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RESUMO

SANTOS, Aline dos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de 2025.
Summit disease como estratégia de manipulacao comportamental em Iguarima
censoria (Araneae, Anyphaenidae) induzida por uma nova espécie de Gibellula
(Hypocreales, Ascomycota). Orientador: Thiago Gechel Kloss. Coorientadora:
Thairine Mendes Pereira.

Fungos araneopatogénicos do género Gibellula sdo comumente observados sobre
cadaveres de aranhas fixadas na face abaxial das folhas, em diferentes alturas no
sub-bosque da floresta. Embora existam indicios de que aranhas infectadas por
esses fungos mudem de posigdo antes da morte, faltam estudos detalhados para
comprovar a existéncia de manipulacao comportamental por meio de deslocamento
espacial. Neste trabalho, por meio de uma abordagem morfolégica e molecular,
descrevi uma nova espécie de fungo parasita, Gibellula minensis sp. nov.
(Hypocreales: Ascomycota) para a Mata Atlantica, além de avaliar a prevaléncia de
parasitismo e a selecao de hospedeiro nas populagdes da aranha Iguarima censoria.
Além disso, investiguei se G. minensis sp. nov. induz aranhas parasitadas a
morrerem em locais mais altos e/ou mais iluminados, condicbes que poderiam
favorecer a dispersao e o desenvolvimento do fungo. Por fim, avaliei se o padrao de
morte, com cadaveres fixados na face abaxial das folhas, desempenha um papel
relevante na preservacdo dos conidiéforos, estruturas fungicas que produzem os
esporos. Observei que aranhas /. censoria parasitadas por G. minensis sp. nov.
tendem a morrer em alturas maiores, embora ndo em locais mais iluminados. A
fixacdo dos cadaveres na face abaxial das folhas demonstrou oferecer alta protecéo,
prevenindo a inviabilidade dos conididforos devido a maior exposi¢ao a chuva, vento
e dessecacdo. Esse resultado evidencia um beneficio direto para o parasita,
relacionado ao deslocamento espacial. Adicionalmente, verifiquei que a prevaléncia
de parasitismo na populacdo de I censoria analisada foi de 25%, sendo maior em
aranhas com menor tamanho corporal. Essa alta taxa de infecgdo em aranhas
menores pode ser explicada por caracteristicas morfolégicas, imunolégicas e
comportamentais especificas, como a menor espessura e esclerotizagdo da cuticula
ou ainda habitos de forrageamento mais intensos. Nesse contexto, meus resultados
contribuem para a compreensao de que aranhas parasitadas por espécie do género
Gibellula sao induzidas ao deslocamento espacial antes de morrerem e que a
fixacdo na face abaxial das folhas implica beneficios claros para o fungo,
aumentando sua aptidao.



Palavras-chave: parasita-hospedeiro; fenotipo estendido; hypocreales; summit
disease



ABSTRACT

SANTOS, Aline dos, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, September, 2025.
Summit Disease as a Behavioral Manipulation Strategy in Iguarima censoria
(Araneae, Anyphaenidae) Caused by a New Species of Gibellula (Hypocreales,
Ascomycota). Adviser: Thiago Gechel Kloss. Co-adviser: Thairine Mendes Pereira.

Araneopathogenic fungi of the genus Gibellula are commonly observed on spider
cadavers affixed to the abaxial surface of leaves, at varying heights within the forest
understory. Although there is evidence that spiders infected by these fungi change
position before death, detailed studies are lacking to demonstrate behavioral
manipulation via spatial displacement. In this study, using a morphological and
molecular approach, | described a new parasitic fungal species, Gibellula minensis
sp. nov. (Hypocreales: Ascomycota), from the Atlantic Forest, and evaluated the
prevalence of parasitism and host selection in populations of the spider Iguarima
censoria. In addition, | investigated whether G. minensis sp. nov. induces parasitized
spiders to die in higher and/or more illuminated locations, conditions that could favor
fungal dispersal and development. Finally, | evaluated whether the death pattern, in
which cadavers are affixed to the abaxial leaf surface, plays a significant role in
preserving the conidiophores, the fungal structures that produce spores. | observed
that I. censoria spiders parasitized by G. minensis sp. nov. tend to die at greater
heights, though not in more illuminated sites. The attachment of cadavers to the
abaxial leaf surface proved to confer strong protection, preventing the loss of
conidiophore viability due to increased exposure to rain, wind, and desiccation. This
finding indicates a direct benefit to the parasite associated with spatial displacement.
Additionally, | found that the prevalence of parasitism in the population of /. censoria
examined was 25% and was higher among spiders with smaller body size. This high
infection rate in smaller spiders may be explained by specific morphological,
immunological, and behavioral traits, such as a thinner and less sclerotized cuticle or
more intensive foraging habits. In this context, my results support the view that
spiders parasitized by species of the genus Gibellula are induced to move spatially
before death and that attachment to the abaxial leaf surface confers clear benefits to
the fungus, increasing its fitness.

Keywords: parasite-host; extended phenotype; hypocreales; summit disease
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INTRODUCAO GERAL

Viérios grupos de parasitas desenvolveram a capacidade de induzir alteragcdes
comportamentais em seus hospedeiros (Dawkins 1982, Thomas et al. 2005), representando uma
importante estratégia adaptativa dos parasitas (Poulin et al. 2000). Dentre as diversas estratégias
dos parasitas, a manipulagao comportamental do hospedeiro pode aumentar sua aptidao, devido
a sua capacidade de potencializar tanto o desenvolvimento como a transmissdo dos parasitas
(Dawkins 1982, Thomas et al. 2005). Essas estratégias se fundamentam na manipula¢do do
comportamento dos hospedeiros, que pode ocorrer de quatro formas principais: (1) transmissao
trofica, envolvendo hospedeiros intermedidrios; (2) transmissdo por vetores, ampliando o
encontro entre os hospedeiros potenciais; (3) transmissdo para prote¢do, quando os hospedeiros
oferecem protecdo contra predadores e condi¢des climdticas; e (4) transmissdo por
deslocamento espacial, na qual o hospedeiro morre em local adequado para o parasita (Poulin
2010). No entanto, a simples observacdo desses comportamentos nas interacdes parasita-
hospedeiro ndo constitui, isoladamente, uma comprovacdo de manipulacio comportamental.
Muitas alteragdes podem ser subprodutos ou consequéncias ndo intencionais da infeccdo
parasitica, sem conferirem beneficios diretos ao parasita (Poulin 2010). Para comprovar a
existéncia de manipulacdo comportamental, € fundamental demonstrar, empiricamente, que as
mudancas no comportamento do hospedeiro trazem vantagens significativas para o parasita
(Poulin 2010, Heil 2016).

Entre os exemplos de manipulacdo comportamental, as alteracdes que promovem o
deslocamento espacial dos hospedeiros sdo comuns em florestas tropicais, fendmeno conhecido
como summit disease (Lovett et al. 2020, Masoudi et al. 2024). A principal hipdtese para
explicar esse tipo de manipulacdo é que o comportamento alterado leva os hospedeiros a
morrerem em locais que oferecem ao parasita um ambiente climaticamente favordvel a sua
sobrevivéncia e reproducao. Em alguns casos, essas alteracOes frequentemente envolvem a
selecdo de locais que favorecem a dispersdo de propdgulos do parasita, ampliando a
probabilidade de transmissdo (Poulin 2010, Hughes et al. 2016).

Entre os parasitas que induzem o deslocamento espacial em florestas tropicais, os fungos
patogénicos sdo particularmente abundantes (Evans & Samson 1987). Apesar da alta
diversidade de interagdes observadas entre esses fungos e artropodes, os estudos existentes
raramente investigaram a capacidade desses parasitas induzirem modificacdes e, especialmente,

raramente avaliaram os efeitos dessas modificacdes. Além disso, a maioria das investigacdes

13



empiricas sdo restritas a determinados modelos de estudo, como formigas e fungos
Ophiocordyceps, fazendo com que diversos grupos de artropodes e fungos altamente diversos
sejam negligenciados.

Fungos parasitas do género Gibellula constituem um desses grupos negligenciados, para
0s quais as investigacdes sobre a capacidade de induzir modificagdes comportamentais em seus
hospedeiros ainda sdo escassas. Espécies desse género parasitam exclusivamente aranhas
(Evans & Samson 1987, Samson & Evans 1992), sendo frequentemente encontrado em regides
tropicais (Evans 2013; Shrestha et al. 2019). Atualmente, o gé€nero conta com quase 40 espécies
descritas (Evans 2013; Shrestha et al. 2019, Mendes-Pereira et al. 2022, Mendes-Pereira et al.
2023, Joseph et al. 2024, Alves et al. 2025, Evans et al. 2025, Liu et al.2025), embora ainda haja
uma consideravel diversidade ndo descrita.

As aranhas parasitadas por espécies de Gibellula sao geralmente encontradas fixadas na
vegetacdo, comumente na face abaxial das folhas (Evans 2013, Mendes-Pereira et al. 2023).
Esse padrdo sugere a existéncia de um local especifico de morte, possivelmente induzido pelo
fungo, para criar um microclima mais favordvel ao desenvolvimento do parasita. Fatores
abidticos podem desempenhar um papel importante na sobrevivéncia e reproducdo do fungo
(Arruda et al. 2021, Mendes-Pereira et al. 2023). Contudo, ainda ndo existem estudos que
investiguem se espécies do género Gibellula induzem o deslocamento espacial das aranhas
hospedeiras e quais seriam os beneficios desse comportamento para o sucesso de transmissao
do fungo.

Neste trabalho, investigamos uma possivel manipulagdo comportamental entre aranhas
Iguarima censoria (Anyphaenidae) e uma nova espécie de fungo Gibellula, usando abordagens
moleculares, filogenéticas e ecoldgicas. Além disso, descrevemos essa nova espécie, que foi
nomeada como Gibellula minensis sp. nov. Com o objetivo de explorar essa relagdo de forma
detalhada, estruturamos a dissertacdo em dois capitulos distintos. No primeiro capitulo,
propomos a descricdo desta nova espécie de Gibellula, em uma combinacdo de dados
morfoldgicos, ecolégicos e moleculares. Além disso, avaliamos a prevaléncia do parasitismo e
a selecdo de hospedeiros por essa espécie. Ja no segundo capitulo, adotamos uma abordagem
mais experimental para testar aspectos especificos da interagc@o. Investigamos se a morte de
aranhas I. censoria parasitadas por G. minensis sp. nov. ocorre predominantemente em alturas
ou condi¢des de luminosidade especificas. Por fim, avaliamos se o posicionamento dos

caddveres na face abaxial das folhas contribui para a preservacao do fungo.
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Com nosso estudo, apresentamos evidéncias experimentais que sustentam a hipétese de
manipulacdo adaptativa exercida por fungos araneopatogénicos do género Gibellula sobre a
aranha hospedeira. Sugerimos que esse processo de manipulagdo afeta diretamente a populagdo
de L. censoria devido a alta taxa de infeccao e a selecdo desses hospedeiros de menor tamanho
corporal. Além disso, G. minensis sp. nov. € beneficiado pelo local em que os caddveres das
aranhas parasitadas sdo fixados na vegetacdo, favorecendo sua protecdo e transmissdo. Esses

resultados ampliam o entendimento sobre a complexidade dessa interac@o parasita-hospedeiro.

15



Referéncias

Alves JEDR, Santos ACDS, Pedroso SKBP, et al. (2025). Untangling a web of spider fungi:
Gibellula agroflorestalis (Hypocreales, Ascomycota), a new species of spider parasite from
Brazil. Journal of Invertebrate Pathology. 209: 108278.
https://doi.org/10.1016/].jip.2025.108278

Dawkins R. (1982). The Extended Phenotype. 1* edi¢do. Oxford University Press.

Evans HC. (2013). Fungal Pathogens of Spiders. In: Spider Ecophysiology. (Wolfgang
Nentwig, ed). Springer: Berlin: 107-121. https://doi.org/10.1007/978-3-642-33989-9 9

Evans HC, Samson RA. (1987). Fungal pathogens of spiders. Mycologist. 1: 152-159.
https://doi.org/10.1016/S0269-915X(87)80107-6

Evans HC, Fogg T, Buddie AG, Yeap YT, Aratjo JPMD. (2025). The araneopathogenic
genus Gibellula (Cordycipitaceae: Hypocreales) in the British Isles, including a new zombie
species on orb-weaving cave spiders (Metainae: Tetragnathidae). Fungal Systematics and
Evolution. 15: 153—178. https://doi.org/10.3114/fuse.2025.15.07

Heil M. (2016). Host Manipulation by Parasites: Cases, Patterns, and Remaining Doubts.
Frontiers in Ecology and Evolution. 4:80. https://doi.org/10.3389/fevo.2016.0008

Hughes DP, Aratjo JPM., Loreto RG, et al. (2016). Chapter Eleven - From So Simple a
Beginning: The Evolution of Behavioral Manipulation by Fungi. In: Advances in Genetics.
(Brian L, Raymond JSI, eds). Academic Press: 437-469.
https://doi.org/10.1016/bs.adgen.2016.01.004

Joseph RA, Masoudi A, Valdiviezo MJ, et al. (2024). Discovery of Gibellula floridensis from
Infected Spiders and Analysis of the Surrounding Fungal Entomopathogen Community. Journal
of Fungi. 10: 694-717. https://doi.org/10.3390/;0f10100694

Liu Z.-L, Wei D-P, Chein J-H, et al. (2025). A new spider-pathogenic species Gibellula
liaoningensis (Cordycipitaceae) from Liaoning Province, China. Phytotaxa. 702: 48-60.
https://doi.org/10.11646/phytotaxa.702.1

Lovett B, St. LRJ, Fine DLHH. (2020). Going gentle into that pathogen-induced goodnight.
Journal of Invertebrate Pathology. 134: 107398. https://doi.org/10.1016/].jip.2020.107398

Masoudi A, Joseph RA, Keyhani NO. (2024). Viral- and fungal-mediated behavioral
manipulation of hosts: summit disease. Applied Microbiology and Biotechnology. 108: 492.
https://doi.org/10.1007/s00253-024-13332-x

Mendes-Pereira T, Aratjo JPMD, Kloss TG, et al. (2023). Disentangling the Taxonomy,
Systematics, and Life History of the Spider-Parasitic Fungus Gibellula (Cordycipitaceae,
Hypocreales). Journal of Fungi. 9: 457. https://doi.org/10.3390/j0f9040457

Mendes-Pereira T, Aradjo JPMD, Mendes FC, et al. (2022). Gibellula aurea sp. nov.
(Ascomycota, Cordycipitaceae): a new golden spider-devouring fungus from a Brazilian
Atlantic Rainforest. Phytotaxa. 573: 85—102. https://doi.org/10.11646/phytotaxa.573.1.5

16


https://doi.org/10.1016/j.jip.2025.108278
https://doi.org/10.1007/978-3-642-33989-9_9
https://doi.org/10.1016/S0269-915X(87)80107-6
https://doi.org/10.3114/fuse.2025.15.07
https://doi.org/10.3389/fevo.2016.0008
https://doi.org/10.1016/bs.adgen.2016.01.004
https://doi.org/10.3390/jof10100694
https://doi.org/10.11646/phytotaxa.702.1
https://doi.org/10.1016/j.jip.2020.107398
https://doi.org/10.1007/s00253-024-13332-x
https://doi.org/10.3390/jof9040457
https://doi.org/10.11646/phytotaxa.573.1.5

Poulin R. (2010). Parasite Manipulation of Host Behavior: An Update and Frequently Asked
Questions. Advances in the Study of Behavior. Academic Press. 41: 151-186.
https://doi.org/10.1016/S0065-3454(10)41005-0

Poulin R, Morand S. (2000). The Diversity of Parasites. The Quarterly Review of Biology.
2000. 75: 277-93. https://doi.org/10.1086/393500

Samson RA, Evans HC. (1992). New species of Gibellula on spiders (Araneida) from South
America. Mycologia. 84: 300-314. https://doi.org/10.1080/00275514.1992.12026143

Shrestha B, Kubatova A, Tanaka E, et al. (2019). Spider-pathogenic fungi with in Hypocreales
(Ascomycota): their current nomenclature, diversity, and distribution. Mycological Progress.
18: 983—-1003. https://doi.org/10.1007/s11557-019-01512-3

Thomas F, Adamo S, Moore J. (2005). Parasitic manipulation: where are we and where should
we go? Behavioural Processes. 68: 185—199. https://doi.org/10.1016/j.beproc.2004.06.010

17


https://doi.org/10.1016/S0065-3454(10)41005-0
https://doi.org/10.1086/393500
https://doi.org/10.1080/00275514.1992.12026143
https://doi.org/10.1007/s11557-019-01512-3
https://doi.org/10.1016/j.beproc.2004.06.010

CAPITULO 1

Parasitismo na Mata Atlantica: descricio de uma nova espécie de fungo do género
Gibellula (Cordycipitaceae), parasita de aranhas

18



Parasitismo na Mata Atlantica: descricio de uma nova espécie de fungo parasita de

aranhas do género Gibellula (Cordycipitaceae)

Aline Santos'?, Thairine Mendes Pereira’, Camila de Fatima Ferreira Ribeiro!, Thiago Gechel

Kloss!

! Laboratério de Ecologia e Comportamento, Departamento de Biologia Geral, Universidade Federal de
Vigosa, Vigosa, MG, 36570-900, Brasil.
2 Programa de P6s Graduag@o em Ecologia, Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, 36570-900, MG,

Brasil.
3 Laboratério de Interagdes Inseto-Microrganismo, Departamento de Entomologia, Universidade

Federal de Vigosa, Vigosa, MG, 36570-900, Brasil.

Artigo submetido para a revista Fungal Biology

19



Resumo

Nas florestas tropicais, ha uma elevada diversidade de parasitas que utilizam os artrépodes
como recurso, em particular os aracnideos. Um dos grupos de parasitas mais frequentes em
aranhas de florestas tropicais sdo os fungos do género Gibellula, para os quais permanece uma
considerdvel lacuna de conhecimento nestes ambientes. Neste estudo, apresentamos a descri¢ao
de uma nova espécie de fungo parasita que infecta aranhas da espécie Iguarima censoria na
Mata Atlantica brasileira, Gibellula minensis sp. nov. Identificamos a partir de andlises
morfolégicas e moleculares que Gibellula minensis sp. nov. € uma espécie nova com um clado
com 100% de suporte e uma relagdo proxima com Gibellula aurea. As caracteristicas que a
distinguem das outras espécies do gé€nero sdo, incluem hifas marrom-claras, conidi6foros
brancos e ligeiramente maiores e fidlides mais finas. Observamos uma alta prevaléncia de
parasitismo nessa interagao, atingindo 25% da populacdo de 1. censoria observada. Além disso,
observamos que os caddveres das aranhas parasitadas sdo fixados exclusivamente na face
inferior das folhas, seguindo o padrdo tipico observado para espécies do género Gibellula.
Verificamos que o parasitismo € mais frequente em individuos menores de I. censoria, o que
possivelmente estd associado a menor espessura da cuticula ou maior atividade de forrageio em
individuos menores. Esses resultados ampliam o conhecimento sobre a ecologia e a
biodiversidade dos fungos araneopatogénicos, especificamente sobre um género que apresenta
indicios de manipulacdo comportamental em seus hospedeiros. A nova espécie, Gibellula
minensis sp. nov., destaca-se como um importante inimigo natural de . censoria, influenciando
diretamente na dindmica populacional dessa aranha. Além disso, a espécie representa uma nova
interacdo para estudos sobre manipulacdo comportamental, ampliando a compreensdo das

estratégias adaptativas dos fungos parasitas em ambientes tropicais.

Palavras-chave:  Hypocreales, = Araneae, manipulacdo  comportamental,  fungos

araneopatogénicos.
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1. Introducao

Parasitas representam cerca de metade das espécies descritas atualmente e apresentam
uma grande diversidade de associagdes interespecificas (Poulin 2000, Lafferty et al. 2006,
Dobson et al. 2008, Carlson et al. 2020). Em florestas tropicais, fungos parasitas constituem um
dos principais grupos que atuam no controle de populagcdes de artrépodes (Hughes et al. 2016).
Na ordem Hypocreales (Ascomycota), os fungos parasitas de artrpodes pertencem
principalmente a quatro das dezesseis familias reconhecidas: Cordycipitaceae,
Ophiocordycipitaceae, Clavicipitaceae e Bionectriaceae (Shrestha et al. 2019). Apesar do
esforco dos ultimos anos para aumentar o conhecimento sobre as espécies tropicais desses
parasitas, uma parte considerdvel desses fungos permanece desconhecida.

Um dos grupos de fungos parasitas de artropodes mais abundantes sdo os fungos do
género Gibellula (Evans 2013, Nyffeler & Hywel-Jones 2024, Shrestha et al. 2019). Esses
fungos sdo amplamente distribuidos em florestas tropicais (Samson & Evans 1992), sendo
associados exclusivamente a aranhas. O género Gibellula pertence a familia Cordycipitaceae
(Hypocreales, Ascomycota), estabelecido por Cavara em 1894, e tem Gibellula pulchra como
espécie-tipo (Shrestha et al. 2019). O género se caracteriza pela formagdo de um ou multiplos
sinémios, que apresentam conidiéforos em formato esférico, semelhante a Aspergillus
(aspergiloides), ou semi-esférico, semelhante a Penicillium (penicilioides), e podem apresentar
formas teleomorfica (sexuada), anamorfica (assexuada) e sinanamorfica (Evans 2013, Mendes-
Pereira et al. 2023). Suas estruturas assexuais apresentam conidioforos, métulas, fidlides e
conidios, enquanto as estruturas sexuais sao representadas por peritécios superficiais, que por
meio dos ascdsporos liberam os ascos (Kuephadungphan et al. 2022). Apesar da enorme
diversidade observada no sub-bosque de florestas tropicais, o género Gibellula possui por volta
de 40 espécies descritas e vdlidas (Evans 2013; Shrestha et al. 2019, Mendes-Pereira et al. 2022,
Mendes-Pereira et al. 2023, Joseph et al. 2024, Alves et al. 2025, Evans et al. 2025, Liu et al.
2025), o que evidencia a existéncia de uma elevada diversidade ainda ndo revelada.

Aranhas parasitadas por espécies de Gibellula exibem ampla variacdo morfoldgica
(Mendes-Pereira et al. 2023). Revisdes recentes sugerem que as espécies de Gibellula possuem
associacoes com 25 familias distintas de aranhas, pertencentes a 10 guildas ecoldgicas
diferentes (Nyffeler & Hywel-Jones 2024, Mendes-Pereira et al. 2023). As aranhas parasitadas
sdo frequentemente encontradas na face abaxial das folhas, por vezes fixadas por uma fina

camada de seda que as conecta ao limbo, com seus corpos cobertos por hifas (Hughes et al.
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2016, Delazari et al. 2025). Embora diversos estudos sugiram que esse local de morte seja
resultado de manipulacdo comportamental, ainda faltam evidéncias experimentais robustas para
comprovar que Gibellula induz o deslocamento das aranhas hospedeiras para locais que
favorecam a dispersdo e desenvolvimento do fungo.

A compreensdo da manipulacdo comportamental depende, primeiramente, da descri¢cao
e identificacdo precisa dos organismos envolvidos, o que nem sempre € realizado. No caso dos
fungos parasitas do género Gibellula, a combinacdo de caracteres morfoldgicos e andlises
moleculares é fundamental, dada a ampla variagdo fenotipica natural do género e a escassez de
sequéncias de DNA disponiveis para diversas espécies de Gibellula (Mendes-Pereira et al.
2023). Para aranhas hospedeiras, a avalia¢do de caracteristicas como a morfologia dos tarsos e
queliceras, a forma dos olhos e a posi¢do das pernas pode ajudar a distinguir os hospedeiros
(Jocqué & Dippenaar-Schoeman 2006). Além disso, estudos sobre fungos parasitas carecem
de avaliacOes relacionadas a prevaléncia desses parasitas nas populacdes hospedeiras, assim
como a possivel selecio de determinados atributos dos hospedeiros. Esses dados sdo
fundamentais para compreender os possiveis impactos dessa interagdo parasitica na dindmica
populacional das espécies hospedeiras (Nyffeler & Hywel-Jones 2024).

Neste estudo, integrando dados ecoldgicos, morfolégicos e moleculares, apresentamos
a descricao de uma nova espécie de fungo para a Mata Atlantica, Gibellula minensis sp. nov. e
investigamos a prevaléncia de parasitismo em uma populacdo da aranha hospedeira, Iguarima
censoria (Anyphaenidae). Além disso, considerando que o tamanho das aranhas hospedeiras
pode ser um fator importante para o desenvolvimento dos fungos, avaliamos se o tamanho
corporal dos individuos de I. censoria influencia na probabilidade de parasitismo. Dessa forma,
este estudo contribui para o conhecimento da diversidade de fungos parasitas de aranha na Mata
Atlantica brasileira e amplia a compreensdo sobre os fatores que modulam o parasitismo

fingico em aranhas.

2. Métodos

Coleta de campo

As amostras foram coletadas na Mata da Biologia, localizada no campus da
Universidade Federal de Vigosa (UFV), municipio de Vigosa, Minas Gerais, Brasil
(20°4528.7"S; 42°51'55.2"0). O fragmento tem 75 ha e é caracterizado como uma vegetacao

de floresta Atlantica semidecidual (Fig. 1). O clima da regido € tropical, com temperaturas
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médias anuais de 19 °C e com variacdo altitudinal entre 725 e 745 metros (Silva et al. 2010). A
drea € constituida por uma mata secunddria dentro da regido urbanizada de Vicosa (Souza

2009).

75.0°wW 60.0°W 45.0°W 30.0°w

15.0°S 0.0°

30.0°S

=

.0°w 48.0°W 45.0°W 42.0°W
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20.7°S

% g Datum: Sirgas 2000
6 IBGE (2022), IDE-SiSema (2010)

Legenda
Mata da Biologia Area de coleta [l Vicosa [[] Minas Gerais [__] Brasil

20.8°S

Figura 1. Mapa de localizacdo da Mata da Biologia, drea de estudo. A drea em verde claro

indica sua localizac¢do na cidade de Vicosa, Minas Gerais, Brasil.

As coletas foram realizadas por quatro pesquisadores, durante os meses de junho a julho
de 2024. Buscamos ativamente ao longo das trilhas individuos de I. censoria parasitados por
Gibellula minensis sp. nov. As buscas foram realizadas especialmente na face abaxial das folhas
de plantas herbiceas, arbustivas e arvores com até 3 metros de altura, locais onde a ocorréncia
de Gibellula é frequente (Mendes-Pereira et al. 2023).

A identificacdo do fungo e da aranha hospedeira foi baseada em caracteristicas
morfoldgicas marcantes. O fungo apresenta hifas marrom-claras envolvendo o caddver da
aranha, com multiplos sinémios que variam de colora¢do branca a marrom-clara, dependendo
do estagio de desenvolvimento. Além disso, os sinémios apresentam numerosos conidiéforos
densos distribuidos ao longo de toda sua extensdo, exceto na regido apical. Os cadaveres das

aranhas exibem uma posi¢ao caracteristica de fixacdo nas folhas: as pernas I, II e III ficam
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posicionadas a frente, paralelas ao cefalotérax, enquanto a perna IV, se destaca por apresentar

listras pretas e ser posicionada para tras, paralela ao abdomen (Fig. 2C-F).

Identificacdo da aranha hospedeira

Para a identifica¢do taxondmica da aranha hospedeira, coletamos individuos parasitados
ainda nos estdgios iniciais de desenvolvimento do fungo. Em laboratério, os espécimes foram
imersos em dalcool etilico, o que tornou as hifas externas translicidas e permitiu a visualiza¢ao
dos principais caracteres morfoldgicos da aranha, possibilitando sua classificagdo na familia
Anyphaenidae. Observamos que a perna I'V apresenta padrao distinto de coloragao em amarelo
e preto (Fig. 2C.E), uma caracteristica diagndstica importante para a confirmacdo da espécie
hospedeira, especialmente em casos em que o fungo cobria o cefalotérax e o abdomen. A partir
desse padrdo, buscamos ativamente individuos adultos ndo parasitados com o mesmo
morfotipo. Coletamos 10 fémeas adultas em campo, que foram armazenadas em tubos Falcon
de 50 mL com dlcool 80% e posteriormente encaminhadas ao Instituto Butantan, Sao Paulo,
para identificacdo taxondmica.

A espécie hospedeira foi identificada como Iguarima censoria (Keyserling, 1891) (Fig.
2A). Essa espécie, em sua fase adulta, apresenta cefalotérax e pernas de coloragdo amarelada,
com tonalidades mais escuras nas regides cefdlicas e nos segmentos das pernas. O abdomen,
por sua vez, € acinzentado, sendo mais claro na regido ventral (Brescovit 1996). Os individuos
de I censoria constroem seus abrigos no limbo das folhas (Fig. 2B) e exibem um

comportamento de forrageamento mais intenso durante a noite (Santos, A. observacdo pessoal).

Prevaléncia de parasitismo

Para estimar a prevaléncia de parasitismo de G. minensis sp. nov. na populacdo
hospedeira, delimitamos uma parcela de 30 x 50 m na Mata da Biologia e, por busca ativa
noturna, contabilizamos os espécimes parasitados e ndo parasitados de 1. censoria encontrados.
Focamos a inspecdo em plantas de sub-bosque com até 3 m de altura acima do solo (Mendes-
Pereira et al. 2023). Como o fungo cresce sobre o cadaver dos individuos parasitados, baseamos
aidentificacdo dos individuos parasitados de 1. censoria em caracteres morfoldgicos marcantes,
como a ultima perna, que se diferencia das outras pelas suas visiveis listras em cores
contrastantes (Fig. 2C-F). A busca ativa foi realizada durante a estacdo seca, sendo realizada
durante 2 horas por uma equipe de dez pesquisadores que inspecionaram todas as plantas da

area amostral.
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Selecio de tamanho do hospedeiro

Individuos parasitados sdo cobertos por hifas que tornam dificil a visualizacdo e
medi¢ao precisa do corpo do hospedeiro, e o tarso e metatarso da perna IV sempre ficam visiveis
(Fig. 2C-F). Diante disso, avaliamos inicialmente se essas estruturas da perna IV eram
correlacionadas com o comprimento total dos individuos. Para isso, coletamos 34 fémeas ndo
parasitadas e mensuramos o comprimento do cefalotérax e abdomen, assim como o
comprimento total do tarso e metatarso da perna IV. Observamos uma correlacdo positiva,
indicando que o tamanho do tarso e metatarso da perna IV é um preditor que representa o

tamanho total das aranhas hospedeiras (r = 0.78; p <0.001; R = 0.61).

Para avaliar a existéncia de selecio do tamanho das aranhas hospedeiras, coletamos,
com o auxilio de uma pinga, a ultima perna do lado esquerdo de 32 aranhas parasitadas e as
armazenamos em microtubos de 1,5 ml contendo alcool etilico 80%. A coleta das aranhas ndo
parasitadas foi realizada por meio de busca ativa noturna, conduzida durante duas horas por
dois pesquisadores, que resultou na coleta de 34 individuos ndo parasitados. Os individuos
encontrados ao longo da trilha principal foram capturados e armazenados em tubos Falcon de
50 ml contendo dlcool etilico 80%. No laboratério, com o auxilio de uma lupa ZEISS SteREO
Discovery.V20, fotografamos e mensuramos o comprimento do tarso e metatarso de todas as

aranhas, tanto parasitadas quanto as ndo parasitadas por G. minensis sp. nov.
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Figura 2. Aranhas Iguarima censoria (Anyphaenidae) nao parasitadas e parasitadas por
Gibellula minensis sp. nov. (A) Individuo forrageando na vegetacdo; (B) Abrigo de seda
construido pelas aranhas nao parasitadas no limbo foliar. (C) Individuo adulto de 1. censoria
infectado por G. minensis sp. nov. em estdgio inicial de desenvolvimento do fungo; (D)
Colonia de G. minensis sp. nov. em estdgio avancado de desenvolvimento; (E) Individuo de 1.
censoria apresentando sinémios recém-formados (brancos); (F) Individuo de . censoria
apresentando sinémios maduros (marrom claro); (G) Detalhe de um sin€mio branco, no inicio
do desenvolvimento, com conidiéforos apresentando cadeias de conidios; (H) Sinémio
desenvolvido marrom claro, com conidiéforos densos e de coloracio branca. Barras de escala:

E,G,H=1 mm.

Caracterizacao morfolégica do fungo

Para a descricdo e estudo morfoldgico desta espécie de Gibellula, coletamos em campo
14 espécimes de 1. censoria parasitados. Os individuos foram mantidos individualmente em
tubos Falcon 50 ml, com silica gel. No laboratdrio, obtivemos macrofotografias de cada
espécime com o auxilio de uma camera Nikon D7500 e lente macro 105 mm. Para a preparagdo
das laminas microscépicas, utilizamos lactoglicerol (25% acido lético, 50% glicerol, 25% agua
destilada). Apos a montagem das laminas, levamos ao microscopio optico de luz Olympus
BX53 e fotografamos as principais estruturas morfoldgicas com camera Olympus Q-Color5. Ja
para a preparacdo das amostras para microscopia eletronica de varredura, utilizamos pingas
esterilizadas para fixar os sinémios na fita condutiva de carbono de sfubs e encaminhamos para
o Niucleo de Microscopia e Microandlise - UFV. As amostras foram metalizadas no Metalizador
Quorum Q150R S e fotografadas no Microscopio Eletronico de Varredura (Leo 1430VP) / EDS.
Com base nas imagens obtidas no microscopio Optico de luz, medimos as estruturas do fungo
com o objetivo de compard-las com outras espécies de Gibellula spp. descritas. Além das
caracteristicas macromorfoldgicas da espécie, consideramos o comprimento e/ou largura

minima e maxima do sinémio, conidiéforo, vesicula, métula, fidlide e conidio.

PCR e sequenciamento

Para identificagdo molecular, extraimos DNA genomico de seis espécimes de Gibellula
minensis sp. nov., diretamente dos sinémios retirados das aranhas parasitadas. Esses sinémios
foram macerados em microtubo de 1.5 mL com nitrogénio liquido. Usamos o kit Wizard

Genomic DNA Purification Kit (Promega, USA), seguindo todas as recomendacdes do
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fabricante. Apds a extracdo, avaliamos tanto a concentracao final quanto a qualidade do DNA
por meio de espectrofotometria em NanoDrop®.

Amplificamos cinco regides gendmicas: a subunidade nuclear ribossomal menor (SSU),
a subunidade nuclear ribossomal maior (LSU), o fator de alongamento de traducdo 1-a (TEF),
a primeira subunidade maior da RNA polimerase II (RPB1) e a segunda subunidade maior da
RNA polimerase II (RPB2). Para cada regidao, uma reacdo em cadeia de polimerase (PCR) foi
realizada com volume final de 25 pL, contendo 1,0 puL de cada primer [10 pmol] direto e
reverso, 12,5 uL de KAPA Fast DNA Polymerase Ready Mix [5 UpL™!] (Sigma-Aldrich®,
Darmstadt, Alemanha), 2 uL de DNA gendmico [50 ng uL!] e 8,50 uL de 4gua estéril livre de
nuclease. As condi¢des das reagdes de PCRs, para cada regido, estdo descritas na Tabela 1.
Ap06s a amplificacio, os PCRs foram purificados e sequenciados pela Psomagen® (Nova York,
EUA). O sequenciamento resultou em sequéncias bidirecionais, que foram montadas utilizando

o programa Geneious Prime® 2025.0.2 (https://www.geneious.com).
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Tabela 1. Primers usados e as condi¢des das reagdes em cadeia da polimerase usadas para a amplificacdo de cada regido gendmica para

identificar os espécimes de Gibellula.

Regidao Tamanho Primer Desnaturaciao Anelamento 1 Anelamento 2 Extensao Referéncia
genémica estimado (pb) final
SSU 900-1000 NS1 95 °C por 2 min 4x(94°Cpor30s,55°C 35%x(94°Cpor30s,50.5°C 72 °C por 5 Whiteetal. 1990
por 30s, 72 °C por 1 min) por 30 s, 72 °C por 1 min) min Aradjo et al. 2018
NS4 Qasim et al. 2018a
LSU 800-900 LR7 95 °C por 2 min 4% (94 °Cpor30s,55°C 35x%x(94°Cpor30s,505°C 72 °C por 5 Vilgalys & Heester 1990
por 30 s, 72 °C por 1 min) por 30s, 72 °C por 1 min) min Vilgalys & Sun 1994
LROR Aratjo et al. 2018
Qasim et al. 2018a
TEF 700-950 2218R 95 °C por 2 min 10x (94 °Cpor305s,64°C 35 x (94 °C por 30 s, 54 °C 72 °C por 5 Castlebury et al. 2004
por 30s, 72 °C por 1 min) por 30 s, 72 °C por 1 min) min Aradjo et al. 2018
983F
RPB1 800-900 RPB1-Ac 95 °C por 2 min 10x (95 °Cpor30s,64°C 35 x (95 °C por 305,54 °C 72 °C por 3 Murataetal. 2014
RPBI1-Cr por 1 min, 72 °C por 1 por 1 min, 72 °C por l min)  min
min)
RPB2 900-1000 fRPB2-5F 95 °C por 2 min 40x (94 °Cpor30s,50°C _ 72 °C por 10 Castlebury et al. 2004
fRPB2-7cR por 30's, 72 °C por 1 min) min Liu et al. 1999
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Filogenia molecular

Todas as sequéncias de DNA dos espécimes de Gibellula avaliados foram comparadas
com sequéncias do banco de dados de nucleotideos NCBI BLASTn, para verificar se as
amostras sequenciadas pertenciam ao género Gibellula. As andlises filogenéticas foram
realizadas utilizando todas as sequéncias disponiveis no banco de dados, incluindo o NCBI-
GenBank, excluindo as muito divergentes. Apds essa apuracdo inicial e inclusdo dos nossos
dados, o alinhamento final consistiu em 112 sequéncias (56 SSU, 93 LSU, 78 RPB1, 49 RPB2
e 97 TEF) (Tabela 2). Utilizamos a espécie Hevansia novoguineensis (NHJ 11923) como grupo
externo, por ser a espécie de fungo mais proxima filogeneticamente do gé€nero Gibellula
(Mendes-Pereira et al. 2022).

Para as andlises de maxima verossimilhanca (MV), utilizamos o ModelFinder e o
PartitionFinder (Kalyaanamoorthy et al. 2017, Chernormor et al. 2016) para escolher o modelo
de substituicdo de nucleotideos mais adequado no programa IQ-TREE multicore v. 1.6.12,
aplicando 1.000 réplicas de Bootstrap Ultrafast (Nguyen et al. 2015; Hoang et al. 2017). Para a
inferéncia Bayesiana, utilizamos o MrModeltest2 v.2.4 (Nylander 2004), no PAUP* v.4.0a
(Swofford 2003), para verificar o modelo de melhor ajuste e realizamos duas execugdes
paralelas com quatro cadeias de Markov Chain Monte Carlo (MCMC) no MrBayes v. 3.2.7.a
(Ronquist et al. 2012). As execucdes convergiram para uma frequéncia de divisao <0,01 quando
atingiram 7,5 milhdes de geracOes. Descartamos 25% das topologias geradas na fase de descarte
inicial (burn-in). A 4rvore filogenética de consenso de cada andlise foi visualizada com o
FigTree v. 3.5.9 (Rambaut 2017). Em cada ramo, sdo mostrados os valores de bootstrap acima
do limiar estabelecido (ML > 50%). A escala de substitui¢do de nucleotideos € indicada na parte
inferior. A topologia da andlise IB é mostrada no S3. As arvores foram editadas usando o

programa Inkscape (www.inkscape.org).
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Tabela 2. Sequéncias de Gibellula nos bancos de dados NCBI-GenBank, usadas nas anélises filogenéticas. Isolados da nova espécie gerada neste

estudo estdo marcados em negrito.

Espécie Cédigo do Isolado

Gibellula minensis LBMCF28
G. minensis MB7

G. minensis MB10
G. minensis MBI13
G. minensis MB17
G. minensis MB18
G. agroflorestalis A29

G. agroflorestalis B26

G. agroflorestalis C38

G. attenboroughii IMI507230
G. attenboroughii IMI507600

RPB2

PX617124

PX617125

PX617126

PX617127

PX617128

PX617129

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

Numeros de acesso no GenBank

RPB1

PX617130

PX617131

PX617132

PX617133

PX617134

PX617135

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

SSU
PX614359
PX614360
PX614361

n/a
PX614362
PX614363
PP958493
PP958495
PP958498
PQ036924

PQ036925

TEF

PX617119

PX617120

PX617121

PX617122

PX617123

n/a

PP965287

PP965291

PP965296

n/a

n/a

LSU
PX614353
PX614354
PX614355
PX614356
PX614357
PX614358
PP958426
PP958428
PP958431
PQ036929

n/a

Referéncias

Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Alves et al. 2025
Alves et al. 2025
Alves et al. 2025
Evans et al. 2025

Evans et al. 2025
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G. aurea

G. aurea

G. aurea

G. aurea

G. aurea

G. brevistipitata
G. cebrennini

G. cebrennini

G. clavulifera var. alba

G. dimorfa

G. flava

G. flava

1PACOTI
(LBMCF0003)

2PACOTI
(LBMCF0004)

3PACOTI
(LBMCF0005)

25PACOTI
(LBMCF0006)

26PACOTI
(LBMCF0007)

BCC57817
BCC53605

BCC39705

ARSEF1915

BCC47518

GNJ20200814-46

WFS20190625-25

OL117022

OL117023

n/a

OK315662

OK315663

n/a
MT503336

MH52185
9

DQ522467

MH52186
3

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

OKO040715
MT503321

MH521822

DQ522408

MH521819

MW98014
6

MW38488
3

OK329880

0OK329881

n/a

n/a

n/a

n/a
n/a

n/a

DQ522562

n/a

MW96966
0

MW03674
9

0K392618

0K392619

0Q658382

0K392624

0K392622

OK040697
MT503328

MH521895

DQ522360

MH521892

MW96141
3

MWO09132
5

0Q585967

0Q585968

0Q585969

OK329875

OK329876

OK040706
MT477062

MH394673

DQ518777

MH394679

MW96967
3

MWO08434
3

Mendes-Pereira et al. 2022

Mendes-Pereira et al. 2022

Mendes-Pereira et al. 2022

Mendes-Pereira et al. 2022

Mendes-Pereira et al. 2022

Kuephadungphan et al. 2022
Kuephadungphan et al. 2020

Kuephadungphan et al. 2020

Spatafora et al. 2007

Kuephadungphan et al. 2022

Chen et al. 2021

Chen et al. 2021
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G. floridensis UFSIL 5

G. fusiformispora BCC56802
G. fusiformispora BCC45076
G. gamsii BCC25798
G. gamsii BCC27968
G. gamsii BCC27970
G. gamsii BCC28797
G. gamsii BCC29228
G. gamsii BCC30449
G. gamsii BCC42026
G. gamsii BCC47868
G. gamsii EPF034

G. leiopus LBMCF2022.86
G. leiopus LBMCF2022.98

n/a

MT503337

MHS52186
0

n/a

n/a

n/a

MH15255
7

MH15255
8

MH15255
9

n/a

MH15255
6

n/a

n/a

n/a

n/a

MT503322

MH521823

MH152550

MH152547

MH152548

MH152549

MH152551

MH152552

MH152555

MH152546

n/a

n/a

n/a

PP916009 PP938454
n/a MT503329
n/a n/a
n/a MH152563
n/a MH152560
n/a MH152561
n/a MH152562
n/a MH152564
n/a MH152565
n/a MH152568
n/a n/a
n/a JX192817

0Q585788 00Q658391

0Q585790 0Q658393

PP916001
MT477063

n/a

MH152542
MH152539
MH152540

MH152541

MH152543

MH152544

MH152545

MH152538

JX192753
n/a

n/a

Joseph et al. 2024
Kuephadungphan et al. 2020

Kuephadungphan et al. 2020

Kuephadungphan et al. 2019
Kuephadungphan et al. 2019
Kuephadungphan et al. 2019

Kuephadungphan et al. 2019

Kuephadungphan et al. 2019

Kuephadungphan et al. 2019

Kuephadungphan et al. 2019

Kuephadungphan et al. 2019

Kuephadungphan et al. 2019
Mendes-Pereira et al. 2023

Mendes-Pereira et al. 2023
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. leiopus
. leiopus
. leiopus
. leiopus

. leiopus

. longicaudata

. longispora

. mainsii

. mirabilis

. mirabilis

. mirabilis

. mirabilis
G. nigelii
G. parvula

G. parvula

G
G
G
G
G
G
G. longispora
G
G
G
G
G
G

LBMCF2022.99
EBSLO08 (LBMCF0011)
EBSL13 (LBMCFO0001)

BCC 16025
BCC49250
BCC40861
GNJ20210710-02
NHIJ 12014

LBMCF2022.96

LBMCF2020.01

LBMCF2021.70

LBMCF2021.80

LBMCF2022.107
NHJ 10808
BCC48888

BCC49748

n/a

OL117024

n/a

n/a

OKO070784

0OK040724

OL981635

EU369075

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

EU369076

OK040725

OK040726

n/a

n/a

n/a

MF416649

OKO070783

OKO040716

n/a

EU369055

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

EU369056

OKO040717

OKO040718

0Q585791
0K329882
OK329879
MF416602

n/a

n/a
OL854201
EU369098
0Q585789
0Q585782
0Q585786
0Q585787
0Q585792
EU369099

n/a

n/a

0Q658394
0K392621
0K392625
MF416492
OKO070782
OK040698
OL981628
EU369017
0Q658392
0Q658385
0Q658389
0Q658390
0Q658395
EU369018
OK040699

OK040700

0Q585978
OK329878
0K329874
MF416548
OKO070781
0OK040707
OL854212

n/a

n/a
0Q585972
0Q585976
0Q585977
0Q585979
EU369035
OKO040708

OK040709

Mendes-Pereira et al. 2023
Mendes-Pereira et al. 2022
Mendes-Pereira et al. 2022
Kuephadungphan 2018
Kuephadungphan et al. 2022
Kuephadungphan et al. 2022
Chen et al. 2022
Johnson et al. 2009
Mendes-Pereira et al. 2022
Mendes-Pereira et al. 2023
Mendes-Pereira et al. 2023
Mendes-Pereira et al. 2023
Mendes-Pereira et al. 2023
Kuephadungphan et al. 2022
Kuephadungphan et al. 2022

Kuephadungphan et al. 2022
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G. penicillioides

G. penicillioides

G. penicillioides

G. penicillioides

G. pigmentosinum
G. pigmentosinum

G. pigmentosinum

G. pigmentosinum
G. pilosa

G. pulchra

G. pulchra

G. pulchra

G. pulchra

G. pulchra

GNJ20200812-05

GNJ20200814-11

GNJ20200814-14

GNJ20200814-17

BCC41203
BCC41870

BCC38246

NHJ 11679
BCC45580
LBMCF2020.02
LBMCF2020.03
LBMCF2020.07
LBMCF2022.GA

LBMCF2022.GB

n/a

n/a

n/a

MHS52185
5

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

MZ215998

MZ215999

n/a

MT503323

MT503324

MH521800

EU369054

0OK040719

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

MW96965
0

MW96965
1

MW96965
2

n/a
n/a

n/a

n/a

n/a
0Q585783
0Q585784
0Q585785
0Q585780

0Q585781

MWO96141
8

MWO96141
5

MWO96141
6

MW96141
7

MT503330
MT503331

MH521893

EU369016
0OK040701
0Q658386
0Q658387
0Q658388
0Q658383

0Q658384

MW96966
4

MW96966
1

MW96966
2

MW96966
3

n/a
MT477064

MH394672

n/a
OK040710
0Q585973
0Q585974
0Q585975
0Q585970

0Q585971

Chen et al. 2022

Chen et al. 2022

Chen et al. 2022

Chen et al. 2022

Kuephadungphan et al. 2020
Kuephadungphan et al. 2020

Kuephadungphan et al. 2020

Kuephadungphan et al. 2022
Kuephadungphan et al. 2022
Mendes-Pereira et al. 2023
Mendes-Pereira et al. 2023
Mendes-Pereira et al. 2023
Mendes-Pereira et al. 2023

Mendes-Pereira et al. 2023
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G. pulchra
G. pulchra
G. pulchra

G. pulchra

G. queenslandica
G. scorpioides
G. scorpioides
G. scorpioides

G. scorpioides

G. scorpioides

G. scorpioides

G. solita

G. trimorpha

G. trimorpha

G. unica

NHJ 10788

NHJ 5401

BCC47555

EPF083

BRIP 72767

BCC47530
BCC47976
BCC13020

BCC27985

BCC43298

BCC27986
BCC45574

BCC36538

BCC36526

BCC46590

EU369078
EU369079
n/a
n/a
OR459907
MT503338
MT503339
n/a

MHS52185
7

MH52185
8

0K040727
n/a

MH52186
1

OK040728

MH52186
6

EU369058
EU369059
MH521804

n/a

n/a

n/a
MT503325
MH521814

MH521815

MH521816

0OK040720
0OKO040721

MH521817

OK040722

MH521803

EU369101
EU369102
n/a
JX192782
n/a
n/a
n/a
n/a

n/a

n/a

n/a
n/a

n/a

n/a

n/a

EU369019
n/a
MH521897
JX192813
OR459912
MT503334
MT503335
MH521901

MH521899

MH521900

OK040702
OK040703

MH521890

0OK040704

n/a

EU369036
n/a
n/a
JX192752
OR452103
MT477065
MT477066
MH394686

MH394662

MH394677

OKO040711
OK040712

MH394668

n/a

MH394678

Johnson et al. 2009
Johnson et al. 2009
Johnson et al. 2009
Kuephadungphan et al. 2014
Tan & Shivas 2023
Kuephadungphan et al. 2020
Kuephadungphan et al. 2020
Kuephadungphan et al. 2020

Kuephadungphan et al. 2020

Kuephadungphan et al. 2020

Kuephadungphan et al. 2022
Kuephadungphan et al. 2022

Kuephadungphan et al. 2022

Kuephadungphan et al. 2022

Kuephadungphan et al. 2022
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G. tinica BCC45112 n/a OK040723 n/a OK040705 OKO040713  Kuephadungphan et al. 2022

H. novoguineensis NHJ11923 EU369072 EU369052 EU369095 EU369013 EU369032 Johnson et al. 2009
T. arachnophilus BUGS507 MH87961 MHS885445 MH879644 n/a MHZ879596 Chen et al. 2018
9

37



Anadlise de dados

Para estimar a taxa de parasitismo de I. censoria por G. minensis sp. nov, dividimos o
numero de aranhas infectadas na parcela pelo total de aranhas saudaveis encontradas. A partir
desse valor, multiplicamos por 100 para calcular a prevaléncia (em %) de parasitismo na
populacdo analisada.

Para investigar a selecdo de tamanho por G. minensis sp. nov., utilizamos uma regressao
logistica. Consideramos o comprimento total do tarso e metatarso dos individuos como varidvel
preditora e o status de parasitismo (parasitado e ndo parasitado), como varidvel resposta.
Ajustamos um modelo linear generalizado (GLM) com distribuicdo binomial e funcdo de
ligacdo logit. A comparacdo entre o0 modelo completo e o modelo nulo foi realizada com o
auxilio de um teste qui-quadrado. Todas as andlises foram realizadas no programa R, versao

4.5.1 (R Core Team, 2025).

3. Resultados

Prevaléncia de parasitismo
Encontramos 56 individuos de I. censoria parasitados e 223 ndo parasitados, resultando
em uma densidade média de 0,18 individuos por m?. Assim, observamos uma prevaléncia de

parasitismo por G. minensis sp. nov. de 25,1%.

Selecao de tamanho

Coletamos 34 pernas de espécimes I. censoria ndo parasitados e 32 parasitados. As
aranhas I. censoria parasitadas apresentaram comprimento médio de tarso e metatarso de 3,19
+ 0,72 mm (variagdo: 2,44-5,26 mm), enquanto as ndo parasitadas apresentaram média de 4,33
+ 0,69 mm (variagdo: 3,18—-6,05 mm). A probabilidade de parasitismo foi significativamente
associada ao comprimento de tarso e metatarso (y* = 30.18, df =1, p <0.001, p =-2,13; IC =
—3,28 a —1,23). Observamos que o aumento de um milimetro no comprimento do tarso e
metatarso reduz a probabilidade de parasitismo em aproximadamente 88% (odds ratio = 0,12;
IC95%: 0,038-0,293), indicando que G. minensis sp. nov. parasita preferencialmente

individuos menores de I. censoria (Fig. 3).
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Figura 3. Regressao logistica entre o comprimento do tarso e metatarso dos individuos (mm) e
o status de parasitismo. Os pontos roxos representam individuos de Iguarima censoria

parasitados e os pontos em verde representam individuos nao parasitados. y = 8,12 — 2,12x

Taxonomia

Gibellula minensis sp. nov. Santos, Mendes-Pereira & Kloss, 2025

Holétipo: BHCB224428 (MBS5): Mata da Biologia, campus UFV, Vigosa, Minas Gerais,
Brasil. Lat: 20° 45’ 24” S, Long: 42° 51° 40” W. Coletado por Santos, A., 28.jun.2024,
depositado no Centro de Cole¢des Taxonomicas — Herbério da Universidade Federal de Minas
Gerais-Faner6gamas, algas e fungos (BHCB). Outros materiais depositados (paratipos):
BHCB224429 (MB7), BHCB224430 (MB17). Mata da Biologia, campus UFV, Vicosa, Minas
Gerais, Brasil. Lat: 20° 45° 24” S, Long: 42° 51° 40” W. Coletado por Santos, A., 28.jun.2024.

Etimologia: — minensis é um epiteto latino que significa "de Minas" ou "originario de Minas

Gerais", indicando a origem geografica onde a espécie é majoritariamente encontrada. Minas

Gerais € o quarto maior estado do Brasil, localizado na regido sudeste do pais.
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Diagnose: Gibellula minensis sp. nov. diferencia-se morfologicamente das outras espécies de
Gibellula por suas hifas marrom-claras e conidiéforos brancos densos (Fig. 2D-F), os quais se
concentram nos sinémios e carregam cadeias de conidios. Quando a colonia estd em seu estagio
inicial de desenvolvimento, o sinémio exibe uma coloracio branca (Fig. 2G), que
progressivamente se torna marrom-clara a medida que a estrutura envelhece Fig. 2H).
Conidiéforos sdo ligeiramente maiores do que o observado em outras espécies do género
Gibellula (168,52 — 234,36 um versus média geral: 71,71 — 172,05 um) e fidlides sdo mais finas
do que na maioria das espécies (1,5-2,54 um versus média geral: 2,2-3,23 um) (Tabela 3).

Descricao: Micélio marrom claro, cobrindo a aranha hospedeira, principalmente no cefalotérax
e o prossoma. Sinémios brancos no inicio do desenvolvimento e marrom claro quando mais
desenvolvidos (Fig. 2G,H). Aranhas podem apresentar trés a multiplos sinémios, sendo longos,
cilindricos e de ponta oval estéril; medindo 1.771,1-4.413,45 mm x 50,24-111,52 um (min-
max) (comprimento x largura) (Fig. 4A,B). Conidiéforos brancos hialinos, aspergilados
(esféricos) e numerosos; surgindo ao longo dos sinémios e no micélio que envolve o corpo, mas
raramente nas pernas do hospedeiro; base do conididéforo com textura verrugosa, 168,52—
234,36 um de comprimento e 6,503—10,501 pm de largura (N=38) (Fig. 4C,D). Cabecas
conidiais globosas e brancas, 32,99-56,02 um de didmetro (N=55) (Fig. 4E,F). Vesiculas
presentes e globosas (Fig. 5¢), 15,58-20,86 um x 7,323-9,514 pum (N=20). Métulas obovoidais
(Fig. 4E,F) 7,40-11,99 um x 4,62—7,71 pum (N=52). Fialides cilindricas (Fig. 4E,F), 7,47-10,25
pm x 1,48-2,54 um (N=35). Conidios numerosos, elipsoides, hialinos, com paredes lisas (Fig.
4G,H), 3,71-5,10 um x 1,16-2,97 um (N=65). Morfologia de conididéforos sexuais ou

teleomorfo nao observados.

Distribuicao: Mata Atlantica, Estado de Minas Gerais, Brasil.
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Figura 4. Gibellula minensis sp. nov. em microscopia de luz e microscopia eletronica de
varredura. (A,B) ponta do sinémios; (C,D) conidiéforos formados a partir de hifas
entrelacadas do sinémio; (E,F) cabeca conidial aspegilada; (G,H) conidios. Barras de escala:

A =40 pm; B =100 um; C =40 pm; D =20 pm; E-G = 10 um; H =2 pm.
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Tabela 3. Comparacdo dos caracteres morfologicos de Gibellula minensis sp. nov. e todas as espécies do género. Em cinza escuro, destacamos as

estruturas correspondentes.

Espécies

Sinémios

Conididforo

(um)

Cabeca
conidial (um)

Vesicula

Ly

Métula (um)

Fidlide (um)

Conidio

(um)

Referéncias

Aspergilado,

Presente,

Obovoide, 7—

Cilindrica,

Elipsoide,

Gibellula minensis Numerosos, Esférica, Este estudo
marrom claro, longo e branco,  branca, 33— globosa 11,9 x 5-8 7,4-10,5 x 3,7-5,3 x
cilindricos, ponta 168-234 umde 56,2 um de um 1,5-2,5 ym 1,2-2,9 ym
oval estéril comprimento diametro
Gibellula alata Solitario, castanho, Branco a 50 um de — Ovalada, 10—~ Clavada, 9— Cilindrico, Samson &
fino, curto e ponta  acinzentado com diametro 12Xx7-9um 13 x3<4um clavada, Evans 1973
bulbosa ponta afinada, oblongo—
660 um de oval, 4-9 x
comprimento 24 um
Gibellula aurea Solitario ou até Aspergilado, Globosa, Presente, Elipsoide a Cilindrica, 5— Elipsoide, Mendes—
trés, amarelo—ouro, longo, branco, branca, hialina, elipsoidal obovoide, 5— 8,9 x 2,54-3,97 x Pereira et al.
cilindrico, ponta hialino, 87-320 2948 pum de 12 x 3,5-10 1,5-3,57 um  1,78-2,9 2022
inflada fértil um de diametro um pm
comprimento
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Gibellula Solitdrio ou até Aspergilado, - Presente Subglobosa a  Subcilindrica Lacrimoide  Alves et al.
agroflorestalis dois, brancos, branco, 21-37 obovoide, 6- a a 2025
curtos, eretos, um de 8 X 4-5 um estreitamente  subclavada,
cilindrico, ponta comprimento clavada, 5-7 3-5x1-2
estreira um de X 2-3 um um
comprimento
Gibellula Multiplos, Aspergilado, - Presente, Esférica a Cilindrica, Elipsoide/fu Evans et al.
attenboroughii cilindricos, branco, 80-120 esférica a amplamente  7,5-9,5 x soide, 4-6 x 2025
numerosos, branco  pm de amplamente obovoide, 2,5-3,5 ym 1,5-2 pm
acreme, inchados  comprimento obovoide 10-12 x 6-8
na base, ponta um
cOnica
Gibellula brevistipitata ~ Multiplos, Aspergilado, 34,5-37,5um  Presente Amplamente  Cilindrica a Elipsoide Kuephadung
cilindrico, distintamente de diametro obovoide ou  estreitamente ou phan et
marrom—brancos, rugoso, ponta amplamente  clavada, estreitament al.2022
curtos, ponta delgada, 58—-100 elipsoide, 7-  frequentemen e
inchada/ovoide um de 9,5x5-7um teespessado  amendoado,
comprimento apicalmente, 3-4.,5 x
7,5-9%x2-2,5 1,52 pum
um
Gibellula brunnea Multiplos, Aspergilado, 60—-80 um de Presente Elipsoide a Cilindrica a Fusiforme,  Samson &
branco/amarelado delgado, 350 um diametro obovoide, elipsoide, clavada, Evans 1992
globosa a de comprimento 10-12x 69 10-13x3-4  apiculado
piriforme, ponta um pm 8—-10 x 2—
estéril acuminada 2,5 pm
Gibellula cebrennini Cilindrico, branco  Aspergilado, 24-29,5 um de Presente Amplamente  Estreitamente Fusiforme, = Kuephadung
a creme, cilindrico, c¢O6nico, 95-139  didmetro obovoide, 6— obovoide, 5,5-7,5 x phan et
ponta estéril e um de 7,5 x 4,5-6 5,5-7,5 x 1,5-2,5 um  al.2022
ampliado comprimento um 1,5-2,5 um
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Gibellula clavata Solitario ou em Aspergilado, 25-40 pum de Presente Elipsoide a Cilindrica, Fusiforme, Samson &
pares, brancos, curto, 30-50 yum didmetro obovoide, 6- 5,5-7,5x2-3 6-7x2-2,7 Evans 1992
amplamente de comprimento 7,5%x4-5um um um
clavadas, ponta
delgada.

Gibellula clavispora Solitario e Aspergilado, - Presente Obovoide, Clavada, 8,6— Clavada a Chen et al.
disperso, branco, ponta delgada, 7,6-8,6x%x32 10,8x2,2 elipsoide, 2016
cilindrico e ponta 96-113 um de um pum 2,2-6,5 x
acuminado comprimento 1,1-2,2 ym

Gibellula clavulifera Solitatio ou em Penicilado, lilas, — Ausente Cilindrica a Cilindrica a Fusiforme, Samson &
pares, lilas/cinza— paredes lisas, 60 subcilindrica, cilindrica— cilindrica, Evans 1976
purpura, grande, um de 8—12 x 3-5 clavada, 12—  estreita—
cabeca curta comprimento um 20 x 2,54 oval,
cilindrica a pum oblonga—
subglobosa oval, 5-9 x

1,5-2 um
Gibellula clavulifera Solitarios e brancos Penicilados, 100 — Ausente Ausente ou Cilindrica, Fusiforme a Humber &
var. alba um de muito 10-12,4 x apiculada, Rombach
comprimento reduzido, 9— 1,5-2,5 pum 5-7,5 x 1987
15 x 34 um 1,5-2 um

Gibellula clavulifera Solitarios, brancos  Penicilados, 140 — Ausente ou  Clavada a Ampuliforme Amplament Tzean et al.

var. major a amarelados, um de pouco cilindrica, a cilindrica, e fusiforme 1997
cilindricos comprimento desenvolvid 12,7-19,8 x 12,7-19,8 x a fusiforme,

oS 4-5,6 um 3,6-4,8 um 7,1-12 x
2,44 um

Gibellula curvispora Multiplos, branco,  Aspergilado, - Presente — Subglobosaa Cilindricaa Han et

ponta inflada 200 pm de elipsoidal, botuliforme, al.2013
comprimento 5,5-82x47 4,7-11x
pum 1,6-2,4 um

Gibellula Solitario ou em Paredes lisas, — — — Cilindrica Fusiforme, Zou et al.

dabieshanensis pares 27-44 um de 3,24 x 2016

comprimento 1,1-1,8 um
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Gibellula dimorpha Solitario, Aspergilado, Esférica, 36— Presente, Obovoide, Cilindrica, Fusoide a Tzeano et al.
branco/branco 100-175 um de 54 pm de globosa a 7,1-11,9 x 5,6-8,7 x elipsoide, 1998
amarelado/branco— comprimento didmetro subglobosa  6,4-8,7 um 2,54 um 3,2-4,1 x Kuephadung
castanho branco— 2-2,4 um phan et al.
alaranjado, 2022
cilindrico e curvo

Gibellula flava Branco a amarelo—  Aspergilado, — Presente Amplamente  Estreitamente Fusiforme,  Chen et al.
branco, em grupos  verrucoso, 33,5— obovoide ou  obovoide a 3-4x1-2 2021

123,5 um de amplamente  cavado, 5,5-7 pum
comprimento elipsoide, x 1,5-2,5 ym
5,5-7x 3,5—
5,5 um

Gibellula floridensis Multiplos, amarelo, Aspergilado, 30-50 um de Presente 8—14 x 3-7 811 x24 Curvada, 5— Joseph et
curvado, isolado, 64—100 um de diametro pum pum 7% 1,5-3 al.2024
ramificado, com comprimento pm
extremidades
clavadas

Gibellula Solitdrio ou em Aspergilado, 32-34,5 um de  Presente Amplamente  Estreitamente Fusiforme a Kuephadung

fusiformispora pares, branco a 31-53 um de didmetro obovoide, obovoide, 7- amplamente phan et al.
creme, ponta comprimento 7,59 x5-5,5 8,5x2-3um fusiforme, 2020
inchada e estéril pum 4-5x%x1,52

um

Gibellula gamsii Solitario ou grupo  Aspergilado, Esférica,31-48 Presente, Elipsoide a Oblonga— Fusiforme a Kuephadung
de trés, branco— hialino, 10-91 um de elipsoidal a  obovoide, eliptica, 5,5— fusiforme a  phan et al.
amarelado a um de didmetro globosa 3,5-10 x 3. -11x2-3 eliptico, 3— 2019
amarelo palido, comprimento 5-8 um pum 55%x1-3
ponta arredondada pm

e estéril
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Gibellula leiopus Muiltiplos, Aspergilado, Hemisférica, Presente Elipsoide/cili Clavada/subc  Ovoide/elip Kubatova
branco/amarelado  curtos e 24-56 um de ndrica/obovoi ilindrica/cilin  soide/cilindr 2004
branco/amarelo/aci  aglomerados, didmetro de/globular/cl drica, 7,9— ica/fusiform
nzentado/amarelo—  24-80 pm de avada/fusifor 11,5 x2,4— e/obclavada
creme, cilindrico/ comprimento me— 3,4 um ,3-54 x
ligeiramente eliptica/obov 1,6-2,5 um
clavado/coOnico/arre ada, 7,5-10,7
dondado, ponta x 3,7-6,4 um
delgada

Gibellula liaoningensis ~ Numerosos, cor Penicilado, — Ausente Obovoide Clavada, 6,1- Clavada, Liu et al.2025
lavanda minuciosamente para 9,8 x1,6-3,1 3,449 x

desbastado, 9,1- elipsoide, pum 1,7-2,4 ym
27,1 um de 6,9-10,1 x
comprimento 3,4-6,7 um

Gibellula longicaudata  Solitario, branco, Penicilado, — Ausente Obovoide a Cilindrica a Fusoide a Kuephadung
cilindrico, ponta aglomerados, elipsoide, 7—  estreitamente  ovoide, 3,5— phan et al.
ovoide. 15-28 um de 8 x3-3,5um clavada, 7,5- 5x1-2pum 2022

comprimento 9 x 2-3 um

Gibellula longispora Multiplos, branco a  Aspergilado, 38,549 um de Presente Obovoide a Clavada, 7— Fusiforme,  Chen et
creme, cilindrico estreio até a didmetro oval, 6,5-9,5 95x2-3um 5-7x1-2 al.2022

ponta, 60—153,5 X 5=7 pm pum
um de
comprimento

Gibellula mainsii Ausente Aspergilado, 50-80 pwm de Presente Elipsoide a Cilindrica, Fusiforme/c Samson &
hialino, ponta didmetro obovoide, 10-13 x 34  lavada/apic  Evans 1992
delgada, 350 pm 10-12x6-9 um ulada, 8-10
de comprimento pm x 2-2,5 um

Gibellula mirabilis Em pares, branco a  Presente, ponta ~ 25-40 um de Presente Elipsoide a Cilindrica a Fusiforme Samson &
amarelo claro, delgada, 80 um  diametro obovoide, 6 elipsoide, 5-7x2-3,5 Evans 1992
curtos, ponta estéril  de comprimento 9 x 5-8 um 5,5-7,5x34 um
marrom—dourada pm
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Gibellula nigelii Solitario, branco, Aspergilado, 38—41 um de Presente Obovoide, 7- Clavada a Elipsoidea  Kuephadung
cilindrico, apice ponta delgada, didmetro 7,5 %x5,5-6,5 cilindrica, 7- ovoide, 3— phan et al.
delgado dispersos, 55-85 um 8x2-25um 3,5x1-1,5 2022
um de um
comprimento
Gibellula parvula Em pares, branco Aspergilado, 33,5-37 um de Presente Obovoide, 7- Clavada a Elipsoide/o  Kuephadung
amarelado, ponta delgada, didmetro 8,5 x 5-6,6 cilindrica, 7- voide/bacili  phan et al.
cilindrico, ponta 85—145 pm de pum 9%x25-3um forme, 4— 2022
ovoide comprimento 5,5%x2,5-3
um
Gibellula penicillioides  Solitdrios, branco—  52,5-92 um de — Raramente  Clavado/alar  Cilindrica, Fusiforme,  Chen et
acastanhado/amarel comprimento desenvolvid gamento em 12,5-15,5 x 7,5-9 x al.2022
o—creme/marrom 0 direcdo a 3—4 pm 2,5-3,5 um
claro, cilindrico base/cilindric
a, 13-17,5 x
3,5-5 um
Gibellula Solitario ou em Aspergilado, 30-39 um de Presente Amplamente  Obovoide a Obovoide, = Kuephadung
pigmentosinum pares, estreitando para  didmetro obovoide, 6 clavada, 5,5- 3,5-5x 1-2 phan et al.
branco/branco— um 4pice 8 x 4—6 pm 8 x 2-3 um pm 2020
amarelado, delgado, 97,5—
cilindrico 170 pm de
comprimento
Gibellula pilosa Em pares, marrom— Aspergilado, 41,543 pum de  Presente Obovoide, Clavada/cilin  Amendoide, Kuephadung
amarelado claro, ponta delgada, diametro 9,5-11 x 7-8 drica, 7-9 x 3-4x 1,52 phanet
cilindrico, ponta 151-265 pm de pum 2,5-3 um pum al.2022
globosa comprimento
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Gibellula pulchra Solitario ou Aspergilado, 3048 um de Presente Amplamente  Estreitamente Elipsoide/fu Kuephadung
NuMmMerosos, branco, 120-215 diametro obovoide, 8~ clavada a soide/cilindr phan et
branco/amarelado % 7,5-9 um de 9,5 x 67 um cilindrico, 6— ico/ovéide— al.2022
branco/amarelo comprimento 8 x2-2,5 um oblongo/fus
claro/amarelo iforme/ovéi
pastel/amarelo de, 3,5-6 x
acinzentado/laranja 1,5-2,5 um
branco/laranja
claro/laranja
claro/amarelado,
cilindricos, ponta
clavada

Gibellula scorpioides Solitario, Penicilados, 20— — Ausente Obovoide, Amplamente  Fusiforme, = Kuephadung
branco/acinzentado 29 um de 9,5-12,5 x 3— cilindrica, 5-7 x2-3 phan et al.
/branco— comprimento 5 um 10-12,5 x pm 2020
amarronzado, 2,5-3,5 um
cilindrico

Gibellula Solitdrio, brancoa  Aspergilado, 18-25 pm de Presente Elipsoide, Clavada, 5,4— Cilindricaa Zouet

shennongjiaensis amarelado, ponta delgada, didametro 5,4-7,6 x 10,8 x 1,1— fusiforme, al.2016
cilindrico rugoso, 77-107 2,1-4,3 ym 2,2 um 3,2-6,5 x

um de 1,1-1,6 um
comprimento

Gibellula solita Grupos de trés, Aspergilado, 30,5-32,5 um Presente Amplamente  Estreitamente De Kuephadung
amarelo a branco verrugoso, 82— de didmetro obovoide, 7—- clavada a elipsoidea  phan et
acastanhado, 146 pm de 7,5 x5—6 um cilindrico, 6— ovoide, al.2022
cilindrico, ponta comprimento 7 x2-2,5um ocasionalme
inchada nte globoso,

2-25x 1-
1,5 um
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Gibellula trimorpha Solitario, branco Aspergilado, Esférica, 37— Presente, Elipsoide, 7- Cilindrica Filiforme Kuephadung
claro a marrom, hialino, 65-230 44 pm de elipsoidal, I0x6-7um 8-13x3 um emcadeias, phan et
cilindrico e curto um de diametro globosa a 4-5x2um al.2022

comprimento subglobosa

Gibellula unica Em grupos de dois  Aspergilado, 40-52 pm de Presente Amplamente ~ Amplamente  Estreitamen Kuephadung
a trés, branco a dispersos, ponta  diametro obovoide, 5— cilindrico a te elipsoide, phan et
branco— delgada, 235— 7x3,5-5um clavada, 7-9 4-5x2pum al.2022
amarronzado, 273 pm de X 2-3 um
cilindrico comprimento
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Figura 5. Gibellula minensis sp. nov. em representacdo esquemadtica (A) local de morte de
lguarima censoria parasitada; (B) sinémio de G. minensis sp. nov. sobre o caddver; (C)
conidiéforo aspergilado; (D) conidios; (E) I. censoria saudavel sobre a vegetacao, em contato

com os esporos. Escalas: B =65 pym; C =20 um; D = 4pum.
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Filogenia molecular

Ap6s o sequenciamento do DNA de espécimes de G. minensis sp. nov, obtivemos
sequéncias das regides gendomicas SSU (n =5), LSU (n = 6), TEF (n =5), RPB1 (n = 6) e RPB2
(n=6). Os 112 taxa utilizados na andlise de maxima verossimilhanca foram divididos em quatro
particoes de acordo com os melhores modelos de substituicdo e particdo calculados e
apresentaram um total de 1808 sitios dnicos, além de 1127 sitios informativos e 3379 sitios
invaridveis. As sequéncias de Gibellula deste estudo, juntamente com as de estudos anteriores
incluidas nas andlises, formaram 23 clados, a maioria apresentando alto suporte (BS> 50).
Gibellula minensis sp. nov. formou um clado com 100% de suporte (Fig. 6). Topologias
semelhantes foram obtidas nas abordagens de Mdxima Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana
para os principais clados (Fig. 6 e S2). No entanto, ha algumas amostras na literatura com baixa

precisdo na identificacdo (somente no nivel de género), que precisam de mais investigacao.
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Figura 6. Posicdo de Gibellula minensis sp. nov. na arvore filogenética do género Gibellula. A
filogenia foi baseada em sequéncias das regides SSU, LSU, TEF, RPB1 e RPB2. Os nimeros
nos ramos indicam valores de bootstrap (ML > 50%). Os espécimes de G. minensis sp. nov.
sequenciados neste estudo estdo destacados em verde. A espécie Hevansia novoguinensis (NHJ

11923) foi usada como grupo externo.

4. Discussao

As nossas andlises morfoldgicas e moleculares obtiveram um grande suporte para inferir
que G. minensis sp. nov. € uma nova espécie do género Gibellula, tendo G. aurea como a
espécie mais proxima filogeneticamente. Observamos que G. minensis Sp. nov. representa um
importante inimigo natural para aranhas da espécie I. censoria e possuem maior prevaléncia de
parasitismo em individuos menores de I. censoria. Constatamos que as aranhas parasitadas
sempre morrem na face abaxial das folhas, ficando fixadas ao limbo foliar por meio de uma
camada de fios de seda que elas préprias constroem antes de morrer. Essas observacdes sugerem

que G. minensis sp. nov. pode manipular o comportamento de I. censoria.

Na classificagdo tradicional do género Gibellula, a combinagdo de critérios
morfoldgicos, como a cor € o nimero de sinémios, € utilizada como um diagndstico marcante
para delimitar a maioria das espécies (Kuephadungphan et al. 2022). Na nova espécie,
observamos o desenvolvimento de numerosos sinemas que, em seu estigio inicial, sdo brancos,
tornando-se gradualmente marrom-claros, semelhantes as hifas ao redor do corpo do
hospedeiro. Em relagdo as estruturas microscopicas da espécie, observamos que Gibellula
minensis sp. nov. A espécie apresenta cabecas conidiais com didmetro de 33-56 um,
conidi6foros aspergildides com altura entre 168-234 um, vesiculas globosas medindo 15,5—
20,8 x 7,3-9,5 um (comprimento X largura), métulas obovoides medindo 7-11,9 x 5-8 um e
fidlides cilindricas medindo 7,4-10,5 x 1,5-2,5 um. Estudos recentes sugerem que
caracteristicas como vesiculas, métulas e fidlides apresentam alta uniformidade entre diferentes
espécies do género, dificultando seu uso em caracterizacdes (Liu et al. 2025). No entanto, ao
observar G. minensis, identificamos fidlides mais finas do que a média geral, representando
uma caracteristica diagndstica. Embora as cabecgas dos conidios sejam de tamanho semelhante
as de outras espécies, G. minensis possui conididforos ligeiramente maiores, indicando estipes
mais longos, o que também é um critério adicional para sua diferenciacdo. Além disso, as

coldnias de G. minensis sp. nov. também se distinguem pela presenca de conidiéforos brancos
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densos, que produzem cadeias de conidios ligeiramente maiores em compara¢do com OS

conidios de sua espécie filogeneticamente mais proxima, Gibellula aurea (Tabela 3).

Na classificacdo tradicional do género Gibellula, a combina¢do de critérios
morfoldgicos, como cor e o nimero de sinémios € utilizada como um diagndstico marcante para
delimitar a maioria das espécies (Kuephadungphan et al. 2022). Observamos na nova espécie o
desenvolvimento de numerosos sinémios, que, em seu estidgio inicial, apresentam coloracao
branca, tornando-se gradualmente marrom-clara, iguais as hifas ao redor do corpo do
hospedeiro. J4 em relacdo as estruturas microscopicas da espécie, observamos que Gibellula
minesis Sp. nov apresenta cabecas conidiais com didmetro de 33-56 pm, conidiéforos
aspergilados com altura entre 168-234 um, vesiculas globosas com 15,5-20,8 x 7,3-9,5 um
(comprimento x largura), métulas obovoide, 7-11,9 x 5-8 pm e fidlides cilindricas, 7,4—-10,5%
1,5-2,5 pm. Estudos recentes sugerem que caracteristicas como vesiculas, métulas e fidlides
apresentam alta uniformidade entre diferentes espécies do género, dificultando assim sua
utilizagdo em caracterizagdes (Liu et al. 2025). Entretanto, quando observamos G. minensis,
identificamos fidlides mais finas do que a média geral, representando uma caracteristica
diagndstica. Embora as cabecgas dos conidios sejam de tamanho semelhante as de outras
espécies, G. minensis possui conidiéforos ligeiramente maiores, indicando estipes mais longos,
0 que também € um critério adicional para sua diferenciacdo. Além disso, as colonias de G.
minensis sp. nov. também se destacam pela presenca de densos conididforos brancos, que
produzem cadeias de conidios ligeiramente maiores em comparacdo com os conidios de sua

espécie filogeneticamente mais proxima, Gibellula aurea (Tabela 3).

A prevaléncia do parasitismo observada em I. censoria sugere que G. minensis sp. nov.
pode representar uma importante pressio ambiental sobre as populacdes dessa aranha,
especialmente considerando a existéncia de diversos outros inimigos naturais que podem atuar
no controle da populagdo de I. censoria. Um estudo que analisou a taxa de parasitismo de G.
aurea infectando a aranha Macrophyes pacoti (Anyphaenidae) ao longo de um ano constatou
uma prevaléncia média de 23,4%, com um aumento nos meses de maior precipitacdo (Arruda
et al. 2021). Essa observagdo sugere que essas interacOes parasiticas podem sofrer influéncia
das condicOes ambientais dessas florestas (Raffel et al. 2009). A nossa observacao foi obtida na
época mais seca do ano. Considerando a variacdo observada na prevaléncia para G. aurea ao
longo do tempo, € possivel que o impacto de G. minensis sp. nov. nas populacodes de I. censoria
seja ainda maior durante os meses com maior precipitacdo e umidade, condi¢des que favorecem

o desenvolvimento de fungos.
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O parasitismo, de modo geral, tende a ser mais vantajoso para o parasita quando afeta
individuos relativamente maiores, que possuem mais recursos a serem explorados (Lafferty et
al. 2002). Contudo, em nossa avaliagdo sobre a relagao entre o tamanho corporal e o parasitismo
nessa interacdo, encontramos uma relacdo oposta a esperada. Para que a infeccdo ocorra,
esporos de fungos da ordem Hypocreales podem formar estruturas chamadas apressorios, que
possibilitam a penetracdo na hemocele do hospedeiro ao atravessar a cuticula (Mora et al. 2017).
Nesse contexto, fatores morfolégicos das aranhas hospedeiras, como a espessura e a
esclerotizag¢ao da cuticula podem influenciar diretamente a probabilidade de infeccao (Mora et
al. 2017; Gonzalez-Tokman et al. 2014). Assim, sugerimos que a maior prevaléncia de
parasitismo em aranhas menores ou juvenis pode ser explicada pela presenga de cuticulas mais

finas e flexiveis no exoesqueleto desses individuos.

As caracteristicas imunolodgicas e a presenca de compostos antiftingicos podem estar
relacionadas ao tamanho corporal (Charnley 2003). O sistema imunolégico das aranhas é
predominantemente inato, contudo, processos como coagulacdo, melanizacdo e liberacdo de
peptideos antimicrobianos sd@o modulados por condi¢des energéticas individuais (Kuhn-
Nentwig & Nentwig 2013). Além disso, em aranhas, had evidéncias de que a pressdo seletiva
exercida por fungos patogénicos, mantém altos niveis de compostos antifingicos nas
populacdes, e que esse acimulo afeta negativamente a condicdo energética individual
(Gonzélez-Tokman et al. 2014). Dessa forma, individuos menores, que possuem menor reserva
energética, podem ter capacidade limitada para investir na producio de substancias antifungicas
ou na modulac@o de defesas contra a infeccdo por Gibellula. Esses individuos podem estar
priorizando a alocagdo de energia para atividades essenciais, como a busca por alimento,
aumentando assim sua exposi¢do a patégenos (Duran et al. 2021). Portanto, sugerimos que
embora aranhas menores fornecam menos recursos nutricionais aos parasitas, esses individuos
podem apresentar defesas imunoldgicas comparativamente mais fracas, o que resulta em maior
probabilidade de infecgao.

A observacgao de que individuos parasitados de I. censoria constroem uma fina camada
de teia sobre o limbo foliar (Fig. 2C) corrobora achados em individuos de Colonus sp.
(Salticidae) parasitados por Gibellula sp. (Delazari et al. 2025). Esses dados sugerem que tal
comportamento pode representar o fenétipo estendido do parasita, potencialmente generalizado
em diversas interacoes aranha-Gibellula. A estrutura dessa teia caracterizada como uma camada
de seda sobre a folha apresenta similaridades com algumas construidas durante a fase de ecdise,

indicando que fungos do género Gibellula podem induzir sua constru¢do por meio da ativagao
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de comportamentos inatos (Delazari et al. 2025). A formacdo dessa teia parece desempenhar
um papel crucial para a fixacdo dos caddveres das aranhas na face abaxial das folhas.
Observamos que diferentemente de formigas e vespas parasitadas por fungos Ophiocordyceps,
que fixam suas mandibulas as nervuras das folhas ou galhos (Andriolli et al. 2019, Loreto et al.
2018, Somavilla et al. 2019), as aranhas parasitadas por Gibellula nao utilizam as queliceras ou
outras estruturas para se prenderem ao substrato. Em vez disso, a teia construida pelo
hospedeiro, quando presente, pode contribuir para a fixa¢do. Sugerimos, de forma exploratéria,
que a indugdo dessa construcdo pelas aranhas hospedeiras seja um possivel mecanismo
facilitador do desenvolvimento de G. minensis sp. nov., favorecendo tanto a preservacdo do

corpo hospedeiro na face abaxial quanto o crescimento e reprodu¢do do fungo.

Os nossos resultados, além de reconhecerem uma nova espécie do género Gibellula,
ampliaram o conhecimento sobre a relacio parasita-hospedeiro envolvendo um fungo com alta
prevaléncia em aranhas de florestas tropicais. As observacdes sobre o local de morte e a
constru¢do de estruturas de seda sobre o limbo foliar sugere que G. minensis sp. nov. exerce
manipulacdo comportamental em 1. censoria. Além disso, evidenciamos pela primeira vez que
hospedeiros menores podem sofrer maior pressdo de parasitismo por fungos do género
Gibellula, indicando uma vulnerabilidade maior em aranhas jovens, possivelmente devido a
fatores como menor espessura da cuticula ou menor resisténcia imunolédgica. Dessa forma,
nossos resultados ampliaram o conhecimento sobre a biodiversidade de fungos
araneopatogénicos e sugerem que fatores ontogenéticos podem ser importantes para a dinamica

dessas interagdes em florestas tropicais.
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Figura S1. Correlacio entre comprimento do tarso e metatarso dos individuos (mm) e o
comprimento total do corpo (mm) de Iguarima censoria. Essa variagao explica 61% da
correlagdo entre os comprimentos do tarso e metatarso com o corpo em /. censoria.
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Figura S2. Posi¢cdo de Gibellula minensis sp. nov. na drvore filogenética usando inferéncia
Bayesiana do género Gibellula, com base em sequéncias das regides SSU, LSU, TEF, RPB1 e
RPB2. Os niimeros nos ramos indicam as probabilidades. Os espécimes de Gibellula
sequenciados neste estudo estdo destacados em verde e Hevansia novoguinensis (NHJ 11923)

foi usada como grupo externo.
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CAPITULO 2

Selecdo de microhabitats por aranhas parasitadas pelo fungo Gibellula minensis sp. nov:
evidéncia de manipulacdo comportamental para maximizar dispersao e protecio de
esporos
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Resumo

Alguns parasitas desenvolveram estratégias adaptativas, como a chamada “summit disease”, em
que induzem o hospedeiro a deslocar-se para locais elevados e mais expostos, o que favorece a
propagacdo do parasita. Em florestas tropicais, aranhas sdo parasitadas por fungos do género
Gibellula e os cadaveres geralmente sdo encontrados em locais especificos, como a face abaxial
das folhas. Embora o deslocamento espacial desses artropodes infectados seja interpretado
como uma estratégia de manipulaciao em florestas tropicais, poucos estudos demonstraram que
as aranhas morrem em microhabitats que potencialmente favorecem o desenvolvimento do
fungo parasita ou a dispersdo de seus esporos. Assim, investigamos neste estudo se aranhas
Iguarima censoria parasitadas por Gibellula minensis sp. nov. morrem em locais mais elevados,
que potencialmente favorecem a dispersdo, e em locais mais iluminados, que potencialmente
favorecem o desenvolvimento dos fungos. Além disso, verificamos se a morte da aranha na
face abaxial das folhas estd associada com a manuten¢cdo dos conidiéforos do fungo.
Verificamos que aranhas parasitadas se deslocam para alturas significativamente maiores em
relac@o ao solo, mas, ao contrério do esperado, observamos que aranhas infectadas ocorrem em
locais com menor intensidade luminosa, sugerindo que a luz solar pode atuar como um fator
negativo para o desenvolvimento dos fungos. Adicionalmente, observamos que o
desenvolvimento dos fungos na posicao abaxial das folhas favorece maior preservagdo dos
conidiéforos contra fatores adversos, como chuva, vento e dessecacdo. Nossos resultados
confirmam que fungos do género Gibellula induzem summit disease em aranhas hospedeiras,
levando a morte em alturas elevadas e na face inferior das folhas. Esse deslocamento espacial
possivelmente beneficia a dispersdo de conidios devido aos propdgulos estarem em locais mais
altos, além de garantir maior viabilidade aos conidiéforos. Este estudo contribui para o
entendimento das interagdes parasita-hospedeiro, pouco exploradas em florestas tropicais,
ampliando o conhecimento sobre o género Gibellula e seus mecanismos adaptativos,

destacando sua relevancia ecolégica como manipuladores do comportamento.

Palavras-chave: summit disease, parasitismo, Araneae, fungos araneopatogénicos
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1. Introducao

Alguns grupos de parasitas desenvolveram a capacidade de induzir alteracOes
comportamentais em seus hospedeiros (Dawkins 1982, Thomas et al. 2005), as quais podem
variar amplamente em termos de magnitude e complexidade (Lefevre et al. 2009). Esse
fendmeno € conhecido como manipulacdo comportamental, na qual as alteracdes observadas
nos hospedeiros sdo consideradas parte do fenotipo estendido do parasita (Poulin 2000, Thomas
et al. 2005). Neste contexto, o parasita, ao exercer controle sobre as vias fisioldgicas do
hospedeiro, é capaz de induzir comportamentos especificos que aumentam as chances de ser
transmitido para novos hospedeiros (Dawkins 1982, Houte et al. 2013, Hughes 2014). No
entanto, a simples observacdo de comportamentos especificos ou niao usuais em hospedeiros
infectados ndo comprovam a existéncia de manipulagdo comportamental, uma vez que tais
alteracdes podem ser apenas subprodutos da infec¢ao (Poulin 2010). Essa distin¢ao € essencial
para compreender a verdadeira dimensdo do parasitismo no comportamento do hospedeiro e
suas implicagdes ecoldgicas.

Entre os tipos de manipulacdes comportamentais, a summit disease se destaca pela
diversidade e por ter evoluido independentemente em diversas linhagens de parasitas (Roy et
al. 2006, Masoudi et al. 2024). Esse fendOmeno € caracterizado por uma alteragdo
comportamental que induz os hospedeiros infectados a se deslocarem para locais especificos,
onde morrem em condi¢des favordveis a saida do parasita ou a liberacdo de seus propagulos
(Poulin 2010). Entre os principais grupos de parasitas que exibem esse fendmeno, destacam-se
os fungos patogénicos da familia Cordycipitaceae (Roy et al. 2006, Andersen et al. 2009,
Hughes 2014, Lovett et al. 2020a), que induzem os seus hospedeiros a morrerem em locais
especificos do sub-bosque da floresta, que potencialmente favorecem esses parasitas.

Diversos estudos interpretam a inducdo de deslocamento espacial de artrépodes
infectados como uma estratégia adaptativa (Hughes 2014, Bekker et al. 2014, Aradjo et al.
2015), mas raramente fornecem evidéncias que comprovem que os hospedeiros infectados
morrem em microhabitats que potencialmente favorecem o seu desenvolvimento ou a dispersao
de esporos. Uma notdvel exce¢do € o género de fungo Ophiocordyceps, em que diversas
espécies manipulam formigas, que nos momentos finais da vida escalam a vegetacao e morrem
com a mandibula fixada na vegetacao (Andersen et al. 2009; Will et al. 2022). Cadaveres
parasitados por fungos Ophiocordyceps proximos ao solo podem apresentar crescimento

fingico anormal ou desaparecer devido a possiveis predadores e fortes chuvas (Andersen et al.
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2009), enquanto cadaveres em alturas mais elevadas apresentam maior permanéncia (Andriolli
et al. 2025). Desse modo, a summit disease em Ophiocordyceps spp. parece promover uma
melhor condi¢do para o desenvolvimento do fungo, o que pode afetar o sucesso de dispersao
no ambiente (Andriolli et al. 2025).

Além da altura do local de morte, o fendmeno da summit disease pode resultar na
morte dos hospedeiros em condi¢des ambientais especificas que influenciam a formacao do
corpo de frutificacdo do fungo parasita (Andriolli et al. 2019, Will et al. 2022). Por exemplo,
fatores ambientais como luz, temperatura, umidade e precipitagdo, quando relacionados ao
parasitismo, determinam a ocorréncia de caddveres flingicos em determinadas vegetagdes (Will
et al. 2022). Ainda, locais mais iluminados apresentam uma maior ocorréncia de formigas
infectadas por fungos Ophiocordyceps, além de taxas mais elevadas de corpos de frutificagao,
sugerindo que a luz solar pode desempenhar um papel fundamental no desenvolvimento do
fungo e na produg¢do de esporos (Andriolli et al. 2019).

Um dos grupos de fungos mais diversos em florestas tropicais sdo os fungos
araneopatogénicos do género Gibellula (Mendes-Pereira et al. 2023). Esses fungos infectam
aranhas nos extratos vegetais do sub-bosque, que sio encontradas mortas especialmente na face
abaxial das folhas (Evans 2012, Shrestha et al. 2019). Atualmente, o género inclui quase 40
espécies descritas em regides subtropicais e tropicais, que ocorrem exclusivamente em aranhas
(Evans 2012, Shrestha et al. 2019, Mendes-Pereira et al. 2022, Joseph et al. 2024, Alves et al.
2025, Liu et al. 2025, Evans et al. 2025). As aranhas infectadas constroem uma estrutura de
seda sob a lamina foliar antes de morrerem, a qual atua na fixagdo do caddver na face abaxial
das folhas. Isso se deve ao fato de que, diferentemente das formigas, as aranhas ndo se prendem
a folha mordendo o tecido foliar antes da morte (Delazari et al. 2025). Contudo, embora estudos
sugiram que o local especifico de morte dessas aranhas seja induzido pelo fungo parasita (Evans
2012, Arruda et al. 2021), ainda ndo ha investigagdes sobre as caracteristicas especificas dos
locais de morte, assim como sobre o efeito adaptativo destes locais para o fungo parasita
(Shrestha et al. 2019, Mendes-Pereira et al. 2023; Nyffeler & Hywel-Jones 2024).

A fixacdo das aranhas infectadas na face abaxial das folhas pode criar um ambiente
propicio para o desenvolvimento de colonias de Gibellula sp., protegendo os esporos da chuva
e vento forte que potencialmente poderiam remover os esporos dos caddveres. Além disso,
como os esporos dessas colonias sdo dispersos pelo vento (Evans 2012), é possivel que caso
exista a inducdo de summit disease nessas interacoes, o fungo parasita induza o deslocamento

espacial das aranhas infectadas para locais mais altos que ampliem o raio de propagacdo desses
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esporos, no sub-bosque da floresta. Neste caso, o deslocamento espacial poderia constituir uma
adaptacdo para superar as barreiras fisicas presentes no sub-bosque e garantir o sucesso de
novas infec¢des. Além disso, morrer em posi¢des elevadas pode coloca-los em microambientes
com maior variacdo e intensidade de luz, condic@o associada ao desenvolvimento de espécies
da familia Hypocreales (Andriolli et al. 2019). Diante disso, € possivel que aranhas infectadas
realizem um deslocamento espacial para morrerem em locais mais altos da vegetacdo e com
maior intensidade luminosa.

Assim, avaliamos neste estudo se o fendmeno da summit disease ocorre na interacao
entre aranhas e fungos araneopatogénicos do género Gibellula. Investigamos a associacdo de
Iguarima censoria (Anyphaenidae) e Gibellula minensis sp. nov. (Santos et al. 2025 in prep.)
(Figura 1). Considerando que . censoria € frequentemente parasitada por fungos Gibellula spp.,
avaliamos: (1) se a morte de individuos parasitados de I. censoria ocorre predominantemente
em alturas maiores; (ii) se os locais de morte das aranhas parasitadas apresentam maior
incidéncia luminosa em relacdo aos locais ocupados por aranhas ndo parasitadas; e (iii) se o
posicionamento dos caddveres na face abaxial das folhas influencia o tempo de preservagdo dos
sinémios do fungo. Com este estudo, esperamos comprovar a existéncia do fenomeno da summit
disease nas interagOes entre aranhas e fungos araneopatogénicos do género Gibellula e

aumentar o conhecimento sobre a histdria natural destas interagdes.

2. Métodos

Area de Estudo

O presente estudo foi conduzido em um fragmento florestal de Mata Atlantica
secunddria (Mata da Biologia), localizado no campus da Universidade Federal de Vigosa
(UFV), municipio de Vigosa, Minas Gerais, Brasil (20°4528.7"S 42°51'55.2"0O) (Figura 1).
Com uma drea de 75 ha, a Mata da Biologia representa o maior fragmento da regido urbanizada
de Vicosa e o terceiro maior remanescente preservado do municipio (Souza 2009). A regido
apresenta clima tropical, com variacdo altitudinal entre 725 e 745 metros, e temperatura média
anual de 19 °C (Silva et al. 2010). As coletas foram realizadas no periodo de junho de 2024 a
julho de 2025.
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Figura 1. Mapa de localizagdo da Mata da Biologia, drea de estudo. A drea em branco indica

sua localizacdo na cidade de Vigosa, Minas Gerais, Brasil.

Espécies de estudo

O estudo foi realizado com aranhas da espécie I. censoria (Keyserling, 1891) associadas
com o fungo G. minensis sp. nov., ambos encontrados na Mata da Biologia (Figura 1). Iguarima
censoria é uma aranha da familia Anyphaenidae, familia que frequentemente € observada sendo
parasitada por fungos do género Gibellula spp. (Costa 2014, Hughes et al. 2016). Individuos
adultos apresentam o cefalotérax e pernas amareladas, com coloracdo mais escura nas regides
cefdlicas e nos segmentos das pernas; o abddomen € acinzentado, mais claro na regido ventral
(Brescovit 1996). Os individuos de I. censoria constroem seus abrigos no limbo das folhas e
apresentam comportamento de forrageamento mais intenso a noite (Santos, A. observagdo

pessoal).
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Figura 2. Aranhas Iguarima censoria parasitadas por Gibellula minensis sp. nov. (a-c)
Individuos parasitados fixados na face abaxial das folhas, em estdgios iniciais de
desenvolvimento do fungo, onde é possivel perceber a estrutura de seda construida pelas
aranhas, que permite a fixacdo do caddver apds a sua morte; (d-f) Individuos em estigios

avanc¢ados de desenvolvimento do fungo parasita, com a presenga de conidiéforos nos sinémios.

Avaliacio de deslocamento espacial

Para verificar possiveis diferencas no local de morte entre individuos parasitados e ndo
parasitados de I. censoria, mensuramos a altura em relacdo ao solo dos primeiros individuos
parasitados e ndo parasitados detectados em campo. Para obter os individuos parasitados,
realizamos expedicoes didrias na drea de estudo, durante 3 h, por 10 dias. Ao longo desse
periodo, uma dupla de pesquisadoras vistoriou todas as folhas presentes nas plantas de sub-
bosque até uma altura de 2,5 m. A altura em relacido ao solo de cada aranha parasitada foi
mensurada com o auxilio de uma trena (Figura 3a). Como o fungo cresce sobre o cadaver das
aranhas parasitadas, a confirmagao da espécie dos individuos parasitados foi realizada por meio
de caracteres marcantes em /. censoria juvenis e adultos. A caracteristica diagndstica crucial
para a identificacdo da espécie hospedeira foi o padrdo de coloracdo amarelo e preto presente
na perna IV, que se mostrou fundamental para diferenciar a espécie mesmo quando
parcialmente coberta pelas estruturas flingicas. Para avaliar a altura do local de ocorréncia dos
individuos nao parasitados, realizamos expedicdes noturnas, durante 2 h, ao logo de duas noites.
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A altura dos individuos ndo parasitados foi avaliada durante a noite, em virtude do
habito noturno da espécie de sair do abrigo para forragear nas folhas ao redor. Essa avaliacdo
consistiu na verificacdo de todas as folhas presentes em cada planta do sub-bosque, até uma
altura de 2,5 metros. Ao longo das duas noites de avaliagdo, a altura em relacdo ao solo das
primeiras aranhas ndo parasitadas detectadas nas plantas foi registrada com o auxilio de uma

trena.

Figura 3. Registros de campo: (a) mensuragdo da altura das aranhas Iguarima censoria; (b)
registros fotograficos de I. censoria em campo; (c) observagdes realizadas em campo; (d)
luximetros Akrom KR832 utilizado para medir a luminosidade; (e) mensurag¢do da incidéncia
luminosa abaixo das folhas com ocorréncia de I. censoria;, (f) tratamento controle do
experimento para avaliar o efeito da posi¢cdo do caddver para a preservacao dos conidios, onde
o caddver permaneceu na face abaxial da folha; (g) tratamento onde a posicdo do caddver foi

alterada artificialmente, seta indica a folha posicionada com a face abaxial invertida.

Condicao luminosa do local de morte

Para avaliar a incidéncia luminosa nos locais de ocorréncia de individuos de I
censoria, parasitados e ndo parasitados, marcamos inicialmente os locais de ocorréncia dos 30
caddveres de aranhas parasitadas pelo fungo Gibellula minensis sp. nov. e 30 individuos nao

parasitados detectados em campo. A fim de assegurar a independéncia das unidades amostrais,
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excluimos individuos, tanto parasitados quanto nio parasitados, que compartilhavam a mesma
planta. As marcagdes dos locais foram realizadas por duas pessoas, ao longo de nove dias,
totalizando 36 horas de campo. Em seguida, mensuramos a incidéncia luminosa de cada local,
com o auxilio de luximetros Akrom KR832 (Figura 3d). Para isso, duas duplas de pesquisadores
mediram a luminosidade abaixo das folhas onde os espécimes parasitados e nao parasitados se
encontravam (Figura 3e), em quatro horérios distintos ao longo do dia (8 h-9 h, 10 h - 11 h,
12h-13 he 14 h - 15 h). Isso permitiu registrar a variacdo de luz ao longo do dia no local
especifico de ocorréncia de cada cadaver ou individuo nao parasitado. Os espécimes avaliados
por cada dupla de pesquisadores foram aleatorizados durante as quatro mensuracdes. As
medidas foram obtidas em um dia ensolarado, sem nuvens, com temperaturas variando de 13°C

a22°C.

Efeito do local de morte sobre a preservacao dos conidiéforos

Investigamos o efeito do local de morte sobre o tempo de preservagdo dos conidiéforos
por meio de um experimento manipulativo em campo. Para isso, foram marcados 40 individuos
de I. censoria, parasitados por G. minensis, excluindo casos de hiperparasitismo (fungos que
parasitam coldnias de Gibellula minensis) bem como coldnias fingicas em estdgio inicial de
desenvolvimento ou com sinais de desidratacao (indicativos de fase terminal). Esses individuos
foram entdo divididos, por sorteio, em dois grupos experimentais. No primeiro grupo, os
caddveres permaneceram na posi¢do normal, fixados na face abaxial das folhas, com os
sinémios voltados para baixo (Figura 4a-b). No segundo grupo, invertemos as folhas com os
caddveres, o que resultou no posicionamento do caddver com os sinémios voltados para cima,
simulando o desenvolvimento na face adaxial das folhas (Figura 4c-d). A inversdo da posicao
dos cadaveres foi realizada fixando a face adaxial da folha do caddaver em outra folha do mesmo
ramo (Figura 3g), utilizando fita adesiva dupla face. As coldonias permaneceram em campo no
periodo de 27 de junho a 29 de julho de 2025 e a viabilidade dos conidiéforos foi avaliada apds
esses 32 dias. Durante o experimento, a precipitacdo em Vigosa-MG variou de 0,0 mm a 10,8
mm (INMET - Instituto Nacional de Meteorologia), com registros de chuva apenas nos dias 25
e 28 de julho. As colonias foram fotografadas com cadmera Nikon D7500 e lente macro 105 mm
(Figura 3b). Conidiéforos foram considerados preservados quando apresentavam cabecas
conidiais preservadas, com estipes alinhados paralelamente ao sinémio e cabecas conidiais

intactas em suas extremidades, demonstrando capacidade de abrigar e dispersar conidios de
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forma eficiente. Ja a inviabilidade foi caracterizada pela auséncia de estipe, cabecas conidiais

ou pela presenca destas aderidas diretamente ao sinémio.

Figura 4. Iguarima censoria parasitadas por Gibellula minensis sp. nov. do experimento de
avaliacdo do efeito do local de morte para a preservagdo dos conidiéforos. (a) Espécime fixado
na face abaxial das folhas antes do inicio do experimento (dia 0); (b) espécime fixado na face
abaxial das folhas apds o fim do experimento (dia 32; (c) espécimes fixado na face adaxial das
folhas antes do inicio do experimento (dia 0); (d) espécimes posicionado artificialmente na face
adaxial das folhas, por meio da inversdo da posi¢do natural da folha, apds o fim do experimento
(dia 32). As setas amarelas identificam o maior sinémio da coldnia, que foi utilizado para avaliar

o nimero de conidiéforos remanescentes nos caddveres de cada grupo experimental.

Analise de dados

Para avaliarmos o efeito do status de parasitismo na altura e condi¢do luminosa do
local de morte e o efeito da posicao do caddver na folha sobre a preservacao dos conidi6foros,
construimos modelos lineares (LMs). Nas andlises de deslocamento espacial, a altura em
relacdo ao solo de cada aranha foi considerada a variavel resposta. Para a condi¢do luminosa

do local de morte, consideramos como varidvel resposta a média dos valores de luminosidade
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(limens/m?) mensurados ao longo do dia para cada individuo. Em ambos os modelos, o status
de parasitismo (parasitado e ndo parasitado) foi considerado como varidvel preditora. J& para
as andlises do efeito do local de morte sobre a preservagao dos conidiéforos, a propor¢ao dos
conidiéforos preservados (%), mensurados apds 32 dias do inicio do experimento, foi
considerada como varidvel resposta e a posicdo das aranhas infectadas (face abaxial e adaxial
da folha) foi considerada como varidvel preditora. Os ajustes dos modelos foram verificados
com o auxilio do pacote DHARMa. Para comparar os modelos saturados e nulos, utilizamos o
teste F ao avaliar o efeito do parasitismo sobre a altura do local de morte e a condi¢ao luminosa.
Ja para verificar o efeito da posicao dos caddveres na folha sobre a porcentagem de conidiéforos
preservados, utilizamos o teste qui-quadrado. Todas as andlises foram realizadas no programa

R (R Core Team, 2025).

3. Resultados

Avaliaciao de deslocamento espacial

Foram mensuradas as alturas em rela¢do ao solo de 77 aranhas I. censoria, sendo 39
individuos sauddveis e 38 individuos parasitados por G. minensis. Todas as aranhas infectadas
foram encontradas mortas, fixadas pela parte ventral nas faces abaxiais das folhas. As aranhas
1. censoria ocorreram a uma altura média de 133,6 +£ 61 cm em relacdo ao solo, variando de 21
a 260 cm. A média da altura em que as aranhas infectadas foram encontradas foi
significativamente maior em comparacdo a altura média das aranhas ndo infectadas (F(75) =

30.77; p < 0,001) (Figura 5).
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Figura 5. Comparacao das alturas (cm) em relagdo ao solo de Iguarima censoria ndo parasitadas
(pontos verdes) e parasitadas (pontos roxos) por Gibellula minensis sp. nov. Cada ponto
colorido representa um espécime, os pontos pretos indicam a média e as barras verticais
representam o desvio padrio da altura em cada grupo. A altura média dos espécimes parasitados

foi significativamente maior do que a dos ndo parasitados (F(1,75) = 30.77; p < 0,001).

Condicao luminosa do local de morte

Os individuos parasitados de I. censoria ocorreram com uma iluminincia média de 72
+ 51,8 ldmens/m?, variando de 15,6 a 214,95 ldmens/m?. J4 os individuos nio parasitados foram
observados ocorrendo em locais com uma iluminincia média de 147 + 77,6 limens/m?,
variando de 53,5 a 330,25 limens/m?, demonstrando que a média da iluminincia em que as
aranhas sauddveis foram encontradas foi significativamente maior em comparagcdo a

iluminancia das aranhas infectadas (F(1 57y = 19.19; p < 0,001) (Figura 6).
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Figura 6. Comparacdo da média da iluminancia (Iimens/m?) em relagdo as aranhas Iguarima
censoria nao parasitadas (pontos verdes) e parasitadas (pontos roxos) por Gibellula minensis
sp. nov. Cada ponto colorido representa um espécime, os pontos pretos indicam a média e as
barras verticais representam o desvio padrido da altura em cada grupo. A iluminancia média
(ldimens/m?) dos espécimes ndo parasitados foi significativamente maior do que a dos

parasitados (F,57) = 19.19; p < 0,001).

Efeito do local de morte

Dos 40 espécimes de I. censoria parasitados por G. minensis sp. nov., mensuramos a
viabilidade dos conidi6éforos em 17 aranhas que permaneceram posicionadas na face abaxial
das folhas e 18 individuos que foram posicionados na face adaxial, por meio da inversdao
experimental da folha. Ao longo do experimento, entre as aranhas fixadas na face abaxial das
folhas, duas desapareceram junto com a folha onde estava fixadas e uma caiu da folha. No
grupo de aranhas fixadas na face adaxial, um individuo foi completamente predado por uma
larva de Coleoptera e outro individuo desapareceu junto com a folha. Observamos que o maior
sinémio das colOnias de G. minensis sp. nov. apresentou em média 171 conidi6foros, com uma
variacdo de 8 a 290 conididéforos. A propor¢ao dos conidiéforos intactos foi de 90,1% (£0,022)

para fungos que permaneceram posicionados na face abaxial e 14,6% (+0,027) para os fungos
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que foram posicionados artificialmente na face adaxial. Assim, observamos que o
desenvolvimento das aranhas parasitadas na face abaxial aumentou a propor¢do de conidiéforos
preservados em 52,9% quando comparado com o grupo de aranhas posicionados na face adaxial

(¥?2=58.025,df =1, p < 0.0001) (Figura 7).
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Figura 7. Comparacdo da propor¢do dos conidioforos intactos em relagdo a posicdo dos
caddveres de Iguarima censoria parasitadas por Gibellula minensis sp. nov. Pontos verdes
indicam individuos posicionados na face abaxial e pontos roxos, individuos posicionados na
face adaxial das folhas. Cada ponto colorido representa um espécime, os pontos pretos indicam
amédia e as barras verticais representam o desvio padrio da altura em cada grupo. A propor¢ao
dos conidi6éforos preservados (%) dos espécimes posicionados na face abaxial foi
significativamente maior do que dos espécimes posicionados na face adaxial (y? = 58.025, df =

1, p <0.0001).

4. Discussao

Observamos que a infeccdo pelo fungo G. minensis sp. nov. induz altera¢des

comportamentais nas aranhas . censoria que favorecem a transmiss@o e desenvolvimento do

78



fungo, corroborando a existéncia de summit disease. Confirmamos que as aranhas parasitadas
apresentam deslocamento para locais mais elevados em relagcdo ao solo, mas, ao contrério do
esperado, sdo encontradas em dreas menos iluminadas quando comparadas as aranhas
sauddveis. Além disso, observamos uma forte relacdo entre a preservagao dos conidiéforos e a
posicdo das aranhas na face abaxial das folhas, evidenciando que a morte das aranhas na face
abaxial representa um beneficio para o fungo parasita.

A morte dos individuos parasitados de I. censoria em locais mais elevados pode estar
associada a uma maior capacidade de dispersdo dos conidios do fungo. Alturas mais elevadas
provavelmente favorecem a dispersdao dos conidios infectantes por uma drea mais ampla do
sub-bosque. Assim, esse comportamento, possivelmente mediado por um mecanismo de
gravitropismo induzido (Masoudi et al. 2024), contribui para ampliar o alcance de dispersao
dos esporos, aumentando as chances de infectar novos hospedeiros saudédveis (Lovett et al.
2020b; Will et al. 2022). Padrao semelhante foi observado em florestas tropicais do nordeste
brasileiro, em interacdes entre a espécie filogeneticamente mais préxima de G. minensis (Santos
et al. 2025 in prep.), G. aurea e a aranha hospedeira Macrophyes pacoti (Arruda et al. 2021),
sugerindo que a summit disease pode ser um fendmeno geral no clado de fungos Gibellula.

Evidéncias recentes reforcam ainda que a inducao de summit disease por fungos do
género Gibellula pode ocorrer em diferentes tipos substratos de fixacdo. Por exemplo, foi
observado que aranhas cavernicolas parasitadas por G. attenboroughii morrem fixadas no teto
das cavernas (Evans et al. 2025). Esses resultados indicam que a inducao da summit disease por
Gibellula pode estar mais relacionada a necessidade de uma plataforma elevada, estdvel e
estrategicamente vantajosa para o desenvolvimento e a dispersao do fungo do que a selecdo de
um substrato especifico.

Diferentemente do esperado, os individuos parasitados de I. censoria foram
encontrados fixados em folhas menos iluminadas, sugerindo que a luz solar pode atuar como
um fator abidtico estressante para fungos araneopatogénicos. A dispersdo dos conidios &
influenciada por condicdes abidticas, como temperatura, umidade e radiacdo solar, que podem
afetar direta ou indiretamente a infec¢do (Mente et al. 2017, Loreto et al. 2018). Assim, embora
a luz seja essencial para o desenvolvimento dos fungos, ela também pode elevar a temperatura
e, consequentemente, intensificar a dessecacdo (Hong et al. 1997, Braga et al. 2001). Dessa
forma, em florestas tropicais, onde as estacdes sdo pouco definidas e a intensidade luminosa e
a temperatura apresentam poucas variagdes ao longo do tempo, o local de morte de G. minensis

sp. nov. parece estar mais relacionado as condi¢cdes microcliméticas especificas que favorecem
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o desenvolvimento protegido dos esporos contra a dessecacao. Esses ambientes possivelmente
favorecem uma producdo gradual dos esporos, permitindo sua conservacdo e potencial
dispersao ao longo de um maior periodo.

O deslocamento espacial das aranhas infectadas para a face inferior das folhas
contribui para a manuten¢do das estruturas reprodutivas assexuadas do fungo por um periodo
maior de tempo. Essa posicdo, na face abaxial, oferece protecdo contra fatores ambientais,
sendo crucial visto que a persisténcia do conidios depende da arquitetura do habitat (Ment et al.
2017). No nosso estudo, a maior remocao de conidiéforos posicionadas na face adaxial pode
ser atribuida a eventos de chuvas que ocorreram ao longo do experimento, assim como a a¢ao
do vento e dessecagdo, fatores reconhecidamente importantes para a preservacido fungica
(Barnes et al. 2018). Dessa forma, a sele¢ao da face abaxial das folhas como local de morte do
hospedeiro parece ser um forte indicativo de manipulagdo adaptativa, favorecendo a
preservacdo dos tecidos do hospedeiro e das estruturas produtoras de propagulos infectantes.
Essa estratégia possivelmente garante que o ciclo do fungo ocorra no tempo necessario para o
amadurecimento e a transmissdo gradual dos conidios, que sdo liberados em cadeias de seus
conidiéforos.

Concluimos entdao que G. minensis sp. nov. possui a capacidade de induzir o fendmeno
de summit disease nas aranhas hospedeiras, o que converge com outros grupos de patégenos da
ordem Hypocreales, também capazes de induzir manipulacdo comportamental. Além disso,
comprovamos que G. minensis sp. nov. induz as aranhas a morrerem em locais especificos,
fazendo que esses fungos possuem a capacidade de induzir o deslocamento das aranhas
hospedeiras para microhabitats que potencialmente favorecem o desenvolvimento e
transmissao. Além disso, verificamos que o deslocamento para a face abaxial das folhas é uma
adaptacdo vantajosa, pois cria um ambiente que favorece a preservacdo dos conidi6foros,
assegurando maior viabilidade para os conidios. Em cendrio de mudancas climéticas globais,
como o aquecimento global e o desequilibrio nos regimes de chuva em florestas tropicais, é
provavel que o ciclo de vida de fungos sensiveis, como G. minensis sp. nov., seja impactado,
alterando consequentemente a dindmica dessas interagdes parasiticas e as populacdes
hospedeiras. Assim, compreender como essas interagdes desenvolvem estratégias adaptativas,
influenciadas pelas condi¢des ambientais, esclarece e enriquece os estudos sobre manipulacio

comportamental.
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CONCLUSOES GERAIS

Neste estudo, identificamos e descrevemos Gibellula minensis sp. nov., um novo
fungo patégeno de aranhas, ampliando o conhecimento sobre o género Gibellula e sua
biodiversidade. Investigamos sua interacao com o hospedeiro Iguarima censoria, evidenciando
uma alta prevaléncia de parasitismo, com preferéncias observadas por individuos de menor
tamanho corporal. Além disso, constatamos que G. minensis sp. nov. induz summit disease nas
aranhas I. censoria, promovendo deslocamento para locais altos, menos luminosos, e que
otimizam a preservacao dos conidiéforos.

Com este estudo, comprovamos pela primeira vez o valor adaptativo da manipulacdo
comportamental especifica de um fungo araneopatogénico do género Gibellula, contribuindo
tanto para a taxonomia desse grupo, quanto para a compreensao de fatores ecoldgicos de uma
nova interagdo parasita-hospedeiro. Nossos resultados fornecem novas perspectivas sobre
modelos baseados no deslocamento espacial como forma de manipulacdo, auxiliando na

compreensdo dos mecanismos que regem o fendmeno da summit disease.
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