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RESUMO

A fungicultura das formigas atineas ¢ um modelo atrativo para estudar associagdes parasita-
hospedeiro, pois abriga um amplo nimero de parasitas e hospedeiros filogeneticamente
diversos. As formigas atineas dependem do cultivo obrigatério de fungos para alimentar suas
crias. Nesse mutualismo, fungos do género Escovopsis atuam como parasitos especializados
do fungo cultivado pelas formigas. Neste trabalho determinamos que a viruléncia da interagao
Escovopsis—fungo mutualista ¢ o resultado final da susceptibilidade do hospedeiro ¢ a
infectividade do patogeno. Para tanto, foram realizados ensaios de co-cultivo in vitro
utilizando fungos mutualistas e isolados de Escovopsis provenientes de colonias de formigas
atineas derivadas. Adicionalmente, foram realizados bioensaios utilizando subcolonias
inoculadas com esporos de Escovopsis, para avaliar como a complexidade do jardim de fungo,
em conjunto com as formigas, interfere na viruléncia da interagdo patdogeno-hospedeiro. Os
resultados indicaram que o fungo mutualista de Trachymyrmex sp. é mais susceptivel a
infeccdo por Escovopsis, quando comparado com Leucoagaricus gongylophorus, o fungo
mutualista cultivado por Atta sexdens rubropilosa. Além disso, foi observado que a
susceptibilidade do hospedeiro tem uma maior influéncia do que infectividade do patdgeno,
no resultado final da interacdo Escovopsis-fungo mutualista. O fator que determinou a
infectividade de Escovopsis foi o padrao de reconhecimento frente ao hospedeiro e ndo a taxa
de crescimento do patdgeno. Embora Escovopsis ocasionou a morte do hospedeiro na maioria
dos confrontos in vitro, nos experimentos realizados com subcolonias houve a morte de
apenas quatro dentre as 90 réplicas tratadas com Escovopsis. Tendo em vista que Escovopsis
ocasiona a morte do fungo mutualista apenas in vitro, ou seja, sem a protecao das interacdes
presentes no jardim de fungo, nossos resultados sugerem que Escovopsis ¢ um patdgeno

oportunista.

Palavras-chave: Antagonismo. Parasito. Jardim de fungo. Padrdes de infectividade.

Viruléncia.



ABSTRACT

Fungus-growing by attine ants is an attractive model system for studying host-parasite
associations, because it harbors phylogenetically diverse parasites and hosts. These ants rely
on fungal cultivation to feed their brood. In this mutualism, fungi in the genus Escovopsis
act as specialized parasites of the ant fungal cultivar. Here, we determined that virulence of
the interaction between Escovopsis and the mutualistic fungus is a result of the host
susceptibility and the pathogen infectivity. We carried out in vitro dual-culture assays using
mutualistic fungi and Escovopsis isolates from different higher-attine ant species. In
addition, we performed bioassays using subcolonies inoculated with Escovopsis spores to
evaluate how the complexity of the fungus gardens, along with the ants, interfere in the
virulence of the host-pathogen interaction. Our results showed that the fungal cultivar of
Trachymyrmex sp. is more susceptible to infection by Escovopsis when compared to
Leucoagaricus gongylophorus, the mutualistic fungus cultivated by Atta sexdens
rubropilosa. In addition, we observed that host susceptibility had a larger impact than the
pathogen infectivity in the outcome of the Escovopsis- fungal cultivar interaction. The factor
that determined the infectivity of Escovopsis was the patterns of host recognition but not the
pathogen’s growth rate. Escovopsis caused host death in most in vitro assays. On the other
hand, only four out of 90 subcolonies treated with Escovopsis died during the experiments.
Considering that Escovopsis caused the death of the mutualistic fungus only in vitro
(without the protection of the interactions present in fungus garden), our results suggest that

this fungus is an opportunistic pathogen.

Keywords: Antagonism. Parasite. Fungus garden. Infectivity patterns. Virulence.
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1. INTRODUCAO

Interagdes parasito-hospedeiro podem ser compreendidas pela dinamica coevolutiva
entre os parceiros envolvidos e pelos processos ecologicos que afetam a especificidade dessas
associagdes. No geral, essas relagdes sdo governadas por uma corrida armamentista, na qual o
hospedeiro desenvolve defesas para impedir a acdo do parasito, enquanto este desenvolve
adaptagdes para superar as defesas do hospedeiro. Para entender os fatores que moldam as
interacdes parasito-hospedeiro, o cenario ideal ¢ estudar exemplos de interacdes que incluam
uma ampla gama de parasitos e de hospedeiros filogeneticamente diversos. Nesse contexto as
simbioses que ocorrem nas coldnias de formigas atineas fornecem o cenario ideal para o
estudo dessas interacoes.

As formigas cultivadoras de fungo (Hymenoptera: Formicidae: “atineas”) mantém
uma associag¢do obrigatdria com fungos pertencentes as familias Agaricaceae e Pterulaceae.
Nessa interagdo as formigas fornecem protecao e substrato vegetal para o desenvolvimento do
fungo mutualista. Tal substrato pode variar desde folhas frescas até fezes e carcacas de
insetos. Em contrapartida, o fungo ¢ utilizado como tnica fonte de alimento para as larvas e a
rainha. O substrato coletado pelas operarias ¢ acumulado no interior da colonia em uma
estrutura com aspecto esponjoso conhecida como “jardim de fungo”, na qual ¢ encontrado o
micélio do fungo mutualista.

Embora o jardim de fungo abrigue um tnico clone do fungo mutualista, ¢ sabido que
existe uma ampla diversidade de micro-organismos, como leveduras, fungos filamentosos e
bactérias, a maioria, com fun¢des ainda pouco conhecidas. Dentre esses micro-organismos,
fungos do género Escovopsis sao amplamente estudados por serem parasitos (patdgenos)
especializados! do fungo cultivado pelas formigas. Esse patdégeno ocasiona impactos
negativos severos, visto que coldnias infectadas sofrem reducdo na taxa de crescimento do
jardim de fungo, com consequente diminui¢ao da producao de novas operarias. Foi sugerido
que Escovopsis coevoluiu com o fungo mutualista e com as formigas em uma interagdo
tripartida, entretanto, aspectos da biologia do patdogeno ainda permanecem obscuros, por
exemplo, o modo de transmissdo desse entre colonias e os possiveis mecanismo de
parasitismo. Estudos sugerem que metabdlitos ativos e estruturas especializadas produzidas

por Escovopsis promovem o parasitismo.

! No presente trabalho serdo utilizados tanto patdgeno, quanto parasita para referir a Escovopsis. Este
fungo foi classificado como um parasito especializado e patdogeno do jardim de fungo por Currie et al.
(1999a).
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Como resultado da coevolugdo da interagdo patdogeno-hospedeiro é esperado uma
especializacdo do parasito em determinados hospedeiros. Em relacdo a especificidade
Escovopsis-fungo mutualista, foi observado uma divisao de Escovopsis em quatro grandes
clados que estao exclusivamente associados aos seus hospedeiros (i.e. fungos mutualistas).
Estes clados também estdo correlacionados a grupos de formigas especificos, o que reforca a
coevolugdo tripartida entre esses organismos. Estudos recentes suportam essa hipoOtese
enfatizando a ocorréncia de transferéncias horizontais ocasionais de Escovopsis. Entretanto,
nosso grupo de pesquisa detectou transferéncias horizontais frequentes desse patdgeno,
sugerindo uma baixa especificidade entre Escovopsis € o hospedeiro.

A maioria dos estudos procurou entender a relagdo Escovopsis-fungo mutualista
quanto a mecanismos do parasitismo, niveis de viruléncia e padrdes de especificidade. Esses
trabalhos apresentam em comum uma abordagem da interacdo parasita-hospedeiro centrada
na acdo do parasita. Contudo, poucos estudos levaram em consideragdo a susceptibilidade do
fungo mutualista como um fator preponderante na interacdo com o parasita.

A relacdo entre o patégeno e o hospedeiro depende tanto da infectividade do patdgeno,
quanto da susceptibilidade do hospedeiro. O resultado da juncdo desses aspectos caracteriza a
viruléncia da interagdo patdégeno-hospedeiro. No presente trabalho procuramos responder as
seguintes perguntas: (i) Como a susceptibilidade do hospedeiro e a infectividade do patégeno
determinam a viruléncia da interacdo no sistema das formigas atineas? (i1) Existem diferencas
na susceptibilidade dos fungos mutualistas cultivados por formigas cortadeiras e ndo-
cortadeiras de folhas? (iii)) A velocidade de crescimento de Escovopsis aumenta a sua
infectividade? (iv) Como a complexidade do jardim de fungo interfere na viruléncia da

interacao Escovopsis-fungo mutualista?
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2. FUNDAMENTACAO

2.1. Formigas cultivadoras de fungos da tribo Attini

As formigas cultivadoras de fungos (Hymenoptera, Formicidae, Myrmicinae) ¢ a
complexidade das interagdes que ocorrem nas colonias desses insetos sdo estudadas hd mais
de um século. Pertencentes a tribo Attini, as formigas cultivadoras de fungos compreendem
15 géneros e 300 espécies (SOSA-CALVO et al., 2013; WARD et al., 2015; JESOVNIK;
GONZALEZ; SCHULTZ, 2016). Esses insetos ocorrem estritamente na regido neotropical,
desde o norte da Argentina até o sul dos Estados Unidos, e apresentam como caracteristica
distintiva o cultivo obrigatério de fungos (WEBER, 1972). Nesse mutualismo, as operarias
fornecem diversos substratos (folhas, sementes e carcagas de insetos) para o cultivo do fungo,
além de estimular o crescimento do seu parceiro, remover micro-organismos indesejaveis as
suas colonias (CURRIE; STUART, 2001) e auxiliar na sua dispersao (WEBER, 1972). Em
contrapartida, o fungo ¢ o uUnico alimento das larvas e da rainha (WEBER, 1972). Os
nutrientes resultantes da degradacdo do substrato pelo fungo, também podem ser utilizados
como parte da alimentacao pelas operarias (SILVA et al., 2003).

Baseado em marcadores moleculares, Schultz e Brady (2008) classificaram as
formigas cultivadoras de fungos em dois grandes grupos filogenéticos, as Paleoattini que
compreendem as atineas basais, € as Neoattini que congrega espécies basais e derivadas. As
atineas basais usualmente utilizam restos de material vegetal morto, bem como excremento e
cadaveres de insetos como substrato para cultivar seus fungos. Em contrapartida, as atineas
derivadas dos géneros Trachymyrmrex e Sericomyrmex empregam material vegetal seco e as
dos géneros Acromyrmex e Atta utilizam folhas e flores frescas, caracteristica que as tornam
pragas nas lavouras em diversos paises do continente americano (HOLLDOBLER; WILSON,
1990).

Estudos sugerem que a fungicultura praticada pelas formigas atineas originou-se héa 50
milhdes de anos (SCHULTZ; BRADY, 2008). Segundo os tipos de fungos que cultivam e
aspectos da biologia das formigas, a fungicultura das atineas foi agrupada em cinco sistemas
(SCHULTZ; BRADY, 2008), a saber: (i) fungicultura basal desempenhada por géneros de
atineas basais. Esse tipo de fungicultura, comparada com as outras, ¢ praticada pela maioria
dos géneros de atineas. Os fungos mutualistas dessas formigas pertencem a familia
Agaricaceae, tribo Leucocoprinae e também podem ser encontrados vivendo fora da

associacdo com as formigas (i.e. no ambiente); (ii) fungicultura de algumas espécies do



13

género Apterostigma, que cultivam fungos filogeneticamente diferentes das demais formigas
(os chamados coral fungi, familia Pterulaceae); (iii) fungicultura das formigas do grupo
Cyphomyrmex rimosus, as quais também cultivam fungos da familia Agaricaceae, porém na
forma de levedura. Esses fungos também podem ser encontrados em vida livre, no ambiente;
(iv) fungicultura das formigas atineas derivadas dos géneros Sericomyrmex e Trachymyrmex.
Os fungos dessas formigas aparentam ser “domesticados”, pois ndo foram encontrados
representantes de vida livre at¢é o momento; e (v) a fungicultura das formigas cortadeiras
(géneros Atta e Acromyrmex, sauvas € quenquéns, respectivamente), as quais mantém um
mutualismo com o fungo Leucoagaricus gongylophorus (Basidiomycota: Agaricales,
Agaricacae), o qual também ndo foi encontrado em vida livie (MUELLER et al., 1998;
SCHULTZ; BRADY, 2008; MIKHEYEYV et al., 2010).

O fungo cultivado pelas formigas derivadas ¢ considerado “domesticado”, pois ¢
transferido de colOnias parentais para colonias filhas. Essa transferéncia (transmissao vertical)
ocorre quando fémeas aladas carregam um pellet contendo o jardim de fungo da coldnia
parental para fundar uma nova colonia (WEBER, 1972). Entretanto, a principal diferenga
desse fungo para com os fungos das atineas basais ¢ a formacao de uma vesicula especializada
localizada na extremidade da hifa, denominada gongilidio (WEBER, 1972). Os nutrientes
resultantes da degradacdo do substrato vegetal pelo fungo mutualista sdo absorvidos e
acumulados nos gongilidios que constituem o Unico alimento das larvas e da rainha (DE FINE
LICHT; BOOMSMA; TUNLID, 2014). Quinlan e Cherrett (1979) citam que, a0 menos nos
fungos cultivados pelas formigas cortadeiras, os gongilideos sdo ricos em lipidios e
carboidratos.

Estudos demonstraram que as formigas cortadeiras cultivam uma Unica espécie de
fungo (L. gomgylophorus), com ampla distribui¢do no continente americano (SILVA-
PINHATI et al., 2004; MIKHEYEV et al., 2006). Resultados de analises filogenéticas
sugerem que as atineas derivadas provavelmente propagaram a mesma linhagem do fungo
durante 23 milhdes de anos (CHAPELA et al., 1994; SCHULTZ; BRADY, 2008), devido a
transferéncia vertical do fungo. Coerente com esses estudos, foi demonstrado que em uma
mesma colonia de formiga cortadeira, existe somente um unico clone do fungo mutualista

(MUELLER et al., 2010).
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2.2. Comunidade microbiana do jardim de fungo e estratégias de defesa da colonia

Além do fungo mutualista, o jardim de fungo abriga uma comunidade complexa,
compreendendo leveduras, bactérias e fungos filamentosos (RODRIGUES et al., 2008). As
fungdes atribuidas para as leveduras no jardim de fungo sdo diversas. Leveduras do género
Phialophora foram propostas como antagonistas das bactérias do género Pseudonocardia, as
quais apresentam fungdes protetoras para colonia (LITTLE; CURRIE, 2007). Ja4 Rodrigues et
al. (2009) encontraram leveduras com func¢do antimicrobiana que possivelmente protegem os
jardins de fungo de micro-organismos indesejaveis. Outras leveduras participam na produgao
de toxinas que poderiam ser responsaveis pela regulacdo da populacao das proprias leveduras
(CARREIRO et al., 2002). Supde-se que a acdo das enzimas hidroliticas de algumas leveduras
incrementa a quantidade de nutrientes disponiveis para o crescimento do fungo mutualista
(MENDES et al., 2012).

Quanto as bactérias presentes no jardim, foi demonstrada a participacdo do género
Klebsiella na fixagdo de nitrogénio atmosférico (PINTO-TOMAS et al., 2009). O nitrogénio
fixado seria disponibilizado ao fungo e, eventualmente, para as operdrias como nutriente.
Bactérias do género Burkholderia participam na protecdo do jardim com a produgdo de
antifingicos que inibem a germinacdo de fungos filamentosos indesejaveis a colonia
(SANTOS et al., 2004). Adicionalmente, a capacidade de Klebsiella e Pantoea para degradar
celulose sugere um modelo de degradagao de material vegetal que inclui as bactérias, além do
fungo mutualista e as leveduras (SUEN et al., 2010). Finalmente, analises metagendmicas e
metaprotedmicas realizadas por Aylward e colaboradores (2012) revelaram a presenga de
genes e peptideos de origem bacteriana no jardim de fungo, muitos deles relacionados com a
degradagdo de biomassa vegetal e biossinteses de nutrientes.

Muitos dos fungos filamentosos encontrados no jardim sdo comumente reportados no
material vegetal e no solo, o que sugere que sdo introduzidos na col6nia pelas proprias
formigas (PAGNOCCA; MASIULIONIS; RODRIGUES, 2012). Esses fungos sdo
considerados transientes e, aparentemente, com pouca fun¢do na simbiose formiga-fungo
(POULSEN; CURRIE, 2006; RODRIGUES et al., 2008; MONTOYA et al., 2016). Fungos
como Trichoderma harzianum, Fusarium solani e Cunninghamella sp. foram reportados
como antagonistas do fungo cultivado pelas formigas, porém essa a¢do foi atribuida por
competi¢dao por nutrientes entre os fungos (SILVA et al., 2006; RODRIGUES et al., 2008).

Recentemente Barcoto et al. (2017) registraram a natureza patogénica de Syncephalastrum sp.
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para o jardim de fungo. Embora comumente encontrado no solo, esse fungo ocasionou danos
significativos em subcoldnias de satvas, levando-as a morte.

Dentre os fungos filamentosos encontrados no jardim de fungo, o género Escovopsis €
sem duvida o mais estudado, por ser considerado parasito especializado do fungo mutualista.
Para suprimir a agdo desse parasito e de outros possiveis contaminantes do jardim, as
formigas desenvolveram varios mecanismos que funcionam como barreiras de contencao
frente a infec¢des. Esses mecanismos constituem adaptagdes comportamentais, fisiologicas,
bem como associa¢cdo com simbiontes microbianos.

Estudos determinaram que actinobactérias do género Pseudonocardia presentes na
propleura ou na superficie do mesossoma das operarias secretam compostos antimicrobianos
capazes de inibir Escovopsis (CURRIE et al., 1999b, CURRIE et al., 2006). Outros métodos
que as formigas utilizam para a protecao de seus jardins sdo os comportamentos denominados
como “grooming” e “weeding”. Durante o “grooming” as formigas procuram com as antenas
esporos de fungos alheios ao jardim; uma vez encontrados, lambem a area infectada coletando
os esporos na cavidade infrabucal para o posterior descarte. J4 o “weeding” consiste na
remocdo mecanica das partes infectadas, nas quais o fungo indesejado se estabeleceu
(CURRIE; STUART, 2001). Além disso, as glandulas exo6crinas das operarias, especialmente
a glandula metapleural, produzem compostos antimicrobianos, que em formigas do género
Atta sdo estimuladas com maior frequéncia na presenga de fungos parasitos (FERNANDEZ-

MARIN et al., 2009).

2.3. Ecologia e evolugdo do parasito Escovopsis

Fungos do género Escovopsis (Ascomycota: Hypocreales) foram reportados somente
associados as coldnias das formigas cultivadoras de fungos. Escovopsis ocorre nos jardins de
fungo e também no material de refugo da coldnia (lixo), sendo que o modo de transmissao
ainda ¢ desconhecido. Evidéncias sugerem que o parasito seja transmitido horizontalmente
entre colonias, provavelmente, por inquilinos que visitam as mesmas (MOREIRA et al.,
2015). A proximidade fisica das colonias no campo também pode ser um fator que explique a
transmissdo horizontal do parasito (GERARDO et al., 2006a).

Até o momento foram descritas sete espécies de Escovopsis. As primeiras, Escovopsis
weberi e E. aspergilloides, foram formalmente descritas por Muchovej e Della Lucia (1990) e
Seifert et al. (1995), respectivamente. As demais espécies foram descritas nos ultimos quatro

anos, a saber: E. microspora, E. moelleri, E. lentecrescens, E. kreiselii e E. trichodermoides,
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além de um género novo Escovopsioides (AUGUSTIN et al., 2013; MEIRELLES et al.,
2015a; MASIULIONIS et al., 2015). Com relagdo ao ultimo, esse fungo ¢ provavelmente um
patogeno do fungo cultivado pelas formigas, entretanto mais estudos sdo necessarios para
determinar essa acao (OSTIL 2016; VARANDA-HAIFIG et al., 2017).

O impacto negativo de Escovopsis foi notado, principalmente, em colonias de
laboratério. Esse fungo provoca o retardo no crescimento da colonia, ja que ocasiona
decréscimo no acumulo de biomassa do jardim de fungo, com consequente diminui¢do na
producao de larvas, pupas e operarias (CURRIE, 2001a). Ainda, Escovopsis pode devastar
rapidamente o jardim de fungo, ocasionando a morte da colonia, o que faz dele um parasito
destrutivo e virulento (CURRIE, 2001a,b). Currie et al. (1999a) registraram que o patdégeno
pode causar esses danos mesmo na presenca das operarias.

O mecanismo pelo qual Escovopsis parasita o hospedeiro ainda nao esta esclarecido.
Evidéncias sugerem que esse ¢ um fungo micoparasito, o qual obtém nutrientes
exclusivamente do micélio do fungo mutualista (CURRIE et al., 1999a). Reynolds e Currie
(2004) sugerem que Escovopsis atua como um parasito necrotrofico, ou seja, libera
metabolitos ativos que destroem o fungo mutualista antes de ocorrer o contato entre as hifas,
nutrindo-se dos produtos resultantes desse processo. Porém, Marfetan et al. (2015)
observaram que alguns isolados de E. weberi apresentam estruturas especificas (como
ganchos) que facilitam o parasitismo das hifas do fungo mutualista. Esses autores observaram,
portanto, que o parasitismo ocorre somente apds o contato, pelo qual reclassificaram
Escovopsis como um fungo destrutivo biotroéfico. Até o momento € sabido que Escovopsis
necessita do contato com as hifas do fungo mutualista e produz substancias bioativas que
destroem as hifas do hospedeiro (VARANDA-HAIFIG et al., 2017).

Encontrado nos jardins de quase todas as formigas atineas, o parasito apresenta
frequéncia de ocorréncia variavel (de 27 a 75 % das colonias). E sabido que o parasito
apresenta maior frequéncia em jardins de formigas derivadas, quando comparado com jardins
das formigas basais. A frequéncia de infeccdo também ¢ maior em partes velhas do jardim,
quando comparadas com as partes mais novas deste (CURRIE, 2001b). A frequéncia de
infeccdo ¢ maior em coldnias novas (1 a 2 anos de idade), quando comparada com coldnias
mais velhas (maiores que 5 anos; CURRIE et al., 1999a; CURRIE, 2001b). Embora essas
observagodes revelaram variagdes na ocorréncia de Escovopsis, ¢ sabido que essas variagdes
também estdo relacionadas com as diferencas de regido geografica e de métodos de deteccao

empregados pelos diferentes autores (CURRIE, 2001b; RODRIGUES et al., 2011).
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Devido a ocorréncia em quase todos os géneros de formigas cultivadoras de fungos,
foi sugerido uma coevolugdo tripartida entre as formigas, o fungo mutualista e o parasito
Escovopsis (CURRIE et al., 2003). Tal proposta de coevolu¢ao sugere que linhagens do
parasito estdo exclusivamente associadas com diferentes grupos de formigas € com seu
respectivo fungo mutualista (CURRIE et al., 2003). Entretanto, tal coevolucao foi pontuada
por varios eventos de trocas (host-switching) entre o parasito e o hospedeiro.

Gerardo et al. (2004) avaliaram a especificidade parasito—hospedeiro com analises
filogenéticas e experimentos com jardins de fungo. Os autores concluiram que (i) no género
Cyphomyrmex (atinea basal) existe uma correspondéncia filogenética entre parasitos e
hospedeiros (fungo mutualista), mas ndo com a formiga; (ii) a infeccdo do jardim é mais
provavel por parasitos nativos, entretanto jardins podem ser infectados por Escovopsis ndo-
nativos as colonias; e (iii) a especializagdo de Escovopsis depende da propria capacidade de
superar as defesas do jardim. Por exemplo, os comportamentos de weeding ¢ grooming, bem
como a producdo de antibidticos por actinobactérias, pode apresentar especificidade frente a
diferentes linhagens de Escovopsis. Isto explica porque algumas linhagens do patdégeno estdo
restritas a um namero limitado de hospedeiros.

Taerum et al. (2007) reconstruiram a filogenia de Escovopsis provenientes de colonias
de formigas cortadeiras de folhas. Os resultados obtidos nesse estudo demonstraram que
jardins de fungo de Atta e Acromyrmex compartilham linhagens de Escovopsis. Ainda, esse
estudo reforgou o esquema de especificidade proposto por Currie et al. (2003), pois
Escovopsis que infectam jardins de formigas cortadeiras ndo sdo compartilhados com jardins
de outras formigas derivadas (Trachymyrmex e Sericomyrmex). Entretanto, Meirelles e
colaboradores (2015b) demonstraram o contrario do observado por Taerum et al. (2007), pois
formigas derivadas cortadeiras e ndo-cortadeiras de folhas também compartilham infec¢des
por linhagens semelhantes de Escovopsis.

Diferente dos trabalhos que exploraram padrdes de especificidade parasito-hospedeiro,
Elizondo-Wallace et al. (2014) encontraram padrdes de viruléncia associados com a filogenia
do parasito. Andlises filogenéticas de 30 isolados de Escovopsis provenientes de jardins de A.
cephalotes revelaram a formagdo de dois clados, um compreendendo Escovopsis mais
virulentos e outro com isolados menos virulentos. Os autores demostraram que a maior
viruléncia observada em alguns isolados em ensaios in vitro (em placa de Petri), quando
comparado com experimento realizado diretamente no jardim de fungo, poderia ser atribuida
a auséncia de defesas do hospedeiro, ou seja, as formigas e as bactérias produtoras de

antibiotico que auxiliam o hospedeiro a se proteger de Escovopsis.
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Alguns estudos abordam defesas ou susceptibilidade do hospedeiro com diferentes
pontos de vista. Currie et al. (1999a) atribuem a elevada prevaléncia de Escovopsis em
colonias de formigas atineas derivadas a baixa variabilidade genética do fungo mutualista, o
que o faz mais susceptivel, possibilitando a especializagdo do parasito. Por outro lado,
Gerardo et al. (2004) atribuiram exce¢des no padrio de infec¢do a um aumento na
susceptibilidade do hospedeiro, devido a multinfec¢do por mais de um parasito. Além disso,
sugerem que a menor susceptibilidade em alguns jardins estd relacionada com algum
componente da matriz do mesmo (provavelmente o microbioma associado), o qual esta
melhor adaptado para inibir Escovopsis. Gerardo et al. (2006a) afirmam que isolados de
Escovopsis infectam com maior rapidez hospedeiros mais susceptiveis. Além disso variagdes
tanto na infectividade do Escovopsis, quanto na susceptibilidade do cultivar foram observadas
em interagdes do parasito com o fungo mutualista de Cyphomyrmex (BIRNBAUM;
GERARDO, 2016). Nesse contexto, a inten¢do do presente trabalho foi tentar compreender a
viruléncia da interagdo parasito-hospedeiro como uma combinagdo da susceptibilidade do
hospedeiro e a infectividade do parasito. Para tanto, ¢ importante definir os conceitos de

susceptibilidade, infectividade e viruléncia.

2.4. Interagdo parasito-hospedeiro. defini¢do de conceitos

Com a intencao de avaliar e comparar varios fatores que afetam a interagdes parasito
(fungo) - hospedeiro (fungo), Butler (1957) elaborou um indice de susceptibilidade do
hospedeiro. O autor classificou os hospedeiros em Tipo 0 (imune), Tipo 1 (resistente), Tipo 2
(ligeiramente susceptivel), Tipo 3 (susceptivel) e Tipo 4 (muito susceptivel). O tipo 0 ¢ a
classificagdo para a ndo ocorréncia de interacdo. Ja os tipos 1 a 4 descrevem os niveis
crescentes de atividade do parasito, referente ao tamanho e ramificagdes das hifas, formagao
de estruturas de enrolamento caracteristicas do parasito, e em qual proporcdo estas hifas e
estruturas atingem o hospedeiro.

Taylor e Sasser (1978), no estudo da interacdo parasito (nematdodeo) — hospedeiro
(planta) classificaram os hospedeiros com base na reproducdo em: “altamente resistente”,
quando o parasito consegue se reproduzir menos que 2%, quando comparado com um
hospedeiro susceptivel; “moderadamente resistente” entre 10 e 20% e “ligeiramente
resistente” acima de um 50%. Ja, Khanna e Yadav (2004) também estudando a interacao
parasito (nematodeo) — hospedeiro (planta), definiu que o hospedeiro ¢ susceptivel quando

este ndo oferece nenhuma resisténcia, permite o parasito penetrar, se alimentar, metabolizar,
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crescer e se reproduzir, sempre causando a doenca. Quando o hospedeiro impede qualquer
uma dessas acdes do patdgeno, sinaliza que a resisténcia por parte do hospedeiro. Os autores
referem a existéncia de varios niveis de resisténcia entre um hospedeiro susceptivel e um
imune, em alguns desses niveis a doenca pode ndo ser manifestada. Segundo Antonovics et al.
(2013), susceptibilidade ¢ o inverso de resisténcia; e resisténcia ¢ a habilidade do hospedeiro
de prevenir ou reduzir a probabilidade de uma infecgao.

Levando em consideracao esses estudos podemos dizer que um hospedeiro € resistente
quando este consegue restringir, em algum grau, a atividade do parasito. Isto resulta em
auséncia ou inibi¢ao do efeito deletério causada pelo parasito. Ainda, quando o hospedeiro ¢
resistente o parasito consegue interagir com o hospedeiro, mas ndo consegue se reproduzir e
nem sustentar o crescimento. Entretanto, um hospedeiro ¢ considerado susceptivel, quando
este permite o desenvolvimento parcial ou total de algumas ou todas as atividades do ciclo de
vida do parasito. Isto resulta em mudangas morfoldgicas e fisiologicas do hospedeiro que se
manifestam como sintomas resultantes da doenga.

Conhecendo que na literatura tanto o termo resisténcia, quanto o termo
susceptibilidade sdao aceitos para se referir ao hospedeiro, no presente trabalho adotamos o
termo “susceptibilidade”, para permitir a comparagdo com os estudos de Currie et al. (1999a),
Gerardo et al. (2004, 2006a) e Birnbaum e Gerardo (2016).

Infectividade, segundo Antonovics et al. (2013), ¢ a habilidade do parasito em infectar,
crescer e se multiplicar no hospedeiro, independente da severidade da doenga resultante. J& o
termo viruléncia ¢ amplamente empregado como uma propriedade do parasito para se referir a
severidade com que este causa a doenca (CASADEVALL; PIROFSKI, 1999). Porém, o
parasito depende de um hospedeiro susceptivel para expressar sua viruléncia.
Contraditoriamente, a viruléncia sempre foi tratada como uma caracteristica do parasito e
avaliada, em muitos casos, pelos danos causados no hospedeiro. Jaenike (1996) observou que
como resultado da interacdo de um parasito com trés hospedeiros diferentes, foram
observados diferentes niveis de viruléncias. Isto demonstra que, embora a expressao génica do
parasito seja a mesma, as condi¢gdes ambientais € as do hospedeiro modulam a viruléncia
(POULIN; COMBES, 1999). Portanto, viruléncia ndo ¢ uma qualidade dependente somente
do parasito, mas sim o resultado final da complexa e dinamica interagdo parasito-hospedeiro
(POULIN; COMBES, 1999; CASADEVALL; PIROFSKI, 2001). No nosso trabalho o termo
viruléncia € somente utilizado em relacdo ao resultado final da interagdo parasito-hospedeiro.
Na discussdo do presente estudo, identificamos o termo viruléncia entre aspas para identificar

que o termo foi utilizado por outros autores referindo-se somente a agao do parasito.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar como a susceptibilidade do fungo mutualista e a infectividade de Escovopsis

determinam a viruléncia dessa interagao.

3.2. Especificos

e Avaliar a susceptibilidade dos fungos mutualistas de formigas cortadeiras e nao-

cortadeiras de folhas, frente a Escovopsis provenientes dessas mesmas formigas.

e Averiguar se a infectividade de Escovopsis esta relacionada com a taxa de crescimento

deste.

e Avaliar como a complexidade das associacdes que ocorrem no jardim de fungo interfere

na viruléncia da interagdo patdgeno-hospedeiro.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Origem e manutengdo dos fungos

Os isolados de Escovopsis foram obtidos de diferentes espécies de atineas derivadas
em estudos prévios (RODRIGUES et al., 2005; 2008; MEIRELLES et al., 2015a,b). A
colecdo de Escovopsis compreende 153 linhagens, preservadas em suspensdo de esporos em
glicerol 10% a — 80 °C, no Laboratorio de Ecologia e Sistematica de Fungos (LESF), Rio
Claro, SP. No presente estudo foram utilizados 21 isolados (Tabela 1) todos provenientes de
diferentes colonias de formigas cortadeiras (Atta e Acromyrmex) e nao-cortadeiras
(Trachymyrmex).

Os isolados foram selecionados baseando-se nos resultados obtidos por Meirelles et al.
(2015b), escolhendo aqueles fungos distribuidos nos nove clados filogenéticos encontrados
por esses autores. Tal escolha priorizou: isolados de Escovopsis nativos de um género de
formiga (p. ex.: isolados de ninhos de Affa) que se agruparam em um clado no qual a maior
parte dos representantes sdo Escovopsis isolados de outro género de formiga (p. ex.:
Trachymyrmex). Isso que significa que um isolado de Escovopsis proveniente de colonia de
Trachymyrmex sp. se agrupa filogeneticamente com vdarios isolados de Escovopsis
provenientes de colonias de A#fa. Adicionalmente, selecionamos isolados encontrados em
clados nos quais se agruparam isolados exclusivos de uma tnica localidade geografica.

Para a reativagdo, os esporos foram transferidos dos tubos mantidos a - 80 °C para o
meio batata-dextrose agar (BDA). As placas foram incubadas a 25 °C, durante sete dias, no
escuro. ApoOs reativacdo, todas as culturas foram avaliadas quanto a pureza. Uma colegdo de
trabalho foi mantida em tubos com meio BDA inclinado a 10 °C, com transferéncias a cada
quatro meses para novos tubos. Neste estudo foram utilizados dois isolados de fungos
mutualistas: (1) L. gongylophorus FF2006, obtido de uma colonia de laboratorio de Atta
sexdens rubropilosa (formiga cortadeira), mantida no Centro de Estudos de Insetos Sociais
(CEIS, UNESP, Rio Claro, SP) e (i1) um isolado de fungo de uma colénia de Trachymyrmex
sp. (formiga nao-cortadeira), coletado no Campus da UNESP, Rio Claro, SP. No caso deste
isolado, fragmentos do jardim de fungo de Trachymyrmex sp. sem operarias ou larvas foram
semeados em meio BDA suplementado com cloranfenicol e incubados a 25 °C, durante 20
dias (no escuro). Os fragmentos foram monitorados diariamente e aqueles que nao

apresentaram contaminagdo foram considerados como cultura pura.
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Tabela 1. Isolados de Escovopsis (n= 21) provenientes de jardim de fungo de colonias de formigas
cortadeiras (géneros Atta e Acromyrmex) e ndo-cortadeira (género Trachymyrmex) de folhas.

Codigo' Codigo>  Formiga Colonia Local de coleta (cidade-estado)
018 NL002 Atta capiguara N66 Botucatu - SP
858 BAO0O1 Atta cephalotes BMSR120702-01(FL1) Camacan - BA
022 ES003 Atta cephalotes SES040121-01 Frei Caneca - PE
037 ES033 Atta cephalotes CTL110912-05 Parauapebas - PA
325 BA004 Atta cephalotes BMSR120703-01(FL5) Camacan - BA
326 BA006 Atta cephalotes BMSR120803-01(CA10) Camacan - BA
315 NLO007 Atta sexdens N68 Botucatu - SP
021 ES002 Atta sexdens N-Ale Rio Claro - SP
045 RS076 Acromyrmex coronatus ~ AOMB130904-04 Vacaria - RS
044 RS061 Acromyrmex heyeri AOMB110904-15 Pelotas - RS
050 SES008  Acromyrmex sp. SES081007-01 Faz. Sdo Sebastido - RO
106 SES006  Trachymyrmex dichrous  SES080922-02 E.E.Panga, Uberlandia - MG
052 SES010  Trachymyrmex diversus ~ SES090109-04 Camp 41, Manaus - AM
318 ES029 Trachymyrmex sp. WGPMO091021-01 Palmas - TO
051 SES009  Trachymyrmex sp. SES081108-04 Palmeiras - BA
135 SES003  Trachymyrmex sp. CTL080820-02 E.E.Panga, Uberlandia - MG
049 SES007 Trachymyrmex sp. SES080921-03 E.E.Panga, Uberlandia - MG
316 ES001 Trachymyrmex sp. TR-117 Rio Claro - SP
317 ES026 Trachymyrmex sp. ARTDO030908-02 Rio Claro - SP
319 ES030 Trachymyrmex sp. AR091020-01 Palmas - TO
046 SES001 Trachymyrmex sp. SES080402-03 Rio Claro - SP

! Codigos LESF: Laboratorio de Ecologia e Sistematica de Fungos (UNESP, Rio Claro, SP).
2 Cédigos utilizados no trabalho de Meirelles et al. (2015b).

A colegdo de trabalho do fungo mutualista L. gongylophorus foi mantida em meio
suplementado com aveia (em g L': 10 glicose [SYNTH], 5 NaCl [SYNTH], 5 peptona
[ACUMEDIA], 10 extrato de malte [MERCK], 15 Bacto agar granulado [DIFCO], 50 aveia;
(PAGNOCCA et al., 1990) a 25 °C, no escuro, com transferéncias a cada 21 dias. O fungo

mutualista de Trachymyrmex foi mantido em meio BDA nas mesmas condi¢des. Como

critério de manutengdo de culturas vigorosas, somente aquelas com a presenca de estafilas

(conjuntos de gongilidios observados na superficie da colonia) e sem pigmentos escuros no

reverso da colonia foram mantidas na colecao.

4.2. Ensaios de co-cultivo

4.2.1. Preparagdo dos ensaios

Para avaliar a a¢do de Escovopsis frente aos fungos mutualistas foram realizados

ensaios de culturas pareadas (co-cultivo) in vitro, seguindo o método proposto por Silva et al.

(2006). Fragmentos de micélio (6 mm de didmetro) do fungo mutualista, previamente

crescido em meio BDA a 25 °C, durante 18 dias (no escuro), foram removidos e semeados a
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1,5 cm de distancia da borda de placas de Petri (90 x 15 mm) contendo meio BDA. As placas
foram incubadas a 25 °C durante 15 dias, no escuro, periodo este necessario para permitir o
crescimento do fungo mutualista nas placas experimentais. Todas as linhagens de Escovopsis
foram cultivadas previamente em meio BDA e incubadas a 25 °C, durante sete a dez dias, no
escuro. Apds incubacdo, fragmentos de micélio (6 mm de didmetro) foram removidos dessas
placas e semeados a 3,0 cm de distancia da borda da colonia do fungo mutualista. Para os
experimentos controle, somente fragmentos de micélio do fungo mutualista (controle do
mutualista) e de Escovopsis (controle do patégeno) foram semeados em placas independentes
(Figura 1). Todas as placas experimentais foram incubadas a 25 °C, durante 14 dias, no
escuro. Todos os confrontos entre os dois isolados de fungos mutualistas e os 21 isolados de

Escovopsis foram realizados com oito réplicas biologicas.

Figura 1. Método utilizado para avaliar as interacdes Escovopsis-fungo mutualista.
Controle (mutualista): apds 14 dias de crescimento na placa. Controle (Escovopsis):
patégeno (com sete dias de crescimento) inoculado no dia 0 do confronto. Confronto:
interagdo patdégeno-fungo mutualista, fungo mutualista (M) com 14 dias de crescimento na
placa e o fungo patdgeno (E) inoculado no dia 0.

Controle (Mutualista) Controle (Escovopsis) Confronto

O efeito de cada isolado de Escovopsis no crescimento do fungo mutualista e as
diferencas no crescimento do patdgeno entre o controle e o co-cultivo foram monitoradas e
registradas nos intervalos de tempo: 0, 1, 2, 3, 5, 7, 10 e 14 dias de incubagdo. Para tanto, o
verso das placas foi disposto diretamente no scanner (HP Deskjet F2050, impressora
multifuncional) e digitalizado. Apds a digitalizagdo, a area das colonias do fungo mutualista e
do patdgeno (em mm?) foram determinadas no sofiware Imagel v. 1.38 (RASBAND, 2014)
para realizar a medi¢do. Posteriormente, as medidas de area foram organizadas em planilhas

para realizar as andlises estatisticas.
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4.2.2. Avalia¢do da susceptibilidade dos fungos mutualistas e infectividade de Escovopsis

Para avaliar a susceptibilidade dos fungos mutualistas e a infectividade de Escovopsis,
as areas de crescimento micelial de ambos os fungos foram medidas no confronto ¢ no
controle. Os dados das areas de crescimento dos fungos mutualistas na presenca dos
diferentes isolados de Escovopsis foram normalizados pelo controle, permitindo assim a
comparagdo entre os isolados. Para verificar a normalidade ¢ homogeneidade de variancia
desses dados, foram utilizados os testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Os dados
ndo seguiram uma distribuicdo normal e ndo apresentaram homocedasticidade, portanto,
utilizamos o teste ndo-paramétrico de Mann—Whitney. Essas andlises foram realizadas no
programa R (versdo 3.2.2, The R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria,
2011).

Para avaliar a existéncia de associag¢do entre a susceptibilidade do fungo mutualista e a
origem dos isolados de Escovopsis foram analisados os valores slope (inclinagdo da reta)
obtidos na regressdo linear entre o tempo (dias) e os valores de crescimento (mm?) do fungo
mutualista frente a cada um dos isolados. Diferengas significativas entre os valores de slope
foram avaliadas com significancia de 5% (que indica a probabilidade da inclinagdo da reta ser
igual a um). As andlises foram realizadas no sofiware PAST 2.14 (HAMMER et al., 2001).
Os valores de slope representam uma estimativa de quanto o fungo mutualista seria inibido se
estivesse exposto a acdo do parasito por mais um dia. Nesse mesmo sofiware foram
calculados os valores de r (coeficiente de correlacdo linear de Pearson). Esse coeficiente varia
entre -1 e 1, sendo que para valores mais proximos de -1, maior ¢ a correlacdo negativa. Por

outro lado, para valores mais proximos de 1, maior ¢ a correlagdo positiva.

4.2.3. Avaliacdo da viruléncia da interacdo

A viruléncia das interacdes Escovopsis-fungo mutualista foi determinada levando em
consideracdo aquelas que causaram a maior inibi¢do na taxa de crescimento micelial do fungo
mutualista, apés 14 dias de experimento. A taxa de crescimento do fungo mutualista ¢ uma
medida que representa o resultado final da interacdo, ou seja, o quanto cada isolado do
patogeno afetou o crescimento do fungo mutualista levando em consideracao a
susceptibilidade deste. A taxa de crescimento foi calculada utilizando a férmula: crescimento
final — crescimento inicial/nimero de dias de interagdo. Utilizando a mesma foérmula, também

calculamos a taxa de crescimento de Escovopsis para avaliar a relagdo com a viruléncia das
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interagdes. Foi tomado como valor do crescimento final para Escovopsis a area do fungo no

dia que este preencheu a placa com micélio.

4.3. Ensaios em subcolonias

Uma vez caracterizada a viruléncia da interagdo patdgeno-hospedeiro in vitro, nossa
intencdo foi avaliar se essa era mantida em escala de subcoldnias, as quais apresentam a
complexidade do jardim de fungo (i.e. contendo as formigas, o fungo mutualista ¢ a rede de
interagdes microbianas). Para auxiliar nessa avaliacao foram utilizadas quatro concentragdes
de esporos na tentativa de identificar a concentracdo minima que ocasiona dano a subcolonia.

Para os experimentos foram utilizadas aproximadamente 30 coldnias (de um a dois
anos de idade) de Atta sexdens rubropilosa mantidas no CEIS/UNESP. A partir de cada
colonias, foi possivel montar trés subcolonias sem rainha, totalizando 90 subcolonias. As
subcoldnias consistiram em trés recipientes plasticos de 500 mL, interligados por tubos de
paredes grossas para evitar o corte pelas formigas. O recipiente central foi destinado ao jardim
de fungo, um recipiente lateral foi destinado para a camara de forrageamento e outro
recipiente para camara de lixo. A umidade do jardim de fungo foi mantida com uma camada
de aproximadamente 1 cm de espessura de gesso no recipiente central. Além disso, foi
aplicada uma fina camada de Teflon® (Politetrafluoretileno) nas bordas de todos os
recipientes, para evitar que as operarias deixassem as subcolonias. Para manter as subcoldnias
0 mais proximo possivel das condi¢des da colOnia original, foram adicionadas operarias de
todas as castas, bem como ovos e pupas em diversos estagios de diferenciacdo (segundo
BARCOTO et al.,, 2017). A quantidade de jardim de fungo adicionada foi padronizada
colocando entre 19 a 22 g (equivalente a 400 mL) de jardim por subcoldnia. Antes de iniciar o
experimento, as subcolOnias passaram por um periodo de aclimatagcdo de 14 dias para permitir
que as formigas voltassem as atividades normais, apos a separagao da colonia mae. Neste
periodo e durante os 14 dias de experimento as temperaturas da sala foram mantidas entre 23
e 25 °C. A cada dois dias foram oferecidas duas folhas de hibisco no recipiente de forrageio.

Para os experimentos, foram selecionados quatro dentre os 21 isolados de Escovopsis
(Tabela 2), baseado nos resultados das interagdes obtidos no item 4.2.3. As diferentes
suspensdes (Tabela 3) foram preparadas a partir de culturas de Escovopsis com sete dias de
crescimento em meio BDA. A superficie da colonia foi raspada com uma agulha de
inoculagdo e o material obtido (micélio e esporos) foi suspendido em 10 mL de Tween 80 a

0,05%. A suspensao foi agitada durante 2 minutos e, em seguida, filtrada de acordo com o
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método de Newmeyer (1990) para separar os esporos dos fragmentos de hifas presentes na
suspensdo. Apds a filtracdo, a suspensdo foi diluida até as quatro concentragdes para cada
isolado (Tabela 3), determinadas em camara de Neubauer.

Nos ensaios foram utilizados 16 grupos de tratamento ¢ um grupo controle, cada um
contendo cinco subcolonias selecionadas aleatoriamente. Um volume de 1 mL de suspensao
de esporos foi inoculado na superficie do jardim de fungo com auxilio de um borrifador. O

grupo controle recebeu 1 mL de solu¢do de Tween 80 a 0,05%.

Tabela 2. Dados dos isolados de Escovopsis
utilizados nos ensaios com subcoldnias.

Codigo!  Formiga Clado?
021 Atta sexdens \Y

315 Atta sexdens I

046 Trachymyrmex sp. 1

318 Trachymyrmex sp. 1l

I Codigos LESF: Laboratério de Ecologia e Sistematica de
Fungos (UNESP, Rio Claro, SP).
2 Segundo filogenia publicada por Meirelles et al. (2015b).

Tabela 3. Concentragdo de esporos (por mL) de Escovopsis utilizadas nos ensaios com as
subcolonias de Atta sexdens rubropilosa.

Isolado' 103 10* 10° 108
021 2 4,5 3,0 2,1
315 2 4.3 32 2,2
046 3 4,3 3,0 2,2
318 2 4,6 3,1 2,1

! Codigos LESF: Laboratério de Ecologia e Sistematica de Fungos (UNESP, Rio Claro, SP).

Os efeitos dos tratamentos nas subcoldnias foram avaliados mediante a observagao (i)
das condigdes gerais do jardim, (ii) quantidade de lixo acumulado, (iii) forrageamento e (iv)
cultivo de um novo jardim de fungo (Tabela A1)?. Tal avaliagio seguiu o sistema de escores
proposto por Barcoto et al. (2017). Para avaliar diferencas significativas entre estes
parametros por dia de avalia¢do considerando os grupos tratamento e controle, foi utilizado o

teste estatistico de Friedman’s two-way ANOVA no R.

2 Todas as Tabelas e/ou Figuras referidas com “A” na frente do niimero correspondem a anexos que

fazem parte do presente trabalho.
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5. RESULTADOS

5.1. Ensaios de co-cultivo

5.1.1. Susceptibilidade dos fungos mutualistas

Todos os 21 isolados de Escovopsis inibiram significativamente o crescimento
micelial de L. gongylophorus e do fungo mutualista de Trachymyrmex sp. até o quinto dia de
experimento, quando comparados com o controle (Mann—Whitney, P< 0,05, Tabelas A2 e
A3). A diminui¢do no crescimento dos fungos mutualistas continuou até 14 dias de intera¢ao
com o patogeno (Figuras Al e A2).

Do total de isolados, 15 (oito de formigas cortadeiras e sete de formiga ndo-cortadeira)
inibiram o crescimento micelial de L. gongylophorus a partir do segundo dia de experimento
(Tabela A2). Por outro lado, o fungo mutualista de 7rachymyrmex sp. foi inibido
significativamente j& no primeiro dia de interagdo frente a cinco isolados de Escovopsis (dois
de formigas cortadeiras e trés de formiga ndo-cortadeira, Mann—Whitney, P< 0,05, Tabela
A3). Até o segundo dia de experimento, um total de 17 isolados de Escovopsis inibiram
significativamente o fungo cultivado por Trachymyrmex sp. (Tabela A3).

Os valores de slope da regressdao linear indicam que o fungo mutualista de
Trachymyrmex sp. ¢ mais suscetivel que L. gongylophorus (Figura 2). Esses valores
representam o resultado final (apés 14 dias de experimento) de cada interagdo entre
Escovopsis e os fungos mutualistas. Acima da média estdo os isolados de Escovopsis que
provocaram maior inibi¢do no crescimento dos fungos mutualistas e abaixo estdo
representados os isolados que pouco afetaram o crescimento dos fungos mutualistas (Figura
2). E possivel observar que as interagdes entre os 21 isolados de Escovopsis e o fungo
mutualista de Trachymyrmex foram as mais virulentas, na maioria dos confrontos (17 de 21
i1solados localizados acima da média).

Ainda, ¢ possivel observar que a inibicao de L. gongylophorus e o fungo mutualista de
Trachymyrmex sp. ndo estd relacionada a origem do patdgeno (i.e. formiga cortadeira ou

formiga nao-cortadeira de folhas, Figura 2).
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Figura 2. Valores de slope obtidos da regressao linear entre o tempo (em dias) e o
crescimento (em mm?) de Leucoagaricus gongylophorus e o fungo mutualista de
Trachymyrmex sp. frente a 21 isolados de Escovopsis. No eixo Y aparecem os valores de
slope. A linha preta representa a média dos valores de slope. Encontram-se representados
em laranja as interagdes entre L. gongylophorus-Escovopsis € em azul as interagdes entre
o fungo de Trachymyrmex-Escovopsis. Os circulos e quadrados representam Escovopsis
provenientes de colonias de formigas cortadeiras e ndo-cortadeiras de folhas,
respectivamente.
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Também foram observadas mudancgas na coloracdo do meio de cultivo e dos fungos
mutualistas (Figura 3). Em algumas das interacdes com L. gongylophorus foi observada a
perda da opacidade ou da cor do fungo mutualista, este tornando-se quase transparente
(Figura 3). Observa-se que o fungo mutualista comeca a perder a coloracio mesmo sem o
contato com o patogeno (Figuras 3F-G). A perda de opacidade foi exclusivamente observada

em confrontos com L. gongylophorus.

5.1.2. Infectividade de Escovopsis

Todos os isolados de Escovopsis cresceram significativamente mais rapido na
presenca de ambos os fungos mutualistas, do que na auséncia destes (P< 0,05, Tabelas A4 e
AS5). Nos confrontos Escovopsis-L. gongylophorus, 19 isolados cresceram significativamente
mais rapido na presenga do fungo mutualista no primeiro dia de experimento, quando

comparado com o controle (P< 0,05, Tabela A4). Os dois isolados restantes apresentaram
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diferengas significativas no crescimento a partir do segundo dia de incubacao (Tabela A4). Ja
nos confrontos Escovopsis-fungo mutualista de Trachymyrmex sp., todos os isolados de
Escovopsis cresceram significativamente mais rapido na presenga do fungo mutualista j& no
primeiro dia de experimento, quando comparado com o controle (P< 0,05, Tabela AS5). Esses
resultados indicam que Escovopsis obtidos de colonias de formigas cortadeiras e ndo-

cortadeiras de folhas ndo apresentam diferengas na especificidade.

Figura 3. Variagcdes na coloragdo do meio de cultivo e dos fungos
mutualistas resultantes da interagdo com diferentes isolados de Escovopsis.
A e E: Escovopsis sp. LESF 045 e Escovopsis sp. LESF 021 provocaram
pouca alteracdo; B:  Escovopsis sp. LESF 318 provocou alteracdes
medianas; C: Escovopsis sp. LESF 046 provocou bastante alteracdo. F e G:
perda de coloragdo nas interagdes com os isolados Escovopsis sp. LESF 315
e LESF 049, respectivamente. D e H: Controle do fungo mutualista de
Trachymymex sp. e de Leucogaricus gongylophorus, respectivamente.

Nos confrontos foram observados trés padrdes de infectividade: dois deles, “atracao
sem inibi¢do” e “atracdo com inibicdo” foram observados para ambos os fungos mutualistas.
J& o terceiro padrdo “sem atragdo e sem inibi¢do” somente foi observado nos confrontos com
o fungo mutualista de Trachymyrmex sp. (Figura 4). Entretanto, ressalta-se que o grau de
atracdo ou inibicdo pode variar dependendo da rapidez de crescimento de um isolado de
Escovopsis em particular; isso foi evidente comparando com o grupo controle (Figura 4). Por
exemplo, o isolado LESF 021 ¢ atraido, porém mais vagarosamente em relagdo aos outros
isolados que apresentaram o mesmo padrdo de infectividade (Figura 4). As interacdes de
LESF 051 e LESF 052 mostraram padrdes de infectividade de “atracdo com inibi¢dao”, porém
o fungo mutualista inibiu o isolado LESF 052 antes do contado micelial e, no dia 14, o

patdégeno ndo cobriu a colonia do hospedeiro. Ja frente ao isolado LESF 051, o fungo
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mutualista formou um halo de inibigdo ao redor da coldnia, o qual impediu o crescimento do
patoégeno durante 10 dias, porém até o décimo quarto dia, o patdégeno cresceu em toda a placa
e sobre a colonia do fungo mutualista. Embora essas diferencas mostrem que os fungos
mutualistas inibem com diferentes intensidades os diferentes isolados de Escovopsis, neste
trabalho isso foi considerado como uma variagdo dentro do mesmo padrao de infectividade. O
isolado LESF 018 n3o mostrou nenhuma reacao frente ao fungo mutualista, pois cresceu do

mesmo modo no controle e nos confrontos.

5.1.3. Viruléncia da interagdo entre o fungo mutualista e Escovopsis

Para avaliar a viruléncia, aqui entendida como o resultado das intera¢des patdgeno-
hospedeiro, foram utilizadas as taxas de crescimento dos fungos mutualistas frente a cada um
dos 21 isolados de Escovopsis, ap6s 14 dias de experimento. As interagdes mais virulentas
ocorreram sempre com o fungo mutualista de Trachymyrmex sp., pois as taxas de crescimento
apresentaram valores negativos (Figura 5A). Isso significa que o fungo diminuiu de tamanho
no decorrer do experimento em consequéncia da interacdo com Escovopsis. Em contrapartida,
as taxas de crescimento de L. gongylophorus foram positivas, exceto nas interagdes com 0s
isolados LESF 106 e LESF 315 (Figura 5A).

Nao observamos um padrido que permitiu relacionar a taxa de crescimento de
Escovopsis com a viruléncia das interacdes. Enquanto alguns isolados do patogeno
apresentaram taxas de crescimento semelhantes, a inibi¢do dos fungos mutualistas por esses
isolados foram opostas (Figura 5B). Por exemplo, as taxas de crescimento de L.
gongylophorus e do fungo mutualista de Trachymytrmex sp. frente ao isolado LESF 049
foram positivas e negativas, respectivamente (Figura 5SA). Por outro lado, o isolado LESF 135
apresentou taxa de crescimento elevada e que proporcionou uma maior inibi¢do dos fungos

mutualistas (Figura 5B).
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Figura 4. Padrdes de infectividade de Escovopsis frente ao fungo mutualista Leucoagaricus
gongylophorus. Interagdes entre L. gongylophorus e Escovopsis sp. (LESF 021 e LESF 051)
e o fungo mutualista de Trachymyrmex sp. € Escovopsis sp. (LESF 018 e LESF 052).
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Figura 5. A: Taxas de crescimento de Leucoagaricus gongylophorus ¢ do fungo mutualista de
Trachymyrmex sp. frente a 21 isolados de Escovopsis, apos 14 dias de experimento. B: Taxa
de crescimento dos 21 isolados de Escovopsis frente a ambos os fungos mutualistas. Em azul
estdo representadas as taxas de crescimento do patdégeno na interagdo com L. gongylophorus e
em laranja, as taxa de crescimento na interacdo com o fungo mutualista de Trachymyrmex sp.

O eixo “y” representada as taxas de crescimento (em mm?) e os niimeros nos marcadores
representam os codigos de cada isolado de Escovopsis.
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5.2. Ensaios em subcolonias

Apenas quatro dentre as 90 subcoldnias morreram quando tratadas com diferentes
concentragdes de esporos de Escovopsis. Dessas quatro subcoldnias, duas foram tratadas com
esporos do isolado LESF 046 e duas com esporos do isolado LESF 318. Em ambos os casos,
as subcoldnias morreram com os extremos de concentragdes de esporos utilizadas. Nenhuma
subcolonia tratada com esporos dos isolados LESF 021 e LESF 315 morreu. A selecao desses
quatro isolados foi realizada com base nos dados da tabela 2, nos padrdes de reconhecimento
do hospedeiro e nas diferencas da coloragdo proporcionadas nos experimentos in vitro.

Conforme o esperado, observamos diferengas significativas nas condigdes gerais das
subcolonias, quando tratadas com diferentes concentragdes de esporos. Para todos os isolados,
a concentragio de 10° esporos mL™! foi a Unica que provocou alteracdes significativas
prolongadas nas condi¢des gerais das subcolonias (Figura 6). Por outro lado, a concentragdo
de 10° esporos mL!, independente do isolado, ndo provocou alteracdes significativas nas
condi¢cdes gerais das subcolonias (Figura 6). A unica excecdo foi o isolado LESF 318 que
provocou alteracdes significativas no sexto dia, quando comparado com o controle, nessa
concentragdo (Figura 6B).

As interagdes menos virulentas foram observadas com o isolado LESF 021, o qual
somente ocasionou alteracdes nas condi¢des das subcoldnias na concentracdo 10° esporos mL-
!, Entretanto, mesmo nessa concentracdo as subcolonias conseguiram se recuperar apds 10
dias de tratamento (Figura 6C). Ja a interacdo mais virulenta foi observada com o isolado
LESF 046, o qual provocou alteragdes prolongadas nas condigdes das subcolonias nas
concentracdes 10° e 10° esporos mL™! (Figura 6A). Os demais isolados somente provocaram
alteragdes prolongadas nas subcoldnias na concentragdo de 10° esporos mL™! (Figura 6).

Diferencas significativas no forrageamento das subcolOnias foram observadas em
apenas dois tratamentos com esporos de Escovopsis. A concentracio de 10° esporos mL™! foi a
unica que provocou alteracdes no forrageamento, em pelo menos um dia de experimento,
para todos os isolados do patégeno (Figura 7). Na concentracdo 10° esporos mL!, o forrageio
s foi afetado quando tratado com esporos do isolado LESF 046 (Figura 7A).

Embora foram observadas alteracdes nas condi¢des das subcolonias tratadas com
esporos dos isolados LESF 046 e LESF 318, as formigas mantiveram niveis de corte de folhas
semelhantes ao controle. Nessas subcolonias, as formigas construiram novos jardins de fungo

nas camaras destinadas ao forrageio. Geralmente esses novos jardins foram construidos em
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decorréncia do abandono do jardim inicial. Também ndo observamos diferengas na
quantidade de lixo produzido nas subcoldnias tratadas com esporos dos quatro isolados de
Escovopsis.

Figura 6. Alteracdes nas condi¢des das subcoldnias de Atta sexdens rubropilosa tratadas com
diferentes concentracdes de esporos de Escovopsis A: isolado LESF 046, B: LESF 318, C:
LESF 021 e D: LESF 315. Considerando cada dia, os marcadores em vermelho indicam
diferencas significativas entre os tratamentos e o controle.
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Figura 7. Alteracdes nos niveis de forrageio de Atta sexdens rubropilosa apos inoculagdo de
esporos de Escovopsis. A: isolado LESF 046, B: LESF 318, C: LESF 021 e D: LESF 315.
Considerando cada dia, os marcadores em vermelho indicam diferengas significativas entre os
tratamentos e o controle.
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Diferencas significativas nas condi¢cdes das subcolonias foram pronunciadas quando
tratadas com esporos de Escovopsis provenientes de colonias de Trachymyrmex sp. em
comparagdo com os isolados provenientes de colonias de Atta. Os Ultimos provocaram
declinio das condi¢des das subcolonias, porém essas se recuperam até o fim do experimento.
Por outro lado, danos significativos nas subcoldnias perduram até o fim do experimento nos
tratamentos com esporos de Escovopsis provenientes de Trachymymex sp. (Figura 8A).

A diminuicdo nos niveis de forrageio causada pelos isolados de Escovopsis
provenientes de colonias de Trachymyrmex sp. € A. sexdens foram discrepantes. Frente aos
isolados de Escovopsis provenientes de A. sexdens o forrageio foi afetado significativamente,
quando comparado com o controle desde o primeiro dia até o oitavo dia. Por outro lado, a
diminui¢do nos niveis de forrageio provocada pelos isolados provenientes de colonias de
Trachymyrmex sp. foi quase nula, sendo que diferencas foram observadas somente no terceiro
dia (Figura 8B).

Interessante foi observar diferencas na constru¢do de jardins novos quando
comparamos subcolonias tratadas com esporos de Escovopsis de ambos os géneros de
formigas. Um maior nimero de jardins novos foram observados desde o terceiro dia até o fim
do experimento nas subcoldnias tratadas com esporos de Escovopsis sp. LESF 046 e LESF
318 (Trachymyrmex sp.). Por outro lado, ndo houve diferengas significativas no nimero de
novos jardins construidos nas subcoldnias tratadas com esporos de Escovopsis sp. LESF 021 e

LESF 315 (4. sexdens, Figura 8C).



Figura 8. Alteragdes nas condigdes do jardim (A),
niveis de forrageio (B) e construcdo de jardins novos
(C) apods tratamento com esporos de Escovopsis em
subcolonias de Atta sexdens rubropilosa. Os isolados
de Escovopsis foram agrupados segundo sua origem:
LESF 046 e LESF 318 (Trachymyrmex sp.) e LESF 021
e LESF 315 (Atta sexdens). Os marcadores em
vermelho indicam diferencas significativas entre o
tratamento e o controle
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6. DISCUSSAO

A viruléncia das interagdes patogeno-hospedeiro pode ser avaliada como o resultado
da susceptibilidade do hospedeiro e da infectividade do patdgeno. Esses dois fatores permitem
caracterizar quais interacdes sdo mais ou menos virulentas. Nesse trabalho demonstramos,
pela primeira vez, que a susceptibilidade do fungo mutualista determina a viruléncia da
interacdo com Escovopsis, diferente do que se pensava anteriormente. Além disso,
observamos que a complexidade dos jardins de fungo (i.e. fungo mutualista, microbioma
associado e as operarias) impede que acdo do patdogeno leve as subcolonias a morte, ao
contrario do observado nos experimentos in vitro. Baseado nesses resultados concluimos que
Escovopsis pode ser considerado um patdégeno oportunista dos jardins das formigas
cultivadoras de fungos.

Segundo Casadevall e Pirofski (1999) os patégenos podem ser classificados em seis
classes. Segundo nossos resultados, Escovopsis corresponde aos patogenos da classe 1. Esses
sdo também conhecidos como patégenos oportunistas, pois causam a doenca somente em
organismos com sistema imunoldgico debilitado (no nosso caso, a saude da colonia
comprometida). Esses organismos raramente ocasionam infec¢des com sintomas visiveis em
individuos saudaveis, pois apresentam uma baixa infectividade intrinseca.

L. gongylophorus e o fungo mutualista de Trachymyrmex sp. sdo susceptiveis a
infecc¢do por Escovopsis. A inibi¢do do crescimento micelial de L. gongylophorus também foi
relatada em outros estudos frente a isolados de Escovopsis, Escovopsioides, Acremonium
kiliense e Trichoderma harzianum (SILVA et al., 2006; FOLGARAIT et al., 2011a; OSTI,
2016; VARANDA-HAIFIG et al., 2017). Entretanto, nesses estudos os autores interpretaram
tal inibi¢do como resultado da “viruléncia” do parasito. Diferente disso, no presente trabalho
consideramos os niveis de inibicdo do crescimento micelial do fungo mutualista como
indicativo da susceptibilidade do hospedeiro. Portanto, demonstramos que o fungo mutualista
de Trachymyrmex sp. € mais susceptivel a infeccdo por Escovopsis, quando comparado com
L. gongylophorus.

As diferencas observadas na susceptibilidade dos dois fungos mutualistas podem ser
atribuidas aos mecanismos de defesa do hospedeiro. Gerardo et al. (2006 a,b) encontraram
que fungos mutualistas cultivados por Apterostigma produzem compostos quimicos que
inibiram varios isolados de Escovopsis nativos (provenientes de colonias de Apterostigma) e
ndo-nativos (provenientes de colonias de outros géneros de atineas). Neste trabalho, ndo foi

avaliada a producdo de compostos quimicos, contudo as mudancas observadas na coloragao
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do meio de cultivo e do fungo mutualista sugerem a liberacdo de metabdlitos por parte do
hospedeiro e do patogeno. Este mecanismo poderia ser uma possivel explicacdo para as
diferencas na susceptibilidade observadas. Adicionalmente, corroborando os resultados da
regressdao linear, as taxas de crescimento mostraram que, independente do isolado de
Escovopsis, o fungo mutualista de Trachymyrmex sp. sempre foi o mais susceptivel. As taxas
de crescimento do cultivar de Trachymyrmex sp. nos confrontos foram sempre negativas,
enquanto que de L. gongylophorus foram positivas em 19 dentre os 21 confrontos. Esses
resultados sugerem que as defesas do fungo mutualista s3o as maiores responsaveis pelo
resultado final da interagdo com Escovopsis.

Curiosamente, os resultados obtidos referentes a susceptibilidade do hospedeiro nao
eram esperados. L. gongylophorus ¢ mantido pelas formigas cortadeiras como um clone
assexual e domesticado ha, aproximadamente, 8 a 12 milhdes de anos (SCHULTZ; BRADY,
2008). Portanto, esse fungo apresenta uma variabilidade genética restrita (CHAPELA et al.,
1994; ELIZONDO-WALLACE et al.,, 2014). Embora os cultivares de Trachymyrmex sp.
apresentem uma variabilidade genética menor que os cultivares de formigas atineas basais,
esses apresentam uma variabilidade genética maior que L. gongylophorus (DE FINE LICHT;
BOOMSMA, 2014). Entao, seria esperado que os cultivares de Trachymyrmex sp. fossem
menos susceptiveis a infec¢do por parasitos, entretanto, nds registramos o contrario. Currie et
al. (1999a) demonstraram que a infec¢do por Escovopsis ¢ mais frequente em coldnias de
formigas derivadas, do que em coldnias de formigas basais. Os mesmos autores explicam que
a maior susceptibilidade dos cultivares de formigas derivadas frente a parasitos especializados
¢ uma consequéncia da propagacao clonal do fungo durante a evolucao. Entretanto, na corrida
armamentista entre L. gongylophorus e Escovopsis, o hospedeiro pode ter desenvolvido
defesas de rapido reconhecimento do parasito, o que pode nao ter ocorrido com os cultivares
de Trachymyrmex sp.; isso explicaria as diferengas na susceptibilidade observadas neste
estudo.

A liberacao de compostos soluveis pelo fungo mutualista pode explicar as mudangas
na coloracdo do meio de cultivo e do proprio fungo na maioria das interagdes Escovopsis-
fungo mutualista avaliadas. Um tipo de mudanga de coloragdo foi a perda da opacidade do
fungo mutualista. Essa foi observada somente nas interacdes do parasito com L.
gongylophorus, também relatada por Folgarait et al. (2011b) e Reynolds e Currie (2004).
Aparentemente, a perda da opacidade ¢ uma resposta mais forte do hospedeiro a infecg¢do. O
fato de um hospedeiro provocar danos a si mesmo como resposta a uma infec¢do ndo ¢

estranho. Na area médica, hospedeiros que apresentam elevada resposta imune a parasitos
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podem infligir danos a si mesmos devido a tal resposta, enquanto os danos causados em
hospedeiros com resposta imune fraca ou moderada s3o mediados pelo parasito
(CASADEVALL; PIROFSKI, 1999). Embora nao investigado em detalhes em nosso estudo,
esta ¢ uma possivel explicagdo da perda da opacidade observada em L. gongylophorus, o qual
apresentou defesas mais efetivas, quando comparado com o fungo mutualista de
Trachymymex sp.

Com relagdo a infectividade de Escovopsis, nossos resultados mostraram que todos os
isolados do parasito inibiram o crescimento micelial de ambos os fungos mutualistas. Os
dados suportam a hipdtese proposta por Meirelles et al. (2015b) sobre o compartilhamento de
parasitos entre formigas cortadeiras e ndo-cortadeiras de folhas. Portanto, a infectividade dos
isolados avaliados ndo estd associada a origem do parasito (i.e formiga cortadeira ou nao-
cortadeira de folhas).

Adicionalmente, todos os isolados de Escovopsis cresceram mais rapido na presenga
de ambos os fungos mutualistas, do que na auséncia desses. Esses resultados também sao
coerentes com o encontrado por Reynolds e Currie (2004) e Folgarait et al. (2011a,b), os
quais registraram um maior crescimento micelial de Escovopsis na presengca de fungos
mutualistas. Gerardo et al. (2004) demonstraram que Escovopsis pode responder a sinais
quimicos do hospedeiro, pois quando um parasito encontra um hospedeiro mais susceptivel,
cresce mais rapidamente na direcdo desse. Observamos também que ndo hé relacao direta
entre a velocidade de crescimento do patdgeno e maior inibi¢do no hospedeiro. Esse resultado
reforga que a viruléncia da interagdo patdgeno-hospedeiro ¢ modulada pelas capacidades de
defesas do hospedeiro e ndo somente pela agdo do patdgeno.

No entanto, a infectividade pode ser compreendida levando em consideracdo os
padrdes de reconhecimento do hospedeiro (aqui chamado de “padrdes de infectividade™). Os
padrdes observados coincidem com aqueles descritos por Birnbaum e Gerardo (2016), a
saber: “atra¢do-inibi¢ao”, “atracdo sem inibicdo” e “sem atra¢do e sem inibi¢ao”. Gerardo et
al. (2006a) comentaram que padrdes de inibi¢ao e atracao poderiam ser explicados pelos dois
grandes modelos de interacdo genética entre parasito e hospedeiro. No primeiro modelo,
matching-alleles, todos os parasitos teriam o mesmo sucesso na infectividade frente aos seus
hospedeiros apropriados. Neste modelo, para a infec¢do ocorrer, o genotipo de infectividade
do parasito tem que coincidir exatamente com o gendtipo de susceptibilidade do hospedeiro.
No segundo modelo, gene-for-gene, alguns parasitos sdo mais efetivos que outros e alguns
hospedeiros sdo mais resistentes que outros na populacdo (AGRAWAL; LIVELY, 2002). No

nosso estudo, o modelo gene-for-gene explica os resultados. Foi observado que ambos os
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fungos mutualistas mostraram diferengas na susceptibilidade frente aos mesmos isolados de
Escovopsis, assim como os isolados de Escovopsis apresentaram diferencgas na infectividade
frente a0 mesmo fungo mutualista.

A complexidade das interagdes existentes nos jardins de fungo interfere na viruléncia
da interacdo parasito-hospedeiro. Nos ensaios in vitro com L. gongylophorus, Escovopsis
provocou a morte do hospedeiro na maioria das interagdes (92,8%). Ja nos ensaios com
subcoldnias, Escovopsis provocou a morte de somente 4% das réplicas do experimento. Essas
mortes podem ndo ter ocorrido em decorréncia somente da agdo do patdogeno, mas por
qualquer outro fator relacionado a satde das subcolonias. Elizondo-Wallace et al. (2014)
também observaram diminuicdo (em 50%) na infectividade de Escovopsis, comparando
resultados de experimentos in vitro com bioensaios em subcolonias. As diferencas na
infectividade entre bioensaios in vitro e in vivo eram esperadas, pois nos experimentos in vitro
a unica defesa do fungo mutualista sdo os compostos liberados no meio de cultivo frente ao
reconhecimento do parasito (GERARDO et al., 2006a). Por outro lado, o experimento in vivo
demonstrou a eficacia dos mecanismos de defesa do jardim, incluindo as defesas do fungo
mutualista contra o parasito, bem como os comportamentos de cuidado e limpeza (grooming e
weeding) do jardim pelas formigas (CURRIE; STUART, 2001). Isso significa que a
complexidade das interacdes existentes nos jardins de fungo diminuiu a infectividade do
patogeno.

Embora existam diferencas marcantes quanto a viruléncia da interacdo entre os
experimentos in vitro e in vivo, no geral os resultados dos testes em subcolonias foram
coerentes com aqueles obtidos em placa de Petri. Dos quatro isolados avaliados, Escovopsis
sp. LESF 021 foi o que provocou interagdes menos virulentas in vitro e em subcolonias. Este
isolado apresenta padrao de infectividade “atragdo sem inibicdo”. Baseado nesse padrdo, seria
esperado que o fungo parasita apresentasse uma maior eficiéncia na sua infectividade, porém
outros fatores da biologia desse isolado podem ter influenciado no sucesso da infec¢dao. Os
demais isolados apresentaram infectividades semelhantes in vifro, porém proporcionaram
resultados diferentes nos ensaios com subcoldnias. Tal disparidade pode ser explicada pelos
diferentes padrdes de infectividade dos isolados (LESF 046: “atragdo sem inibicao”, LESF
318: “sem atra¢do e sem inibi¢ao” e LESF 315” “atracdo e inibi¢do”). Escovopsis sp. LESF
046, que provocou interagdes mais virulentas e o isolado (LESF 318), que ocasionou danos
até o final do experimento, ndo foram inibidos pelo fungo mutualista. Ja o isolado LESF 315,
o qual foi inibido, provocou menos danos nas subcoldnias, permitindo a recuperagdo dessas

antes do fim do experimento. Portanto, a infectividade do patdgeno parece estar associada aos
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padrdes de reconhecimento do fungo mutualista e ndo a origem do isolado (i.e. de formigas
cortadeiras ou ndo-cortadeiras de folhas).

Foi observado que as subcolonias na presenga dos isolados de Escovopsis mais
infectivos construiram um maior nimero de jardins novos, quando comparado com as
subcolonias tratadas com Escovopsis menos infectivos. Provavelmente as formigas detectam o
fungo patogénico, porém ndo conseguiram elimina-lo por completo do jardim. Nesses casos
as operarias iniciaram o cultivo de um novo jardim em outra camara, as vezes em
detrimento dos cuidados do jardim principal. Possivelmente, esse comportamento ¢ um
indicativo da presenga de um patdégeno mais infectivo, frente ao qual as formigas nao

conseguem controlar a infeccao.

Os nossos resultados pontuam trés aspectos importantes para o entendimento da
interagdo patdgeno-hospedeiro no jardim de fungo. As diferencas observadas na viruléncia
das interagcdes podem ser atribuidas principalmente a acdo do fungo mutualista. Além disso, a
infectividade do Escovopsis depende fundamentalmente de padrdes de reconhecimento do
fungo mutualista ¢ ndo somente de caracteristicas do proprio patéogeno (ex.: taxa de
crescimento). Esses aspectos somados ao fato de que Escovopsis ocasionou a morte do fungo
mutualista apenas em interagdes in vitro (i.e. hospedeiros com defesas comprometidas),

sugerem que Escovopsis ¢ um patogeno oportunista do jardim de fungo.
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7. CONCLUSOES

e Na fungicultura das formigas atineas derivadas (cortadeiras e nao-cortadeiras de
folhas), a viruléncia da interagdo Escovopsis-fungo mutualista ndo ¢ determinada pela

infectividade do patégeno, mas sim pela susceptibilidade do hospedeiro.

e As diferencas na infectividade de Escovopsis sao melhor explicadas pelos padrdes de

reconhecimento patdégeno-hospedeiro, do que pelas taxas de crescimento do patégeno.

e A pronunciada diminui¢do da infectividade do patégeno nos experimentos com
subcolonias (i.e. jardim com todas as defesas), quando comparado com os

experimentos in vitro, sugere que Escovopsis ¢ um patdgeno oportunista.
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ANEXOS
Tabela Al. Escala de escores utilizada na caracterizacdo do estado das subcolonias usadas nos
ensaios (adaptada de BARCOTO et al., 2017).

Aspecto Escore Descriciao
Condicodes gerais

4 A colonia apresenta niveis
normais de incorporagao
de folhas. Pode ser
observado crescimento do
jardim de fungo.

3 Diminuicao dos niveis de
incorporacdo de folhas no
jardim. Nao ha
crescimento do mesmo.

2 Nao ha incorporagdo do
material vegetal no jardim
de fungo principal. Em
alguns pontos, o jardim
pode  apresentar um
aspecto envelhecido (mais
escuro).

1 Nao ha incorporagdo nem
manuten¢do do jardim de
fungo. O lixo compreende
até 75% do volume inicial
do jardim. O jardim
apresenta aspecto seco ¢
envelhecido.

0 Jardim de fungo morto
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Forrageio

Hé corte em quantidades
normais € Incorporagao
da maioria dos
fragmentos de folhas no
jardim de fungo.

Hé corte em quantidade
normal, mas a
incorporagao de
fragmentos de folhas no
jardim de fungo ¢
reduzida. Até 25% de
reducdo no forrageio.

O corte ¢ reduzido e ndo
ha  incorporagdo  do
material ~ vegetal no
jardim de fungo
principal. Pode haver
incorporacdo no jardim
novo. Até 50% de
reducdo no forrageio.

O corte €
significativamente
reduzido, sendo que
somente fragmentos
pequenos sdo visiveis,
ndo havendo
incorporacdo. Até 75%
de reducdo no forrageio.

Corte completamente
alterado ou

morte da colonia. Nao ha
corte ou

incorporacao
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Lixo

Sem alteragdes em
relacdo a colonias sem
tratamento.

Quantidade de lixo
compreende até 25% do
volume  inicial do
jardim de fungo.

Quantidade de lixo
compreende até 50% do
volume  inicial do
jardim de fungo.

Quantidade de lixo
compreende até 75% do
volume  inicial do
jardim de fungo.

O lixo compreende todo
o jardim. Podem ser
observadas  formigas
mortas.
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Novo jardim

0

Nao se observa
constru¢do de jardim
novo.

Comega o cultivo de
um jardim novo fora do
container principal.
Este jardim ¢ pequeno e
pode ser abandonado ou
desconstruido pelas
formigas.  Representa
menos do 25% do
jardim principal.

Jardim novo robusto,
que perdura no tempo
sem ser destruido pelas
formigas.  Representa
mais do 25 % do jardim
principal.




Tabela A2. Area de crescimento micelial (média + erro padrio, em cm?) do fungo mutualista Leucoagaricus
gongylophorus, na auséncia (tratamento C) e na presenga (tratamento E) de diferentes isolados de Escovopsis. Os
valores destacados em negrito apresentaram diferencas significativa (P< 0,05) segundo o teste Mann—Whitney.

. Dias
Escovopsis Tratamento 0 1 ) 3 5 7 10 14
LESF 021 C 4,77+0,05 5,23+0,06 5,95+0,09 6,53+0,14  7,80+0,16 8,83+0,12 10,94+0,27 13,43+0,33
E 4,78+0,07 5,37+0,08 6,12+0,09 6,56+0,15 6,62+0,24 6,45+0,24 6,60+0,24 6,47+0,29
LESF 022 C 5,05+0,07 5,51+0,08 6,10+0,14 6,88+0,15 8,53+0,18 10,17£0,21 13,43+0,22 16,17£0,26
E 5,16+0,05 5,59+0,05 6,04+0,05 6,36+0,09 6,55+0,12 6,20+0,12 6,18+0,13 6,21+0,14
LESF 044 C 4,77+0,05 5,23+0,06 5,95+0,09 6,53+0,14  7,80+0,16 8,83+0,12 10,94+0,27 13,43+0,33
E 4,78+0,05 5,23+0,04 5,16+0,06 5,23+0,11 5,21+0,09 5,23+0,12 5,11+0,10 5,06+0,12
LESF 045 C 5,05+0,07 5,51+0,08 6,10+0,14 6,88+0,15 8,53+0,18 10,17+0,21 13,43+0,22 16,17+0,26
E 4,98+0,04 5,47+0,04 5,46+0,05 5,48+0,13 5,36+0,08 5,35+0,08 5,41+0,05 5,38+0,07
LESF 052 C 426+0,12  4,68+0,13 5,08+0,17 6,22+0,21 7,14+0,21 8,49+0,24 10,82+0,27 14,02+0,33
E 4,29+0,06 4,60+0,08 5,06+0,10 5,60+0,13 5,89+0,23 6,31+0,19 5,90+0,30 5,35+0,16
LESF 106 C 4,60+0,05 4,95+0,05 5,63+0,06 6,27+0,07  7,59+0,12 9,18+0,11 12,07+0,20 14,73+0,24
E 4,62+0,08  4,97+0,07 5,00+0,09 4,69+0,17 4,62+0,20  4,42+0,18 4,13+£0,22  4,01+0,28
LESF 135 C 4,26+0,12  4,68+0,13 5,08+0,17 6,22+0,21 7,14+0,21 8,49+0,24 10,82+0,27 14,02+0,33
E 4,33+0,08  4,62+0,06 5,26+0,07 5,04+0,06 5,18+0,09 5,37+0,15 5,53+0,31 5,39+0,28
LESF 316 C 4,60+0,05 4,95+0,05 5,63+0,06 6,27+0,07 7,59+0,12 9,18+0,11 12,07£0,20 14,73+0,24
E 4,66+0,12 5,07+0,15 5,02+0,16 496+0,16  4,95+0,16  4,90+0,15 4.81+0,20  4,78+0,22
LESF 317 C 4,60+0,05 4,95+0,05 5,63+0,06 6,27+0,07 7,59+0,12 9,18+0,11 12,07+0,20 14,73+0,24
E 4,65+0,10  4,92+0,11 5,09+0,10 4,89+0,09 4,86+0,11 4,85+0,10 4,88+0,12  4,86+0,11
LESF 315 C 426+£0,06 4,71+0,08 5,14+0,08 5,55+0,08 6,75+0,10 8,13+£0,13 10,60+0,19 12,94+0,24
E 4,13+£0,04  4,40+0,04 4,26+0,05 429+0,05 4,16+0,06 4,12+0,04 4,01+0,05 4,09+0,05
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Continuagao
, Dias
Escovopsis  Tratamento 0 1 ) 3 5 7 10 14
LESF 037 C 4,05+0,07  4,56+0,10  4,89+0,11  5,54+0,14  6,54+0,15 7,94+0,16 9,57+0,27  11,37+0,50
E 4,06£0,04  4,51£0,06 4,51+0,07 4,27+0,06 4,21+0,07 4,12+0,08 4,29+0,07 4,31+0,06
LESF 050 C 4,06£0,07 4,56+0,10 4,89+0,11  5,54+0,14  6,54+0,15 7,94+0,16 9,57£0,27  11,37+0,50
E 4,06+0,07  4,49+0,06 4,43+0,05  4,35+0,06  4,35+0,06 4,31+0,05 4,31+0,08 4,32+0,07
LESF 325 C 4,05£0,07 4,56+0,10 4,89+0,11  5,54+0,14  6,54+0,15 7,94+0,16 9,57£0,27  11,37+0,50
E 4,15+0,05  4,45+0,05 4,39+0,04  4,34+0,06  4,35+0,07 4,31+0,08 4,34+0,07 4,16+0,08
LESF 018 C 4,05+0,07  4,56+0,10  4,89+0,11 5,54+0,14  6,54+0,15 7,94+0,16 9,5740,27  11,37+0,50
E 4,16+0,08  4,58+0,09 4,55+0,10  4,47+0,09  4,47+0,10 4,41+0,09 4,34+0,06 4,42+0,08
LESF 319 C 4,26+0,06 4,71+0,08  5,14+0,08  5,55+0,08  6,75+0,10 8,13+0,13  10,60+0,19  12,94+0,24
E 4,27+0,08  4,67£0,10  4,64+0,08  4,64+0,08  4,57+0,07 4,56+0,08 4,54+0,08 4,56+0,10
LESF 049 C 4,05£0,07 4,56+0,10  4,89+0,11 5,54+0,14  6,54+0,15 7,94+0,16 9,57+£0,27  11,37+0,50
E 4,08+0,03  4,48+0,04 4,74+0,05  5,19+0,07 5,51+0,14 5,66+0,09 5,46+0,12 5,44+0,15
LESF 046 C 4,26+0,06 4,71+0,08 5,14+0,08  5,55+0,08  6,75+0,10 8,13+0,13  10,60+0,19  12,94+0,24
E 4,36+0,08  4,64+0,08 4,57+0,08  4,48+0,08  4,46+0,10 4,57+0,09 4,50+0,11 4,68+0,18
LESF 051 C 4,05+0,07 4,56+0,10  4,89+0,11  5,54+0,14  6,54+0,15 7,94+0,16 9,57+0,27  11,37+0,50
E 4,03£0,07  4,40£0,11  4,41+0,08 4,40+0,07  4,29+0,09 4,13+0,16 4,32+0,10 4,45+0,13
LESF 318 C 4,26+0,06 4,71+0,08 5,14+0,08  5,55+0,08  6,75+0,10 8,13+0,13  10,60+0,19  12,94+0,24
E 4,34+0,08  4,064+0,10 4,48+0,10  4,47+0,08  4,42+0,10 4,39+0,10 4,50+0,10 4,45+0,08
LESF858 C 4,77+0,05  5,23£0,06  5,95+0,09  6,53+0,14  7,80+0,16 8,83+0,12  10,94+0,27  13,43+0,33
E 4,87+0,10  5,43+0,12  5,25+0,15  5,22+0,14  5,14+0,15 5,22+0,13 5,30+0,13 5,34+0,18
LESF 326 C 5,05+0,07  5,5140,08  6,10+0,14  6,88+0,15  8,53+0,18  10,17+0,21  13,43+0,22  16,17+0,26
E 5,05+0,07  5,60+0,08 5,66+0,09  5,72+0,09  5,56+0,08 5,53+0,09 5,50+0,09 5,59+0,09
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Tabela A3. Area de crescimento micelial (média + erro padrio, em cm?) do fungo mutualista de Trachymyrmex, na
auséncia (tratamento C) e presenca (tratamento E) de diferentes isolados de Escovopsis. Os valores destacados em
negrito apresentaram diferengas significativa (P< 0,05) segundo o teste Mann—Whitney.

. Dias

Escovopsis Tratamento 0 1 ) 3 5 7 10 14
LESF 021 C 3,32+0,09  3,59+0,12 3,9240,13  4,3240,18  5,37+0,20  6,26+0,34 8,54+£0,47 11,19+0,71
E 3,38+0,08  3,62+0,11 3,97+0,13 3,83+0,22  3,30+0,18  3,02+0,25 2,98+0,22  2,81+0,15
LESF 022 C 3,32+0,09  3,59+0,12 3,92+0,13  4,32+0,18  5,37+0,20  6,26+0,34 8,54+0,47 11,19+0,71
E 3,47+£0,13  3,73+0,14 3,80+0,15  3,89+0,23  3,51+0,24  3,54+0,24 3,29+0,18  3,36+0,12
LESF 044 C 2,70£0,06  2,90+0,07 3,09+0,06  3,41+0,07  4,07+0,08  4,98+0,15 6,57+0,20  9,28+0,41
E 2,70+£0,10  2,92+0,11 2,66+0,10  2,63+0,12  2,66+0,11  2,65+0,08 2,60+0,10  2,64+0,07
LESF 045 C 3,68+0,10  4,19+0,16  4,43+0,12  5,10+0,14  5,58+0,14  6,25+0,12 9,08+0,18 12,26+0,26
E 3,63£0,13  3,09+0,14 3,04+0,10  3,15+0,15  3,21+0,23  2,93+0,16 2,88+0,13  2,86+0,13
LESF 052 C 3,32+0,09  3,59+0,12 3,92+0,13  4,32+0,18 5,37+0,20  6,26+0,34 8,54+0,47 11,19+0,71
E 3,51+0,11  3,67+0,11 3,85+0,20  3,59+0,18  3,50+0,22  3,53+0,21 3,62+0,27  3,37+0,12
LESF 106 C 4,22+0,19  4,50+0,24  4,92+0,30  5,31+0,32  6,34+0,39  7,27+0,51 8,65+0,71 10,89+0,88
E 4,11£0,07  3,60+0,16 3,23+0,09  3,28+0,10  3,17+0,12  3,15+0,12 2,90+0,30  3,02+0,19
LESF 135 C 3,37+£0,05  3,65+0,07 4,23+0,09  4,60+0,25  5,39+0,15  6,43+0,15 9,67+0,19 10,98+0,22
E 3,38+0,19  3,78+0,22 3,18+0,24  2,86+0,16  2,93+0,17  2,84+0,16 2,97+0,19  2,94+0,18
LESF 316 C 3,32+0,09  3,59+0,12 3,9240,13  4,32+0,18  5,37+0,20  6,26+0,34 8,54+0,47 11,19+0,71
E 3,36+0,10  3,24+0,10  3,09+0,12  3,04+0,13  2,98+0,16  2,78+0,16 2,77+0,14  2,82+0,14
LESF 317 C 3,37+0,05  3,65+0,07 4,23+0,09  4,60+0,25  5,39+0,15  6,43+0,15 9,67+0,19 10,98+0,22
E 3,26+0,08  3,57+0,10  2,80+0,11  2,79+0,11  2,73+0,11  2,71+0,09 2,84+0,10  2,76+0,09
LESF858 C 2,70+£0,06  2,90+0,07 3,09+0,06  3,41+0,07  4,07+0,08  4,98+0,15 6,57+0,20  9,28+0,41
E 2,60+£0,09  2,69+0,07 2,38+0,09  2,26+0,07  2,12+0,07  2,14+0,09 2,16+0,06  2,07+0,07
LESF 326 C 4,22+0,19  4,50+0,24  4,92+0,30  5,31+0,32  6,34+0,39  7,27+0,51 8,65+0,71 10,89+0,88

E 439+0,13  4,68+0,18  3,36+0,11  3,38+0,10  3,45£0,09  3,56+0,16 3,63+0,13  3,29+0,07




Continuagao

. Dias
Escovopsis  Tratamento 0 I 2 3 5 7 10 14
LESF 037 C 3,68+0,10  4,19+0,16  4,43+0,12 5,10+£0,14  5,58+0,14 6,25+0,12  9,08+0,18 12,26+0,26
E 3,77+0,13  4,15+0,16  3,47+0,10  3,04+0,15  3,09+0,19 3,02+0,14  3,02+0,10  3,05+0,06
LESF 050 C 3,6840,10  4,19+0,16  4,43+0,12 5,10+0,14  5,58+0,14 6,25+0,12  9,08+0,18 12,26+0,26
E 3,73+0,05  4,00£0,10  3,05+0,13 2,94+0,12  2,92+0,11 2,84+0,13  3,03£0,16  3,03+0,13
LESF 325 C 2,70£0,06  2,90+0,07  3,09+0,06 3,41+0,07 4,07+0,08 4,98+0,15  6,57+0,20  9,28+0,41
E 2,72¢0,04  2,76+0,05  2,65+0,06 2,48+0,10  2,83+0,12 2,58+0,15  2,61+£0,19  2,63+0,20
LESF 018 C 2,70£0,06  2,90+0,07  3,09+0,06 3,41+£0,07 4,07+0,08 4,98+0,15  6,57+0,20  9,28+0,41
E 2,68+0,05  2,92+0,04  2,58+0,02 2,46+0,04 2,55+0,06 2,48+0,05  2,43+0,03  2,46+0,06
LESF 319 C 2,70+0,06  2,90+0,07  3,09+0,06 3,41+0,07  4,07+0,08 4,98+0,15  6,57+0,20  9,28+0,41
E 2,57+0,06  2,59+0,06 2,39+0,06 2,24+0,05  2,20+0,06 2,20+0,06  2,29+40,04  2,26+0,05
LESF 049 C 4,22+40,19  4,50+0,24  4,92+0,30  5,31+0,32  6,34+0,39 7,27+0,51 8,65+0,71 10,89+0,88
E 4,14+0,12  4,3240,15  4,36+0,26  4,19+0,26  4,08+0,34 3,51+0,31 3,80£0,26  2,92+0,27
LESF 046 C 2,70£0,06  2,90+0,07  3,09+0,06 3,41+0,07 4,07+0,08 4,98+0,15  6,57+0,20  9,28+0,41
E 2,62+0,07  2,84+0,08  2,37+0,08 2,33+0,08  2,24+0,08 2,21+0,06  2,34+0,08  2,09+0,17
LESF 051 C 3,68+0,10  4,19+0,16  4,43+0,12 5,10+£0,14  5,58+0,14 6,25+0,12  9,08+0,18 12,26+0,26
E 3,68+0,14  3,41+0,17  3,66+0,18  3,03£0,09 2,92+0,11 2,73£0,11  2,7740,12  2,81+0,11
LESF 318 C 4,22+0,19  4,50+0,24  4,92+0,30 5,31+0,32  6,34+0,39 7,27+0,51 8,65+0,71 10,89+0,88
E 4,27+¢0,13  4,65+0,14  3,58+0,16 3,54+0,11  3,50+0,16 3,44+0,12  3,5240,10  3,26+0,16
LESF 315 C 3,32+0,09  3,59+0,12  3,92+0,13 4,32+0,18  5,37+0,20 6,26+0,34  §8,54+0,47 11,19+0,71

E 3,2240,07  2,9740,06  2,57+0,03 2.55+0,04 2454007 2,460,007  2,50+0,07  2,53+0,08




Tabela A4. Area de crescimento micelial (média + erro padrio, em cm?) dos 21 isolados de Escovopsis na auséncia (tratamento C) e na
presenca (tratamento E) do fungo mutualista (Leucoagaricus gongylophorus). Os valores destacados em negrito apresentaram diferencas
significativa (P< 0,05) segundo o teste Mann—Whitney.

. Dias
Escovopsis Tratamento 0 1 2 3 5 7 10 14
LESF 021 C 0,78 +0,01 1,14 £ 0,10 5,28 +£0,72 9,91 +1,33 22,94 £ 2,86 36,72 + 2,49 45,06 + 1,55 51,18 £0,0
E 0,75+0,01 4,01 £ 0,61 11,51 £2,27 21,35+ 4,46 49,15+ 1,90 51,18+ 0,0 51,18+ 0,0 51,18 £0,0
LESF 022 C 0,74+ 0,01 5,71 £ 0,54 15,06 + 0,76 18,25+ 1,12 26,85+2,62 34,58 + 3,64 4233 +393 43,59+3,60
E 0,73 £ 0,02 9,48 + 0,83 18,64 + 073 22,14+ 1,20 30,70 + 4,03 33,95+4,20 38,75+4,11 40,84 + 3,66
LESF 044 C 0,77+0,01 3,14 £ 0,19 7,32+0,27 11,05+ 0,64 21,96 + 0,42 31,25+ 0,83 4422 +1,03 51,18+ 0,0
E 0,77+0,01 26,25+ 1,08 51,18+ 0,0 51,18+ 0,0 51,18+ 0,0 51,18+ 0,0 51,18+ 0,0 51,18+ 0,0
LESF 045 C 0,76 £0,01 11,76 £ 1,29 30,91 £ 1,22 41,01 £2,46 46,41 + 2,97 46,46 + 2,93 46,68 £2,79 46,87 £2,67
E 0,75+0,01 33,03 +1,57 51,18 £0,0 51,18 £0,0 51,18+ 0,0 51,18+ 0,0 51,18+ 0,0 51,18 £0,0
LESF 052 C 0,75+0,01 4,44 + 0,32 8,58 +0,37 13,91+ 0,77 17,95+ 0,91 25,49 + 1,77 35,23 +£3,02 44,59+ 3,98
E 0,75+0,01 7,25+ 0,66 18,50+ 1,70 26,92 +2,51 33,36 £2,55 44,11 +£ 2,08 51,18+ 0,0 51,18+ 0,0
LESF 106 C 0,75+0,01 11,14 £ 0,86 29,33 +£1,96 4331 +£2,02 4784 +£1,22 48,92 + 0,93 51,01 £ 0,16 51,18+ 0,0
E 0,74+ 0,01 24,11 £ 1,20 51,18+ 0,0 51,18+ 0,0 51,18+ 0,0 51,18+ 0,0 51,18+ 0,0 51,18+ 0,0
LESF 135 C 0,74+ 0,01 1,54 £ 0,24 8,37 £ 0,47 20,26 £2,14 23,18 +2,28 29,61 + 3,57 40,64 £3,39 40,24 +1,42
E 0,73+0,01 2,29 +0,71 31,45+ 1,44 44,86 + 2,64 45,70 £ 2,39 46,97 £ 1,77 49,64 £ 0,56 50,68 £0,22
LESF 316 C 0,77 £ 0,00 11,35 £ 1,34 32,84+3,44 36,34 + 3,99 43,89 + 1,60 48,09 + 1,50 51,18+ 0,0 51,18+ 0,0
E 0,77 +0,01 32,63 + 1,64 51,18+ 0,0 51,18+ 0,0 51,18+ 0,0 51,18+ 0,0 51,18+ 0,0 51,18+ 0,0
LESF 317 C 0,73+ 0,00 14,21 + 0,83 23,51+ 1,26 49,00 £ 0,56 51,18+ 0,0 51,18+ 0,0 51,18+ 0,0 51,18 £0,0
E 0,76 £ 0,01 23,20 + 0,46 49,77 £ 0,67 51,00+ 0,17 51,18 £0,0 51,18 £0,0 51,18+ 0,0 51,18+ 0,0
LESF 858 C 0,77 +£ 0,00 5,91 + 0,40 26,63 £ 1,44 41,16 £ 5,95 44,18 £ 2,33 45,16 + 2,40 46,18 +2,12 49,38+ 0,88
E 0,77+0,01 9,18 + 1,09 49,61 + 0,60 50,98 + 0,19 50,98 + 0,18 51,18+ 0,0 51,18+ 0,0 51,18+ 0,0
LESF 326 C 0,79 +0,01 16,00 + 0,95 27,08 + 2,20 34,98 £2,22 39,82 + 1,39 4533 +1,35 49,90 + 0,89 51,18+ 0,0
E 0,77 +0,01 19,02 +£1,38 48,72 £ 1,72 49,31+ 1,47 49,34 + 1,45 49,39 + 1,43 49,79 £ 1,29 51,18+ 0,0




Continuagao
. Dias
Escovopsis  Tratamento 0 I ) 3 5 7 10 14
LESF 018 C 0,76 +0,01 20,58+ 0,66 38,58 +0,62 48,10+ 0,88 51,18+ 0,00 51,18+0,00 51,18+0,00 51,18 +0,00
E 0,74+ 0,01 32,25+ 0,85 50,93 £0,23 51,18+ 0,00 51,18+0,00 51,18+0,00 51,180,00 51,18 £0,00
LESF 037 C 0,77+0,01 11,18+0,29 18,92+0,71  21,61+£0,52 41,29+1.83 4724+1,81 50,28+0,67 50,77+ 0,38
E 0,75+ 0,01 30,15+ 1,96 51,18 £ 0,00 51,18+ 0,00 51,18+ 0,00 51,18+ 0,00 51,18+ 0,00 51,18 £0,00
LESF 049 C 0,72 = 0,00 1,91 £ 0,07 5,10+ 0,87 6,07+0,16 15,45+ 0,35 21,29+ 1,54 35,77+ 1,37 48,49 +£1,29
E 0,72 £ 0,01 5,36 £ 0,23 7,49 £ 0,30 11,79+ 0,76 22,49 £3,56 32,73 £ 5,89 40,00+ 5,24 48,49+ 1,29
LESF 050 C 0,76 £ 0,01 16,43 + 0,92 21,61 +£0,89 37,56 £2,68 43,44 +£322 43,70 £ 3,13 46,57+2,27 45,37 +3,62
E 0,76+ 0,01  31,10+0,99 49,87 +0,81 51,18+ 0,00 51,18+0,00 51,18+0,00 51,180,00 51,18 £0,00
LESF 051 C 0,76 + 0,01 17,02 + 1,51 18,83 = 1,49 2435+1,65 3694+1,50 47,19+0,80 51,18+0,00 51,18 £0,00
E 0,77+ 0,01 43,81+ 0,56 51,18 £ 0,00 51,18+ 0,00 51,18+0,00 51,18+0,00 51,180,00 51,18 £0,00
LESF 325 C 0,75+0,01 14,22 + 0,41 25,58 £ 1,21 25,62 +£1,15 26,92+1,53 30,51 +£2,01 38,92 +3,05 45,13 +£3,58
E 0,75+0,01 4421+1,23 49,67+0,70 49,85+0,71 50,17+0,64 50,31+0,61 50,55+0,40 50,85+ 0,30
LESF 046 C 0,73+ 0,00 21,92+ 0,75 48,64 + 0,35 50,60 +0,38 51,18+ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18+ 0,00 51,18 £0,00
E 0,74+0,01 33,64+2,10 51,18+0,00 51,18+0,00 51,18+0,00 51,18+0,00 51,18+0,00 51,18+ 0,00
LESF 315 C 0,76 + 0,01 7,42 +£0,32 29,95+ 1,05 49,27+ 1,21 50,69 £ 0,45 50,96 £0,20 51,18+ 0,00 51,18+ 0,00
E 0,77 £ 0,01 38,71 £ 0,59 51,18 £ 0,00 51,18+ 0,00 51,18+0,00 51,18+ 0,00 51,18+ 0,00 51,18+ 0,00
LESF 318 C 0,72 £ 0,01 20,10 £ 0,90 36,12 £2,01 4329+2,10 46,23+2,26 48,47 £ 1,68 49,89+ 0,86 50,99 +0,18
E 0,72 £ 0,01 32,32+ 1,58 51,18 £ 0,00 51,18+ 0,00 51,18+0,00 51,18+ 0,00 51,18+ 0,00 51,18+ 0,00
LESF 319 C 0,73+0,01  747+0,62  1492+054 2598+259 39,74+235 4562+198 48,50+ 1,11 50,46+ 0,44
E 0,73+0,01 23,09+1,56 50,75+040 51,18+0,00 51,18+0,00 51,18+0,00 51,18+0,00 51,18+ 0,00
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Tabela AS5. Area de crescimento micelial (média + erro padrio, em cm?) dos 21 isolados de Escovopsis na auséncia (tratamento C) e na
presenca (tratamento E) do fungo mutualista de Trachymyrmex. Os valores destacados em negrito apresentaram diferencas significativa (P<
0,05) segundo o teste Mann—Whitney.

. Dias
Escovopsis Tratamento 0 1 ) 3 5 7 10 14
LESF 021 C 0,79+ 0,01 7,73 £1,23 17,90 + 3,62 991 +1,33 28,35+ 4,46 4828 +1,93 51,18+ 0,00 51,18 +0,00
E 0,77+ 0,01 15,77 £ 2,45 33,66 + 4,55 4295+3,18 51,05+ 0,11 51,18+ 0,00 51,18+ 0,00 51,18 +0,00
LESF 022 C 0,78+ 0,01 7,77 £ 0,56 14,28 + 0,73 20,97+ 1,02 30,16 +£2,03 36,16 +£2,03 42,76 £3,02 46,75+1,93
E 0,76 £ 0,01 11,69 + 1,09 21,55 +2,02 24,96 £ 2,65 34,07 +£ 3,91 37,05+ 3,34 4239+237 47,70 +0,99
LESF 044 C 0,80+ 0,01 3,18 £ 0,13 6,23 +£0,41 9,94 + 0,61 18,34 + 0,60 26,95 £ 1,05 39,32+232 48,12+2,70
E 0,80+ 0,01 15,11 £1,53 42,01 +£2,95 44,38 + 2,89 45,46 + 2,56 48,35+ 1,51 4845+1,45 51,18+0,00
LESF 045 C 0,79 +0,01 13,90 + 0,54 33,12 +0,94 36,30 £ 1,17 43,80 + 2,03 47,22 + 2,40 48,33 +£2,43 48,56 +2,45
E 0,79+ 0,01 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18+ 0,00 51,18+ 0,00 51,18 +0,00
LESF 052 C 0,78+ 0,01 5,86 + 0,33 8,45+ 0,34 12,89 + 0,62 24,08 + 0,58 31,91 +0,93 43,57 +1,28 50,86 +0,30
E 0,75+ 0,01 22,17 £2,24 29,35+ 3,41 31,51+ 3,36 36,59 + 3,55 43,79 £ 2,13 4897 +0,69 51,07+0,10
LESF 106 C 0,80 +0,01 15,91 + 2,83 26,03 + 3,85 29,67 + 3,52 44,04 £ 2,29 49,25+ 0,53 51,03+0,14 51,18 +0,00
E 0,80+ 0,01 34,77 £ 2,92 50,60 £ 0,37 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18 +0,00
LESF 135 C 0,77 +0,01 3,16 £0,19 12,74 £ 0,84 21,29+ 1,21 23,82+1,19 24,50+1,18 24,67+1,19 26,13 +1,64
E 0,78 £ 0,01 8,59 + 1,81 41,70 £ 2,67 50,12 +0,98 50,88 £0,28 50,90 £ 0,26 50,94 +0,22 50,96 + 0,20
LESF 316 C 0,79+ 0,01 17,97 £ 0,65 35,03+1,18 39,30+ 1,15 4532 +2,18 47,13 £2,00 48,62 +1,31 49,33 +1,15
E 0,79 + 0,01 51,18+ 0,0 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18+ 0,00 51,18 +0,00
LESF 317 C 0,75+ 0,01 6,09 +0,28 16,71 £ 1,16 38,39+ 1,16 47,16 + 1,88 47,57 +£1,90 4897+ 1,17 50,54+0,41
E 0,75+ 0,01 17,62 +£ 0,25 49,96 + 0,38 50,41 + 0,44 50,58 + 0,38 51,03+ 0,10 51,16 0,02 51,16 +0,01
LESF 858 C 0,78 £0,00 12,01 + 0,98 24,50+ 1,72 41,93 £0,96 49,25+ 0,94 50,05+ 0,85 50,36+ 0,76 50,77 £ 0,38
E 0,77+ 0,01 24,15+ 0,75 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18 0,00 51,00+0,17
LESF 326 C 0,71 +0,01 10,25 +1,31 21,58 +3,38 25,38 +2,36 28,31 +£2,62 32,92 +2.47 3942 +254 4534+2.17
E 0,71 +0,01 18,61 + 2,09 50,60+ 0,27 50,92 +£0,16 51,04 £0,12 51,05+0,11 51,06 0,10 51,18 +0,00
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Continuagao
. Dias
Escovopsis  Tratamento 0 1 ) 3 5 7 10 14
LESF 018 C 074001  19,16+0,42  4426+0,58  51,18+0,00  51,18+£0,00  51,18+0,00  51,18=£0,00  51,18+0,00
E 0,77+ 0,01 24,00 £+ 0,68 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00
LESF 037 ¢ 0,76+£0,01  745+1,18  1123£150  1506+150  2562+376  32,83+2,61  3948+243  4805+125
E 0,77 £ 0,01 28,59 + 1,75 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00
LESF 049 C 0,75 +£0,01 2,57+0,21 4,02+0,13 5,82+0,16 14,20+ 0,51 25.25+2,04 35,66 2,07 43,47 +£2,04
E 0,76 £0,01 6,56 + 0,48 27,12 + 3,09 35,70 +£2,90 40,32 +£3,21 47,15+ 1,53 48,55+ 1,11 49,73 +£0,73
LESF 050 C 0,74 + 0,01 13,79 + 0,91 22,58+ 1,94 35,41 £2,20 41,31+3,29 42,14 +2,93 4293 +£2,71 44,72 £2,37
E 0,74 + 0,01 26,99 +1,03 49,23 + 0,55 50,29 £ 0,55 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00
LESF 051 C 0,75+ 0,01 6,67 £ 0,75 9,95+ 0,87 16,26 = 0,82 27,13 £0,85 37,42 + 0,82 49,23 + 0,68 51,18 £ 0,00
E 0,75+ 0,01 42,06 = 1,11 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00
LESF 325 C 0,76+0,00  11,24+0,89  33,01+1,55  33,84+1,16  34,13+£0,87  3735+1,15  43,69+278  44,76+2,97
E 0,74+0,01  31,07+0,90  51,18+0,70  49,85+0,71  50,17+0,64  50,31+0,61  50,55+0,40 50,85+ 0,30
LESF 046 C 0,74 + 0,00 14,45+ 0,41  37.85+144  4863+0,76  4935+0,65  50,91+0,17  51,18+0,00  51,180,00
E 0,75+001  22,88+0,52  51,18+£0,00  51,18+0,00  51,18+0,00  51,18+0,00  51,18+0,00 51,18 +0,00
LESF 315 C 0,76 = 0,01 15,48 + 0,34 39,53 +£0,77 50,21 £ 0,90 50,75 £ 0,40 50,75 £ 0,40 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00
E 0,76 = 0,01 35,80 + 1,08 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00
LESF 318 C 0,74 £ 0,01 11,79 + 0,37 28,62 £ 1,52 42,78 + 1,08 48,90 + 1,40 48,94 + 1,38 48,98 + 1,35 50,36 + 0,76
E 0,74 £ 0,01 18,56+ 0,88 50,57 £ 0,40 50,96 + 0,20 51,05+ 0,12 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00 51,18 £ 0,00
LESF 319 C 0,76 +0,01  16,36+0,97  26,62+129  2913+1,60 37,53+ 2,06 43,18+2,68  4583+257 47244199
E 0,76+001  32,86+1,93  51,18+0,00  51,18+0,00  51,18+0,00  51,18+0,00  51,18+0,00 51,18 +0,00
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Figura Al. Crescimento micelial relativo de Leucoagaricus gongylophorus frente a 21 isolados de Escovopsis, apds 14 dias de confronto. As linhas
verticais de cada cor indicam do lado esquerdo Escovopsis isolados de formigas cortadeiras e do lado direito Escovopsis isolados de formigas nao-
cortadeiras de folhas. No eixo “x”: * isolados provenientes de formigas cortadeiras; nimeros representam os codigos de cada isolado.
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Figura A2. Crescimento micelial relativo do fungo mutualista de Trachymyrmex sp. frente a 21 isolados de Escovopsis, apos 14 dias de confronto. As linhas
verticais de cada cor indicam do lado esquerdo Escovopsis isolados de formigas cortadeiras e do lado direito Escovopsis isolados de formigas nao-cortadeiras de

6‘ 2,

folhas. No eixo “x”: * isolados provenientes de formigas cortadeiras; numeros representam os codigos de cada isolado.
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