and GTR + | + G for rpbl, rpb2 and tefl, independently.
We carried out two separate runs, each consisting of three hot chains and one cold chain, and a
Markov Chain Monte Carlo (MCMC) sampling for two million generations (standard deviation
< 0.01). The first 25 % of the generations of MCMC sampling were discarded as burn-in.

Lecanicillium antillanum CBS 35085 was used as outgroup. The final phylogenetic tree was
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visualised and prepared for publication using FigTree v.1.4
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) and Adobe Illustrator CC v.17.1.

In the study by Osti and Rodrigues (2018), isolate LESF 602 was suggested as a putative
new species. Nevertheless, we removed it from the phylogeny performed in the present study,
because for this isolate only ITS and tefl have been sequenced and it would be necessary to
sequence the markers used in this study to propose a new species hypothesis in the genus
Escovopsioides. As this isolate lost viability, amplification of the additional markers was not

possible, so we decided not to include it in the phylogeny.

Assessing the specificity of Escovopsioides nivea towards fungal cultivars of attines

To analyse whether E. nivea shows preference for different cultivars, representing four
of the five fungicultures practiced by the attines, co-culture bioassays were carried out using
the chance-of-choice method, i.e. assays in which the target fungus is presented to different
cultivar fungi, similar to those used by Gerardo et al. (2006a,b) and Bizarria et al. (2020). We
used Petri dishes (150 mm x 15 mm) containing PDA medium, which was cut with a sterile
scalpel, to create six tracks of culture medium. A mycelium fragment of 8 mm in diameter from
a culture of E. nivea was placed at the center of the plate. At the ends of each track, we
inoculated mycelium fragments from the five fungal cultivars and the sixth track received no
fungi, control track (Figure 1).

Plates were incubated at 25 °C in the dark and the mycelial growth radius (in cm) of E.
nivea, from the center to the edge of the plate on each track, was measured on days 0, 1, 3, 5,
7,9, 11, and 14. The radius was measured from digitized images of plates in Image J v.1.38
(Rasband, 2018). This experiment was carried out with 25 isolates of E. nivea (Table 1), each
with ten technical replicates. As the phylogenetic analysis showed that all isolates belong to the
same species, each isolate was considered a biological replicate (n = 25 replicates). Therefore,
for data analyses, we averaged the radius obtained from the ten technical replicates, resulting
in one radius value for each of the 25 strains. To assess whether there were differences between
the growth radiuses of control and the treatments, we used the Wilcoxon signed rank test as our
data did not follow a normal distribution. Because we observed differences among the E. nivea
isolates in this experiment, we compared these by considering the ten technical replicates of
each strain as statistical replicates. For this analysis, only the growth measured on the fifth and
the 14™ day of the test were chosen, as they were the representative days for the growth of E.

nivea.
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Dual-culture assays

In the previous experiment, there was the possibility of interference by each of the fungi
in the challenge, since E. nivea was cultivated simultaneously in the presence of five different
fungal cultivars. Therefore, to confirm the results observed in these experiments, paired culture
assays were performed for 12 out of 25 E. nivea strains and the five fungal cultivars. The 12
strains were selected as they showed intraspecific variability in the analysed markers as well as
variable interaction patterns in the previous experiment. In Petri dishes (150 mm x 15 mm)
containing PDA, a mycelium fragment from the cultivars was deposited 2 cm from the edge of
the dish. Plates were incubated for 14 d at 25 °C, in darkness. Next we placed a fragment of E.
nivea mycelium at the opposite side and 8 cm apart from the growth of the cultivar. The axenic
cultures of all fungi used in this bioassay served as a control. The plates were incubated for 14
d at 25 °C and the growth area (in cm?) of E. nivea and the cultivars was digitized and measured
with Image J. For each treatment we used ten replicates.

For data analysis, we averaged the growth areas from the ten replicates, obtaining a
single value for each of the E. nivea strains, and adopted the same method of biological
replication as the previous experiment (n = 12 repetitions). To verify differences in the growth
of E. nivea in the presence and absence of fungal cultivars after 14 d, we performed a
Nonparametric Analysis of Longitudinal Data (Noguchi et al., 2012) as it accounts for repeated
measures in the growth curves. To analyse the growth of fungal cultivars, in the presence or
absence of E. nivea, the Wilcoxon signed rank test was used for each day of growth separately.
The Kruskal-Wallis test with post hoc Mann-Whitney U analysis was used to analyse the
growth of cultivars fungi against each strain of E. nivea separately. All statistical analyses were
performed in R (The R Core Team, 2017).

Results

Escovopsioides nivea presence in fungus gardens of attine ants

A total of 30 isolates belonging to the genus Escovopsioides were reported from fungus
gardens of 11 different species and four or five different genera of attine ants in several studies.
Due to the recent reclassification of the genus Trachymyrmex into Mycetomoellerius,

Paratrachymyrmex, and Trachymyrmex (Solomon et al., 2019), and due to the fact that the
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Trachymyrmex sp. samples were based on field identification, we are unable to identify the
exact genus for these samples, however, we can exclude the genus Trachymyrmex since this
has its distribution solely in North America (Solomon et al. 2019). Here, we amassed all these
isolates in a multilocus phylogeny (Figure 2). The phylogenetic analysis with five markers
grouped the isolates in the same clade, together with the type species of the genus,
Escovopsioides nivea CBS 135749 (ex-type culture), showing that all isolates belong to the
same species (Figure 2). Low intraspecific genetic variability was also observed for each of the
five markers, in relation to the type species: 99-100%, 100%, 99-100%, 99-100% and 99-100%
for ITS, LSU, tefl, rpbl and rpb2, respectively.

Escovopsioides nivea was found in attine fungus gardens distributed in six different
habitats, from eight locations in Brazil (Table 1). This species occurs both in different genera
of higher attines, the leaf-cutting ants Atta and Acromyrmex and non-leaf-cutting ants
Trachymyrmex and Mycetomoellerius, as well as in the lower attine genus Apterostigma. This
indicates that E. nivea is a recurrent taxon in attine ant gardens, distributed in different regions,
and most likely is a symbiont.

Lack of preference of E. nivea towards fungi cultivated by attine ants

For the chance-of-choice experiment, the growth after 7 d of E. nivea on each track
containing a fungal cultivar of attine ants was significantly lower, when compared to the control
track (Wilcoxon signed rank test, P< 0.05, Table 2). Such inhibition was particularly apparent
in relation to the fungi cultivated by lower attines (Apterostigma urichii, Apterostigma
goniodes, and Mycetophylax morschi): M. velohortorum M46 inhibited the growth of E. nivea
after 1 d, M. nudihortorum M55 and Leucocoprinus sp. AROL inhibited E. nivea after 3 d
(Wilcoxon signed rank test, P< 0.05, Table 2).

No significant difference was observed after 5 d of growth of E. nivea towards L.
gongylophorus FF2006 in comparison to the control track (Wilcoxon signed rank test, P> 0.05,
Table 2). The isolate E. nivea LESF 151 was the only one that showed increased growth towards
this cultivar, when compared to the control after 5 d (Wilcoxon signed rank test, P< 0.05, Table
S2). In contrast, E. nivea LESF 596 was not inhibited after 5 d by any cultivar (Wilcoxon signed
rank test, P> 0.05, Table S2) and, similarly, isolate E. nivea LESF 587 showed no inhibition
after 14 d when compared to the control (P> 0.05, Table S3).
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Apterostigma cultivars inhibit the growth of E. nivea

In the dual-culture experiments, the mycelial growth of E. nivea was only significantly
inhibited in the presence of the Pterulaceae fungi grown by Apterostigma (Nonparametric
Analysis of Longitudinal Data, P< 0.05, Figure 3a). Such pattern of inhibition was visually
evident after 14 d (Figure 3b). This result differs from the previous experiment (chance-of-
choice), in which E. nivea was inhibited by all cultivars after 7 d (Table 2). On the other hand,
we observed a significant stimulus in the growth of E. nivea after 9 d in the presence of L.
gongylophorus FF2006 when compared to the control (Nonparametric Analysis of Longitudinal
Data, P< 0.05, Figure 3a, b).

Also, when analysed separately, the growth of the 12 isolates of E. nivea was inhibited
towards the two Pterulaceae cultivars of Apterostigma (Nonparametric Analysis of
Longitudinal Data, P< 0.05, Figure S1). Regarding the other fungal cultivars, in 31 out of 36
combinations (86%) we did not observe increased growth of E. nivea. However, we observed
some exceptions: isolates LESF 159 and LESF 321 showed a greater mycelial growth in the
presence of L. gongylophorus FF2006 in comparison to the control (Nonparametric Analysis
of Longitudinal Data, P< 0.05, Figure S1). Isolate LESF 1041 showed increased growth in
confrontations with the ant cultivars of higher attines as well as Leucocoprinus sp. ARO1, when

compared to the control (Nonparametric Analysis of Longitudinal Data, P< 0.05, Figure S1).

Escovopsioides nivea inhibits the growth of fungal cultivars

Overall, E. nivea inhibited the growth of the five fungal cultivars towards the end of the
dual-culture experiments (Wilcoxon signed rank test, P< 0.05, Figure 3c, d). The growth of M.
velohortorum M46 was significantly inhibited by all strains of E. nivea, except for LESF 1041
(Kruskal-Wallis, Post Hoc Analysis Mann-Whitney U, P< 0.05, Table S4). A similar result was
also observed for Leucocoprinus sp. ARO1 paired with the isolate LESF 596 (Kruskal-Wallis,
Post Hoc Analysis Mann-Whitney U, P< 0.05, Table S4). The fungi L. gongylophorus FF2006
and Leucoagaricus sp. 1J2016 were not significantly inhibited by four and two E. nivea strains,
respectively (Kruskal Wallis, P> 0.05, Table S4), out of 12 in total, showing that there is

variation between E. nivea isolates in inhibition of the fungal cultivars.
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Discussion

Escovopsioides nivea was formally described from fungus gardens of Acromyrmex
subterraneus subterraneus (Augustin et al., 2013), but many aspects of its biology, distribution
and phylogenetic relationship with other fungi found in attine ant colonies have been poorly
studied (Varanda-Haifig et al., 2017; Osti and Rodrigues, 2018; Medonga et al., 2021). Our
results, together with data from previous studies, suggest that E. nivea is a symbiont in colonies
of attine ants, as it has been found repeatedly in this environment, both in different genera and
species of these insects, as well as in different geographic regions. To our knowledge, E. nivea
has, so far, only been found in the gardens of higher attine ants and in a single genus of lower
attine ant (Apterostigma). However, studies investigating soil nearby ant colonies should reveal
whether this symbiosis is obligate (E nivea grows exclusively in ant fungus gardens) or
facultative (E. nivea also has an ecological mode outside ant gardens). Our data supports the
antagonism of E. nivea since it inhibits the growth of ant cultivars, as suggested in previous
studies (Varanda-Haifig et al., 2017; Osti and Rodrigues, 2018). Because E. nivea was found
in association with fungus gardens of the attines and due to its phylogenetic relatedness to
Escovopsis, it was expected that the behavior of E. nivea would be similar, i.e. showing
preference and specialization towards fungal cultivars (Currie, 2001; Birnbaum and Gerardo,
2016). However, here we show that E. nivea did not have a growth preference to any of the five
cultivars evaluated, suggesting a different evolution than Escovopsis in the attine ant—fungus
association.

It has previously been suggested that additional sampling, especially considering the
lower attines, would lead to the discovery of new Escovopsioides species (Osti and Rodrigues
2018). According to the phylogeny presented here (Figure 2), the clade Escovopsioides is
genetically homogeneous, and the strains have little intraspecific variability in the five markers
evaluated. For the present study, we obtained ten additional isolates from different habitats as
well as from lower attine ants. Even so, these isolates grouped in the same phylogenetic species,
E. nivea. Considering the samplings carried out so far, at least one Escovopsioides species is
widespread in different attine ants, especially the higher attines. However, additional sampling
may reveal whether this species is really widespread in colonies of other lower attine ants in
addition to Apterostigma.

Osti and Rodrigues (2018) reported an isolate of Escovopsioides sp. LESF 602, which
could be considered a new species. This particular isolate was not recovered from the LESF

collection, as it lost viability and could not be further examined. As the previous authors did



30

not describe the macroscopic and microscopic morphological characteristics of this isolate, it
is possible that this fungus is a new species or even a new genus. To confirm the new taxon
hypothesis, it would be necessary to perform new isolations in the same area of occurrence of
the associated ant species, Apterostigma megacephala, in Parauapebas, Brazil (Osti and
Rodrigues, 2018). Only with new samples will it be possible to examine the morphological
characteristics and sequence the additional molecular markers used in the present study (rpbl
and rpb2).

E. nivea has been reported as a fungus of variable prevalence in gardens of leaf-cutting
ants. Augustin et al. (2013) reported E. nivea from 14 out of 25 (56%) colonies collected from
three Acromyrmex species, in three locations in Vigosa, Brazil (see Table S2 in the
supplementary material of Augustin et al., 2013). Considering the same ant genus, Rodrigues
et al. (2008) and Mendonca et al. (2021) reported a lower prevalence, 8% and 5%, respectively
(reported by Rodrigues et al. (2008) as “Moniliella-like fungus”). E. nivea has also been
reported in colonies of the genus Atta (Reis et al. 2015; Pereira et al. 2016) with prevalence of
66% and 12%, respectively. In 2005, two other studies by Rodrigues et al. (2005a,b) also
sampled Atta colonies, in the first the occurrence of E. nivea was 50% and in the other 8% (in
both studies E. nivea was identified as Moniliella suaveolens). It is possible that the variable
prevalence is due to the fact that isolating fungi in the genus Escovopsioides is not a trivial task,
as it has slow growth and hyaline mycelium (Augustin et al., 2013), which makes it difficult to
recognize and distinguish from other contaminating fungi during isolation in pure culture. In
addition, the techniques used to perform the isolations were different between studies, which
can also increase the instability in the prevalence of this fungus in the colonies of attine ants.
Furthermore, few studies systematically investigated this fungus, since most focused on the
Escovopsis coevolutionary history and parasitism. Therefore, we argue that E. nivea is a
symbiont in the colonies of these insects, however, its prevalence in this system requires more
systematic studies.

Due to the phylogenetic relatedness of Escovopsioides and Escovopsis, the former was
considered a parasite of the fungi cultivated by attines (Varanda-Haifig et al., 2017; Osti and
Rodrigues, 2018). In fact, E. nivea inhibited all cultivars in the experiments, suggesting
antagonism, either by competition for resources or space (Wicklow, 1992). However, the
interaction of E. nivea with fungal cultivars differs from that observed for Escovopsis. Growth
of E. nivea was not stimulated in the presence of the ant fungal cultivars. Such growth stimulus
is generally observed in Escovopsis species (Gerardo et al., 2004, 2006a; Folgarait et al., 2011,
Birnbaum and Gerardo, 2016; Varanda-Haifig et al., 2017) and Sympodiorosea kreiselii (=
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Escovopsis kreiselii, Custodio and Rodrigues, 2018). On the other hand, the pattern of
interaction of E. nivea with the cultivated fungi is similar to that observed for Luteomyces
trichodermoides (= Escovopsis trichodermoides, Bizarria et al., 2020). Thus, it is evident that
E. nivea responds differently than Escovopsis to fungi cultivated by ants, suggesting a distinct
evolutionary history in the ant-fungal association.

E. nivea was inhibited by fungal cultivars, but only by fungi in the genus
Myrmecopterula, cultivated by the lower attine ant Apterostigma. These cultivars are from a
different family than the higher attine ant cultivars, so it is plausible they have a differentiated
defense system. Because higher attines show many hygienic behaviors and chemical defenses
to defend fungus gardens against invading microbes (Goes et al., 2020) compared to lower
attine ants, fungi cultivated by lower ants would have to defend themselves by producing
antifungal substances. Some studies suggest that fungal cultivars indeed produce different
antifungal substances (Wang et al., 1998; Silva et al., 2005; Sousa et al., 2020). Also, volatile
compounds could be involved in the interactions between E. nivea and fungal cultivars, as
suggested for Escovopsis — fungal cultivar interactions (Masiulionis and Pagnocca, 2020). This

subject should be explored in future studies.

Conclusions

Our study suggests that E. nivea is associated with the environment of the attine ants
and is a possible antagonist of this system. These results add a fourth genus to a group of
filamentous fungi that each have different patterns of interaction with fungi cultivated by attine
ants (Escovopsis species: Gerardo et al., 2004, 2006a; Folgarait et al., 2011; Birnbaum and
Gerardo, 2016; Varanda-Haifig et al., 2017; S. kreiselii: Custodio and Rodrigues, 2018; L.
trichodermoides: Bizarria et al., 2020 and E. nivea: this study). Therefore, these associated
microorganisms demonstrate the complexity of the multipartite relationships existing in the
colonies of the attine ants and how many ecological fungal lifestyles evolved in this

environment.
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Isolate ID Ant species Ant colony ID Habitat E_Cc:)ii?/lllsti/ate) Coordinates References*

LESF 057* Atta sexdens rubropilosa Ninho 4 Citrus crop Corumbatai/SP 22°17'22.0"S 47°39'23.0"W Rodrigues et al. (2005a)
LESF 151 Atta sexdens rubropilosa Ninho 9 Citrus crop Corumbatai/SP 22°1721.73"S 47°39'22.89"W Rodrigues et al. (2005a)
LESF 159° Atta sexdens rubropilosa Ninho 7 Citrus crop Corumbatai/SP 22°17'21.73"S 47°39'22.89"W Rodrigues et al. (2005a)
LESF 510 Atta sexdens rubropilosa JSP130130-04 Eucalyptus plantation  Botucatu/SP 22°54'28.4"S 48°18'655.7"W Pereira et al. (2016)
LESF 587 Atta cephalotes BMSR120704-01(FO3)  Atlantic Rain Forest Camacan/BA 15°23'18.2"S 39°33'30.5"W Reis et al. (2015)

LESF 588 Atta cephalotes BMSR120804-01(CA8)  Atlantic Rain Forest Camacan/BA 15°25'32.3"S 39°32'48.1"W Reis et al. (2015)

LESF 589 Atta cephalotes BMSR120702-01(FO4)  Atlantic Rain Forest ~ Camacan/BA 15°23'14.8"S 39°33'28.4"W Reis et al. (2015)

LESF 590 Atta cephalotes BMSR130220-01(FO6)  Atlantic Rain Forest Camacan/BA 15°23'15.2"S 39°33'28.0"W Reis et al. (2015)

LESF 591 Atta capiguara JSP130307-03 Pasture Botucatu/SP 22°54'26.6"S 48°18'29.2"W Pereira et al. (2016)
LESF 5925 Acromyrmex balzani ARFVG110517-01 Atlantic Rain Forest Camacan/BA 15°22'50.3"S 39°34'03.5"W

LESF 593! Atta cephalotes BMSR120703-01(FO5)  Atlantic Rain Forest Camacan/BA 15°23'17.8"S 39°33'22.3"W Reis et al. (2015)

LESF 594! Atta cephalotes BMSR120804-01(CA8)  Atlantic Rain Forest Camacan/BA 15°25'32.3"S 39°32'48.1"W Reis et al. (2015)

LESF 595! Atta cephalotes BMSR120702-01(FO1) Atlantic Rain Forest Camacan/BA 15°23'14.8"S 39°33'28.4"W Reis et al. (2015)

LESF 596° Acromyrmex lundi AOMB110904-02 Prairie Chuvisca/RS 30°50'10.2"S 51°55'10.4"W Rodrigues et al. (2008)
LESF 597 Atta cephalotes BMSR120703-02(FO2)  Atlantic Rain Forest Camacan/BA 15°23'29.7"S 39°33'31.3"W Reis et al. (2015)

LESF 598° Atta cephalotes BMSR120703-01(FO5)  Atlantic Rain Forest Camacan/BA 15°23'17.8"S 39°33'22.3"W Reis et al. (2015)

LESF 599 Acromyrmex heyeri AOMB100904-03 Prairie Sentinelado Sul/RS  30°37'09.0"S 51°33' 18.2"W Rodrigues et al. (2008)
CBS 13574925  Acromyrmex subterraneus subterraneus  JQ855713 Atlantic Rain Forest Vigosa/MG 20°44°31.71"S 42°52°43.83"W  Augustin et al. (2013)
LESF 6015 Mycetomoellerius tucumanus SES080402-04 Savanna Rio Claro/SP 22°23°45.84"S 47°32°41.58"W

LESF 603! Atta sexdens rubropilosa Ninho 12 Citrus crop Corumbatai/SP 22°17'22.0"S 47°39'23.0"W Rodrigues et al. (2005a)
LESF 1023° Trachymyrmex sp. sensu lato QVM170309-02 Amazon Forest Manaus/AM 2°26'52.6"S 59°45'53.4"W Montoya et al. (2021)
LESF 1025° Trachymyrmex sp. sensu lato QVM170309-03 Amazon Forest Manaus/AM 2°26'52.6"S 59°45'53.4"W Montoya et al. (2021)
LESF 1028 Trachymyrmex sp. sensu lato QVM170309-15 Amazon Forest Manaus/AM 2°26'52.7"S 59°45'52.4"W Montoya et al. (2021)
LESF 1031° Trachymyrmex sp. sensu lato QVM170309-18 Amazon Forest Manaus/AM 2°26'55.5"S 59°45'54.2"W Montoya et al. (2021)
LESF 1009 Apterostigma sp.® CALD170307-04 Amazon Forest Manaus/AM 2°26'55.4"S 59°46'10.9"W Montoya et al. (2021)
LESF 1039 Non-identified attine QVM170309-04 Amazon Forest Manaus/AM 2°26'52.4"S 59°45'53.2"W Montoya et al. (2021)
LESF 1040° Apterostigma urichii® QVM170309-12 Amazon Forest Manaus/AM 2°26'52.7"S 59°45'52.4"W Montoya et al. (2021)
LESF 10415 Apterostigma sp. QVM170309-17 Amazon Forest Manaus/AM 2°26'55.5"S 59°45'54.2"W Montoya et al. (2021)
LESF 11115 Mycetomoellerius tucumanus BLS170617-01 Savanna Rio Claro/SP 22°23'46.6"S 47°32'46.1"W Montoya et al. (2021)
LESF 1112 Mycetomoellerius tucumanus BLS170617-04 Savanna Rio Claro/SP 22°23'47.7"S 47°32'45.2"W Montoya et al. (2021)

! solates that lost viability in the LESF collection.

2 Ex-type culture.

3 Lower attine genera, all other genera are higher attines.
4 References report the isolation source of Escovopsioides nivea isolates.
5Isolates selected for dual-culture assays.
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Table 2. Growth of Escovopsioides nivea (in cm) towards five attine ant fungal cultivars after 14 d of interaction. Control: culture
medium track without any fungal cultivar. Different letters in the same line mean significant differences (Wilcoxon signed rank
test, P< 0.05).

Day Control FF2006 1J2016 ARO1 M46 M55
1 1.38+1.00a 143+104a 136%x095a 1.42+1.15a 1.29+0.88b 1.34+0.84a
3 3.19+150a 324+154a 291+155a 281+152b 2.08+0.89b 2.74+0.99b
5 464+162a 452+162a 4.08+x150b 356+138b 250+0.84b 3.62+1.02b
7 5,68+ 1.36a 548+144b 522+140b 4.26+1.25b 294+0.96b 4.30+1.00b
9 6.26+1.0la 590+135b 579+123b 4.71+128b 3.22+1.02b 4.70+1.03b
11 6.67+0.85a 6.21+1.21b 6.26+0.95b 5.04+122b 3.35+1.02b 4.90+0.96b
14 6.77+0.70a 6.26+1.13b 6.32+0.92b 5.13+1.24b 3.39+1.00b 4.98+0.92b
FF2006: Leucoagaricus gongylophorus; 1J2016: Leucoagaricus sp.; ARO1: Leucocoprinus sp.; M46:

Myrmecopterula velohortorum and M55: Myrmecopterula nudihortorum.
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Figure 1. General view of the co-culture bioassay for assessing Escovopsioides nivea specificity
towards ant cultivars. (A) Co-culture bioassay design using the chance-of-choice method. (a) Control,
no fungus; (b) 1J2016: Leucoagaricus sp.; (c) M46: Myrmecopterula velohortorum; (d) ARO1:
Leucocoprinus sp.; (e) FF2006: Leucoagaricus gongylophorus; (f) M55: Myrmecopterula
nudihortorum; (g) E. nivea. (B) The actual co-culture bioassay on a Potato Dextrose Agar plate.
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Figure 2. Phylogeny of Escovopsioides nivea isolates found in fungus gardens of attine ants. The
analysis is based on five markers: ITS, LSU, tefl, rpbl and rpb2. The tree was reconstructed using
Bayesian Inference and Maximum Likelihood. Numbers on branches indicate the Bl posterior
probabilities and ML bootstrap support. LESF: isolates from the collection of the Laboratory of Fungal
Ecology and Systematics (LESF), used in the study by Osti and Rodrigues (2018), in addition to others
obtained in the present study (see Table 1). Isolates selected for dual-culture assays are labeled with
DC_Isolates that have lost viability are labeled with *. The ex-type species is labeled by ET. The species
Lecanicillium antillanum CBS 350.85 was used as an outgroup.
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Figure 3. Interaction between Escovopsioides nivea and the fungal cultivars of attine ants. (A) Mycelial growth (in cm?) of E. nivea, after 0, 1, 3, 5,
7,9, 11, and 14 d of experiment in the presence and absence (control) of fungi cultivated by attine ants. Significant difference according to the nparLD
test in relation to the control is represented by the “white circles” (P <0.05). This indicates that there was no increase in growth compared to mutualistic
fungi. However, E. nivea was inhibited by fungal cultivars of Apterostigma ants (Myrmecopterula velohortorum and M. nudihortorum). (B) Patterns
of E. nivea growth after 14 d in dual-culture and 9 d in dual-culture with Leucoagaricus gongylophorus (C) Mycelial growth of mutualistic fungi (in
cm?) after 14 d of incubation in dual-culture in the presence of E. nivea (red) or in its absence (blue). Different letters on the boxplots represent
significant differences between control and treatment (Wilcoxon signed rank test, P <0.05), indicating growth inhibition of the fungal cultivars. (D)
Fungal cultivar inhibition.
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Fungal species name

Strain ID

GenBank accessions

ITS LSU tefl rpbl rpb2
Escovopsioides nivea CBS 13574957 JQ815078  JQ855716 JQ855713 MT305414 MT305539
Escovopsioides nivea LESF 159 MF116014 MF116034 MF140949 MT305444 MT305569
Escovopsioides nivea LESF 601 MF116029 MF116049 MF140964 MT305487 MT305612
Escovopsioides nivea LESF 151 MF116013 MF116033 MF140948 MT305442 MT305567
Escovopsioides nivea LESF 510 MF116015 MF116035 MF140950 MT305474 MT305599
Escovopsioides nivea LESF 587 MF116016 MF116036 MF140951 MT305477 MT305602
Escovopsioides nivea LESF 588 MF116017 MF116037 MF140952 MT305478 MT305603
Escovopsioides nivea LESF 589 MF116018 MF116038 MF140953 MT305479 MT305604
Escovopsioides nivea LESF 590 MF116019 MF116039 MF140954 MT305480 MT305605
Escovopsioides nivea LESF 591 MF116020 MF116040 MF140955 MT305481 MT305606
Escovopsioides nivea LESF 592 MF116021 MF116041 MF140956 MT305482 MT305607
Escovopsioides nivea LESF 596 MF116025 MF116045 MF140960 MT305483 MT305608
Escovopsioides nivea LESF 597 MF116026 MF116046 MF140961 MT305484 MT305609
Escovopsioides nivea LESF 598 MF116027 MF116047 MF140962 MT305485 MT305610
Escovopsioides nivea LESF 599 MF116028 MF116048 MF140963 MT305486 MT305611
Escovopsioides nivea LESF 1009 MT273483 MT273572 MT305392 MT305516 MT305641
Escovopsioides nivea LESF 1023 MT273485 MT273574 MT305394 MT305518 MT305643
Escovopsioides nivea LESF 1025 MT273486 MT273575 MT305395 MT305519 MT305644
Escovopsioides nivea LESF 1028 MT273487 MT273576 MT305396 MT305520 MT305645
Escovopsioides nivea LESF 1031 MT273488 MT273577 MT305397 MT305521 MT305646
Escovopsioides nivea LESF 1039 MT273489 MT273578 MT305398 MT305522 MT305647
Escovopsioides nivea LESF 1040 MT273490 MT273579 MT305399 MT305523 MT305648
Escovopsioides nivea LESF 1041 MT273491 MT273580 MT305400 MT305524 MT305649
Luteomyces trichodermoides CBS 137343 fT  KJ485699 MF116052 KF033128 MT305417 MT305542
Escovopsis weberi ATCC 64542FT  KF293285 KF293281 AY172623 MT305412 MT305537
Sympodiorosea kreiselii CBS 1393207 KJ808767 HJB08765 KJ808766 MT305418 MT305543

ET Ex-type culture; LESF: strains from the Laboratory of Fungal Ecology and Systematics.



Table S2. Growth of Escovopsioides nivea (in cm) towards five attine ant fungal cultivars after 5 d of interaction. Control: culture
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medium track without any fungal cultivar. Different letters mean significant differences (Wilcoxon signed rank test, P< 0.05).

E. nivea Control FF2006 1J2016 ARO1 M46 M55

LESF151 3.01+£0.75a 3.61+0.75b 3.25+0.75a 3.06+£0.56a 2.33+0.23b 3.12+0.69b
LESF 159 3.25+£0.77a 293+042a 274+062b 234+042b 182+0.22b 3.19+0.73a
LESF 321 255+042a 2.72+0.34a 2.62+030a 234+0.2la 196x+0.32b 2.98+0.88a
LESF 510 418+146a 4.27+162a 3.77+108b 3.29+0.69b 2.07+0.55b 3.53+0.94a
LESF 587 538+149a 534+132a 556+156a 501+115a 3.30+0.46b 4.48+1.04a
LESF 588 7.25+0.00a 7.25+0.00a 7.25+0.00a 7.25+0.00a 3.61+0.40b 6.04+1.2la
LESF 589 1.93+0.67a 2.18+0.69a 162+057b 183+043a 160+0.35b 2.10+0.65a
LESF 590 465+1.92a 451+159a 250+0.76b 266+1.33a 157+0.23b 3.34+1.00a
LESF 591 279+055 271+043a 2.71+05la 256+0.25a 1.94+0.28b 2.75+0.57a
LESF 592 394+£092a 280+0.36b 3.02+041b 253+0.33b 2.65+0.35h 2.78+0.29b
LESF 596 1.78+0.24a 182+0.17a 1.97+0.13a 190+0.23a 198+0.18a 1.75+0.16a
LESF 597 472+147a 418+168a 4.20+106a 3.10+1.08b 2.45+0.59 3.80+0.60a
LESF 598 506+1.10a 4.81+1.78a 493+15% 4.02+1.60b 299+059b 4.19+0.94a
LESF 599 563+166a 589+162a 3.66+138p 3.33+0.34b 1.97+0.38b 4.22+0.88a
LESF 601 485+1.3%9% 4.07+137a 485+186a 3.83+£138b 3.21+0.79b 3.68+0.90b
LESF 1009 558+104a 592+09la 380%+0.63b 391+069% 196+0.13b 3.72+0.50b
LESF 1023 3.13+0.77a 3.10+x1.72a 2.79%+045a 284+169a 211+0.34b 2.17+0.45b
LESF1025 7.10+0.42a 7.25+0.00a 7.25+0.00a 7.13+0.33a 542%+0.50b 5.14+0.55b
LESF 1028 5.68+1.07a 5.04+098a 549+0.86a 4.64+066b 3.05+0.35b 4.63+0.58b
LESF1031 7.03+0.47a 6.57+11la 431+183b 273+x043b 1.79%+0.36b 3.82+0.56b
LESF 1039 4.89+129 527+134a 503+x156a 4.79+129%9% 261+0.28b 4.34+0.93b
LESF 1040 7.25+0.00a 7.16+0.23a 4.85+1.07b 3.73+158b 160%0.28b 5.25+1.32b
LESF1041 350+043a 292+0.28b 3.18+0.35a 2.75+0.38b 297+0.38b 2.77+0.21b
LESF 1111 5.14+0.50a 515+0.88a 4.87+050a 3.82+059% 275+0.31b 3.51+0.27b
LESF 1112 582+0.93a 545+093a 573+097a 3.71+042b 276%+0.31b 3.07+0.20b

LESF: strains from the Laboratory of Fungal Ecology and Systematics. FF2006: Leucoagaricus gongylophorus; 1J2016:
Leucoagaricus sp.; AR01: Leucocoprinus sp.; M46: Myrmecopterula velohortorum and M55: Myrmecopterula nudihortorum.
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medium track without any fungal cultivar. Different letters mean significant differences (Wilcoxon signed rank test, P< 0.05).

E. nivea Control FF2006 1J2016 ARO1 M46 M55

LESF 151 7.08+0.50a 6.94+0.92a 7.09+046a 4.61+042b 3.62+0.32b 4.92+0.56b
LESF 159 7.25+0.00a 592+158a 5.76+147a 4.05+125b 3.07+0.50b 4.97+0.97b
LESF 321 6.70£0.82a 655+1.38a 7.25+0.00a 581+174a 294+0.62b 4.84+0.47b
LESF 510 6.24+124a 577+143a 560+162a 3.95+0.66b 246+0.62b 4.87+1.18b
LESF 587 6.61+1.4%9 6.82+127a 6.62+153a 6.52+145a 6.05+1.83a 6.59+1.41a
LESF 588 7.25+0.00a 7.25+0.00a 7.25+0.00a 7.25+0.00a 5.14%+1.69b 6.43+1.24a
LESF 589 565+1.99a 485+156a 538+17la 484+158a 2.74+056b 3.89+1.54b
LESF 590 7.06+£056a 6.72+157a 6.27+162a 432+190b 223+051b 5.02+1.29
LESF 591 6.13+0.96a 6.71+1.12a 6.14+1.13a 4.11+056b 3.06+0.42b 4.15+0.50b
LESF 592 6.45+0.95a 3.67+055b 4.19+120b 3.22+0.78b 3.29+0.41b 3.47+0.52b
LESF 596 431+1.08a 3.80+1.0la 4.06+102a 3.20+041b 295+0.58b 3.83+0.91a
LESF 597 7.09+045a 6.98+0.79a 7.25+0.00a 581+140a 3.36+0.67b 559+1.10b
LESF 598 7.25+0.00a 572+145a 6.36+x1.17a 4.81+191b 349x+053b 5.19+1.76b
LESF 599 7.25+0.00a 7.01+0.69a 6.21+160a 6.30+142a 293+051b 5.76+1.24b
LESF 601 6.11+092a 512+132a 578+12la 429+13la 3.63+0.85b 4.09+0.86b
LESF 1009 7.25+0.00a 6.88+0.72a 6.37+138a 6.26+158a 287+0.88b 552+1.12b
LESF 1023 7.25+0.00a 554+1.62a 6.07+140a 3.81+165b 270+0.74b 3.41+0.88b
LESF 1025 7.25+0.00a 7.25+0.00a 7.25+0.00a 7.13+0.33a 6.04+1.04b 6.71+0.85a
LESF 1028 7.25+0.00a 7.25+0.00a 7.25+0.00a 7.07+0.52a 3.83+0.58b 5.40+0.28b
LESF1031 7.25+0.00a 7.25+0.00a 6.30+1.45a 4.27+175b 243+0.42b 5.18+0.45b
LESF 1039 6.24+150a 6.42+154a 645+155a 6.33+x17la 3.66+096b 5.25+1.26b
LESF 1040 7.25+0.00a 7.25+0.00a 7.11+0.38b 4.74+158b 232+0.53a 6.08+1.28a
LESF1041 6.60+0.69a 4.34+0.62b 528+139 4.10+058b 3.65+0.41b 4.53+0.64b
LESF 1111 7.25+0.00a 7.25+0.00a 7.25+0.00b 6.17+148a 3.20%+0.41a 4.30+0.37b
LESF 1112 7.25+0.00a 7.25+0.00a 7.25+0.00b 5.04+138b 298+0.27a 4.31+0.56b

LESF: strains from the Laboratory of Fungal Ecology and Systematics. FF2006: Leucoagaricus gongylophorus; 1J2016:
Leucoagaricus sp.; AR01: Leucocoprinus sp.; M46: Myrmecopterula velohortorum and M55: Myrmecopterula nudihortorum.
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Table S4. Mycelial growth of mutualistic fungi (in cm?2) after 14 d of incubation in dual-culture in the presence of
Escovopsioides nivea isolates or in its absence (control). Different letters on the columns represent significant differences
between control and treatment (Kruskal Wallis test, P< 0.05), indicating growth inhibition of the fungal cultivars.

E. nivea FF2006 1J2016 ARO1 M46 M55
Control 11.69+1.75a 17.88+2.64a 29.82 + 2.08a 17.47 +0.83a 12.68 + 0.68a
LESF 159  11.60 +0.82a 12.62 + 2.01b 24.44 £ 1.43b 12.21 + 2.07b 7.99+1.13b
LESF321 9.83+1.07b 15.11 + 3.01ab 22.19 £5.08b 13.30 £ 0.85b 7.78 £ 1.80b
LESF592  10.13+0.96b 10.83 + 2.14b 22.18 £ 2.38b 12.73 £ 0.69b 6.33 + 1.06b
LESF596  10.73+1.09ab  13.16 +1.77b 31.43 + 2.26a 11.89+ 1.52b 8.62 +0.83b
LESF598  9.97 +1.63b 11.01 + 3.30b 27.10+£1.87b 11.38 +1.24b 7.64 + 0.66b
LESF601 10.69+0.80ab  10.04 +1.26b 20.00 £ 1.83b 12.44 + 2.71b 7.00 £ 0.31b
LESF 1023 9.21+0.91b 11.89+ 1.35b 23.96 £3.77b 12.85+ 1.49b 8.43+077b
LESF 1025 8.90 + 0.46b 11.29+1.18b 18.87 + 4.08b 8.13+ 0.93b 4.31+0.49
LESF 1031 9.24+0.38b 9.66 + 1.94b 17.27 + 1.51b 13,14 +1.22b 6.77 £ 0.55b
LESF 1040 8.03 +0.43b 10.07 £ 1.28b 17.03 +2.09b 12,74 + 0.91b 7.20+£0.74b
LESF 1041 11.18 +0.8% 14.32 + 1.01ab 21.07 £ 2.38b 1529+ 192ab  8.14+1.84b
LESF 1111 8.70+0.51b 8.22 +1.22b 15.84 + 1.16b 1420+ 1.73b 6.76 + 0.47b

LESF: strains from the Laboratory of Fungal Ecology and Systematics. FF2006: Leucoagaricus gongylophorus; 1J2016:
Leucoagaricus sp.; ARO01: Leucocoprinus sp.; M46: Myrmecopterula velohortorum e M55: Myrmecopterula
nudihortorum.
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Figure S1. Mycelial growth (in cm?) of Escovopsioides nivea, on days 0, 1, 3, 5, 7, 9, 11, and 14 in the presence
and absence (control) of fungi cultivated by attine ants. LESF: strains from the Laboratory of Fungal Ecology
and Systematics. FF2006: Leucoagaricus gongylophorus; 1J2016: Leucoagaricus sp.; AR01: Leucocoprinus sp.;
M46: Myrmecopterula velohortorum e M55: Myrmecopterula nudihortorum.
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CAPITULO Il

Mecanismo da interacdo entre Escovopsioides nivea e fungos cultivados
pelas formigas atineas

Manuscrito em preparacao
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6 CAPITULO II

Mecanismos da interacdo entre Escovopsioides nivea e fungos cultivados pelas formigas

atineas

Tatiane de Castro Pietrobon?, Naydja Moralles Maimone?, Simone Possedente de Lira?, André

Rodrigues!” andre.rodrigues@unesp.br
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RESUMO

Microrganismos que vivem em simbiose interagem via compostos quimicos, sejam eles volateis
ou solaveis. As formigas atineas mantém uma relacdo de mutualismo com fungos, na qual esses
insetos fornecem substrato vegetal para o desenvolvimento do fungo, enquanto este é a principal
fonte de alimento para a colénia. O equilibrio desse mutualismo é mantido por metabolitos com
acao antimicrobiana, produzidos pelo fungo, pela formiga e por varios microrganismos
auxiliadores, que atuam na protecdo da col6nia contra possiveis antagonistas. Escovopsioides
nivea é um antagonista que inibe o crescimento do fungo cultivado pelas formigas, mas também
pode ser inibido por esse. Até o0 momento, ndo ha estudos sobre 0s mecanismos dessa interagao.
O presente trabalho investigou se metabolitos solUveis estdo envolvidos na interacdo entre esses
fungos. Para tanto, realizamos experimentos de co-cultivo entre um isolado de E. nivea frente
a dois fungos mutualistas cultivados pelas atineas: Leucoagaricus gongylophorus e
Myrmecopterula nudihortorum. Os co-cultivos foram interrompidos no 14° dia e o meio de
cultivo foi removido das placas para extracdo dos metabolitos. Os extratos brutos foram
analisados por espectrometria de massa e incorporados em meio de cultivo para ensaios de
crescimento. L. gongylophorus, M. nudihortorum e E. nivea foram cultivados em meios
contendo os extratos incorporados e o crescimento monitorado diariamente. Os resultados
mostraram que 0s extratos obtidos dos co-cultivos inibem o crescimento do antagonista, mas
ndo os fungos mutualistas das atineas. Nenhum dos extratos obtidos das culturas axénicas inibiu
os trés fungos avaliados. Nossos resultados sugerem gque metabdlitos difundidos no meio podem
estar envolvidos na inibicdo e que estes séo produzidos quando os fungos estdo em co-cultivo
(i.e., em interagdo). Provavelmente, os metabdlitos sdo derivados dos fungos mutualistas como
um mecanismo de defesa contra antagonistas. Por outro lado, presumimos que a inibi¢do dos
fungos mutualistas ocasionada por E. nivea, observada nos experimentos realizados no Capitulo
I, pode ser devida a outros fatores, como substancias volateis, competi¢cdo por nutrientes, ou
uma combinagdo desses e ndo somente por metabdlitos soluveis. Embora a analise
metabolémica encontra-se em andamento, acreditamos que esta fornecera pistas sobre quais
compostos foram produzidos durante os co-cultivos, permitindo entender os mecanismos

quimicos envolvidos na interacdo E. nivea com os fungos mutualistas.

Palavras-chaves: Compostos quimicos. Simbiose. Antagonismo. Competicao.
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INTRODUCAO

Os microrganismos sdo avidos produtores de metabdlitos, pois os utilizam para se
comunicarem com outros microrganismos, defenderem contra patdgenos e interagirem com o
ambiente (BENNETT et al., 2012; KUES et al., 2018; ZHANG et al., 2015). Metabdlitos s&o
importantes, especialmente em interagdes simbidticas, tanto aquelas que trazem beneficios
reciprocos (mutualismo), quanto as que ocasionam algum dano (parasitismo) para 0s
organismos envolvidos. As interacGes envolvendo microrganismos podem ser moldadas por
metabolitos, sejam eles volateis ou difusiveis no meio (BARKA et al., 2016; FRIES 1973).

A interacdo entre as formigas atineas e fungos € alvo de muitos estudos quimicos. Nesse
mutualismo, as formigas fornecem substrato vegetal para o desenvolvimento do fungo,
enguanto este é a principal fonte de alimento para larvas e rainha da colonia (WEBER, 1972).
O fungo mutualista apresenta um arsenal enzimético capaz de degradar os polimeros vegetais
presentes no substrato vegetal, disponibilizando nutrientes no jardim de fungo, local onde o
parceiro fangico é cultivado (KOOWJ et al., 2014; SIQUEIRA et al., 1998). Como resultado
desse metabolismo, o jardim é um substrato rico em nutrientes, 0s quais podem ser explorados
por microrganismos antagonistas e competidores do fungo cultivado pelas formigas. Para
proteger o jardim da acdo desses microrganismos indesejaveis, as formigas e os fungos
desenvolveram mecanismos para proteger o jardim (AYLWARD et al., 2013). Uma estratégia
¢ a secrecao de substancias antimicrobianas, tanto por parte do fungo mutualista, quanto pelas
formigas (ANGELI-PAPA, 1984; FERNANDEZ-MARIN et al., 2009; HERVEY;
ROBERSON; LEONG, 1977). Além disso, as formigas formaram associacdes com diversos
microrganismos auxiliadores, tais como bactérias do género Pseudonocardia, encontradas no
tegumento desses insetos, além de bactérias do género Burkholderia, presentes nos jardins de
fungo. Esses microrganismos produzem compostos antimicrobianos que visam proteger o
jardim de antagonistas (CALDERA; CURRIE, 2012; CURRIE, et al., 1999a; FRANCOEUR et
al., 2021; MARSH et al., 2013).

O mutualismo das formigas atineas com fungos € influenciado por fatores internos e
externos do sistema (DOUGLAS, 2010). Um possivel fator externo ¢ o acesso dos
microrganismos antagonistas ao jardim de fungo. Um exemplo bem conhecido, é o fungo
filamentoso do género Escovopsis (Ascomycota: Hypocreales). Este fungo coevoluiu com o
sistema das formigas atineas e é considerado um parasita do fungo cultivado (CURRIE et al.,
2003; REYNOLDS; CURRIE, 2004). A reducdo do crescimento do jardim de fungo é o

principal sintoma da infeccdo por Escovopsis (CURRIE, 2001) e pode ocasionar a morte de
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colonias, especialmente coldnias jovens (incipientes), de cerca de 6 - 12 meses de idade
(CURRIE; MUELLER; MALLOCH, 1999b). Estudos demonstraram que 0 parasita produz
compostos com acdo antifingica, alguns com a capacidade de degradar as hifas do fungo
cultivado pelas formigas, antes mesmo do contato com o parasita (BOYA et al., 2017,
DHODARY et al., 2018; REYNOLDS; CURRIE, 2004; VARANDA-HAIFIG et al., 2017).
Esses metabodlitos foram descritos como: shearininas e 0s policetideos emodina e
cicloartropsona (BOYA et al., 2017; DHODARY et al., 2018).

Considerado outro antagonista dos jardins, o fungo filamentoso Escovopsioides nivea
(Ascomycota: Hypocreales) é filogeneticamente relacionado a Escovopsis (AUGUSTIN et al.,
2013). Embora compartilhe 0 mesmo ambiente, estudos demonstraram que E. nivea apresenta
padrdes de interacdo com os fungos cultivados distintos de Escovopsis (OSTI; RODRIGUES,
2018; PIETROBON et al., 2022; VARANDA-HAIFIG et al., 2017). Em ensaios in vitro de
interacdo com diferentes fungos mutualistas, E. nivea apresentou dois padrdes: (i) crescimento
nivea por parte dos fungos mutualistas (PIETROBON et al., 2022). N&o se sabe se ha
metabolitos quimicos envolvidos nesses padrdes de respostas. Nesse contexto, o presente
estudo investigou se metabolitos solGveis estdo envolvidos na interacdo, bem como pretendeu
determinar o perfil dos compostos quimicos produzidos por E. nivea e os fungos cultivados
pelas formigas atineas. Para tanto, realizamos experimentos de co-cultivo entre um isolado de
E. nivea frente a dois fungos mutualistas distintos. Desses co-cultivos, foram preparados
extratos brutos, os quais foram incorporados em meio de cultivo para avaliar o crescimento dos
trés fungos na presenca dos possiveis metabdlitos envolvidos nas interacGes. Além disso, 0s
extratos também foram analisados por espectrometria de massa, para tentar determinar o perfil

guimico dessas amostras.

MATERIAL E METODOS

Microrganismos utilizados

Foi utilizado o isolado de E. nivea LESF 159, proveniente de uma colbnia de Atta
sexdens rubropilosa, empregado no estudo de Pietrobon et al. (2022). O isolado depositado no
acervo do Laboratério de Ecologia e Sistematica de Fungos (LESF), UNESP — Rio Claro, SP.
O isolado esta preservado em glicerol 10% a -80 °C, em suspensao de conidios. Para reativacéo,
os conidios foram transferidos para placas de Petri contendo meio Potato Dextrose Agar (PDA,
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NEOGEN® Culture Media) e incubados a 25 °C, no escuro, durante sete dias. Adicionalmente,
foram utilizados dois isolados de fungos mutualistas, a saber: Leucoagaricus gongylophorus
FF2006, obtido de uma colénia de formiga atinea derivada, Atta sexdens; e Myrmecopterula
nudihortorum RBI03, proveniente de uma coldnia de formiga atinea basal, Apterostigma sp.
Esses fungos mutualistas, também estdo depositados no acervo do LESF, porém mantidos em
repique continuo a cada 21 dias, em PDA.

Os isolados de fungos mutualistas foram selecionados com base nos extremos de
interacdo observados nos experimentos realizados no Capitulo I: (i) M. nudihortorum inibiu o
crescimento de E. nivea LESF 159 e (ii) L. gongylophorus ndo ocasionou tal inibicao
(PIETROBON et al., 2022). Durante a pandemia da COVID-19, o isolado M. nudihortorum
M55 utilizado nos experimentos anteriores perdeu a viabilidade, portanto, foi necessario
realizar uma nova coleta de jardim de fungo de Apterostigma sp. para reisolar o fungo

mutualista.

Isolamento de Myrmecopterula nudihortorum

Foram coletadas col6nias de formigas do género Apterostigma, em uma expedi¢do no
Parque Nacional do Itatiaia (PNI, Itatiaia-RJ), no periodo de 25 a 30 de janeiro de 2021. O PNI
apresenta fragmentos de Mata Atlantica, nos quais suspeitdvamos a ocorréncia de Apterostigma
sp. Foram encontradas duas coldnias desse género localizadas em barrancos adjacentes as
estradas no interior do PNI. O solo ao redor do jardim de fungo foi removido com cuidado para
expor essa estrutura. As colonias de Apterostigma sp. apresentaram somente uma camara,
portanto, o Unico jardim, juntamente com a rainha e as operarias, foi coletado. O jardim foi
acondicionado em recipiente plastico, contendo gesso na base para manter a umidade. Um dia
apos a coleta, fragmentos de 3 mm? do jardim foram transferidos em placas de Petri contendo
meio de cultivo PDA, suplementando com 150 pug mL? de cloranfenicol (Sigma). O
crescimento micelial nessas placas foi monitorado diariamente e somente as col6nias que
apresentaram o morfotipo do fungo mutualista de interesse foram selecionadas e semeadas em
novas placas de PDA. Obtivemos sucesso de isolamento do fungo mutualista de umas das
colbnias de Apterostigma sp. Apds a purificacdo dessa cultura, denominada de RBI03, 0o DNA
gendmico foi extraido e sequenciado pelo método de Sanger, no sequenciador ABI 3500 (Life
Technologies). O gene que codifica para a regido 26S do rDNA foi sequenciado. O fungo foi
identificado como M. nudihortorum RBI03, baseado nos resultados de BLAST no NCBI-
GenBank.
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Inibicédo de Escovopsioides nivea por Myrmecopterula nudihortorum

Ap0ds confirmar que o isolado obtido pertence a espécie M. nudihortorum, foi necessario
refazer o experimento realizado no estudo de Pietrobon et al. (2022), para saber se 0 novo
isolado também proporcionaria a inibi¢do de E. nivea observada anteriormente. Portanto, um
novo teste de co-cultivo foi realizado entre o isolado E. nivea LESF 159 e M. nudihortorum
RBI03. Em placas de Petri (150 mm x 15 mm) contendo PDA, foi depositado, a 2 cm da borda,
um fragmento de micélio de M. nudihortorum RBIO3. Essas placas foram incubadas durante 14
dias, a 25 °C, no escuro. Em seguida, na direcdo oposta, a 8 cm do crescimento do fungo
mutualista, foi semeado um fragmento de micélio de E. nivea LESF 159. As culturas axénicas
dos dois fungos serviram de controle. Todas as placas (de co-cultivo e de controle) foram
incubadas durante 14 dias, a 25 °C, no escuro. As areas de crescimento (cm?) de E. nivea e do
fungo mutualista foram digitalizadas e mensuradas no Image J v. 1.38 (RASBAND, 2018).
Cada tratamento apresentou 10 placas, consideradas réplicas técnicas.

Com o intuito de validar a inibicdo de M. nudihortorum RBI103 frente ao isolado E. nivea
LESF 159, comparamos esse co-cultivo com aqueles na presenca de M. nudihortorum M55 e
M. velohortorum M46, utilizados no estudo de Pietrobon et al. (2022). Para tanto, foram
realizadas analises estatisticas utilizando os valores de crescimento dos fungos no 14° dia de
experimento, em trés diferentes interacfes: E. nivea LESF 159 x M. nudihortorum M55, E.
nivea LESF 159 x M. velohortorum M46 e E. nivea LESF 159 x M. nudihortorum RBI03. Para
verificar diferencas no crescimento de E. nivea LESF159 na presenca e na auséncia dos fungos
mutualistas, foi realizado o teste de ANOVA, seguido por post hoc de Tukey. Essas analises
foram utilizadas, pois os dados seguiram a homogeneidade de variancias e normalidade, ambas
confirmadas pelos testes de Bartlett e Shapiro-Wilk, respectivamente. Para analisar o
crescimento dos fungos mutualistas, na presenca e auséncia de E. nivea, foi utilizado o teste de
Wilcoxon signed rank test para as interagdes de E. nivea LESF 159 com M. nudihortorum M55
e M. velohortorum M46, pois os dados ndo seguiram uma distribuicdo normal. Para a interacéo
entre E. nivea e M. nudihortorum RBIO03 foi utilizada a analise Two Sample t-test, pois os dados
apresentaram uma distribuicdo normal e homogeneidade de variancias. As analises estatisticas
foram realizadas no R (THE R CORE TEAM, 2017).
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Bioensaios de co-cultivo para estudo dos metabdlitos

Os bioensaios apresentados nessa secao foram utilizados como base para os demais
experimentos descritos neste estudo. O bioensaio de co-cultivo seguiu 0 método apresentado
no Capitulo I, sendo que os confrontos realizados foram: E. nivea LESF 159 x L. gongylophorus
FF2006 e E. nivea LESF 159 x M. nudihortorum RBI03; além dos controles dessas interacdes

(i.e., fungos em culturas axénicas).

Extracédo dos metabdlitos

Para avaliar se ha metabdlitos secundarios envolvidos na interacdo entre E. nivea e 0s
fungos mutualistas, utilizamos os co-cultivos no 14° dia de experimento. Pré-testes foram
realizados para otimizar os métodos utilizados nesse experimento. O micélio de ambos 0s
fungos presentes na area de interagdo foi removido e o0 meio de cultivo dessa area foi coletado.
Como controle, foi utilizado as placas que continham o crescimento de cada fungo em modo
axénico. Os fragmentos com meio foram separados em pequenas porcoes e transferido para
frascos tipo Erlenmeyer. A extracdo foi realizada com o solvente metanol, sob agitacéo, durante
12 horas, a temperatura ambiente. O extrato resultante foi filtrado em membranas PTFE e seco
a vacuo para contabilizacdo da massa dos extratos brutos. Uma parte desses extratos foi
destinada ao teste de incorporacdo no meio de cultivo e a outra parte para as analises de

cromatografia liquida de ultra eficiéncia e espectrometria de massas (UPLC-qTOF-MS/MS).

Extratos brutos incorporados no meio de cultivo

Os extratos foram solubilizados em 1 mL de Etanol P.A. mais 9 mL de agua ultra-pura
autoclavada. Os frascos foram agitados até que todos os extratos fossem solubilizados por
completo. Obtivemos seis diferentes tipos de extratos (Tabela 1), os quais foram adicionados,
separadamente, em frascos contendo meio PDA a 50 °C (perto do ponto de verter). Um total de
15 mL de meio de cultivo contendo os extratos foi vertido em placas de Petri (60 mm x15 mm).
Apos a solidificacdo do meio, no centro da placa foi semeado um fragmento de micélio dos
fungos utilizados nas interagdes.

Um total de dez combinacdes (tratamentos) foi realizado nesse experimento, sendo que

cada uma apresentou dez réplicas técnicas (Tabela 1). As placas foram incubadas a 25 °C, no
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escuro, e a area do crescimento (cm?) dos fungos foi digitalizada e mensurada no Image J v.
1.38 (RASBAND, 2018). Os valores das areas de crescimento foram analisados segundo o teste
de Kruskal-Wallis, para os dados que ndo seguiram uma distribui¢cdo normal. Para os dados que
seguiram tal distribuicéo, foi utilizado o teste de ANOVA.

A concentracdo total dos extratos em cada placa foi de 500 ug mL™ (RIOS et al., 1988).
O emprego dessa concentracdo pode ser exemplificado da seguinte forma: considerando o
extrato proveniente do cultivo de E. nivea em cultura axénica, este foi utilizado para preparar
20 placas (dez foram dispostas para crescer o fungo L. gongylophorus FF2006 e outras dez para
crescer M. nudihortorum RBI03). Portanto, foram necessarios 300 mL de meio de cultivo com
extrato (15 mL para cada placa). Considerando que utilizamos a concentragdo de 500 pg mL™,
entdo, foram adicionados 150 mg de extrato em cada placa. Neste experimento, o crescimento
dos fungos no meio que continha o extrato proveniente somente do meio PDA foi considerado

como controle (branco).

Analise dos extratos por espectrometria de massa

Para analise do perfil metabdlico das fracbes por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia e espectrometria de massas in tandem, estas foram ressuspendidas em acetonitrila
(ACN) na concentracdo de 1 mg mL™ e injetadas no equipamento Acquity UPLC-H, Class —
Xevo G2-XS gqTOF (Waters). A fase estacionaria utilizada foi uma coluna Acquity UPLC BEH
C 18 (1,7 pm, 2,1 x 100 mm). Para fase movel foram utilizados um gradiente de ACN + 0,1%
acido férmico (A) e outro de H,O + 0.1% é&cido férmico (B); primeiramente indo de 10% a
100% de A (por 10 min), seguido de 100% de A em modo isocratico (por 1 min) e, para fase
de reequilibrio, foi utilizado 5% de A e 95% de B (por 1 min). A vazdo foi de 400 pL min™.

Dados no nivel MS1 foram adquiridos na faixa de m/z entre 100 e 1500, com tempo de
scan de 150 ms. A aquisicdo de dados no nivel MS2 foi realizada em modo DDA (Data
Dependent Acquisition), com trés scans MS2 adquiridos por ciclo a partir dos cinco ions MS1
mais abundantes. A energia de ionizagao foi 1,2 Kv, os valores de m/z foram gravados em modo
centroide e as deteccBes foram realizadas em modo positivo. Brancos referentes aos solventes
utilizados foram analisados nas mesmas condic¢des. Os espectros resultantes foram analisados,
primeiramente, com a ferramenta Mzmine 3, seguida de analises no MetaboAnalist 5.0, Sirius

e na Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS) com lon Identity.
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Testes de atividade fungicida ou fungistatica

Este experimento foi realizado para avaliar se a inibi¢do ocorrida nas interacoes foi de
carater fungicida (causa a morte do fungo) ou fungistatica (interrompe ou retarda o crescimento
do fungo). Das mesmas interagdes dos bioensaios de co-cultivo (E. nivea LESF159, L.
gongylophorus FF2006 e M. nudihortorum RBI03), ap6s os 14 dias de experimento, fragmentos
de micélio foram retirados das areas onde os fungos estavam mais proximos e, separadamente,
depositados em placas de 60 mm x 15 mm contendo PDA e incubadas a 25 °C, no escuro. As
placas foram monitoradas diariamente e, caso identificado crescimento, 0S extratos

correspondentes foram considerados como de atividade fungistatica.

Analise microscépica da interagdo

Realizamos analises de microscopia de campo claro com o objetivo de identificar
mudancas morfoldgicas nas estruturas dos fungos, devido as inibi¢cGes. Fragmentos de miceélio
de E. nivea LESF 159 foram retirados das placas de interacGes e dispostos em laminas de
microscopia. Tais fragmentos foram corados com lacto fucsina e visualizados no microscépio
Leica DM 750, no aumento de 40x. Os fragmentos foram retirados de diferentes locais das
placas de co-cultivo, a saber: (i) a area na qual E. nivea se aproxima dos fungos mutualistas e
(if) em uma area mais distante dessa interacdo, na base da coldnia (que tratamos como a area
controle). Essas laminas foram visualmente analisadas e os conidioforos, clamiddsporos e
aleuroconidios foram medidos para avaliar se houve ou ndo mudancas morfoldgicas, em relacéo
as estruturas medidas da area controle. Obtivemos 30 medicGes de cada estrutura, quando
possivel. Diferencas nas medidas das estruturas da area de interacdo vs a area controle foram
avaliadas com Wilcoxon signed rank test, para os dados que ndo seguiram a normalidade, e

Paired t-test para dados que seguiram distribui¢cdo normal.

RESULTADOS

Myrmecopterula nudihortorum RBIO3 inibe E. nivea

O crescimento micelial de E. nivea foi inibido na presenca de M. nudihortorum RBIO3,

guando comparado com o crescimento na auséncia deste (Tukey posthoc P< 0.05, Tabela 2).
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Esse resultado foi obtido comparando o crescimento de E. nivea no 14° dia de experimento,
pois a intengdo era observar se haveria contato entre os micélios dos fungos, o que de fato néo
ocorreu. Tal inibicdo de E. nivea sem contato com o micélio de M. nudihortorum RBIO3
perdurou até o 21° dia de experimento (Figura S1). No geral, M. nudihortorum RBIO3 foi 0
fungo que mais inibiu o crescimento de E. nivea, quando comparada a inibi¢do ocasionada por
M. velohortorum M46 e aquela demonstrada pelo isolado original de M. nudihortorum M55
(ANOVA, Tukey posthoc P< 0.05, Tabela 2). Como o objetivo desse experimento era o de
confirmar se M. nudihortorum RBIO3 inibe E. nivea, prosseguimos com o0s demais
experimentos de co-cultivo com esse isolado de fungo mutualista.

Os experimentos realizados no Capitulo | demonstraram que o crescimento de M.
velohortorum M46 e M. nudihortorum M55 também foi inibido na presenca de E. nivea LESF
159, quando comparado ao controle, ou seja, crescimento dos fungos mutualistas na auséncia
do antagonista (Kruskal Wallis test, P< 0,05, Tabela S4 do Capitulo 1). Entretanto, no
experimento de revalidagcdo o isolado M. nudihortorum RBIO3 n&o apresentou diferenca
significativa no seu crescimento, quando cultivado na presenca de E. nivea LESF159 (Wilcoxon
rank test, P> 0,05, Figura 1).

Efeito fungistatico das interacdes

Todos os fragmentos de micélio de E. nivea e dos fungos mutualistas removidos das
placas de co-cultivo apresentaram crescimento, quando semeados em novas placas de PDA
(Figura 2). Tal resultado sugere a acdo fungistatica dos efeitos observados nos co-cultivos
(Figura 2).

Fungos mutualistas utilizam metabdlitos solUveis para inibir E. nivea

Neste experimento foi analisado o crescimento micelial (em cm?2) de E. nivea, de M.
nudihortorum RBI03 e de L. gongylophorus FF2006, na presenca dos extratos obtidos nos co-
cultivos entre esses fungos (Tabela 1). O crescimento de E. nivea foi inibido somente nos
extratos originados dos co-cultivos, quando comparado com o crescimento no controle
(Kruskal-Wallis, P< 0,05, Tabela 3; Figura S2). Os dois fungos mutualistas ndo apresentaram
diferencas no crescimento em nenhum dos tratamentos (ANOVA, P> 0,05, Tabela 3; Figura
S2).
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Estruturas microscopicas de E. nivea apresentam alteracdes na area de inibicéo

As estruturas microscépicas de E. nivea que foram examinadas nas areas de interacao
com o fungo mutualista M. nudihortorum RBI03 (cultivar que inibiu E. nivea) apresentaram
alteragcBes na morfologia (Figura 3). Por exemplo, os clamidosporos encontrados na area de
inibicdo apresentaram tamanhos (comprimento e largura) menores, quando comparados com as
mesmas estruturas presentes na area mais afastada da interacdo (Wilcoxon signed rank test, P<
0,05, Figura 3). Por outro lado, os aleuroconidios apresentaram maior tamanho proximos a area
de inibicdo (Wilcoxon signed rank test, P< 0,05, Figura 3). O comprimento e largura dos
conidiéforos préximas a area de inibicdo ndo apresentaram diferencas significativas, quando
comparado com as mesmas estruturas distantes da zona de inibicdo (Paired t-test, P>0,05,
Figura 3).

Na interacdo de E. nivea com L. gongylophorus FF2006 (que ndo inibiu E. nivea), 0s
clamiddsporos ndo apresentaram diferencas de tamanho entre as duas regides avaliadas
(Wilcoxon signed rank test, P> 0,05). As demais estruturas de E. nivea ndo foram encontradas

em ambas as areas da placa ou em quantidades suficientes para realizar analise estatistica.

Andlise metabolomica

Houve um atraso na obtencao dos dados, devido aos problemas decorrentes da pandemia
(restri¢do de acesso aos laboratorios) e a problemas técnicos no UPLC-qTOF-MS/MS utilizado

nas analises quimicas. Portanto, as analises metabolémicas estdo em andamento.

DISCUSSAO

Escovopsioides nivea € um antagonista dos fungos cultivados pelas formigas atineas.
Em contrapartida, os cultivares das atineas apresentam respostas defensivas frente a E. nivea.
O objetivo do presente estudo foi entender se metabolitos soltveis estdo envolvidos nos padrdes
de inibicdo observados nos experimentos descritos no Capitulo | (PIETROBON et al., 2022).
Nossos resultados sugerem que metabdlitos soltiveis podem estar envolvidos na interacdo, visto
que extratos advindos dos co-cultivos entre E. nivea-fungos mutualistas apresentaram atividade

inibitoria (fungistatica) em E. nivea. Embora a determinagéo quimica esteja em andamento, 0s
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resultados sugerem que metabdlitos derivados dos fungos mutualistas estdo presentes nos
extratos.

Nos bioensaios de revalidacdo, E. nivea foi inibido por M. nudihortorum RBIO3,
confirmando os resultados obtidos por Pietrobon et al. (2022). Suspeitamos que a inibicéo de
E. nivea foi devida a M. nudihortorum apresentar um sistema de defesa diferente
(CHRISTOPHER et al., 2021) daquele encontrado nos fungos das formigas atineas derivadas
(FERNANDEZ-MARIN et al., 2015). Esse sistema de defesa diferenciado pode estar
relacionado aos perfis quimicos distintos apresentados pelos fungos das atineas basais (WANG;
MUELLER; CLARDY, 1998; BATEY et al., 2020), quando comparados aos compostos
produzidos por L. gongylophorus (SOUSA et al., 2020). Adicionalmente, a distancia
filogenética de L. gongylophorus e M. nudihortorum (LEAL-DUTRA et al., 2020) também
pode ser responsavel pelos resultados observados, visto que esses fungos apresentam evolucao
distinta e os mecanismos de defesa desses fungos evoluiram de modo independente (FUKUDA
etal., 2021).

A principio, suspeitamos que a inibi¢cdo do crescimento de E. nivea, observada no
experimento de revalidacao, talvez esteja relacionada a presenca de metabolitos difundidos no
meio. Segundo os bioensaios com 0s extratos, o crescimento de E. nivea foi inibido nas placas
que continham os extratos provenientes do co-cultivo com M. nudihortorum RBIO03, refor¢ando
nossa hipétese. E importante salientar que, essa inibicéo foi visualizada e analisada no segundo
dia de experimento (Figura S2), pois no quinto dia, E. nivea cresceu e preencheu toda a placa
de Petri contendo o meio com 0s extratos, semelhante ao crescimento observado nas placas
controle que ndo tinham o extrato incorporado de nenhum fungo (Tabela 2). Portanto, é possivel
argumentar que a inibicdo observada no experimento de revalidacao e que perdurou por 21 dias
(Figura S1), pode ser devida ndo somente a metabdlitos, mas também a outros fatores, como
competicdo por nutrientes ou compostos volateis, sendo estes ja relatados para os fungos
cultivados pelas formigas cortadeiras (MASIULIONIS; PAGNOCCA 2020; SOUSA et al.,
2020).

Quando extratos provenientes dos co-cultivos entre E. nivea e L. gongylophorus FF2006
foram incorporados no meio e o0 antagonista semeado neste, observamos inibicdo do
crescimento desse fungo. Isso nédo era esperado, pois L. gongylophorus néo inibiu E nivea nos
experimentos de co-cultivo realizados no Capitulo I. E possivel que o fungo mutualista produza
metabolitos difusiveis relacionados a defesa (HERVEY; NAIR 1979; SILVA et al., 2005),
porém s6 produza esses compostos apos 0 contato com o antagonista. Como esse experimento

foi analisado no 14° dia, quando o contato entre os fungos ja havia acontecido, e a area de coleta
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dos extratos foi justamente préxima ao contato, entdo é possivel que os metabdlitos
responsaveis pela inibicdo de E. nivea concentraram nessa regido (BERTRAND et al., 2013).

Escovopsioides nivea ndo foi inibido por nenhum dos extratos provenientes das culturas
axénicas dos fungos mutualistas. Esse resultado sugere que, se ha metabolitos nos extratos,
esses sdo produzidos pelos fungos mutualistas somente quando em confronto com o
antagonista. Por outro lado, E. nivea ndo apresentou estimulo no crescimento em nenhum dos
extratos dos cultivos axénicos com L. gongylophorus e M. nudihortorum (Tabela 2). Estudos
demonstraram que extratos de cultivo de Leucoagaricus estimulam o crescimento de
Escovopsis (FOLGARAIT; MARFETAN; CAFARO, 2011; OLIVEIRA, 2020). Contrario
desse fungo parasita, E. nivea ndo apresenta tal estimulo, reforcando a ideia de que esse
antagonista apresenta um padréo de interacdo diferente daqueles demonstrados por Escovopsis
(PIETROBON et al., 2022).

Tanto L. gongylophorus FF2006, quanto M. nudihortorum RBIO3 ndo apresentaram
inibicdo do crescimento, independente dos extratos em que foram semeados. No co-cultivo de
revalidacdo com E. nivea, M. nudihortorum RBIO3 ndo foi inibido (Figura 1), portanto, era
esperado que os extratos de E. nivea também nao inibissem esse cultivar, o que de fato ocorreu
(Tabela 3). Com relagdo ao fungo L. gongylophorus FF2006, o esperado era que esse fosse
inibido (OSTI; RODRIGUES, 2018; PIETROBON et al., 2022; VARANDA-HAIFIG et al.,
2017), quando confrontado com os extratos da interacdo com E. nivea, porém isso ndo foi
observado. Segundo o estudo de VVaranda-Hafig et al. (2017), o extrato aquoso de E. nivea inibiu
o crescimento de L. gongylophorus FF2006, porém, em menor intensidade do que a inibi¢do no
co-cultivo. Embora o estudo de Varanda-Haifig et al. (2017) e o presente trabalho ndo sé&o
diretamente comparaveis, pois um utilizou extrato aquoso e 0 outro extrato organico, podemos
especular gue a inibicdo dos fungos mutualistas por E. nivea, observada nos experimentos de
co-cultivos realizados no Capitulo | e nos estudos de Varanda-Haifig et al. (2017) e Osti e
Rodrigues (2018), pode ser devida ndo somente a presenga de metabolitos soluveis, mas
também a outros fatores, como substancias volateis, competi¢do por nutrientes, acdo enzimatica
ou uma combinacao desses.

Foi possivel observar uma diferenca na quantidade de estruturas microscopicas de E.
nivea, frente aos diferentes fungos mutualistas. Quando E. nivea foi semeado na presenca de L.
gongylophorus FF2006, o antagonista apresentou um maior numero de clamiddsporos, quando
comparado com a quantidade dessas estruturas na presenca de M. nudihortorum RBI03 (dados
ndo apresentados). Nesta Ultima interacao, as estruturas mais encontradas foram conidioforos e

aleuroconidios (dados ndo apresentados). No caso especifico da interacdo com M.
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nudihortorum RBI03, também notamos uma mudanca no tamanho dessas estruturas (Figura 3).
Possivelmente, esse aumento ocorreu em resposta ao ambiente desfavoravel, o que levou ao
desenvolvimento de uma estratégia de sobrevivéncia, pois os conidioforos sdo as estruturas que

sustentam os conidios, 0s quais sao responsaveis pela reproducao (RUISI et al., 2007).

CONCLUSOES

E provavel que a inibigdo do crescimento micelial de E. nivea, frente aos fungos
mutualistas, seja devida a presenca de compostos soltveis no meio de cultivo. A inibicédo foi
observada nos extratos advindos das placas de co-cultivo entre E. nivea e os fungos mutualistas,
sugerindo que, se ha metabdlitos envolvidos, esses possivelmente sdo produzidos pelos fungos
cultivados pelas atineas. Especulamos que esses metabdlitos sejam resultado de um processo
de defesa desses fungos. Por outro lado, a inibicdo dos fungos mutualistas ocasionada por E.
nivea, observada nos experimentos do Capitulo I, pode ser resultante de outros fatores,
incluindo substancias volateis, competicdo por nutrientes, producdo de enzimas, quando 0s
fungos mutualistas crescem na presenca de E. nivea.

A anélise metaboldmica fornecera pistas sobre 0s compostos que foram produzidos nos
co-cultivos e no crescimento axénico dos fungos, permitindo comparar os perfis de metabdlitos.
Portanto, esperamos avancar no entendimento dos mecanismos quimicos envolvidos na

interacdo de E. nivea com os fungos mutualistas.
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Tabela 1. Combinacdes utilizadas para o experimento de extratos brutos incorporados no
meio de cultivo. Extratos utilizados nas combinac6es estdo marcados com “X”.
Fungos Extratos adicionados no meio de cultivo

semeados no LESF159 FF2006 RBIO3 LESF159 LESF159 x Controle
meio x FF2006 RBI03 (extrato PDA)
LESF 159 X X X X X
FF2006 X X X X X
RBIO03 X X X X X

LESF 159: Escovopsioides nivea; FF2006: Leucoagaricus gongylophorus; RB103: Myrmecopterula
nudihortorum.

Tabela 2. Crescimento micelial de Escovopsioides nivea LESF 159 (érea:
média e erro padrdo, em cm?), no 14° dia de confronto com os fungos
mutualistas das formigas atineas. Letras distintas nas colunas indicam
diferencas estatisticas segundo o teste post hoc de Tukey.

Tratamentos Crescimento de E. nivea (cm?)

Controle (sem fungo mutualista) 153,04 £ 3,29 a
Myrmecopterula nudihortorum M55 132,26 £5,29 a
Myrmecopterula velohortorum M46 103,80 £ 8,07 b
Myrmecopterula nudihortorum RBI103 72,64 £ 4,06 C

Tabela 3. Crescimento micelial (area: média e erro padrdo, em cm?) de Escovopsioides
nivea, Myrmecopterula nudihortorum e Leucoagaricus gongylophorus nos meios de cultivo
com o0s extratos incorporados. Letras distintas nas colunas indicam diferencas estatisticas
(P< 0,05), segundo os testes utilizados (ver Material e Métodos).

Crescimento (em cm?) de

Extratos adicionados no meio E. nivea M. nudihortorum L. gongylophorus
LESF 159 RBI03 FF2006

Controle (extrato de PDA) 2565+ 1,34 a 201+0,10a 3,75+0,20 a
M. nudihortorum RB103 20,20+ 1,84a 366+0,11a
L. gongylophorus 23,32+1,69a 1,63 +0,06 a

E. nivea 1,67 +0,08a 3,57+0,17a
E. nivea X M. nudihortorum RBI03 16,06 £ 0,78 b 1,70 £ 0,07 a 3,84+0,11a
E. nivea x L. gongylophorus FF2006 18,40+ 1,69 Db 1,98 + 0,08 a 3,42 +£0,08 a
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Figura 1. Crescimento micelial dos fungos mutualistas (areas em cm?) no 14° dia de
confronto pareado com Escovopsioides nivea LESF 159 (laranja) e na auséncia deste (azul).
Letras distintas para cada par de boxplots indicam diferencas significativas, segundo o
Wilcoxon rank test (P< 0,05).
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Figura 2. Crescimento confirmado de todos os fungos ap6s fragmentos serem removidos
das placas de co-cultivo. Na interacdo Leucoagaricus gongylophorus x Escovopsioides
nivea, somente o fungo mutualista foi inibido. Na interagdo Myrmecopterula
nudihortorum x E. nivea, somente o antagonista foi inibido. Assim, essas inibi¢des foram
categorizadas como fungistaticas, pois os fragmentos desses fungos apresentaram
crescimento quando transferidos para novas placas com meio PDA.

Fragmentos Tierages Fragmentos

retirados retirados

L. gongylophorus x M. nudihortorum x
E. nivea E. nivea

L. gongylophorus
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Figura 3. Mediana (£ erro padrdo) dos valores de medicdo das estruturas microscopicas de
Escovopsioides nivea (em um). Barras azuis sdo as medidas das estruturas examinadas no local
mais afastado da interagdo com o fungo mutualista Myrmecopterula nudihortorum. Barras
laranjas sdo as medicdes das estruturas na regido da interacdo. Letras distintas para cada par de
barras significam diferencas significativas (Wilcoxon signed rank test, P< 0,05).
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Estruturas

CCB: Comprimento de clamiddsporos afastados da interagdo; CCT: Comprimento de clamiddsporos na interacéo;
CLB: Largura de clamidosporos afastados da interacdo; CLT: Largura de clamidésporos na interacdo; ACB:
Comprimento de aleuroconidios afastados da interacdo; ACT: Comprimento de aleuroconidios na interacdo; ALB:
Largura de aleuroconidios afastados da interacdo; ALT: Largura de aleuroconidios na interacdo; CoCB:
Comprimento de conidi6foros afastados da interacdo; CoCT: Comprimento de conidiéforos na interacdo; CoLB:
Largura de conidi6foros afastados da interacdo; CoLT: Largura de conidiéforos na interagdo; VCB: Comprimento
das vesiculas afastadas da interagéo; VCT: Comprimento das vesiculas na interagfo; VLB: Largura das vesiculas
afastadas da interacdo; VLT: Largura das vesiculas na interagdo. Todos os valores foram divididos por 1000 para
uma melhor estética do gréfico.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Figura S1. Inibicdo do crescimento de Escovopsioides nivea frente a Myrmecopterula nudihortorum, quando comparado ao
controle (Tukey post hoc, P< 0,05). Crescimento de M. nudihortorum foi semelhante ao controle (Wilcoxon rank test, P>
0,05). Experimentos com 14° dias (Tukey post hoc, P> 0,05). Inibi¢do perdurou durante 21 dias de observacao.

Controle M. nudihortorum RBI03

Interacao no 14° dia Interacio no 21° dia
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Figura S2. Experimento com extratos incorporados no meio de cultivo. Imagens
representativas demonstrando a inibi¢do do crescimento de Escovopsioides nivea LESF
159, quando cultivado nos extratos derivados dos confrontos (Kruskal-Wallis, P< 0,05).
O crescimento dos fungos mutualistas em todos os extratos foi semelhante ao controle.

Extratos adicionados Fungos depositados no centro das placas
Xtratos adicionados o 2 L. gongylophorus M. nudihortorum
E. nivea 159 :

nos meios FF2006 RBIO3

= D

Branco (controle)

.. nivea 159

L. gongylophorus FF2006

M. nudihortorum RBI03

E. nivea x L. gongylophorus
FF2006

E. nivea x M. nudihortorum
RBIO3
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Nosso trabalho sugere que E. nivea estd4 associado ao ambiente das formigas
atineas como um simbionte e um possivel antagonista do sistema, com baixa preferéncia
aos fungos cultivados das formigas atineas. Nossos resultados demonstraram que a
interacdo E. nivea — fungos cultivados pode envolver metabdlitos sollveis, entretanto, os
experimentos preliminares sugerem que outros fatores também podem estar envolvidos
nessa interacdo, como a possivel presenca de substancias volateis, ou mesmo competicéo
por recursos, quando E. nivea cresce em co-cultivo com os fungos mutualistas.

A anélise metaboldmica (que esta em andamento) permitird comparar os perfis de
metabdlitos que foram produzidos nos co-cultivos e no crescimento axénico dos fungos.
Tal comparacdo e determinacdo quimica auxiliara entender os mecanismos quimicos
dessas interacGes. Estudos futuros poderdo analisar os compostos volateis presentes
nessas interacdes, bem como considerar outros experimentos que permitam avaliar se a
competicdo por nutrientes € um fator importante nos padrdes de inibi¢do observados neste

estudo.



