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RESUMO

As formigas cortadeiras, géneros Atta e Acromyrmex, mantém uma associacdo mutualistica
com o basidiomiceto Leucoagaricus gongylophorus, cultivado para alimento, o qual é
responsavel pela producdo de enzimas despolimerases que degradam o material vegetal
transportado para o interior dos ninhos. Devido a enorme quantidade de material vegetal que
as formigas necessitam cortar, estas sdo consideradas pragas, principalmente em locais
alterados por atividades antrépicas, como areas de agricultura e reflorestamento. Frente a
necessidade de manejo das formigas cortadeiras, o controle biolégico representa um método
ambientalmente amigével e promissor. Vérios estudos relatam o potencial dos fungos
entomopatogénicos no biocontrole de insetos. Contudo, os insetos sociais, como as formigas
cortadeiras, possuem eficientes mecanismos de defesa do sauveiro, e para estas, até o
momento, ndo hd um método de biocontrole satisfatorio. Desta maneira, buscamos explorar o
potencial patogénico de diversos fungos filamentosos isolados a partir do cadaver de rainhas
jovens de Atta sexdens rubropilosa. Apés isolamento, caracterizacdo e identificagcdo
molecular, os fungos foram testados quanto a sua patogenicidade em diferentes escalas, desde
operarias isoladas do sauveiro, passando pelas subcoldnias até chegar as col6nias completas.
A combinacdo de dois fungos entomopatogénicos mostrou-se particularmente promissora,
principalmente as compostas por Beauveria bassiana (ENT13) com Aspergillus nomius
(ENT22) e B. bassiana (ENT13) com Isaria farinosa (ENT02). Adicionalmente, utilizando
ensaios de antagonismo “in vitro” verificamos, através de microscopia eletrénica de
varredura, como ocorre a interacdo dos fungos entomopatogénicos com o fungo mutualista.
Os resultados indicaram que as linhagens de A. nomius (ENT22) e Purpureocillium lilacinum
(ENT19), além de mortais para as operarias, causaram a degradacdo de estruturas (hifas e
gongilideos) do L. gongylophorus. Os fungos entomopatogénicos também foram avaliados
quanto a interacdo com o0 micoparasita especializado Escovopsis. O perfil de compostos
orgénicos volateis (VOC’s) secretados aos sete e 14 dias de crescimento das culturas
individuais de B. bassiana (ENT13), I. farinosa (ENT02) e Escovopsis sp. (ESC2), bem como
dos co-cultivos entre entomopatogenos e micoparasita foram estudados através de analises de
GC/MS. Observamos que o micoparasita interage com 0s entomopatdégenos B. bassiana
(ENT13) e I. farinosa (ENTO02) através dos VOC’s, cujo significado precisa ser melhor
estudado.

Palavras chave: Patogenicidade. Biocontrole. Atta sp. Antagonismo. Compostos organicos

volateis.



ABSTRACT

Leaf-cutting ants, genus Atta and Acromyrmex, maintain a mutualistic association with the
basidiomycete Leucoagaricus gongylophorus, cultivated for food, which is responsible for the
production of depolymerase enzymes that degrade the plant material transported into the
nests. Due to the huge amounts of plant material that the ants need to cut, they are considered
pests, mainly in places altered by anthropic activities, such as agriculture and reforestation.
Due to a need for handling leaf-cutting ants, biological control represents an environmentally
friendly and promising method. Several studies report the potential of entomopathogenic
fungi in insect biocontrol. However, social insects, such as leaf-cutting ants, have efficient
defense mechanisms for the anthill, and for these, currently, there isn't a satisfactory
biocontrol method. Thus, we seek to explore the pathogenic potential of several filamentous
fungi isolated from the corpse of young foundress queens of Atta sexdens rubropilosa. After
isolation, characterization and molecular identification, the fungi were tested for their
pathogenicity at different scales, from workers isolated from the anthill, through the
subcolonies until reaching the complete lab colonies. The combination of two
entomopathogenic fungi was particularly promising, especially Beauveria bassiana (ENT13)
with Aspergillus nomius (ENT22) and B. bassiana (ENT13) with Isaria farinosa (ENT02).
Additionally, using "in vitro" antagonism assays, we verified, through scanning electron
microscopy, how the interaction of entomopathogenic fungi with the fungus mutualist occurs.
The results indicated that the strains of A. nomius (ENT22) and Purpureocillium lilacinum
(ENT19), as well as mortalities for the workers, caused the degradation of structures (hyphae
and gongylidia) of L. gongylophorus. The entomopathogenic fungi were also evaluated for
their interaction with the specialized mycoparasite Escovopsis. The profile of volatile organic
compounds (VOC’s) secreted at seven and 14 days of growth of the individual cultures of B.
bassiana (ENT13), I. farinosa (ENT02) and Escovopsis sp. (ESC2), as well as the co-cultures
between entomopathogens and mycoparasite were studied through GC/MS analyzes. We
observed that the mycoparasite interacts with the entomopathogens B. bassiana (ENT13) and
I. farinosa (ENT02) through VOC's.

Keywords: Pathogenicity. Biocontrol. Atta sp. Antagonism. Volatile organic compounds
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1 INTRODUCAO

O controle bioldgico das formigas cortadeiras faz-se necessario devido a intensa
desfolha realizada em locais de agricultura e reflorestamento (CHERRETT, 1986; FOWLER
et al., 1989). Atualmente, os méetodos mais utilizados de controle dessas formigas envolvem
produtos quimicos. Contudo, esses compostos contaminam 0 meio ambiente por ndo serem
biodegradaveis e acumulam-se na cadeia alimentar, atingindo assim organismos ndo alvo
(BOARETTO; FORTI, 1997; OLIVEIRA et al., 2011).

Frente a necessidade de desenvolver métodos de controle menos agressivos ao
ambiente, o estudo dos fungos entomopatogénicos como agentes do biocontrole merece
atencdo (CHARNLEY, 1997; BOARETTO; FORTI, 1997). Normalmente, estes fungos séo
estudados quanto a mortalidade que causam nas formigas (DELLA LUCIA; VILLELA,
1993). Ja quando o alvo do método de biocontrole é o fungo mutualista sdo empregados
fungos antagonistas e micoparasitas, tais como aqueles dos géneros Acremonium,
Trichoderma, Escovopsis, Mucor e Syncephalastrum (SILVA et al., 2006; BARCOTO et al.,
2016; FOLGARAIT et al., 2011). O estudo de compostos organicos volateis secretados por
micro-organismos também pode representar uma fonte de compostos promissores ao controle
bioldgico de insetos (HEIL, 2008; STENBERG et al., 2015; KANDASAMY et al., 2016;
MITHOFER et al., 2016; WERNER et al., 2016). Contudo esta ¢ uma area ainda pouco
explorada e, apesar de muitos compostos serem detectados, as informacgdes sobre sua
atividade bioldgica ainda sdo escassas (von REUSS et al, 2010; PIECHULLA;
DEGENHARDT, 2014).

O presente trabalho teve como objetivo estudar o potencial de fungos
entomopatogénicos no controle bioldgico de formigas cortadeiras e elucidar como estes
podem atuar ndo apenas quanto a mortalidade de operarias, mas também na complexa
interacdo mutualistica presente nos sauveiros. A primeira parte do trabalho apresenta uma
revisao sobre os aspectos basicos da associagdo mutualistica entre formigas e fungo, além das
pesquisas envolvendo o biocontrole das formigas cortadeiras.

O Capitulo 1 teve como objetivo determinar a atividade entomopatogénica de fungos
filamentosos isolados de cadaveres de rainhas jovens de Atta sexdens rubropilosa,
selecionando as linhagens mais promissoras aos métodos de bicontrole. No Capitulo 2, os
estudos prosseguiram com as linhagens mais patogénicas (selecionadas no Capitulo 1) no
sentido de verificar a interacdo destas com o fungo mutualista e com o micoparasita

especializado das formigas cortadeiras. Estudos de microscopia eletronica de varredurae
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andlises dos compostos organicos volateis foram empregados na elucidagdo dos mecanismos

de interacdo entre esses micro-organismos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A prospeccdo de agentes para o biocontrole das formigas cortadeiras € uma linha de
pesquisa importante dentro do contexto econdmico, uma vez que as formigas causam perdas
significativas na agricultura. Além disso, a busca por métodos que viabilizem o controle
bioldgico é importante a0 meio ambiente, ja que 0s produtos quimicos, atualmente utilizados,
acumulam-se na natureza e ndo sdo biodegradados sob as condi¢es ambientais. No presente
trabalho exploramos os fungos entomopatogénicos, importantes patdgenos a diversos insetos.
Uma vez que a relagdo simbiotica estabelecida entre formigas e alguns fungos mutualistas ndo
permite a sobrevivéncia dos mesmos separadamente, consideramos pertinente investigar se 0s
fungos selecionados como potenciais patogenos as formigas causam danos adicionais ao
fungo mutualista.

Nosso estudo permite concluir que as linhagens de B. bassiana (ENT13), I. farinosa
(ENTO02), A. nomius (ENT22) e P. lilacinum (ENT19) séo particularmente promissores ao
desenvolvimento de bioinseticidas. Adicionalmente, a associacdo entre B. bassiana (ENT13)
e A. nomius (ENT22) é especialmente patogénica ao sauveiro atuando contra formigas e
fungo mutualista. J& a associacdo entre B. bassiana (ENT13) e I. farinosa (ENT02), apesar de
ndo ter apresentado relacdo antagonista frente ao mutualista, causa acentuada mortalidade
entre as formigas e assim, o jardim de fungos também acaba entrando em colapso. A
linhagem de P. lilacinum (ENT19), demonstrou patogenicidade as formigas e também ao
fungo mutualista; contudo, em associagdo com outros fungos entomopatogénicos nao
apresentou resultados expressivos e por isso, 0 seu método de utilizacdo deve ser melhor
estudado.

Varios compostos organicos volateis também foram detectados durante os cultivos de
B. bassiana (ENT13), I. farinosa (ENTO02) e Escovopsis sp. (ESC2) e dos co-cultivos
utilizando esses fungos. O estudo desses compostos revelou a presenga de compostos
inibidores e estimuladores de crescimento, toxinas (algumas descritas como prejudiciais as
formigas cortadeiras e a outros insetos), além de compostos com aplicagdes industriais. Isto
reforca o potencial patogénico dessas linhagens e aponta os fungos como fonte abundante de

compostos de interesse industrial.
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