RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo deste
trabalho sera disponibilizado
somente a partir de 31/03/2019.



A

U N eS S UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
p INSTITUTO DE BIOCIENCIAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
(AREA: MICROBIOLOGIA APLICADA)

IRINA JIMENEZ GOMEZ

INTERACAO PATOGENO-HOSPEDEIRO NA FUNGICULTURA DAS
FORMIGAS ATINEAS DERIVADAS

Rio Claro, SP
Marco — 2017



IRINA JIMENEZ GOMEZ

INTERACAO PATOGENO-HOSPEDEIRO NA FUNGICULTURA DAS
FORMIGAS ATINEAS DERIVADAS

Dissertacdo apresentada ao Instituto de Biociéncias,
Campus de Rio Claro, Universidade Estadual Paulista,
como parte dos requisitos para obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias Biologicas (Area: Microbiologia
Aplicada).

Orientador: Prof. Dr. André Rodrigues

Rio Claro, SP
Margo — 2017



589.2
J617i

Jiménez Gémez, Irina

Interacdo patdgeno-hospedeiro na fungicultura das
formigas atineas derivadas / Irina Jiménez Gémez. - Rio
Claro, 2017

65 f. : il., figs., grafs., tabs., fots.

Dissertagdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista,
Instituto de Biociéncias de Rio Claro
Orientador: André Rodrigues

1. Fungos. 2. Antagonismo. 3. Parasito. 4. Jardim de
fungo. 5. Padrdes de infectividade. 6. Viruléncia. I. Titulo.

Ficha Catalografica elaborada pela STATI - Biblioteca da UNESP
Campus de Rio Claro/SP




Mvy  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ,fi«_\

unesp™ (

Campus de Rio Claro %

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA DISSERTACAO: INTERAGCAO PARASITA-HOSPEDEIRO NA FUNGICULTURA DAS
FORMIGAS ATINEAS DERIVADAS

AUTORA: IRINA JIMENEZ GOMEZ
ORIENTADOR: ANDRE RODRIGUES

Aprovada como parte das exigéncias para obtengéo do Titulo de Mestra em CIENCIAS BIOLOGICAS
(MICROBIOLOGIA APLICADA), pela Comissao Examinadora:

Departamento de Bioquimica e Microbiologia / IB-Rio Claro

]
Pés-Doutoranda SILMA LEITE ROCHA

Departamento de Entomologia / Universidade Federal de Vigosa

. s
onclio e Von Zdec
Prof. Dr. CLAUDIO JOSE VON ZUBEN
Departamento de Zoologia / IB Rio Claro

Rio Claro, 31 de margo de 2017

Titulo alterado para: Interacdo patdgeno-hospedeiro na fungicultura das formigas atineas

derivadas
Instituto de Biocdncias - CAmpus de Rio Clarg -
Av. 24-A no. 1515, 13508900, Rio Claro - $30 Pauko
CNPJ: 48,031,918/0018-72,

Scanned by CamScanner



Change is the end result of the all true learning
- Leo Buscaglia



Aos meus pais, por sempre terem enfatizado a
importancia da educacao para a vida e ao meu marido,
pelo amor incondicional e pela paciéncia para

aguentar tudo o que aprontei nesses dez anos juntos.



AGRADECIMENTOS

Chegar ate aqui foi dificil e arriscado. Foi arduo deixar para tras minha familia, meus
amigos, minha cultura, minha lingua e meu pais. Foi arriscado deixar tudo isso, sair da minha
area de conforto e entrar em um mundo novo e desconhecido.

Gostaria de agradecer a todas as pessoas que fizeram o caminho mais facil, que
ajudaram a derrubar obstaculos e a ganhar forca para continuar. Primeiramente gostaria de
agradecer aos meus pais pela formacéo para a vida, por ensinar sobre independéncia, esforco,
humildade, maturidade para afrontar as dificuldades e, principalmente, pela importancia que
sempre deram para a formacdo académica. Ao meu marido por todo, pelo amor e apoio
incondicional, por deixar tudo em Cuba e vir detras de mim, para ficar juntos, para
acompanhar meus erros e acertos, para encher meus dias dele e fazer tudo mais féacil.
Obrigada por todo amor. A minha tia, minha irma e meus sogros, pelo apoio e pelaforca.

Ao programa de convénio Cuba-Brasil que fez possivel minha vinda em 2015. Ao
meu orientador em Cuba, Julio Mena, que abriu meus olhos para o incrivel mundo dos fungos
e incentivou meu mestrado no exterior. A todas as pessoas do Instituto de Ecologia e
Sistematica (La Habana, Cuba) que ajudaram logisticamente para materializar esta ideia,
especialmente Eduardo Furrazola (Furri) e Jorge Ortiz (Yoyi).

Ao CNPq, pelo auxilio concedido (processo 190502/2014-2 - Programa PEC-PG) para
a realizacdo da minha pesquisa e ao programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Bioldgicas
(Area: Microbiologia Aplicada) da UNESP — Rio Claro, pela oportunidade.

Ao meu orientador, Prof. Dr. André Rodrigues, por ter me aceitado como aluna sem
nunca ter falado comigo (imagino que foi arriscado). Pelos milhares de documentos, cartas,
carimbos e assinaturas que teve que fazer para me trazer de Cuba. Por ter aberto as portas do
seu laboratorio para mim como para qualquer Brasileiro, nunca senti diferencas, nem softri
preconceitos. Pelas horas dedicadas para melhorar meu trabalho e por ser um orientador muito
presente e exigente (que pega no pé), isso me ajudou no crescimento pessoal e profissional.

Agradeco a todos os integrantes do LESF: Ana Maria, Camila, Luciana e Karina pela
ajuda e por todo o aprendizado juntos. Ao Danilo, o primeiro brasileiro que conheci, pela
ajuda para entender o funcionamento do laboratorio e por ideias que mudaram minha vida
enchendo tubos com meio de cultura. A Lorena por ter ficado comigo direto nos primeiros
meses de aulas e de laboratdrio, por ensinar todas as coisas necessarias para me desenvolver
sem problemas no laboratorio, foi muito importante sua ajuda. Ao Julio por ter passado parte

dos métodos do experimento. Ao Quimi pelas conversas e a ajuda em momentos de



desespero. A Bruna pelo aprendizado juntas fazendo testes interminaveis com resultados
legais. Ao Tassio pela grande ajuda com a estatistica, pelas horas tentando entender a minha
montanha de dados e pelas conversas que fizeram nascer ideias boas. A Mariana por tudo, sua
ajuda foi essencial desde aquele primeiro meio (com a marca errada) e esta sendo até hoje.
Obrigada pelas conversas de trabalho e os artigos que passou, esses ajudaram semear um
horto de ideias na minha cabeca (nem todas certas...), por passar todo o “tema formiga” para
mim, desde onde comprar 0 pote certo até a estatistica, por doar parte das suas formigas de
estimacdo para meus experimentos e pelas horas de psicanalise no whats. Ao Aryel e a Lana
gue muito ajudaram no final, em parte “desflorestando” a UNESP para dar comida ao monte
de formigas. A todos, obrigada pelo companheirismo e parceria.

Ao Prof. Dr. Odair C. Bueno, do Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS/UNESP)
por disponibilizar as coldnias e a suas alunas, Thais e Natalia, pela ajuda e dicas para mexer
com as formigas.

Ao pessoal do Laboratorio de Micologia Ambiental e Industrial (LAMAI): Gabi,
Juliana e Lia pela ajuda para manter as formigas presas e pelas alertas de “formigas
fugindo!!!”. Agradeco, especialmente, ao Pedro pelas incontaveis viagens ao centro (de
motinha, com risco de vida), para fazer todas as compras do material necessario para 0
experimento das formigas.

Ao pessoal do Laboratério de Genética de Bactérias (LGB), Prof. Dr. Henrique
Ferreira e as suas alunas, Lucia e Luana, pelo tempo e as tentativas de experimento.

A todas as pessoas que ajudaram para melhorar meu portugués com masicas, sites para
treinar e corrigindo meus textos para passar as provas de idiomas Celpe-Bras (portugués) e a
prova de portugués-inglés, ambas exigéncias do programa.

Agradeco a todos os integrantes da Republica Nemelés, por todo o aprendizado acerca
do funcionamento do mundo fora do laboratorio. Especialmente, gostaria de agradecer ao Igor
“camaroncito duro”, quem me recebeu na Rep. e ajudou sempre com tudo 0 que ndo sabia e
deu errado no comeco (que foi tudo mesmo), obrigada pela amizade. A Claudia, ao Chavez,
ao Evaldo, a Laura, ao Thales, ao Gandhi, ao Passaro, a Paula e ao Vinicius. Aos antigos
moradores Rebeca, Paulo e Jesus. Obrigada a todos pela amizade, pelas dicas, jantas e
cervejas.

Agradeco a comunidade latina de Rio Claro, que me recebeu e ofereceu sua ajuda
desde o comego, especialmente a Yadira, a Paola, a Ana Maria Salazar e o Amilcar. Todos
vocés contribuiram com seus ensinamentos e diferentes pontos de vista para fazer de mim

uma outra pessoa, que mudou, aprendeu e cresceu, muito alem da microbiologia. Obrigada!!!



RESUMO

A fungicultura das formigas atineas € um modelo atrativo para estudar associagdes parasita-
hospedeiro, pois abriga um amplo ndimero 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 interacéo
Escovopsis—fungo mutualista é o resultado final da susceptibilidade do hospedeiro e a
infectividade do patogeno. Para tanto, foram realizados ensaios de co-cultivo in vitro
utilizando fungos mutualistas e isolados de Escovopsis provenientes de col6nias de formigas
atineas derivadas. Adicionalmente, foram realizados bioensaios utilizando subcoldnias
inoculadas com esporos de Escovopsis, para avaliar como a complexidade do jardim de fungo,
em conjunto com as formigas, interfere na viruléncia da interacdo patégeno-hospedeiro. Os
resultados indicaram que o fungo mutualista de Trachymyrmex sp. € 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 patégeno,
no resultado final da interacdo Escovopsis-fungo mutualista. O fator que determinou a
infectividade de Escovopsis foi o padréo de reconhecimento frente ao hospedeiro e nao a taxa
de crescimento do patdgeno. Embora Escovopsis ocasionou a morte do hospedeiro na maioria
dos confrontos in vitro, nos experimentos realizados com subcoldnias 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 interagdes
presentes no jardim de fungo, nossos resultados sugerem que Escovopsis € um patdgeno

oportunista.

Palavras-chave: Antagonismo. Parasito. Jardim de fungo. Padrées 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

InteracOes parasito-hospedeiro podem ser compreendidas pela dindmica coevolutiva
entre os parceiros envolvidos e pelos processos ecoldgicos que afetam a especificidade dessas
associacOes. No geral, essas relagcdes sdo governadas por uma corrida armamentista, na qual o
hospedeiro desenvolve defesas para impedir a acdo do parasito, enquanto este desenvolve
adaptacOes para superar as defesas do hospedeiro. Para entender os fatores que moldam as
interacOes parasito-hospedeiro, o cenério ideal é estudar exemplos de interacGes que incluam
uma ampla gama de parasitos e de hospedeiros filogeneticamente diversos. Nesse contexto as
simbioses que ocorrem nas col6nias de formigas atineas fornecem o cenario ideal para o
estudo dessas interacoes.

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

Embora o jardim de fungo abrigue um unico clone do fungo mutualista, é sabido que
existe uma ampla diversidade de micro-organismos, como leveduras, fungos filamentosos e
bactérias, a maioria, com fung¢Ges ainda pouco conhecidas. Dentre esses micro-organismos,
fungos do género Escovopsis sdo amplamente estudados por serem parasitos (patdgenos)
especializados! do fungo cultivado pelas formigas. Esse patdgeno ocasiona impactos
negativos severos, visto que colonias infectadas sofrem reducdo na taxa de crescimento do
jardim de fungo, com consequente diminuicdo da producdo de novas operarias. Foi sugerido
que Escovopsis coevoluiu com o fungo mutualista e com as formigas em uma interacéo
tripartida, entretanto, aspectos da biologia do patégeno ainda permanecem obscuros, por
exemplo, 0 modo de transmissdo desse entre colbnias e 0s possiveis mecanismo de
parasitismo. Estudos sugerem que metabdlitos ativos e estruturas especializadas produzidas

por Escovopsis promovem o parasitismo.

1No presente trabalho serdo utilizados tanto patégeno, quanto parasita para referir a Escovopsis. Este
fungo foi classificado como um parasito especializado e patdgeno do jardim de fungo por Currie et al.
(1999a).
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Como resultado da coevolucdo da interacdo patdgeno-hospedeiro é esperado uma
especializacdo do parasito em determinados hospedeiros. Em relacdo a especificidade
Escovopsis-fungo mutualista, foi observado uma divisdo de Escovopsis em quatro grandes
clados que estdo exclusivamente associados aos seus hospedeiros (i.e. fungos mutualistas).
Estes clados também estdo correlacionados a grupos de formigas especificos, o que reforca a
coevolucdo tripartida entre esses organismos. Estudos recentes suportam essa hipotese
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 e 0 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 consideragéo a susceptibilidade do
fungo mutualista como um fator preponderante na interagdo com o parasita.

A relacdo entre o patdgeno e o hospedeiro depende tanto da infectividade do patégeno,
quanto da susceptibilidade do hospedeiro. O resultado da jungéo desses aspectos caracteriza a
viruléncia da interacdo patogeno-hospedeiro. No presente trabalho procuramos responder as
seguintes perguntas: (i) Como a susceptibilidade do hospedeiro e a infectividade do patdgeno
determinam a viruléncia da interacdo no sistema das formigas atineas? (ii) Existem diferencas
na susceptibilidade dos fungos mutualistas cultivados por formigas cortadeiras e nao-
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

interacdo Escovopsis-fungo mutualista?
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7. CONCLUSOES

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

infectividade do patdgeno, mas sim pela susceptibilidade do hospedeiro.

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

reconhecimento patdgeno-hospedeiro, do que pelas taxas de crescimento do patdgeno.

e A pronunciada diminuicdo da infectividade do patdgeno nos experimentos com
subcol6nias (i.e. jardim com todas as defesas), quando comparado com o0s

experimentos in vitro, sugere que Escovopsis € um patégeno oportunista.
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