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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 antropicas, como areas de agricultura e reflorestamento. Frente a
necessidade de manejo das formigas cortadeiras, o controle biolégico representa um método
ambientalmente amigavel e promissor. Varios 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 ha um método de biocontrole satisfatério. Desta maneira, buscamos explorar o
potencial patogénico de diversos fungos filamentosos isolados a partir do cadaver de rainhas
jovens de Atta sexdens rubropilosa. Apds isolamento, caracterizagcdo e identificacdo
molecular, os fungos foram testados quanto a sua patogenicidade em diferentes escalas, desde
operarias isoladas do sauveiro, passando pelas subcolonias até chegar as colénias 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 lIsaria farinosa (ENTO02). Adicionalmente, utilizando
ensaios de antagonismo “in vitro” verificamos, através de microscopia eletrdnica de
varredura, como ocorre a interagdo 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 degradacao de estruturas (hifas e
gongilideos) do L. gongylophorus. Os fungos entomopatogénicos tambem foram avaliados
quanto a interacdo com o0 micoparasita especializado Escovopsis. O perfil de compostos
organicos 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 entomopatdgenos e micoparasita foram estudados através de andlises de
GC/MS. Observamos que 0 micoparasita interage com 0s entomopatdgenos 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 (ENTO02).
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



SUMARIO

LINTRODUGAO. ...t ee e es st 11
2 REFERENCIAL TEORICO.........coiiiieeiese et sees st en s nessan s sean s 13
2.1 FOrmigas da trib0 ATHINI........cociiiiiiicie e 13
2.2 FUNQICUITUTAL ..ottt ettt e e e 13
2.3 0 JArdim de TUNQO. ....ceiieieiie it ettt 15
2.4 Manutencao e prote¢ao do jardim de fuNQO.........ccooereieiine i e 17
2.5 Controle biolégico das formigas CoOrtadeiras. ..o ne e 18
2.6 FUNQOS ENTOMOPATOGENICOS. ... veieetirieetieie ettt se et se e e se bbbt sb ettt ebe e 20
2.7 FUNQOS MICOPATASTTAS. ... c.veuvevinie ittt ettt sttt ettt bbb 22
2.8 COmMPOSLOS OrganiCoS VOIALEIS. .........couviieiiiiieeiiie e s 24

3 CAPITULO 1 - Potencial dos fungos entomopatogénicos no controle biolgico de

Atta SEXAENS FUDIOPIIOSA. ....c.eiviiieiie et e 26
RESUIMO. ...ttt nr e e e nn e an e en e e e e e e 27
T80 [ 011 0T [ o= o J SRS 28
KT @ L o] =] € Yo TSSOSO SRRN 29
3.3 Material @ IMETOUOS. ........ccuiiieiiiiie et 30
3.3.1 Isolamento, cultivo e preservacdo dos fungos entomopatogénicos. ........cccevvevvereennenn. 30
3.3.2 Identificac@o dOS ISOIAUOS. .........cvviiiiie et s 30
3.3.2.1 Identificacdo morfologica e selecao dos isolados...........cccevvvvveieeieiieiicecce e 30
3.3.2.2 1dentificaco MOIECUIAT............cociiiie et 31
3.3.3 Viabilidade d0S CONMIOS. .......civiieriiieiiirieie ettt sr e 32
3.3.4 Teste “in vitro” da patogenicidade de fungos entomopatogénicos em operarias de

Atta SEXAENS FUDIOPIIOSA. ......vecvieiviiiiiie ettt s e e e aeenee 32
3.3.5 Teste de patogenicidade em subcolnias de Atta sexdens rubropilosa....................... 33

3.3.6 Teste de patogenicidade em subcolénias de Atta sexdens rubropilosa utilizando
COMDINACOES UE TUNGOS......c..iieiie ettt re e raeenee o 34
3.3.7 Teste de patogenicidade em colbnias de Atta sexdens rubropilosa utilizando
COMDINACOES UE TUNGOS......c..iieiie ettt re e raeenee o 34
3.3.8 Avaliacdo de métodos de inoculagcdo dos conidios: patogenicidade em col6nias de

Atta sexdens rubropilosa através do polvilnamento..........c.cccccovvveeiicii i 35



3.3.9 Avaliagdo de métodos de inoculagdo dos conidios: patogenicidade em coldnias

Atta sexdens rubropilosa através da nebulizago..........ccocooeiiiiiii i 36
BB =11 ] | 7 To [0TSR 37
3.4.1 Isolamento e identificacdo morfoldgica e molecular...........cc.coceieieiencne e, 37

3.4.2 Teste “in vitro” da patogenicidade de fungos entomopatogénicos em operérias de

Atta SEXAENS FUDIOPIIOSA. ......eieiiiiicii e 40
3.4.3 Teste de patogenicidade em subcolnias de Atta sexdens rubropilosa....................... 43
3.4.3.1 Controle negativo (TWeen 80 0,05%0).......ccuurriireieiiie i 43
3.4.3.2 Controle positivo (BalIVEFIa®)........cc.ooviiiiiiiiiieie e 44
3.4.3.3 Isaria farin0osa (ENTO2)........cccoi it 44
3.4.3.4. Beauveria bassiana (ENTL13).......ccocoiiiiiiiiiiiiei e 44
3.4.3.5 Purpureocillium lIacinUM(ENTIL9)......cooiiiiiiiiice e e 44
3.4.3.6 Aspergillus NOMIUS (ENT22).....ccoiiiiiiiiiie it 45
3.4.3.7 Metharhizium anisopliae (ENT25), Purpureocillium lilacinum (ENT29(2) e
ENT36) Aspergillus NOMIUS (ENTB2)........cciiiriiieiiiieieieeie et 45
3.4.4 Teste de patogenicidade em subcolénias de Atta sexdens rubropilosa utilizando
COMDINACOES UE TUNGOS.....c.viieiiie ettt sttt sr e e e e e enaeeneeenes 46
3.4.4.1 Isaria farinosa (ENT02) + Aspergillus nomius (ENT22)......ccccccevvvvereeieiiinrinnnnenn, 46
3.4.4.2 Purpureocillium lilacinum (ENT19) + Isaria farinosa (ENTO02)

Purpureocillium lilacinum (ENT19) + Aspergillus nomius (ENT22)........ccccccevveveiivcineenne. 46

3.4.4.3 Beauveria bassiana (ENT13) + Isaria farinosa (ENT02)

Beauveria bassiana (ENT13) + Purpureocillium lilacinum (ENT19)

Beauveria bassiana (ENT13) + Aspergillus nomius (ENT22)

Isaria farinosa (ENT02) + Beauveria bassiana (ENT13) + Purpureocillium lilacinum
(ENT19) + Aspergillus NOMIUS (ENT22)......ccccoieieiecie it s en e 47

3.3.5 Teste de patogenicidade em colbnias de Atta sexdens rubropilosa utilizando

COMDINACOES UE TUNGOS......c..iieeiie ettt e e era e eres 49
3.4.5.1 Beauveria bassiana (ENT13) + Isaria farinosa (ENT02)........ccccccevvvvverecireciesnnnn, 49
3.4.5.2 Beauveria bassiana (ENT13) + Aspergillus nomius (ENT22).......cc.ccceevevvivennennn. 51
3.4.5.3 |. farinosa (ENTO02) + B. bassiana (ENT13) + P. lilacinum (ENT19) + A. nomius

(=) 172272 SO PTRRRRRR 53

3.4.6 Avaliacdo de métodos de inoculacdo dos conidios: patogenicidade em colbnias

Atta sexdens rubropilosa através do polvilhamento de conidios..........cccccvevveveciciievninenne. 53



3.4.6.1 CoNrole NEJALIVO......ccuieieieie ettt ettt st sr ettt sreesne e 53

3.4.6.2 Beauveria bassiana (ENT13) + Isaria farinosa (ENT02)........cccccvvenieeinneeienneennn. 54
3.4.6.3 Beauveria bassiana (ENT13) + Aspergillus nomius (ENT22).........ccccceovvviiininnnne. 54
3.4.7 Avaliacdo de métodos de inoculagdo dos conidios: patogenicidade em coldnias de

Atta sexdens rubropilosa através da nebulizacdo de conidios...........ccccocvverernieiiiiencinenn, 55
3.4.7.1 Beauveria bassiana (ENT13) + Isaria farinosa (ENT02).........cccoeveniininicininnnnnn. 55
3.4.7.1 Beauveria bassiana (ENT13) + Aspergillus nomius (ENT22).........ccccceovvvrinivnnnne. 55
R TR D T 1 117 Lo USSR 56
K I @0 o o 1157 T SRR 62

4 CAPITULO 2 - Interacdes microbianas: a¢do dos fungos entomopatogénicos

frente ao fungo mutualista das formigas cortadeiras e ao micoparasita Escovopsis.... 63

RESUIMIO. ...ttt e e bt e s bt e e s e b e e e e e enbe e e nabe e s nnaeenas 64
Nt | 011 o To (U o= o TSP UR PR TP PRPPRPIO 65
4.2 ODJETIVOS. ...ceeieeeiete ettt e e bbbttt 67
4.3 MaAterial @ IMETOUOS. ......c..uieiuiiieiiiiee ettt 68
4.3.1 INteraghes MICIODIANAS. ........ccveueeieririieeeesieeereeesteertesraesr e e e e es e sraeseesreeteenaesreeneens 68
4.3.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)......ccoooeiiein e 70
4.3.3 Compostos organicos VOIALEIS (VOC’S) . .uuiiiiiiiiiiiiieiiniie et et 70
4.4 RESUITATODS. ... .cveiviietie ettt ettt et et bbbt bbbt enes 72
4.4.1 Interagdes MICIODIANAS. ........ccveiieeieiie it eeseee st e st et ss e sta e st e e e e eseesreennesneenseerae s 72
4.4.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV).......ccoveiiie i 74
4.4.3 Compostos OrganiCoS VOIALEIS. ........ccveiviieiiiie ettt 79
4.4.3.1 Beauveria bassiana (ENTL13).......ccooviiiiiiiiiice i 79
4.4.3.2 Isaria farin0sa (ENTO2).......ccoviiiiiiiecie sttt st e et enee e 81
4.4.3.3 ESCOVOPSIS SP. (ESC2)...uieiiiiiiectie ettt sttt st sn e e ene 84
4.4.3.4 Co-cultivo de Beauveria bassiana (ENT13) com Escovopsis sp. (ESC2)............... 87
4.4.3.5 Co-cultivo de Isaria farinosa (ENT02) e Escovopsis sp. (ESC2).......ccccccevvvveeneenee. 89
4.5 DISCUSSAOD. ... eveteetiesietieitesiestes et ss ettt ebe sttt a e st e e es et e s e st en e se et et et et e e be et e e neen e e enen 93
O O o] o] (U7 To PRSPPI 98
5 CONSIDERACOES FINAIS......ooiiieeieeeeeeeeses s eees s enies s stes s saes s en s 99

REFERENCIAS. ... cetteetteteeeeettttteneeenieeeeaeaaaeeseeeeeesersessssssssssssssssssssssseeeen 100



11

1 INTRODUCAO

O controle biologico 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 métodos mais utilizados de controle dessas formigas envolvem
produtos quimicos. Contudo, esses compostos contaminam o 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 sao
estudados quanto a mortalidade que causam nas formigas (DELLA LUCIA; VILLELA,
1993). J& quando o alvo do método de biocontrole ¢ 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
biologico 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 informagfes 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 biolégico 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 o0s aspectos basicos da associacdo 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 varredura e
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analises dos compostos organicos volateis foram empregados na elucidacdo dos mecanismos

de interagdo entre esses micro-organismos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Formigas da tribo Attini

As formigas da tribo Attini (Hymenoptera: Formicidae) correspondem a um grupo
monofilético composto por aproximadamente 300 espécies descritas dentro de 15 géneros
(SCHUTZ; BRANDY, 2008; JESOVNIK; GONZALEZ; SCHULTZ, 2016). Elas sdo
caracterizadas pela dependéncia do cultivo de fungos como alimento (MUELLER et al., 2001,
PAGNOCCA et al., 2001; BRANDAO, MAYHE-NUNES; SANHUDO, 2011). Como
sugerido por Kusnezov (1964), a tribo Attini pode ser subdividida em dois clados, Paleoattini
e Neoattini. O clado Paleoattini é constituido pelos géneros Apterostigma, Myrmicocrypta e
Mycocepurus. J& Neoattini (conhecido como Attini derivadas), engloba os demais géneros,
incluindo Acromyrmex e Atta, os quais correspondem as chamadas formigas cortadeiras
(FISHER; STRADLING; PEGLER, 1994; HOLLDOBLER; WILSON, 2010).

As formigas cortadeiras utilizam material vegetal recém- cortado como substrato ao
desenvolvimento de seu fungo mutualista (MARICONI, 1970; WEBER, 1972). Desta
maneira necessitam cortar uma elevada quantidade de material vegetal e, por isso, sdo
considerados os herbivoros dominantes dos Neotropicos (HOLLDOBLER; WILSON, 1990).
Apesar de serem consideradas generalistas, algumas espécies cortam apenas gramineas, ja
outras se especializaram em Magnoliopsidas (HOLLDOBLER; WILSON, 1990; BEATTIE;
HUGHES, 2003). As demais formigas da tribo Attini, ndo atacam plantas e por isso tem
recebido menor atencdo (FISHER; STRADLING; PEGLER, 1994; HOLLDOBLER;
WILSON, 2010).

2.2 Fungicultura

O cultivo de fungos como alimento originou-se ha aproximadamente 67 milhGes de
anos e, ao longo da historia evolutiva, as formigas cortadeiras e os fungos passaram a nao
mais sobreviver separadamente (SCHULTZ; BRADY, 2008). De acordo Mueller et al.
(2001), a relacdo dos fungos como principal fonte de alimento evoluiu de maneira
independente duas vezes entre as formigas: (i) formigas cutivadoras de fungos, dependentes
do cultivo de um fungo mutualista para a alimentacéo; (ii) formigas Megalomyrmex silvestrii,

parasitas sociais da tribo Attini e que consomem o fungo cultivado por sua hospedeira.
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Ainda, segundo Mueller et al. (2001), a origem da fungicultura pode ser explicada por
meio de dois modelos principais, 0 modelo tradicional e o modelo alternativo. A principal
diferenca entre os dois modelos € o momento evolutivo da transmissdo de fungos
especializados em relacdo as origens do consumo e cultivo. O modelo tradicional (e
amplamente aceito) propde a existéncia de uma fase em que fungos ndo especializados
cresciam acidentalmente em formigueiros e passaram a compor a dieta das formigas.
Posteriormente, as formigas desenvolveram a capacidade de cultiva-los e finalmente foram
capazes de transmitir esses fungos para novos ninhos. O segundo modelo, conhecido como
modelo alternativo, postula os mesmos fatos propostos pelo modelo tradicional, mas de
maneira reordenada. Segundo este, inicialmente as formigas ndo se alimentavam de fungos,
elas eram apenas usadas por fungos especializados como vetores de dispersdo. Em um
segundo momento, as formigas passaram a se alimentar destes fungos e evoluiu a capacidade
de cultiva-los.

Os fungos cultivados pela tribo Attini sdo basidiomicetos pertencentes a familia
Agaricaceae (Agaricales: Basidiomycota) e estdo distribuidos em 12 géneros distintos
(CHAPELA et al, 1994; CURRIE et al., 1999a). Ainda, entre os sistemas de cultivo
desenvolvidos, o cultivo do fungo Leucoagaricus gongylophorus realizado pelas formigas
cortadeiras, géneros Atta e Acromyrmex, representa 0 mais complexo sistema de monocultura
estudado (CURRIE et al., 1999a, MUELLER et al., 1998).

A reproducdo sexuada do fungo mutualista na natureza foi raramente relatada
(MUELLER et al., 1998; MUELLER et al., 2001; PAGNOCCA; RODRIGUES; BACCI JR,
2011). Desta maneira, o fungo L. gongylophorus é transmitido verticalmente entre as geracoes
de formigas cortadeiras de modo vegetativo. 1sso ocorre quando a rainha virgem deixa o
ninho parental com uma pequena quantidade de fungo na cavidade infrabucal, sendo este
indculo fungico utilizado na fundacdo de um novo ninho (WEBER, 1972; QUINLAN;
CHERRETT, 1979). Ha ainda, a possibilidade de uma formiga coletar o fungo (de vida livre
ou de outra formiga) e passar a cultiva-lo em seu ninho, processo denominado de aquisicao
horizontal (CHAPELA et al, 1994; MUELLER et al., 1998; SCHULTZ et al., 2008). No
entanto, segundo Bot et al. (2001), a transmissdo horizontal ndo foi observada na natureza,
apenas induzida em ninhos laboratoriais.

Sendo assim, o fungo mutualista possui uma pequena variabilidade genética (CURRIE
et al., 1999a; CURRIE, 2001). Esta baixa variabilidade genética foi confirmada no estudo de
Mueller et al. (2010), no qual constatou-se que apenas uma linhagem do fungo mutualista é

mantida pelas operarias de Atta texana, ou seja, trata-se de uma monocultura. A uniformidade
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genética apresentada pelo mutualista contribui para sua vulnerabilidade a infec¢bes por
parasitas (CURRIE et al., 1999a; CURRIE, 2001).

2.3 O Jardim de fungo

O fungo mutualista L. gongylophorus, desenvolve-se nos chamados jardins de fungo,
0s quais sdo constituidos por material vegetal, secrecGes de formigas e biomassa do proprio
fungo (MOREIRA; ERTHAL Jr; SAMUELS, 2011). A relacdo simbi6tica entre as formigas
cortadeiras e o L. gongylophorus envolve interagcbes complexas entre os dois organismos. O
sucesso desta associacdo se deve, provavelmente, a habilidade metabdlica do fungo e sua
capacidade de produzir varias enzimas despolimerases, tais como pectinases e celulases
(BACCI et al., 1995; SIQUEIRA et al., 1998; SILVA et al., 2006). Estas enzimas promovem
a degradacdo extracelular dos polissacarideos que compdem a matéria vegetal,
disponibilizando agucares simples, como a glicose (BACCI et al., 1995). O conteudo nutritivo
é armazenado em hifas especializadas, denominadas gongilideos (HOLLDOBLER et al.,
1990). Segundo Holldobler et al. (1990), os gongilideos sdo a Unica fonte de alimento das
larvas, rainha e alados. Ja a dieta das operarias € mais variavel e estas podem complementar
sua nutricdo com a seiva vegetal ou com carboidratos soluveis presentes nos jardins de fungo.
Em troca, as formigas fornecem um ambiente altamente propicio ao desenvolvimento fungico,
aléem de substrato para 0 seu crescimento e protecdo contra competidores e parasitas
(MUELLER, 2001; CURRIE et al., 2003; SIQUEIRA et al., 1998; ERTHAL Jr. et al., 2009;
PAGNOCCA; RODRIGUES; BACCI Jr, 2011).

De acordo com Currie et al. (2003), a relacdo simbiética presente em Attini envolve,
além das formigas cortadeiras e seu fungo mutualista, mais dois grupos de micro-organismos:
os parasitas fungicos pertencentes ao género Escovopsis (Ascomycota; Hypocreales) e as
supostamente benéficas bactérias filamentosas do género Pseudonocardia (familia
Pseudonocardiaceae). Ainda, em muitos estudos, os formigueiros sdo considerados como um
“organismo” composto por uma complexa microbiota. Além do género Pseudonocardia,
varios géneros de bactérias ja foram isolados dos jardins de fungo, sendo que alguns desses
géneros também exercem importante papel na inibi¢cdo do parasita Escovopsis. Leveduras e
diversos fungos filamentosos também fazem parte dos jardins de fungo e da microbiota
presente no microambiente mais préximo das formigas cortadeiras (CRAVEN et al., 1970;
CURRIE; STUART, 2001; AUGUSTIN; DIEHL; SAMUELS; ELLIOT, 2011).
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A ocorréncia de actinobacterias, género Pseudonocardia, foi primeiramente descrita
por Currie et al. (1999b). Segundo esses autores, elas produzem antibidticos capazes de inibir
0 crescimento do micoparasita Escovopsis, e consequentemente, podem contribuir com a
defesa do jardim de fungo. Essas bactérias sdo encontradas predominantemente na cuticula
das operérias, mais especificamente em regides modificadas (propleura, por exemplo) do
exoesqueleto conectadas a glandulas exdcrinas. Provavelmente, essas glandulas secretam
nutrientes que sdo utilizados no crescimento das colbnias de Pseudonocardia sp. A
transmissdo de Pseudonocardia, ocorre verticalmente, por meio de um indculo inicial
presente na cuticula de fémeas aladas, com posterior propagacdo as operarias (CURRIE et al.,
2003; CAFARO et al., 2010).

Com relacdo ao género Escovopsis, 0 primeiro relato de sua presenga em col6nias da
tribo Attini foi realizado por Mdller (1893), um dos pioneiros no estudo dessas formigas. No
entanto, naquele momento, Escovopsis foi considerado uma expressdo mais vigorosa do
fungo mutualista (MOLLER, 1893). O reconhecimento do género como micoparasita ocorreu
apenas em 1999 (CURRIE et al., 1999a). Segundo, Reynolds e Currie (2004), o fungo
Escovopsis ndo utiliza os nutrientes presentes no jardim de fungos para a sua nutricdo, mas
sim o conteudo citoplasméatico das hifas do fungo mutualista, sendo considerado um
micoparasita necrétrofo de contato. No entanto, apesar de tratar-se de uma relacdo
especializada, Meirelles et al. (2015a) sugerem que qualquer género de Attini derivada pode
compartilhar infecgbes por linhagens relacionadas do fungo Escovopsis. Ndo havendo uma
estreita correspondéncia entre géneros (ou espécies) de atineas derivadas e diferentes
linhagens de Escovopsis.

O estudo de Currie et al. (1999a) com ninhos da tribo Attini de ocorréncia natural na
América Central, estimou que 28,1% a 77,5% dos ninhos apresentam contaminagdo por
Escovopsis, dependendo do género de formiga. O principal efeito da infeccdo por Escovopsis
é a reducdo da biomassa do jardim, além do dispéndio de energia pelas operarias para conter a
contaminacdo, 0 que causa impactos negativos no desenvolvimento da colénia (CURRIE;
STUART, 2001).

Atualmente, o género Escovopsis é composto por sete espécies, a saber: Escovopsis
weberi isolada de Atta sp. (MUCHOVEJ; DELLA LUCIA, 1990), Escovopsis aspergilloides
isolada de Trachymyrmex ruthae (SEIFERT et al., 1995), Escovopsis lentecrescens,
Escovopsis microspora e Escovopsis moelleri isoladas de Acromyrmex spp. (AUGUSTIN et
al., 2013), Escovopsis kreiselii isolada de Mycetophylax morschi (MEIRELLES et al., 2015b)
e Escovopsis trichodermoides isolada de Mycocepurus goeldii (MASIULIONIS et al., 2015).
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De acordo com Currie (2001) e Little et al. (2006) a transmissdo do micoparasita
Escovopsis esta relacionada a veiculagcdo de esporos assexuados que aderem ao corpo de
artropodes que visitam os ninhos. J& o estudo de Augustin et al. (2011) indica que uma
possivel fonte de transmissdo do micoparasita seja 0 material de refugo proveniente do jardim
de fungos. Isto porque, algumas espécies de formigas dos géneros Atta e Acromyrmex retiram
fragmentos infectados por Escovopsis do jardim de fungos e depositam esse material fora dos
ninhos. O fungo Escovopsis € capaz de se desenvolver e esporular utilizando esse substrato e
0s esporos podem ser dispersos por fatores ambientais, como vento e chuva, podendo

contaminar as operarias forrageadoras de outras coldnias.

2.4 Manutencéo e protecdo do jardim de fungo

Assim que o substrato vegetal chega a colonia, as formigas iniciam o processo de
preparacdo do mesmo. O material € cortado em fragmentos muito pequenos, ao mesmo tempo
em que sdo lambidos e mastigados. Esta etapa elimina alguns micro-organismos presentes na
superficie foliar, além de desestabilizar a estrutura da folha, a qual é naturalmente resistente a
invasdo fungica. O processo resulta ndo apenas no aumento da area superficial disponivel ao
fungo mutualista, mas também promove uma desinfeccao local através da adicdo de secrecdes
glandulares e de fluido fecal. Acredita-se que, desta maneira, enzimas hidroliticas produzidas
pelo préprio fungo mutualista e que foram ingeridas pelas formigas, retornam ao jardim de
fungo, uma vez que nao sdo alteradas pela passagem no trato digestivo das operarias. O fungo
leva aproximadamente seis semanas para degradar completamente o substrato vegetal e,
durante esse periodo, materiais frescos sdo adicionados novamente ao jardim, resultando em
um processo continuo (CURRIE, 2001).

O material vegetal exaurido, além de cadaveres de operarias, larvas e pupas, mais
fragmentos envelhecidos do jardim de fungo, sdo removidos frequentemente e depositados em
uma pilha de detritos localizada em pontos especificos das colonias, e as vezes também
externamente. Este material de descarte ainda contém nutrientes e matéria organica que
podem promover o desenvolvimento de patdgenos, representando uma ameaca a salde das
formigas e de seu jardim de fungos (BOT et al., 2001). Dentre esses patdgenos encontram-se
fungos como Trichoderma viride, Aspergillus flavus e Fusarium sp., além do Escovopsis
(LACERDA; DELLA LUCIA; SOUZA, 2011; FARIJI-BRENER; MEDINA, 2000;
AUGUSTIN et a., 2013).
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Além do manejo do material de descarte, outros comportamentos praticados pelas
formigas cortadeiras resultam na protecdo de seus ninhos. Entre esses comportamentos,
destaca-se a remogao fisica de contaminantes, denominado “grooming”. Esporos e tecidos de
fungos removidos por este processo acumulam-se na cavidade infrabucal e posteriormente sao
descartados na forma de pellets, nas pilhas de descarte. Ainda, segundo Currie e Stuart
(2001), ocorrendo contaminagdo do jardim de fungos, as operérias realizam o comportamento
denominado “weeding”, que consiste na remog¢do das partes contaminadas, evitando o
desenvolvimento do patdégeno. O desenvolvimento do invasor também pode ser suprimido
pela producdo de compostos quimicos (antibidticos), secretados pelas glandulas metapleurais
e mandibulares (CURRIE, 2001; FISHER; STRADLING; PEGLER, 1994; KNAPP et al.,
1994). Em conjunto, esses comportamentos sdo mecanismos de protecdo eficientes,

dificultando a utilizacdo de inimigos naturais para o controle desses insetos.

2.5 Controle bioldgico das formigas cortadeiras

E inegavel a importancia ecologica das formigas cortadeiras em seus ecossistemas
naturais, sendo que suas atividades de forrageamento contribuem com a produtividade e a
ciclagem de nutrientes e energia no ambiente (FOWLER et al., 1989). Além disso, a atividade
das formigas cortadeiras altera os componentes bidticos e abidticos do solo, promovendo sua
aeracdo e drenagem, possibilitando uma melhor mineralizacdo dos nutrientes (FOWLER et
al., 1989). No entanto, devido ao desfolhamento de plantas economicamente importantes em
areas da agricultura e reflorestamento, estas formigas sdo caracterizadas como pragas em
diversos paises da América do Sul (CHERRETT, 1986; DELLA LUCIA; GANDRA,;
GUEDES, 2014). Além dos danos causados pelo desfolhamento, o desenvolvimento dos
ninhos pode resultar em erosdes nas imediacdes do formigueiro e, consequentemente, em
danos fisicos aos animais e aos equipamentos mecanicos, com possivel desvalorizacdo das
propriedades infestadas (FOWLER et al., 1990; DELLA LUCIA, 1999).

No entanto, ao contrario das outras pragas comuns a agricultura, as formigas
cortadeiras exibem uma complexa estrutura social, com inGmeras adaptacGes de
forrageamento, cultivo de fungo e higiene, o que dificulta seu controle e manejo
(BOARETTO; FORTI, 1997). Desta maneira, devido a associacdo obrigatoria entre as
formigas cortadeiras e seu fungo mutualista, o sucesso do método de controle depende de: (i)
atingir as formigas cortadeiras resultando na morte da rainha, ou impactando de forma macica

as operarias, as quais correspondem a casta responsavel pelos cuidados a rainha, larvas, pupas
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e ao jardim de fungo; (ii) atingir o seu fungo mutualista e assim causar a morte do sauveiro
por falta de nutrientes; (iii) causar danos em ambos, formigas e fungo mutualista.

Neste contexto, atualmente, existem poucas opgOes eficazes para o controle das
formigas cortadeiras, sendo 0os métodos quimicos os mais eficientes em aplicacdes de larga
escala (BOARETTO; FORTI, 1997; DELLA LUCIA; GANDRA; GUEDES, 2014). O
controle quimico pode ser realizado através da aplicacdo direta do produto nos ninhos ou
através de iscas granuladas que sdo distribuidas préximas as trilhas e orificios do formigueiro
e introduzidas na colbnia através das operarias. Até 1993, o dodecacloro aplicado a polpa
citrica foi a melhor alternativa no controle quimico das formigas. Atualmente, a sulfluramida
(perfluoroctano sulfonamida) é o principal substituto do dodecacloro. Nas colénias, as iscas
contendo sulfluramida sdo incorporadas e em até 18 horas apos a sua distribuicdo, 50 a 70%
das operarias tornam-se contaminadas. O metabolito perfluoroctano sulfonamida (DESFA)
atua na fosforilagdo oxidativa e interrompe a sintese de ATP na matriz mitocondrial. Apos o
quarto dia da aplicacdo € observada intensa desorganizacdo da colonia (DELABIE, 1989;
BOARETTO; FORTI, 1997).

Entretanto, esses compostos quimicos ndo sdo biodegradados e acumulam-se no
ambiente, resultando em efeitos tdxicos para organismos nédo alvos (GOOSEY, 2010). Sendo
assim, torna-se necessario buscar um método de controle eficiente, menos toxico e mais
especifico. Nessa situagdo, o controle biologico é uma éarea de pesquisa promissora. E sabido
que ocorre elevada mortalidade (99,95%) das rainhas de formigas cortadeiras antes da
fundacdo dos ninhos (BOARETTO; FORTI, 1997). Essa elevada mortalidade € imposta por
predadores, parasitoides e micro-organismos patogénicos que, em conjunto, controlam a
populacdo de insetos (BOARETTO; FORTI, 1997).

Os fungos compBem um grupo promissor ao desenvolvimento de inseticidas
biologicos. Isto porque, eles sdo naturalmente adaptados as condi¢fes microclimaticas do
formigueiro e tém demonstrado capacidade patogénica e antagonista contra formigas e seu
fungo mutualista. Ainda, dentro da grande diversidade de fungos existente, os fungos
entomopatogénicos destacam-se pela sua alta capacidade de causar a morte do hospedeiro
infectado (LOPEZ; ORDUZ, 2003; SANTOS et al., 2007; AUGUSTIN; DIEHL, SAMUELS;
ELLIOT, 2011).
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2.6 Fungos entomopatogénicos

Os fungos entomopatogénicos sdo inimigos naturais de um ampla variedade de
insetos, atacando larvas e adultos. Os conidios (esporos assexuais), em geral, representam a
forma infectante dos fungos entomopatogénicos, compartilhando o ambiente com seus
hospedeiros potenciais. Geralmente, esses fungos sdo muito virulentos e apo6s a infecgéo,
produzem metabdlitos secundarios capazes de degradar os 6rgdos internos dos insetos,
causando obrigatoriamente a morte de seus hospedeiros (SCHMID-HIMPEL, 1998;
AUGUSTIN; DIEHL; SAMUELS; ELLIOT, 2011).

Apobs o0 contato entre os esporos e o inseto, a infeccdo fungica se desenvolve em trés
etapas principais. Primeiramente, ocorre a adesdo e germinacao do esporo fungico na cuticula
externa do inseto. Apds a germinacdo do esporo, ocorre a formagdo de um tubo germinativo,
sendo que este inicia a fase de penetracdo na cuticula do inseto. A penetracdo do tubo
germinativo depende da producdo de enzimas liticas, tais como proteases, quitinases,
fosfolipases C e catalases capazes de degradar a cuticula do hospedeiro (FRAZZON et al.,
2000, BARRETO et al., 2004; BOLDO et al., 2009; BUTT et al., 2016). Os monémeros
resultantes da atividade enzimatica podem ser metabolizados pelo tubo germinativo
impulsionando seu desenvolvimento. Desta maneira, muitas vezes o nivel de producdo de
enzimas é diretamente relacionado com a agressividade do fungo entomopatogénico
(SAMSON et al., 1988; SCHMID-HIMPEL, 1998).

No interior da hemocele do hospedeiro, o fungo entomopatogénico € atacado pelo
sistema imunologico. No entanto, o fungo é capaz de superar 0s mecanismos imunolégicos
através de duas estratégias principais: (i) desenvolvimento de formas cripticas que nao séo
identificadas pelo sistema imunoldgico; (ii) producdo de imuno-moduladores capazes de
suprimir a resposta imunoldgica do hospedeiro. Assim, no interior do inseto, os fungos
entomopatdgenos produzem micotoxinas e conseguem invadir tecidos especificos, causando a
morte do hospedeiro infectado. O crescimento fungico ird resultar na producdo de esporos
reprodutivos e na sua dispersdo, finalizando o ciclo de vida (SAMSON et al., 1988;
SCHMID-HIMPEL, 1998; SCHRANK; VAINSTEIN, 2010; BUTT et al., 2016).

Devido ao elevado sucesso da infec¢do por fungos entomopatogénicos, eles foram os
primeiros agentes utilizados no controle microbiano de insetos. Atualmente, sdo conhecidas
aproximadamente 750 espécies de fungos entomopatogénicos, sendo os géneros Beauveria,
Metarhizium, Lecanicillium e Isaria os mais utilizados comercialmente devido a facil
obtencdo de biomassa fungica (VEGA et al., 2009; AUGUSTIN; DIEHL; SAMUELS;
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ELLIOT, 2011; BUTT et al., 2016). No entanto, 80% dos bioinseticidas formulados utlizando
fungos entomopatogénicos e que estdo disponiveis comercialmente baseiam-se apenas nos
géneros Metarhizium e Beauveria (DE FARIA; WRAIGHT, 2007).

Os ascomicetos Metarhizium e Beauveria sdo associados aos hospedeiros
principalmente terrestres, sendo que 0s insetos que cavam ninhos no solo sdo mais suceptiveis
a infeccdo (SUN et al., 2008). Com relacdo a patogenicidade desses fungos e sua
potencialidade no controle biolégico de formigas cortadeiras, experimentos realizados por
Jaccoud et al. (1999) demonstraram que uma quantidade de 0,5 g de esporos secos de
Metarhizium anisopliae misturados a polpa citrica foi capaz de causar a mortalidade de 100 %
de subcolbnias laboratoriais apds 34 dias da inoculacdo. Essas subcolénias eram compostas
por 75 mL de jardim de fungos e individuos de todas as castas (com exce¢do da rainha) de
Atta sexdens rubropilosa. Segundo o autor, nas condi¢bes experimentais empregadas, as
minicolonias ndo infectadas sobrevivem por aproximadamente quatro meses. Resultados
similares foram obtidos por Diehl-Fleig et al. (1991) utilizando Beauveria bassiana contra
coldnias naturais de Acromyrmex striatus. Nestes estudos, a mortalidade maxima das colonias
foi observada com 34 e 75 dias, respectivamente, apds a contaminacao.

O género Metarhizium é amplamente distribuido na natureza, sendo encontrado na
rizosfera de plantas, no solo e em cadaveres de uma ampla diversidade de insetos. A espécie
M. anisopliae var. anisopliae é considerada um dos principais parasitas de insetos e ocorrem
com relativa abundancia nas proximidades de ninhos de algumas espécies de Acromyrmex e
Atta (particularmente nos 5 cm de terra ao redor do ninho) (SCHRANK; VAINSTEIN, 2010;
RUIZ-SANCHEZ et al. 2010). Dentre os metabolitos secundarios produzidos pelo género
Metarhizium, ha& prevaléncia de hexadepsipeptideos ciclicos, também denominados
deuteroxinas (dtxs), sendo estes capazes de acelerar a morte do inseto infectado. Os efeitos da
deuteroxina nos hospedeiros incluem atividades imunossupressoras, anti-inflamatorias,
antibidticas e antitumorais. Tais atividades decorrem de diversos eventos tecido e espécie
especificos, tais como alteracdo no fluxo de ions calcio, fosforilacdo de proteinas, inibicdo da
H+ATPase e supressdo da imunidade inata (PEDRAS et al., 2002; SCHRANK; VAINSTEIN,
2010; RUIZ-SANCHEZ et al., 2010; LIU; TZENG, 2012).

Com relacdo ao género Beauveria, este também engloba espécies capazes de infectar
uma ampla diversidade de hospedeiros, destacando-se a morfoespécie B. bassiana sensu lato
capaz de infectar mais de 200 espécies de insetos. Os fungos do género Beauveria sdo
generalistas, ndo apresentando especificidade quanto ao hospedeiro. Além de sua distribuicdo

no solo, este fungo pode ocorrer como endéfito de plantas (AUGUSTIN; DIEHL;
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SAMUELS; ELLIOT 2011). Segundo Genthner et al. (1994), o ascomiceto Beauveria, produz
uma micotoxina denominada beauvericina. Ainda, de acordo com Xu et al. (2008), a
beauvericina é um ionéforo capaz de transportar cations monovalentes através da membrana
plasmética e desempenha atividades antibioticas, antifingicas, herbicidas e inseticidas; no
entanto, seu papel na patogenicidade do género Beauveria ndo foi completamente elucidado.
Atualmente, a espécie Purpureocillium lilacinum (inicialmente Paecilomyces
lilacinus) foi utilizada como agente de controle biolégico em Acromyrmex lundii (GOFFRE;
FOLGARAIT, 2015). O estudo realizado por Goffré e Folgarait (2015), utilizando ensaios in
vitro com operérias isoladas do sauveiro, demonstrou que a espécie P. lilacinum foi
responséavel pela morte de 80 — 90% das formigas inoculadas com 10° conidios/ mL. Além
disso, o patogeno foi transmitido entre as operérias, e neste caso, 40-60% das operarias nao

inoculadas também morreram devido a infeccdo por P. lilacinum.
2.7 Fungos micoparasitas

Na busca por metodos de controle bioldgico, os fungos entomopatogénicos sao
comumente testados em relacdo a mortalidade das formigas (DELLA LUCIA; VILLELA,
1993). No entanto, a sua acdo frente ao fungo mutualista cultivado pelas formigas cortadeiras
permanece desconhecido. Apenas o estudo de Folgarait et al. (2011) avaliou a a¢do do fungo
entomopatogénico Leucanicillium lecani contra o L. gongylophorus, verificando que houve
interferéncia com o crescimento do mutualista (FOLGARAIT et al., 2011). Desta
maneira, 0s estudos até agora realizados objetivando a selecdo de linhagens flungicas para o
controle bioldgico das formigas cortadeiras via ataque ao mutualista, comumente utilizam
apenas fungos micoparasitas.

Os fungos micoparasitas sdo aqueles capazes de utilizar outro fungo como fonte de
nutrientes (BARNETT, 1964; GOH; VUJANOVIC, 2010). Ainda, de acordo com os
mecanismos de acdo do parasita e 0s efeitos causados no hospedeiro, 0s micoparasitas podem
ser subdivididos em dois tipos: biotréficos ou necrotréficos. Os micoparasitas biotréficos,
obtém nutrientes a partir do citoplasma do hospedeiro vivo e, apesar de causarem danos, ndo
provocam a morte do hospedeiro. Trata-se de uma interacdo especializada, na qual o parasita
produz estruturas especiais de infeccdo, como os haustérios. Devido a esta especializacdo, 0s
fungos biotroficos infectam uma faixa restrita de hospedeiros (BARNETT, 1964).

Ja 0s micoparasitas necrotroficos podem atingir diversos hospedeiros, uma vez que

seus mecanismos de agdo ndo sdo especializados. Esta associacdo causa a morte do
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hospedeiro pela secrecdo de enzimas liticas que degradam sua parede celular. Neste caso de
micoparasitismo, as hifas do parasita crescem em associacdo com as hifas do hospedeiro,
podendo ocorrer penetragdo ou ndo (BARNETT, 1964). Desta maneira, 0S micoparasitas
necrotroficos podem ser subdivididos como necrotrofos de contato ou necroétrofos invasivos.
No caso dos necrétrofos de contato, a degradacdo das hifas do hospedeiro ocorre sem a
penetracdo das hifas do micoparasita. J& 0s micoparasitas necrétrofos invasivos penetram suas
hifas no tecido hospedeiro (JEFFRIES; YOUNG, 1994).

Com relacdo aos estudos utilizando micoparasitas ou antagonistas ao jardim de fungos
das formigas cortadeiras, 0s ensaios realizados in vitro por Silva et al. (2006) demonstraram
que os fungos Acremonium kiliense, Trichoderma harzianum e Escovopsis weberi suprimem
o crescimento do fungo mutualista. Ainda, as cepas mais agressivas de T. harzianum e E.
weberi degradaram quase totalmente as colonias de L. gongylophorus apos 15 dias de
infeccdo. Com relacdo ao fungo Syncephalastrum racemosum, estudos in vitro realizados por
Barcoto et al. (2016) demonstraram que este inibe o crescimento do L. gongylophorus. Ainda,
em uma escala maior, Barcoto et al. (2016) utilizando subcolbnias de Atta sexdens
rubropilosa verificaram que a infec¢do por S. racemosum causou a morte das subcoldnias.

Ainda, com relacdo ao fungo do género Escovopsis, seu crescimento micelial é
extremamente rapido e em ensaios de laboratorio 0 micoparasita pode ocupar todo o espaco
destinado ao jardim de fungos em 72 horas (PAGNOCCA et al, 2011). Apesar da
reconhecida agressividade do género Escovopsis frente ao mutualista, o trabalho de Zamunér
(2015) demonstrou que a aplicacdo de esporos em col6nias saudaveis mantidas em laboratorio
ndo é eficaz no controle bioldgico das formigas cortadeiras. Isto porque, em coldnias
saudaveis, os mecanismos de protecdo sdo muito eficientes e logo apds a inoculacdo dos
esporos do parasita, as operarias retiram os fragmentos contaminados e a infeccdo ndo se
estabelece. Desta maneira, fica evidenciado que o sucesso no controle dessas formigas
depende de acBes sucessivas combinadas. Um bom comeco é promover o desequilibrio da
colénia antes da inoculacdo do micoparasita. Essa desestruturacdo pode ser realizada pela
presenca de um entomopatégeno, o qual pode reduzir o ndmero de operarias, e
consequentemente, a capacidade das formigas em remover os fragmentos contaminados por
Escovopsis (HUGHES; BOOMSMA, 2004; FOLGARAIT et al., 2011). Sendo assim, para o
desenvolvimento desta promissora estratégia ha necessidade de se pesquisar quais as melhores
linhagens de fungos entomopatogénicos que podem ser associadas ao principal micoparasita
do jardim de fungos das formigas cortadeiras, buscando combinagdes que sejam eficientes

para o biocontrole.
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2.8 Compostos organicos volateis

O estudo dos compostos organicos volateis (VOC’s) representa outra vertente
promissora ao desenvolvimento de métodos de biocontrole de insetos, uma vez que estes
apresentam efeitos toxicos, repelentes ou antimicrobianos (HEIL, 2008; STENBERG et al.,
2015; MITHOFER et al., 2016; WERNER et al., 2016). O trabalho de Chen et al. (2015)
demonstra o potencial do composto trans-2-Hexenal no controle bioldgico da mosca Bradysia
odoriphaga. Os autores relataram que concentracGes de 0,5 — 0,8 pg/L de trans-2-Hexenal séo
capazes de causar a morte em diferentes fases de desenvolvimento da B. odoriphaga.
Kandasamy et al. (2016) descreveram a utilizacdo de compostos organicos volateis no
controle biolégico de besouros que atacam coniferas. Entre esses compostos estdo alcoois,
terpenos, compostos aromaticos e alcoois alifaticos produzidos por fungos Ascomicetos
pertencentes aos géneros Ophiostoma, Grosmannia e Endoconidiophora. Ainda, outros
trabalhos sugerem o emprego de substancias atraentes aos insetos a fim de atrai-los e mata-
los, reduzindo assim os efeitos sobre organismos nédo-alvo (ABRAHAM et al., 2015;
GEORGE et al., 2016; SARKAR et al., 2016).

De acordo com Beck et al. (2016), dentre as diversas fontes de compostos volateis, 0s
compostos secretados por micro-organismos sdo ideais em aplicacOes agricolas, pois sao
especificos ao organismo que se deseja controlar. No entanto, apenas recentemente a riqueza
de compostos organicos volateis microbianos comecou a ser estudada (PIECHULLA;
DEGENHARDT, 2014). Ainda, as condic6es de cultivo, tais como umidade, temperatura, pH
e disponibilidade de oxigénio podem influenciar na composicdo de volateis secretados
(CRESPO et al., 2008; EFFMERT et al., 2012; FARAG et al., 2013).

O perfil de volateis secretados durante interacdes microbianas também pode ser
distinto daquele observado durante os cultivos individuais (EFFMERT et al., 2012; FARAG
et al., 2013; PENUELAS et al., 2014). Desta forma, trata-se de um campo de estudo
extremamente amplo, e ndo apenas as atividades biolégicas desses compostos devem ser
desvendadas como também suas estruturas quimicas (von REUSS et al., 2010; PIECHULLA,;
DEGENHARDT, 2014).

O primeiro relato de compostos organicos volateis produzidos por fungos
entomopatogénicos foi realizado por Crespo et al. (2008). O estudo explorou o perfil de
volateis secretados pela espécie Beuaveria bassiana cultivada em duas fontes de carbono
distintas. As analises revelaram que as linhagens cultivadas em glicose produziram

principalmente diisopropilnaftalenos, etanol e sesquiterpenos, enquanto que as culturas
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crescidas na presenca de alcanos secretaram predominantemente o composto n-decano. Com
relacdo a presenca de alcanos, o trabalho de Hussain et al. (2010) verificou que linhagens
mais virulentas das espécies de Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana secretam uma
pequena quantidade de alcanos ramificados, em comparacdo com linhagens néo virulentas. O
estudo ainda sugere que os compostos 2-fenilpropenal, 2,5,5-trimetil-1-hexeno, n-tetradecano
e 2,6-dimetilheptadecano sdo responsaveis pela elevada mortalidade de insetos infectados,
isto porque esses compostos foram detectados apenas em linhagens virulentas. O género
Paecilomyces, o qual engloba espécies patogénicas e saprébias, também teve seu perfil de
VOc’s explorado. Segundo Mohammadi et al. (2016) o género Paecilomyces é capaz de
secretar compostos com efeitos inibitorios e citotoxicos a outros micro-organismos.

Apesar destes estudos, ndo ha relatos sobre a interacdo dos fungos entomopatogénicos
frente a0 micoparasita Escovopsis, fungo este comumente associado as formigas da tribo
Attini. Considerando os efeitos deletérios que ambos 0s organismos causam no ambiente do
sauveiro, o estudo desta interacdo pode revelar produtos naturais com potencial ao

desenvolvimento de bioinseticidas ou outras aplicacGes industriais.



CAPITULO 1

Potencial dos fungos entomopatogénicos no controle bioldgico de Atta sexdens

rubropilosa
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Resumo

Os fungos entomopatogénicos sdo reconhecidos pela sua viruléncia e capacidade de infectar
diversos insetos. No interior da hemocele, estes fungos produzem metabdlitos secundarios
que resultam na morte de seu hospedeiro. Neste trabalho, estruturamos uma colecdo de
microfungos isolados da cuticula de rainhas jovens de Atta sexdens rubropilosa mortas com
sinal de infeccdo por fungos. Apo6s a identificacdo morfoldgica e molecular desses fungos, o
potencial patogénico dos mesmos foi analisado. As primeiras analises foram realizadas com
operérias isoladas de um formigueiro adulto. A partir destas, os fungos mais virulentos foram
selecionados e os testes evoluiram até atingir colénias completas de Atta sexdens rubropilosa
variando a forma de aplicagdo. Combinagbes das linhagens mais promissoras de fungos
entomopatogénicos foram utilizadas a fim de averiguar um eventual sinergismo patogénico
destas. Os resultados demonstraram que rainhas de Atta sexdens rubropilosa podem ser
infectadas por diversos fungos (sete géneros distintos no presente estudo), o que pode resultar
na redugdo do numero de novos ninhos. Entre esses fungos, os isolados de Beauveria
bassiana (ENT13), Isaria farinosa (ENT02), Aspergillus nomius (ENT22) e Purpureocillium
lilacinum (ENT19) apresentaram maior potencial patogénico. Apesar dos eficientes
mecanismos de defesa do sauveiro, estas linhagens interferiram com a rotina de col6nias
adultas de laboratério causando inclusive a morte de algumas rainhas. Além disso, as
linhagens de Aspergillus nomius (ENT22) e Purpureocillium lilacinum (ENT19) parecem
causar danos adicionais ao jardim de fungos, sendo que a linhagem de Aspergillus é capaz de
desenvolver-se utilizando fragmentos do jardim como substrato. Estas informacgdes enfatizam

o0 potencial desses fungos entomopatogénicos no biocontrole de formigas cortadeiras.

Palavras chave: Fungos filamentosos. Formigas cortadeiras. Patogenicidade. Bioinseticida.
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3.1 Introducéo

As formigas cortadeiras cultivam o fungo Leucoagaricus gongylophorus sobre
material vegetal e devido ao impacto que o forrageamento causa nos ambientes em que elas
ocorrem, muitas vezes, elas sdo consideradas espécies-chave (FOWLER et al., 1989). De
acordo com Cherrett (1986) e Fowler et al. (1989), no ecossistema natural desses insetos, a
desfolha praticada pode estimular o crescimento das plantas e até mesmo contribuir para a
diversidade de espécies vegetais. Ainda, a atividade dessas formigas promove a aeracdo e a
drenagem do solo, facilitando a penetracdo de raizes e aumentando a quantidade de matéria
orgénica no local. No entanto, como também observado por esses autores, em locais
modificados pelas atividades antropicas, principalmente areas de monocultura, ndo existem
inimigos naturais das formigas cortadeiras, e estas se tornam endémicas, praticando uma
desfolha muito intensa 0 que as caracteriza como pragas (CHERRETT, 1986; FOWLER et
al., 1989).

Atualmente, os métodos mais eficazes de controle dessas formigas envolvem produtos
quimicos. A aplicacdo desses produtos pode ser realizada através de pds secos,
termonebulizacdo, fumigacdo ou pelo uso de iscas toxicas, sendo este 0 método mais
utilizado. Na formulagéo das iscas toxicas, a sulfuramida (N-etil perfluooctano sulfonamida) é
amplamente empregada. Porém, assim como outros compostos perfluorinatados, a
sulfuramida possui fortes ligacGes entre seus componentes (carbono e fluor), tornando- se
altamente inerte. Sendo assim, esses pesticidas ndo sdo biodegradados sob as condicbes
ambientais e podem contaminar solo, agua e bioacumular-se na cadeia alimentar
(BOARETTO; FORTI, 1997; OLIVEIRA et al., 2011).

Neste contexto, torna-se necessario buscar meétodos de controle mais sustentaveis e
menos agressivos ao meio ambiente. O uso de inimigos naturais representa uma estratégia
potencial no controle das formigas cortadeiras. Entre os inimigos naturais, destacam-se o uso
de fungos patogénicos contra formigas e seu mutualista, isto porque estes micro-organismos
possuem alta especificidade, abundancia e baixo custo relativo (CHARNLEY, 1997;
BOARETTO; FORTI, 1997 Portanto, faz-se necessario ampliar os registros sobre a
diversidade de fungos filamentosos encontrados em cadaveres de rainhas de formigas
cortadeiras, bem como selecionar linhagens potencialmente patogénicas a fim de obter um

agente de biocontrole eficaz.
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3.2 Objetivos

e Ampliar os registros de ocorréncia de microfungos isolados de rainhas jovens de Atta
sexdens rubropilosa coletadas logo apds o voo de acasalamento.

e Determinar a atividade entomopatogénica dos isolados, visando ao desenvolvimento de
métodos alternativos de controle das formigas cortadeiras.

e Estruturar uma colecdo desses fungos na Central de Recursos Microbianos da UNESP, Rio
Claro/SP, para estudos futuros.
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3.3 Material e Métodos

3.3.1 Isolamento, cultivo e preservagdo dos fungos entomopatogénicos

As rainhas de Atta sexdens rubropilosa utilizadas no isolamento foram doadas pelo
Laboratdrio de Formigas Cortadeiras do Centro de Estudos de Insetos Sociais — UNESP, Rio
Claro. A coleta das rainhas ocorreu no dia 09 de novembro de 2014 na Floresta Estadual
Edmundo Navarro de Andrade, Rio Claro, Sdo Paulo, Brasil (22°24°23,86”’S; 47°31°28,69”0)
e foi realizada aproximadamente uma hora ap6s o voo nupcial (ou seja, no momento em que
as formigas retornaram ao solo e comecaram a cavar o tanel). As formigas foram mantidas
sem nutricdo em laboratério e armazenadas em recipientes de plastico esterilizados por UV
(250 mL de volume). Os recipientes tiveram seu fundo previamente preenchidos com gesso
visando a manutencao da umidade para proporcionar o crescimento dos fungos.

O isolamento dos fungos foi realizado a partir de 100 icas jovens mortas e com sinal
de infeccdo por fungos. O micélio fungico ou os esporos presentes na cuticula das rainhas
foram semeados em placas contendo o meio Potato Dextrose Agar (PDA) adicionado de
cloranfenicol (0.01% p/v). As placas foram incubadas a 25°C por um periodo de 4 a 7 dias, no
escuro (DOMSCH et al., 1980), sendo verificadas diariamente. Apdés a purificacdo, as
linhagens foram armazenadas em tubos de cultura contendo &agar extrato de malte 2%
inclinado e mantidas a 10° C. Todas as culturas também foram preservadas em ultrafreezer

mediante técnica de criopreservacao dos conidios em glicerol 10 % a -80° C.

3.3.2 Identificacao dos isolados

3.3.2.1 ldentificacdo morfologica e sele¢ao dos isolados

A identificacdo preliminar dos fungos foi realizada mediante técnicas morfologicas
macro e microscopica. Para tanto, os fungos foram semeados em meio PDA e 0s géneros
determinados utilizando chaves de identificacio (DOMSCH et al., 1980; SAMSON et al.,
2000).

A selecdo dos isolados utilizados nos testes de patogenicidade baseou-se na
identificacdo morfoldgica e no grau de infestacdo dos cadaveres das rainhas jovens das quais
foram isolados. Buscou-se utilizar ao menos um representante de cada género, incluindo

isolados aparentemente de espécies distintas.
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3.3.2.2 Identificacdo molecular

Apds analise morfoldgica, as linhagens consideradas distintas foram submetidas as
analises moleculares para identificacdo em nivel de espécie. A fim de garantir a pureza, foram
utilizadas culturas monosporicas para a extracdo do DNA genémico. A extracdo do DNA
bruto foi realizada pelo método CTAB (Cetiltrimetil Brometo de Amonio) (Mdller et al.,
1992). Para as andlises filogenéticas, primeiramente foi amplificada a regido ITS (Internal
Transcribed Spacer) de cada linhagem. Para tanto foram utilizados os primers 1TS4 e ITS5
sob as seguintes condicdes: 94 °C/3min, seguido de 35 ciclos a 94 °C/1min, 55 °C/1min, 72
°C/2min, 10 °C/e. A purifica¢do dos produtos de amplificacdo foi realizada com Wizard® SV
Gel and PCR Clean-up System (Promega).

No caso dos isolados em que o marcador ITS foi insuficiente para a identificacdo,
foram amplificadas também as regides LSU (large subunit RNA) ¢ B — Tubulina. Para a
amplificacdo da regido LSU foram empregados os primers LSU1Fd e LR5 sob 96 °C/2min,
seguido de 35 ciclos a 96 °C/45s, 52 °C/30s, 72 °C/90s e posteriormente, 72 °C/2min. J& na
amplificacdo da regido B — Tubulina foram utilizados os primers Bt2a e Bt2b sob 94 °C/3min
seguindo 35 ciclos de 94 °C/1min, 58 °C/90s, 72 °C/2min, 10 °C/w.

A reacdo de sequenciamento foi realizada utilizando BigDye Terminator v.3.1
Sequencing Kit (Life Technologies) e os primers da reacdo foram os mesmos empregados na
amplificacdo. A reacdo foi conduzida sob as seguintes condic¢des: 95 °C/2min seguido de 28
ciclos de 95 °C/45s, 50 °C/30s, 60 °C/4 min, 10 °C/co. Em todas as reacdes de amplificacéo e
sequenciamento foram adicionados 5% de DMSO. As sequéncias foram geradas no
sequenciador automatico 3130 Genetic Analyser — model 627-0040 e foram manualmente
editadas e alinhadas através do programa BioEdit Sequence Alignment Editor v.7.0.5.3
(HALL, 1999). Apds alinhamento, os contigs foram comparados com sequéncias homologas
depositadas no banco de dados do Centraalbureau voor Schimmelcultures - Fungal
Biodiversity Centre (Utrecht, The Netherlands) e National Center for Biotechnology
Information (NCBI) - GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando BLASTn
(ALTSCHUL et al., 1997).
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3.3.3 Viabilidade dos conidios

A fim de determinar a quantidade de conidios viaveis, ou seja, com potencial para
infectar as operérias, foi realizado um teste de viabilidade dos conidios dos 14 fungos
selecionados no item 3.2.2.1. Para tanto, as linhagens foram cultivadas a 25 °C em meio
Potato Dextrose Agar (PDA) por 14 dias. Apos este periodo, os conidios foram suspensos em
Tween 80 0,05% (utilizado no in6culo dos testes de patogenicidade) e, utilizando placas de
Elisa, foram preparadas diluicdes de 10°, 10% 10° e 10° conidios.mL™. As porcentagens de
viabilidade de cada linhagem foram calculadas a partir da contagem em camara de Neubauer

dos conidios apresentando tubo germinativo ap6s 24 e 48 horas.

3.3.4 Teste “in vitro” da patogenicidade de fungos entomopatogénicos em operarias de Atta

sexdens rubropilosa

Foram utilizadas operarias de Atta sexdens rubropilosa, com massa corporea variando
de 15 a 25 mg coletadas de um formigueiro adulto (18 anos) mantido no Laboratério de
Formigas Cortadeiras do Centro de Estudos de Insetos Sociais — UNESP, Rio Claro. Foram
utilizadas 50 operérias para cada fungo testado, divididas em grupos de 10 formigas e
mantidas em cinco placas de Petri de 10 cm de didmetro forradas com papel filtro. A
manutencdo das formigas isoladas do formigueiro foi realizada utilizando a dieta artificial
solida proposta por Bueno et al. (1997).

Foi averiguado o potencial patogénico de 14 fungos selecionados como descrito no item
3.2.2.1. Para a obtencdo dos conidios foram utilizadas culturas com 14 dias de crescimento,
cultivadas a 25 °C em meio Potato Dextrose Agar (PDA). Apds raspagem da colénia e
suspensdo em Tween 80 0,05%, os tubos foram agitados em vortex para a separacdo dos
conidios. A quantificacdo dos conidios foi realizada em camara de Neubauer padronizando-se
a concentracéo de 10° conidios/mL como proposto por Hughes et al. (2004).

As formigas foram imersas, individualmente, em 1,0 mL de suspensdo conidial por
aproximadamente 10 segundos. Além disso, foram estabelecidos dois controles (i) controle
negativo: formigas imersas em solucdo de 0,05% de Tween 80; (ii) controle positivo:
formigas imersas em suspensdao de Ballveria® (bioinseticida de Beauveria bassiana
comercializado pela empresa Ballagro). O experimento foi mantido a temperatura de 25° C e

umidade relativa acima de 70%. O periodo experimental foi de 25 dias, levando-se em conta o
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periodo de sobrevivéncia das formigas mantidas com dieta artificial. Ainda, a fim de evitar
contaminacdes, a dieta artificial foi trocada a cada 48 horas (BUENO et. al, 1997).

Os bioensaios foram examinados diariamente para a retirada e anotacdo do nimero de
formigas mortas. Ainda, a mortalidade ocasionada pelos fungos entomopatogénicos foi
confirmada pela extrusdo dos mesmos nos cadaveres apOs desinfeccdo. Para tanto, as
operérias mortas foram desinfetadas de acordo com o protocolo proposto por Aradjo et al.
(2002) e mantidas em camara Umida (placa de Petri contendo algoddo umedecido) a 25 °C, no
escuro.

A analise gréfica foi realizada através da determinacdo das porcentagens acumuladas de
sobrevivéncia versus tempo. Posteriormente, o tempo de sobrevivéncia mediano foi
determinado e as curvas de sobrevivéncia de operérias tratadas com o primeiro controle e com
0 segundo controle foram comparadas através do teste ndo paramétrico “log-rank™ ao nivel de
significancia de 95% (ELANDT - JOHNSON et al., 1980), utilizando o software Graph-Pad

Prism v 3.0.

3.3.5 Teste de patogenicidade em subcoldnias de Atta sexdens rubropilosa

As subcol6nias foram estruturadas em conjuntos de trés recipientes plasticos de 80 mL
interligados por tubos plasticos de 0,5 cm de didmetro. Todas as réplicas foram compostas por
fragmentos de jardim e operarias de todas as castas de Atta sexdens rubropilosa coletadas de
uma coldnia de 18 anos de idade mantida no Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS). A
camara central destinou-se ao jardim de fungos e os demais recipientes ao forrageamento e ao
descarte do material de refugo. Além disso, uma camada de gesso foi adicionada a camara
central a fim de garantir a umidade adequada. A quantidade de jardim de fungos foi
padronizada para 70 mL, aproximadamente.

As subcolbnias foram mantidas a 25° C por cinco dias antes da inoculacdo dos fungos
(periodo de aclimatacdo). Para cada fungo a ser testado foram utilizadas quatro subcol6nias e
a manutencdo do sauveiro foi realizada pela adicdo diaria de folhas de Eucalyptus sp. na
camara de forrageio.

Foi averiguada a patogenicidade de oito fungos entomopatogénicos previamente
selecionados nos testes “in vitro” (item 3.3.4). A suspensdo dos conidios foi preparada
conforme descrito no segundo paragrafo do item 3.3.4. Em cada subcolénia foi gotejado 1,0
mL da suspensdo de 10° conidios/mL sobre o jardim de fungos. Além disso, foram

estruturados dois grupos controle. No controle positivo foram inoculados 108 conidios/mL de
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Ballveria® (bioinseticida de Beauveria bassiana comercializado pela empresa Ballagro) e no
controle negativo foi inoculado apenas Tween 80 na concentragéo de 0,05%.

O experimento teve duragdo de 21 dias e diariamente foram adicionadas folhas de
Eucalyptus sp. na camara de forrageio. A quantificacdo (%) das alteracdes no corte e
incorporacdo de folhas no jardim de fungos, a mortalidade de operarias, as condi¢des gerais
da subcolonia, bem como a producdo de material de refugo foi avaliada seguindo a
metodologia descrita por Barcotto (2015, p. 43).

3.3.6 Teste de patogenicidade em subcolbnias de Atta sexdens rubropilosa utilizando

combinagdes de fungos

Para averiguar uma possivel potencializacdo da patogenicidade em subcolnias de Atta
sexdens rubropilosa, quatro isolados previamente selecionados no item 3.3.5 foram
inoculados em combinacfes de dois a dois e também os quatro, concomitantemente. O
procedimento de estruturacdo das subcolbnias, aclimatacdo, manutencdo, o preparo dos
indculos e a avaliacdo dos resultados foram realizados conforme descrito no item 3.3.5. Para
0s ensaios, tanto os fragmentos de jardim como as operérias de Atta sexdens rubropilosa
foram coletados de diferentes col6nias adultas (2 a 3 anos de idade) cedidas pelo Laboratorio
de Formigas Cortadeiras do Centro de Estudos de Insetos Sociais — UNESP, Rio Claro. Foram
utilizados 0,5 mL da suspensdo de 10° conidios/mL de cada fungo, no caso das combinagdes
contendo dois isolados e 0,25 mL da suspensdo de 10° conidios/mL de cada fungo na
combinagdo contendo os quatro isolados, ambos totalizando 1,0 mL de indculo. Apenas o

controle negativo (Tween 80 0,05%) foi utilizado neste experimento

3.3.7 Teste de patogenicidade em coldnias de Atta sexdens rubropilosa utilizando

combinacdes de fungos

Foram utilizadas colbnias de Atta sexdens rubropilosa com nove meses de idade
contendo aproximadamente 800 mL de jardim de fungos, mantidas no Laboratorio de
Formigas Cortadeiras do Centro de Estudos de Insetos Sociais — UNESP, Rio Claro.

A patogenicidade de trés combinacdes de fungos entomopatogénicos foi averiguada,
sendo estas: i) ENT 02 + ENT 13 + ENT 19 + ENT 22; ii) ENT 13 + ENT 02; iii) ENT 13 +
ENT 22, ambos selecionadas no item 3.3.6. A obtencdo dos conidios foi realizada conforme

descrito no item 3.3.4, no entanto, a concentracdo de conidios foi padronizada para 10°
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conidios/mL, uma vez que as coldnias possuem volume fingico aproximadamente 10 vezes
maior.

Em cada colénia foi gotejado 2,0 mL da suspensdo de 10° conidios/mL, sendo
utilizados 1,0 mL da suspensdo de 10° conidios/mL de cada fungo, no caso das combinages
contendo dois isolados e 0,5 mL da suspensdo de 10° conidios/mL de cada fungo na
combinacdo contendo os quatro isolados. Além disso, como controle negativo, foram
utilizadas coldnias contendo apenas Tween 80 na concentragéo de 0,05%.

As colonias foram mantidas a 25° C e diariamente foram adicionadas na camara de
forrageio folhas de Eucalyptus sp., Mangifera sp. ou flocos de aveia (Avena sativa). O
experimento foi realizado em triplicata e teve duracdo de 21 dias. A quantificacdo (%) das
alteracbes no corte de folhas, mortalidade de operéarias, condi¢des gerais da subcolbnia, bem
como a producdo de material de refugo foi avaliada seguindo a metodologia descrita por
Barcotto (2015, p. 43).

3.3.8 Avaliagdo de métodos de inoculacdo dos conidios: patogenicidade em colonias de Atta

sexdens rubropilosa através do polvilhamento

Foram utilizadas colbnias de Atta sexdens rubropilosa com nove meses de idade
contendo aproximadamente 800 mL de jardim de fungos, mantidas no Laboratorio de
Formigas Cortadeiras do Centro de Estudos de Insetos Sociais — UNESP, Rio Claro.

A patogenicidade de duas combinacdes de fungos entomopatogénicos (ENT 13 + ENT
02 e ENT 13 + ENT 22), selecionados no item 3.3.7 foi averiguada. A obtencao dos conidios
foi realizada conforme descrito no item 3.3.4. Ap0s a homogeneizacdo da suspensdo em
vortéx, esta foi transferida para placas de petri 60x15 estéreis e mantidas em estufa a 30° C
para secagem. Apds a obtencdo dos conidios secos, padronizou-se o peso de conidios
necessario a concentracdo de 10° conidios. A esta concentracio foram adicionados 0,5 g de
maltodextrina e 0,5 g de amido de milho. Neste caso, o controle negativo foi composto pela
mistura entre a maltodextrina e o amido de milho. A fim de verificar se a temperatura
utilizada para secagem interferiu na viabilidade dos conidios, uma aliquota contendo 10°
conidios/mL foi plaqueada em placas contendo meio PDA, seguindo-se incubacdo por 48h a
25 °C.

A dispersdo do p6 composto pela mistura de conidios, aclcar e amido, foi realizada
utilizando placas de Petri com as tampas contendo varios pequenos furos. O material foi

distribuido sobre o jardim de fungos.
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3.3.9 Avaliagdo de métodos de inoculacdo dos conidios: patogenicidade em colbnias Atta

sexdens rubropilosa atraves da nebulizagdo

Assim como no item 3.3.8, foram utilizadas coldnias de Atta sexdens rubropilosa com
nove meses de idade contendo aproximadamente 800 mL de jardim de fungos, mantidas no
Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS). Ainda foram utilizadas as mesmas combinagdes
fungicas (ENT 13 + ENT 02 e ENT 13 + ENT 22), a fim de avaliar qual método de dispersao
se adéqua melhor ao controle biolégico das formigas cortadeiras a partir de fungos
entomopatogénicos. A obtengdo dos conidios foi realizada conforme descrito no item 3.3.4 e a
concentracéo utilizada foi de 10° conidios/mL.

A dispersdo dos conidios foi conduzida com o auxilio de um compressor de ar. Em
cada réplica foram nebulizados 5,0 mL de suspensdo de conidios na cAmara de jardim de
fungos. No controle negativo foram utilizados 5,0 mL de Tween 80 na concentragdo de
0,05%.
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3.4 Resultados

3.4.1 Isolamento e identificacdo morfoldgica e molecular

Do total de 100 cadaveres de rainhas de Atta sexdens rubropilosa visivelmente
contaminadas, apenas trés rainhas apresentavam dois fungos entomopatogénicos distintos em
sua cuticula, sendo que as demais resultaram em apenas um isolado cada. Além disso, em
alguns casos (15 rainhas), ndo houve crescimento flngico apds transferéncia para 0 meio de
cultura. Desta maneira, foi constituida uma colegdo composta por 88 fungos, os quais
receberam a codificagdo de ENTO1 a ENT88.

Apds identificagdo morfologica preliminar, os 88 fungos foram agrupados em sete
géneros: Aspergillus, Beauveria, Fusarium, Isaria, Metarhizium, Mucor e Purpureocillium
(Figura 1). Dentre estes, 0 género de maior representatividade foi o género Fusarium com 43
isolados, seguido pelo género Aspergillus com 23 fungos. J& os demais géneros,
representaram juntos, apenas 25% dos isolados, sendo nove de Purpureocillium, oito de

Mucor, trés de Beauveria, trés de Metarhizium e apenas um de Isaria.
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Figura 1 - Fungos filamentosos encontrados em cadaveres de rainhas jovens de Atta sexdens
rubropilosa. (A) Aspergillus; (B) Beauveria; (C) Fusarium; (D) Isaria; (E) Metarhizium; (F)
Mucor; (G) Purpureocillium

Fonte: Dados da pesquisa
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Foram selecionados 14 isolados para a identificagdo molecular e para os experimentos
de patogenicidade, sendo este grupo composto por um representante de cada género e também
por fungos agrupados no mesmo género, mas com alguma diferenca morfoldgica, indicando, a
principio, serem espécies distintas. Apds a identificacdo molecular, foi verificado que os
fungos ENT19, ENT29(2) e ENT36 pertenciam a mesma espécie, Purpureocillium lilacinum.
O mesmo ocorreu com os isolados ENT22, ENT62 e ENT74(2), os quais apesar de algumas
diferencas morfoldgicas em suas colénias pertenciam a espécie Aspergillus nomius. A
identificacdo molecular de cada um dos 14 isolados bem como as informagdes obtidas através
da ferramenta Blast encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1 — Identificagdo molecular das linhagens distintas de fungos filamentosos isolados de
cadaveres de rainhas de Atta sexdens rubropilosa

Genbank
Marcador Cadigo de

Cddigo  Espécie molecular pb’ % acesso

ENTO1 Aspergillus flavus LSU 613 99%  JF951750.1
ENT 02 Isaria farinosa LSU 752 99%  JF415979.1
ENT12 Fusarium sp. ITS 510 99%  FJ210582.1
ENT13 Beauveria bassiana ITS 583 100%  KF937310.1
ENT19 Purpureocillium lilacinum LSU 791 99%  KJ443114.1
ENT22 Aspergillus nomius B — Tubulina 538 99%  KJ634095.1
ENT25 Metarhizium anisopliae ITS 437 99%  KP213288.1
ENT29(2) Purpureocillium lilacinum LSU 822 99%  EF468844.1
ENT36 Purpureocillium lilacinum LSU 777 100% KJ443114.1
ENT39 Aspergillus calidoustus B — Tubulina 419 99%  HG931682.1
ENTS58 Mucor circinelloides ITS 407 100% KX349462.1
ENT62 Aspergillus nomius LSU 614 99%  KC253960.1
ENT74(2) Aspergillus nomius LSU 599 99%  KC253960.1
ENT82 Aspergillus insuetus LSU 583 99%  FJ878628.1

Fonte: Dados da pesquisa

O teste de viabilidade dos conidios revelou que a taxa de germinacdo em Tween 80
0,05% ¢ maior nas espécies de Beauveria bassiana, Purpureocillium lilacinum e Fusarium
sp., 0S quais apresentaram, respectivamente, 92%, 89% e 81%. Ja entre as linhagens

pertencentes aos géneros Aspergillus e Isaria os valores variaram entre 70 a 78%. A menor
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taxa de germinacdo foi verificada no género Mucor, sendo que neste a viabilidade observada
foi de 67%.

3.4.2 Teste “in vitro” da patogenicidade de fungos entomopatogénicos em operarias de Atta

sexdens rubropilosa

O potencial patogénico de alguns dos 14 fungos foi revelado nas primeiras 48 horas
apo6s a imersdo das operarias na suspensdao de conidios. Neste periodo, o controle positivo
(grupo tratado com Ballveria®) causou a morte de 4% (2/50) das operarias. Ja os isolados de
A. nomius (ENT22 e ENT62) e M. anisopliae (ENT25) foram responsaveis pela morte de 8%
(4/50) e 0 de B. bassiana (ENT13) por 18% (9/50).

A sobrevivéncia das operarias apresentou reducdo de 50% a partir do terceiro dia no
tratamento com o A. nomius (ENT22) e no quarto dia nos tratamentos com |. farinosa
(ENTO02) e B. bassiana (ENT13). O mesmo resultado foi observado entre o quarto e o quinto
dia para o controle positivo e no sexto dia para os isolados da espécie P. lilacinum (ENT19,
ENT29(2) e ENT36). Além disso, no sexto dia, 0s tratamentos com o controle positivo e com
B.bassiana (ENT13) causaram a mortalidade das 50 operarias utilizadas no experimento. Nos
isolados de I. farinosa (ENTO02), P. lilacinum (ENT19, ENT29 (2) e ENT36) e A. nomius
(ENT62) a mortalidade total foi obtida entre o oitavo e o décimo terceiro dia. Em todos esses
tratamentos a mortalidade foi confirmada pela extrusdo do fungo entomopatogénico apos
lavagem dos cadaveres. A porcentagem de sobrevivéncia das operarias nesses tratamentos e

nos controles em relagcdo ao tempo experimental esta apresentada na Figura 2.
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Figura 2 — Sobrevivéncia de operérias de Atta sexdens rubropilosa apés tratamento com
isolados de A. nomius (ENT62), B. bassiana (ENT13) I. farinosa (ENTO02) e P. lilacinum
(ENT19, ENT29(2) e ENT36) em funcéo do tempo experimental.
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Fonte: Dados da pesquisa

Os tratamentos com A. flavus (ENTO01), A. nomius (ENT22 E ENT74(1)) e M.
anisopliae (ENT25) diminuiram a sobrevivéncia das operarias em 50% entre o quarto e o
oitavo dia. Apesar de este periodo assemelhar-se ao apresentado pelo controle positivo, esses
isolados foram considerados de viruléncia mediana devido ao maior tempo requerido (mais de
15 dias) para causar a morte total das operarias. A acdo letal desses fungos também foi
confirmada pela extrusdo dos entomopatogenos nos cadaveres. A Figura 3 apresenta a
porcentagem de sobrevivéncia das operarias nesses tratamentos e nos controles em relacdo ao

tempo experimental.




42

Figura 3 — Sobrevivéncia de operérias de Atta sexdens rubropilosa ap6s tratamento com
isolados de A. flavus (ENTO1), A. nomius (ENT22 E ENT74(1)) e M. anisopliae (ENT25) em

funcéo do tempo experimental.
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Fonte: Dados da pesquisa

Os demais isolados, Fusarium sp. (ENT12), A. calidoustus (ENT39), M. circinelloides
(ENT58(1)) e A. insuetus (ENT82) ndo causaram reducdo relevante na sobrevivéncia das
operarias. Na Figura 4 é possivel verificar que as porcentagens de sobrevivéncia obtidas para
esses isolados assemelham-se as taxas observadas no controle negativo (grupo tratado com
Tween 80 0,05%). Além disso, apds desinfeccdo dos cadaveres e incubacdo, ndao houve

crescimento do fungo inoculado.
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Figura 4 — Sobrevivéncia de operérias de Atta sexdens rubropilosa apés tratamento com
isolados de Fusarium sp. (ENT12), A. calidoustus (ENT39), M. circinelloides (ENT58(1)) e
A. insuetus (ENT82) em fungédo do tempo experimental.
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Fonte: Dados da pesquisa

Dos 14 fungos avaliados quanto a patogenicidade em operarias de Atta sexdens
rubropilosa, oito linhagens (A. nomius (ENT62 e ENT22), B. bassiana (ENT13) I. farinosa
(ENTO02), P. lilacinum (ENT19, ENT29(2) e ENT36) e M. anisopliae (ENT25)) foram

selecionadas para os ensaios utilizando subcolénias.

3.4.3 Teste de patogenicidade em subcoldnias de Atta sexdens rubropilosa

Todos os fungos entomopatogénicos causaram perturbacdes nas subcoldnias, embora,

em niveis diferentes. As alteracdes causadas em cada tratamento sdo descritas a seguir.
3.4.3.1 Controle negativo (Tween 80 0,05%)
Nédo foi observada nenhuma alteracdo nas condicdes gerais do sauveiro, sendo

considerada normal a quantidade de lixo produzida, bem como a mortalidade de operarias e as

atividades de corte e manutencdo do jardim de fungos.
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3.4.3.2 Controle positivo (Ballveria®)

A aplicacdo de Ballveria® em subcolbnias de Atta sexdens rubropilosa causou
algumas alteragdes nas subcolonias. Entre o primeiro e o 12° dia ndo houve atividades de
corte e incorporacdo de folhas; ainda, em algumas réplicas, observou-se reducdo de volume
do jardim de fungos. Além disso, a mortalidade observada foi um pouco acima do normal,
com aproximadamente 25% das operarias mortas no quinto dia, mas ap0s este periodo
ocorreu estabilizacdo. Apds o décimo segundo dia, as operarias retomaram as atividades e o

jardim se manteve sem alteragdes.

3.4.3.3 Isaria farinosa (ENTO02)

Apo6s a inoculagdo da linhagem de I. farinosa ndo houve corte e incorporacdo de
folhas no jardim de fungos ao longo dos 21 dias experimentais. Desta maneira, o jardim de
fungos apresentou diminuicdo a partir do quarto dia. No décimo dia de tratamento a
mortalidade atingiu nivel 2,0 segundo avaliacdo proposta em Barcotto (2015, p. 43), ou seja,
aproximadamente 50% das operarias estavam mortas. Além disso, neste periodo, duas
réplicas apresentaram contaminagdo no jardim de fungos, sendo que esta ndo foi controlada

pelas operarias. Ao final do experimento, as condi¢fes gerais do sauveiro decairam em 50%.

3.4.3.4. Beauveria bassiana (ENT13)

As condi¢des gerais do sauveiro, em todas as réplicas, decairam em aproximadamente
50% apobs quatro dias, sendo que neste periodo, a mortalidade das operarias também atingiu
50% e contamina¢Bes com outros fungos surgiram no recipiente de refugo ou no descarte
acumulado na camara destinada ao jardim. N&o houve corte e incorporagdo de folhas entre o
primeiro e o 12° dia experimental e apds este periodo, apenas 25% do substrato vegetal
oferecido foi utilizado. No entanto, mesmo com a retomada da incorporacdo de folhas no

jardim, este ndo conseguiu recuperar-se e continuou reduzido e com aspecto envelhecido.

3.4.3.5 Purpureocillium lilacinum (ENT19)

Todas as réplicas tiveram as atividades de corte e incorporacdo de folhas suspensas a

partir do primeiro dia experimental e desta maneira, no quinto dia, o jardim de fungos ja
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apresentava reducdo. Entre o segundo e o oitavo dia as condi¢Ges gerais do formigueiro
decairam em todas as réplicas, sendo que no oitavo dia, uma réplica apresentava 25% de
alteracdo nas condicfes gerais da subcolbnia e as outras trés réplicas 50%. Além disso, ao
final dos 21 dias o jardim de fungos ndo se recuperou e todas as réplicas apresentavam

contaminac&o por outros fungos.

3.4.3.6 Aspergillus nomius (ENT22)

No primeiro dia apés inoculacdo do A. nomius (ENT22) ja foi possivel observar um
elevado acumulo de lixo quando comparado ao controle negativo. Além disso, entre o
primeiro e 14° dia ndo houve corte de folhas, sendo que, apds este periodo, muitas vezes as
folhas eram cortadas, mas ndo eram incorporadas no jardim de fungos. As condi¢des gerais do
sauveiro comegaram a decair no segundo dia e em uma das réplicas o decaimento atingiu 75%
no oitavo dia, enquanto as outras apresentavam 50%. No 15° dia uma das réplicas estava
completamente morta e as outras com elevada alteracao (Figura 5).

Figura 5 — Condic¢es gerais do sauveiro apos 15 dias de inoculagdo do A. nomius (ENT22).
(A), (B) e (C) Apresentaram 75% de decaimento; (D) Morte total do sauveiro.

A B C D

=

3.4.3.7 Metharhizium anisopliae (ENT25), Purpureocillium lilacinum (ENT29(2) e ENT36)
Aspergillus nomius (ENT62)

Fonte: Dados da pesquisa

Os tratamentos com ENT25, ENT29(2), ENT36 e ENT62 causaram alteracdes pouco
relevantes nas subcol6nias. Entre o primeiro e o 14° dia, o corte e a incorporacao de folhas no
jardim foram suspensos e neste periodo o jardim de fungos de algumas réplicas sofreu

diminuicdo de até 25% do volume original. No entanto, apés este periodo as atividades foram
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retomadas e o fungo mutualista comegou a se recuperar. Além disso, a mortalidade das
formigas ndo atingiu 50% em todas as réplicas. Algumas subcoldnias inoculadas com as
linhagens de P. lilacinum apresentaram contaminagdes com outros fungos, mas de maneira
geral, assim como nos tratamentos com ENT25 e ENT62, as condi¢des gerais do sauveiro
sofreram poucas alteraces.

Desta maneira, apenas os isolados de Isaria farinosa (ENTO02), Beauveria bassaiana
(ENT13), Purpureocillium lilacinum (ENT19) e Aspergillus nomius (ENT22) foram
selecionados para prosseguir nos estudos. A fim de potencializar a agdo patogénica, 0s ensaios

avancaram utilizando combinac6es desses fungos filamentosos.

3.4.4 Teste de patogenicidade em subcolbnias de Atta sexdens rubropilosa utilizando

combinacdes de fungos

Algumas combinacdes de fungos ndo foram capazes de causar perturbacées relevantes
na estrutura e manutencédo das subcoldnias, enquanto outras levaram a morte total do sauveiro.

A seqguir, estdo descritas as principais alteracdes observadas.

3.4.4.1 lsaria farinosa (ENT02) + Aspergillus nomius (ENT22)

Imediatamente apds a inoculagédo das linhagens de 1. farinosa e A. nomius, as formas
jovens do sauveiro foram removidas do jardim pelas operarias e levadas para as camaras de
forrageamento e de refugo. Estas ndo foram recolocadas na camara de jardim e, no decorrer
dos dias, o material de refugo foi sendo depositado sobre elas. O corte e a incorporacdo de
folhas foram interrompidos apés trés dias da inoculacdo e as condicfes gerais do sauveiro
sofreram reducdo de aproximadamente 25% a partir do quinto dia. No entanto, ndo houve

diminuicdo drastica do jardim de fungos e a mortalidade das formigas ndo atingiu 50%.

3.4.4.2 Purpureocillium lilacinum (ENT19) + Isaria farinosa (ENT02)
Purpureocillium lilacinum (ENT19) + Aspergillus nomius (ENT22)

A combinacdo de P. lilacinum com lIsaria farinosa, assim como a combinacéo de P.
lilacinum com A. nomius ndo resultou em alteracdes superiores a 25% nas condicGes gerais da
subcolénia. Em ambos, o corte de folhas sofreu reducdo nos primeiros 10 dias experimentais,

contudo, apos este periodo, a incorporacdo de folhas no jardim de fungos foi retomada. A
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mortalidade atingiu aproximadamente 50% apenas em duas réplicas de cada combinac&o,

enquanto que nas demais réplicas, a mortalidade ndo superou a porcentagem de 25%.

3.4.4.3 Beauveria bassiana (ENT13) + Isaria farinosa (ENT02)
Beauveria bassiana (ENT13) + Purpureocillium lilacinum (ENT19)
Beauveria bassiana (ENT13) + Aspergillus nomius (ENT22)
Isaria farinosa (ENT02) + Beauveria bassiana (ENT13) + Purpureocillium lilacinum
(ENT19) + Aspergillus nomius (ENT22)

Todos esses tratamentos foram capazes de causar a morte de aproximadamente 50%
das operarias entre o terceiro e quinto dia experimental. Além disso, entre 0 quinto e o sexto
dia foi observado a presenca de contaminante. Em um total de 16 subcol6nias utilizadas, 10
apresentaram crescimento de um fungo branco. O contaminante foi observado nas quatro
réplicas da combinacdo de B. bassiana com A. nomius e também nas quatro subcolénias
inoculadas com os quatro fungos entomopatogénicos. As combinagfes entre B. bassiana e 1.
farinosa e entre B. bassiana e P. lilacinum exibiram contaminagdo em apenas uma réplica.

No sexto dia experimental todas as réplicas da combinacdo entre B.bassiana e A.
nomius estavam completamente mortas (Figura 6). Ainda, no oitavo dia foi observada a morte
de duas replicas inoculadas com a combinacdo dos quatro fungos, e as demais réplicas
morreram no 14° dia (Figura 7). Nas combinacGes de B. bassiana com I. farinosa e de B.
bassiana com P. lilacinum, obteve-se a morte completa das réplicas contaminadas no décimo
dia de observacéo.

As demais réplicas da combinacdo de B. bassiana com P. lilacinum apresentaram
alteracdo média das condicdes gerais do sauveiro (aproximadamente 50%) e uma das réplicas
apresentou crescimento de contaminantes sobre o jardim de fungos. No entanto, o tratamento
ndo resultou na morte total das subcol6nias (Figura 8). J& a combinacao entre B. bassiana e I.
farinosa resultou em uma mortalidade de aproximadamente 50% das operarias ap0s cinco
dias da inoculacéo, ainda, ao final dos 21 dias experimentais, duas das trés réplicas restantes

apresentavam 75% de mortalidade e uma 100% (Figura 8).
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Figura 6 — Condigdes gerais do sauveiro apos seis dias de inoculacdo da combinacdo entre
B.bassiana (ENT13) e A. nomius (ENT22). Todas as réplicas contaminadas por um fungo

branco

A

Fonte: Dados da pesquisa

Figura 7 — CondicGes gerais do sauveiro ap6s 14 dias de inoculacdo da combinacdo dos

quatro fungos. Todas as réplicas contaminadas por um fungo branco.

Fonte: Dados da pesquisa

Figura 8 - Condicdes gerais do sauveiro ap0s 21 dias de inoculagdo da combinacdo entre B.
bassiana (ENT13) e P. lilacinum (ENT19). (A) Réplica contaminada com fungo branco; (B),

(C) e (D) Réplicas com 50 % de decaimento. Seta em (C) indica presenca de contaminantes

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 9 - Condi¢des gerais do sauveiro apds 21 dias de inoculagcdo da combinacdo entre B.
bassiana (ENT13) e I. farinosa (ENT02). (A) Réplica contaminada com fungo branco; (B) e

(C) Réplicas com 75% de decaimento (D) Réplica completamente morta.

Fonte: Dados da pesquisa

Sendo assim, os tratamentos apresentados no item 3.4.4.3 foram selecionados para
ensaios utilizando colbnias completas de Atta sexdens rubropilosa, com excecdo da
combinagdo de B. bassiana com P. lilacinum, a qual causou a morte apenas na réplica que
desenvolveu contaminacdo com o fungo branco. Além disso, todas as subcolbnias
contaminadas tiveram o fungo branco isolado segundo a metodologia descrita no item 3.3.1.
A identificacdo molecular do contaminante foi realizada pelo Laboratorio de Ecologia e
Sistematica de Fungos da UNESP/Rio Claro, utilizando o marcador molecular TEF. A
sequéncia utilizada para a busca no NCBI através da ferramenta BLAST tinha 814 pb e
apresentou 99% de similaridade com a espécie Escovopsis sp., cujo cédigo de acesso &
AA006293.

3.3.5 Teste de patogenicidade em coldnias de Atta sexdens rubropilosa utilizando

combinacdes de fungos

3.4.5.1 Beauveria bassiana (ENT13) + Isaria farinosa (ENT02)

O corte e incorporacdo do material vegetal foram reduzidos em 50% entre o quinto e 0
décimo dia. Além disso, neste periodo foi observada uma intensa producdo de lixo com
fragmentos do jardim sendo retirados constantemente (weeding). Desta maneira, o fungo
mutualista sofreu reducdo de aproximadamente 50%; no entanto, a partir do décimo dia, as

formigas retomaram o corte de folhas e o jardim apresentou um pequeno crescimento.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/30059204?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=09JHCSJ501R
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Duas rainhas morreram entre o sexto e o décimo dia. Apos analise microscopica e
morfoldgica dos fungos presentes nos cadaveres verificamos que em uma das rainhas houve
extrusdo de B. bassiana e em outra de I. farinosa (Figura 10). A mortalidade das operarias
também atingiu aproximadamente 50% até o sexto dia, sendo possivel observar a extrusdo de
B. bassiana em cadaveres presentes na cdmara de lixo. Ainda, no material de refugo estavam

presentes pupas com coloracdo rosada (Figura 11).

Figura 10 — Rainhas mortas apds 10 dias de inoculacdo da combinacdo entre B. bassiana
(ENT13) e I. farinosa (ENT02). (A) Rainha com extrusédo de B. bassiana (ENT13); (B)

Rainha com extruséo de I. farinosa (ENTO02).

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 11 — (A) Material de refugo acumulado ap6s a inoculacdo das linhagens de B.
bassiana e I. farinosa. Seta: destaque para pupas com coloragédo rosada. (B) Extruséo de B.
Bassiana (ENT13) em cadaveres de operarias. (C) Pupas com alteracdo na coloracao.

2y N
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Fonte: Dados da pesquisa

3.4.5.2 Beauveria bassiana (ENT13) + Aspergillus nomius (ENT22)

No segundo dia houve um grande descarte de material para a area de refugo (lixo).
Esse material estava contaminado por Aspergillus e com umidade elevada (Figura 12A). Além
disso, o corte e a incorporacdo de folhas no jardim de fungos foram reduzidos em
aproximadamente 75% durante todo o periodo experimental. O jardim de fungos reduziu
continuamente a partir do terceiro dia e ao final dos 21 dias, as condi¢cdes gerais do sauveiro
atingiram 75% de reducdo em uma das réplicas e 50% nas demais (Figura 13).

A mortalidade das operéarias foi de aproximadamente 50% no sexto dia e no lixo
haviam operarias cobertas com B. bassiana (Figura 12B). Além disso, duas rainhas morreram,
sendo que uma morreu no oitavo dia e outra no décimo sétimo. Em uma das rainhas, foi
observada a extrusdo de B. bassiana, mas ndo foi possivel fazer a confirmag¢do com a segunda
rainha devido ao cadaver ter sido encontrado totalmente destruido no material de refugo
(Figura 14).
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Figura 12 — Material de refugo (A) Fragmentos de jardim de fungos contaminados com

Aspergillus; (B) Cadaveres de operéarias com extrusdo de B. bassiana.

A

. ..
Fonte: Dados da pesquisa

Figura 13 - CondicGes gerais do sauveiro apds 21 dias de inoculacdo da combinacéo entre B.
bassiana (ENT13) e A. nomius (ENT22). (A) Controle; (B), (C) e (D) Coldnias tratadas com
os fungos entomopatogénicos.

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 14 — Rainhas mortas ap6s 17 dias de inoculacdo da combinagdo entre B. bassiana
(ENT13) e A. nomius (ENT22). (A) Cadaver encontrado destruido no material de refugo (B)
Rainha com extrusdo de B. bassiana (ENT13).

Fonte: Dados da pesquisa

3.4.5.3 I. farinosa (ENT02) + B. bassiana (ENT13) + P. lilacinum (ENT19) + A. nomius
(ENT22)

Uma pequena alteragdo (25%) no corte de folhas foi observada entre o sexto e 0 11°
dia. Ainda, neste periodo, ocorreu intensa producdo de lixo, o qual apresentava crescimento
de Aspergillus. Desta maneira, devido a remoc¢do de fragmentos do jardim e a reducdo na
incorporacdo de material vegetal, o fungo mutualista apresentou reducéo de aproximadamente
50%. No entanto, apos este periodo, o jardim de fungos retomou o crescimento e restabeleceu
o volume original. A mortalidade das formigas também nédo ultrapassou 25%, contudo, foi

possivel observar a extrusao de B. bassiana nos cadaveres presentes na camara de refugo.

3.4.6 Avaliacdo de métodos de inoculacdo dos conidios: patogenicidade em coldnias Atta

sexdens rubropilosa através do polvilhamento de conidios

3.4.6.1 Controle negativo

O polvilhamento da mistura composta por maltodextrina e amido de milho ndo causou
alteracbes nas condicdes gerais do sauveiro. Nem mesmo a quantidade de lixo produzida
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apresentou aumento. Desta maneira, os resultados observados nos demais tratamentos

referem-se ao potencial danoso dos fungos entomopatogénicos.

3.4.6.2 Beauveria bassiana (ENT13) + Isaria farinosa (ENT02)

Apds o polvilhamento dos conidios de B. bassiana e I. farinosa foi observado um
nivel de estresse elevado no sauveiro, com as operarias retirando fragmentos do jardim de
fungos constantemente. Devido a isto, um grande acimulo de lixo pode ser observado ja nas
primeiras 24 horas. O corte e incorporacdo de material vegetal foram interrompidos entre o
primeiro e o quinto dia, apos este periodo, as atividades foram normalizadas.

A mortalidade das operérias atingiu 50% no quinto dia e mais uma vez pode-se
observar a presencga de pupas rosadas e a extrusdo de B. bassiana em cadaveres presentes na
camara de refugo. Apesar da mortalidade relativamente alta, as operarias conseguiram

controlar a infec¢do no sauveiro e desta maneira este recuperou-se.

3.4.6.3 Beauveria bassiana (ENT13) + Aspergillus nomius (ENT22)

A combinacéo de B. bassiana e A. nomius também causou altera¢cGes comportamentais
nas operarias de Atta sexdens rubropilosa, sendo que ap0s inoculagdo das linhagens as
formigas transferiram parte do jardim de fungos para a cAmara destinada ao forrageamento.

Este comportamento foi observado nas trés réplicas (Figura 15).

Figura 15 — Condic6es gerais das trés réplicas apds 21 dias de inoculacdo da combinagéo
entre B. bassiana (ENT13) e A. nomius (ENT22). Detalhe para o cultivo do jardim de fungos

também na camara de forrageamento

Fonte: Dados da pesquisa

A mortalidade das operérias atingiu 25% em todas as réplicas e o material de refugo

apresentou contaminacdo por Aspergillus. Com relacdo as condi¢Bes gerais do sauveiro,
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apenas apos o0 quinto dia ocorreu um decaimento de 25%, no entanto, a coldénia manteve suas

atividades de forrageamento e incorporagdo de folhas durante todo o periodo experimental.

3.4.7 Avaliacdo de métodos de inoculacdo dos conidios: patogenicidade em colénias de Atta

sexdens rubropilosa atraves da nebulizagdo de conidios

3.4.7.1 Beauveria bassiana (ENT13) + Isaria farinosa (ENT02)

A nebulizacéo dos conidios de B. bassiana e I. farinosa ndo causou alteragdes no corte
e incorporacao de material vegetal. Ainda, as condi¢des gerais do sauveiro decairam em 25%
devido a morte de aproximadamente 25% das operérias a partir do quinto dia experimental.
Mais uma vez foi observada alteracdo na coloracdo das pupas, as quais ficaram rosadas. As
camaras de jardim de fungos e material de refugo permaneceram muito Umidas durante os 21

dias.

3.4.7.1 Beauveria bassiana (ENT13) + Aspergillus nomius (ENT22)

Apos 24 horas da nebulizacdo da combinacdo entre B. bassiana e A. nomius foi
observada uma intensa remocdo de fragmentos do jardim de fungos. Além disso, neste
momento ndo ocorreu corte e incorporacao de folhas. A mortalidade atingiu 50% em todas as
réplicas apds o sétimo dia experimental. No entanto, o jardim de fungos ndo sofreu alteracdes
superiores a 25%. A umidade das coldnias permaneceu elevada durante todo o periodo

experimental.
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3.5 Discussao

Os resultados demonstraram que rainhas de Atta sexdens rubropilosa podem ser
infectadas por diversos fungos. De acordo com Carrién et al. (1996) a contaminacdo das
rainhas de formigas cortadeiras pode ocorrer no ambiente, principalmente no momento de
escavacdo do novo ninho. Isto é provavel de ocorrer, uma vez que os géneros Aspergillus,
Beauveria, Fusarium, Isaria, Metarhizium, Mucor e Purpureocillium, isolados no presente
trabalho, também sdo comumente encontrados no solo (DOMSCH et al., 1980; HUGHES et
al., 2004; PAGNOCCA et al., 2008; SUN et al., 2008; RODRIGUES et al., 2010). Apesar da
esporulacdo prolifera desses géneros sobre os cadaveres das rainhas, ndo podemos atribuir a
sua morte exclusivamente aos fungos isolados. Isto porque, assim como observado no estudo
de Rodrigues et al. (2010), as rainhas podem ter morrido devido a outros fatores, como fome,
por exemplo.

Os géneros Beauveria, Isaria e Metarhizium s8o reconhecidamente
entomopatogénicos pela sua capacidade de infectar uma ampla variedade de insetos
(DOMSCH et al., 1980; DIEHL-FLEIG et al., 1991; JACCOUD et al., 1999). Ja os géneros
Aspergillus, Fusarium e Purpureocillium sdo comumente descritos como fungos saprébios
(DOMSCH et al., 1980; CARDOSO, 2010; RODRIGUES et al., 2009). No entanto, alguns
isolados de Fusarium e Aspergillus ja foram caracterizados como patdgenos a insetos
(STEENBERG; HUMBER 1999; HUGHES BOOMSMA, 2004). Da mesma maneira, 0
género Purpureocillium possui representantes entomopatogénicos e ha relatos da espécie P.
lilacinum causar doencas inclusive em formigas cortadeiras da especie Acromyrmex lundii
(ALVES, 1998; INGLIS; TIGANO 2006; GOFFRE; FOLGARAIT, 2015). Com relagio ao
género Mucor, este foi descrito até o momento apenas infectando o jardim de fungos das
formigas cortadeiras (RODRIGUES et al., 2008).

O teste de patogenicidade “in vitro” demonstrou que as espécies A. flavus, A.
calidoustus, A. insuetus, Fusarium sp. e M. circinelloides, ndo diferiram do controle negativo,
ou seja, a mortalidade observada nestes casos decorreu do esgotamento das condicdes
experimentais e ndo da infeccdo por estes fungos. Assim, a presenca dessas espécies sobre 0s
cadaveres das rainhas cortadeiras, sugere que estes podem se comportar como patdgenos
oportunistas. De acordo com Casadevall e Pirofski (2000), os patdgenos oportunistas sao
aqueles micro-organismos que podem causar uma infec¢do apds o organismo hospedeiro ter
sofrido alguma perturbagdo, tais como ferimentos, infecgdes primérias, imunodeficiéncia e

envelhecimento. Contudo, em hospedeiros saudaveis, os patdgenos oportunistas ndo sao
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capazes de desencadear uma doenca (CASADEVALL; PIROFSKI, 2000). Uma segunda
hipotese é a de que esses isolados apenas utilizaram os cadaveres das rainhas como substrato
ao seu crescimento, refor¢cando assim sua natureza saprobia.

Com relacdo as espécies B. bassiana, I. farinosa e M. anisopliae, P. lilacinum e A.
nomius encontramos uma sobrevivéncia menor das operérias tratadas com esses fungos em
comparacdo aos controles. Além disso, apés a desinfeccdo dos cadaveres, foi possivel
observar a extrusdo desses fungos na superficie das operérias mortas, confirmando assim que
esses foram os responsaveis pela infeccdo e morte dos individuos. Sendo assim, podemos
concluir que estes géneros podem atuar como patdgenos de Atta sexdens rubropilosa. Esta
observacdo esta de acordo com a definicdo descrita por Casadevall e Pirofski (2000), segundo
0S quais um micro-organismo pode ser considerado patdgeno quando é capaz de causar danos
ao hospedeiro.

Ainda quanto a acdo patogénica desses fungos, observou-se que as linhagens de B.
bassiana, |. farinosa e A. nomius sdo0 mais virulentas e causaram a morte de 50% das
operarias em 3-4 dias. Ja as linhagens de M. anisopliae e P. lilacinum necessitaram de 5-6
dias para atingir 50% de mortalidade. O trabalho de De Souza Loureiro e Monteiro (2005), no
qual utilizaram linhagens de Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae e Paecilomyces
farinosus mostrou que o inéculo de 10® conidios/mL dessas linhagens causou a morte de 50%
das operérias de Atta sexdens sexdens em 2,72-3,05 dias. Contudo, nestes experimentos, as
operarias foram mantidas sem alimentacéo, o que pode torna-las mais debilitadas e suscetiveis
a infeccdo. O estudo de Ribeiro et al. (2012) mostrou uma mortalidade de 50% das operarias
de Atta bisphaerica ap6s quatro dias da inoculacdo de 10° e 10° conidios/mL de Beauveria
bassiana e 10° conidios/mL de Aspergillus ochraceus, sendo a dieta das operarias composta
por 4gua e mel (1:1). Com relacdo ao género lIsaria, Cardoso (2010) descreveu que a
concentracdo de 10® conidios/mL de Isaria fumosorosea foi responsavel pela morte de 50%
das operarias de Atta sexdens rubropilosa apos 2,30-2,96 dias, sem alimentacdo. No estudo
realizado por Goffré e Folgarait (2015) o inéculo de 10° conidios/mL da espécie P. lilacinum
causou a morte de metade das operarias apds 6-7 dias. Estes dados demonstram que as
linhagens selecionadas no presente trabalho sdo potencialmente mais patogénicas que as
linhagens ja estudadas por outros autores.

No entanto, embora as condi¢Bes de acondicionamento (temperatura, umidade e dieta)
empregadas “in vitro” tenham sido proximas das observadas no ambiente natural, a
manipulagdo das operérias gerou estresse entre 0s individuos. Assim, a significativa

mortalidade observada no teste “in vitro” pode ter sido favorecida pelo estresse e pelo
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isolamento social presente no experimento, como também observado por Ribeiro et al. (2012).
Por esta razéo, acreditamos que o teste utilizando subcolonias de Atta sexdens rubropilosa foi
fundamental para comprovar a patogenicidade dos microfungos.

O potencial patogénico observado nos testes “in vitro” com as linhagens de B.
bassiana (ENT13), I. farinosa (ENTO02), A. nomius (ENT22) e P. lilacinum (ENT19) foram
confirmados nos ensaios posteriores. Assim, a inoculacdo dessas linhagens causou uma
expressiva mortalidade das operarias e jardineiras das subcol6nias. Desta maneira, com a
reducdo do numero de individuos responsaveis pela manutencdo do jardim de fungos, este
passou a ter uma aparéncia envelhecida e contaminagfes instalaram-se sobre o fungo
mutualista. A mortalidade das operarias foi o aspecto mais expressivo da infecgdo por B.
bassiana (ENT13) e I. farinosa (ENTO02); por outro lado, as linhagens de A. nomius (ENT22)
e P. lilacinum (ENT19), alem de causarem a morte das formigas, impactaram negativamente
0 jardim de fungos. Em ambos os casos, o jardim de fungos apresentou uma pronunciada
reducdo ja nos primeiros dias experimentais e na infecgdo por A. nomius (ENT22) o fungo
mutualista de uma das réplicas foi totalmente eliminado. Esta observacdo impulsionou o
desenvolvimento dos estudos descritos no Capitulo 2. Isto porque ndo ha relatos sobre a acao
dos fungos entomopatogénicos sobre o fungo mutualista e, uma vez considerada a forte
interacdo simbidtica presente entre o L. gongylophorus e as formigas cortadeiras, € de grande
interesse selecionar um patdgeno que seja capaz de interferir com ambos os individuos desta
associacdo a0 mesmo tempo.

Com relacdo ao género Metarhizium, ao contrario do observado por Jaccoud et al.
(1999), o qual obteve a mortalidade de 100% das minicol6nias de Atta sexdens rubropilosa
apos a inoculacdo de esporos secos de Metarhizium anisopliae, a linhagem desta espécie
isolada no presente trabalho causou alteracdes pouco relevantes na salde das subcolbnias.
Esse resultado pode estar relacionado a distribuicdo ndo uniforme dos conidios de M.
anisopliae em suspensao. Assim como observado por Barcotto (2015, p. 67), mesmo apds a
homogeneizacdo utilizando vortex, os conidios de M. anisopliae tendem a manter-se
agrupados e desta maneira, a dispersdo utilizando a suspensao deste pode ter sido ineficiente.

Resultados pouco satisfatorios também foram observados em algumas linhagens de A.
nomius (ENT62) e P. lilacinum (ENT29(2) e ENT36), as quais causaram expressiva
mortalidade no teste “in vitro”. A redugdo da patogenicidade em grupos mais densos também
foi observada por Goffré e Folgarait (2015). Esta reducdo pode estar relacionada com 0s
mecanismos de defesa dos insetos sociais, sendo a limpeza mutua bastante intensa em grupos

maiores (HUGHES et al., 2002). Além disso, testes “in vitro” sdo livres das complexas
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interacdes existentes no ambiente do sauveiro, nas quais outros organismos (fungos e
bastérias) também atuam e podem interferir na patogenicidade do agente de biocontrole.

Os resultados obtidos durante o teste de coinfeccdo indicam que a combinacao de dois
ou mais fungos causa alteracGes acentuadas nas subcolonias, afetando todas as atividades
normais do sauveiro. Ainda, a inoculagdo dos mesmos resultou em elevado estresse no
sauveiro, sendo 0s comportamentos de defesa executados intensamente. Entre eles foi
observada a intensa remocdo de fragmentos do jardim de fungos (weeding) e apds coinfeccao
por |. farinosa e A. nomius as formas jovens (pupas) foram removidas da camara de jardim e
levadas para a camara de refugo onde fragmentos do jardim foram depositados sobre elas.
Segundo Jaccoud et al. (1990) os individuos transportados estdo contaminados por conidios
do patdgeno e sdo removidos da camara de fungo a fim de evitar a contaminacgdo dos outros
individuos.

Além desse fato, durante os ensaios utilizando as linhagens individuais, a mortalidade
de 50% das operarias foi atingida entre o quarto e o décimo dia experimental, enquanto que
nos ensaios de coinfec¢do esta porcentagem foi obtida entre o terceiro e o quinto dia. A rapida
mortalidade de aproximadamente 50% das formigas do sauveiro, provavelmente favoreceu o
crescimento do micoparasita especializado do jardim de fungos, o Escovopsis. Currie et al.
(1999a), utilizando ninhos de formigas da tribo Attini de ocorréncia natural na América
Central, observaram que até 77,5% dos ninhos apresentam contaminacéo por Escovopsis. Até
mesmo em colbnias mantidas em laboratorio (como a utilizada na obtencdo dos fragmentos
jardim do presente trabalho) a prevaléncia do micoparasita é elevada. Contudo, quando o
sauveiro encontra-se saudavel, as operarias conseguem controlar a infeccdo através dos
comportamentos de grooming e weeding (CURRIE; STUART, 2001; ZAMUNER, 2015).
Porém, com um ndmero reduzido de operarias, como foi observado neste estudo, 0s
comportamentos de defesa podem ser insuficientes e a infeccdo pode se instalar, levando a
colénia a morte. O impacto da infeccdo desencadeada pela presenca dos fungos
entomopatogénicos com o micoparasita Escovopsis estimulou o estudo das interacdes entre
esses fungos. Os resultados referentes a estas interacdes sdo descritos no Capitulo 2.

O desenvolvimento de contaminantes ap0s a inoculacdo de patégenos em escala de
subcolbnias é facilitado, pois, na auséncia de rainhas, a reducdo no nimero de formigas €
constante. Desta maneira, além da presenca do patdgeno, o qual pode infectar mais individuos
e leva-los a morte, ainda ndo ha a reposicdo de novas operarias e 0 sauveiro entra em colapso.
No caso de colénias completas este resultado seria menos provavel, ja que mesmo frente a

morte de um grande nimero de operérias ainda existe a reposicdo das mesmas a partir da
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rainha (BARCOTTO, 2015). Essa observacao esta de acordo com os resultados obtidos nos
experimentos com colénias completas de Atta sexdens rubropilosa. Até mesmo o patdgeno
Aspergillus nomius, presente em elevada carga parasitaria, desenvolveu-se apenas sobre os
fragmentos de jardim presentes no material de refugo (Figura 12).

Nos experimentos utilizando coldnias completas, apesar dos eficientes mecanismos de
defesa do sauveiro, as combinacdes de B. bassiana com A. nomius e B. bassiana com I.
farinosa interferiram com a rotina das col6nias adultas de laboratério causando inclusive a
morte de algumas rainhas. Entre 0 sexto e o décimo sétimo dia apds inoculacdo dessas
combinagdes, quatro das seis rainhas utilizadas morreram. A morte de trés delas foi
confirmada pela extruséo de B. bassiana em duas rainhas e I. farinosa em uma. Este resultado
demonstra o potencial dessas linhagens no controle biolégico das formigas cortadeiras, uma
vez que a morte da rainha leva o sauveiro ao colapso por falta de reposicdo dos individuos.
Embora isto represente um resultado bastante satisfatorio, € importante ressaltar a escala em
que o experimento foi realizado, pois neste caso, as rainhas estavam confinadas em um espaco
limitado com uma elevada concentracdo de conidios dos patdgenos. Sendo assim, estes
resultados sdo promissores na escala em que foram realizados e indicam que os estudos com
estes fungos devem prosseguir a fim de otimizar a aplicagdo em ninhos naturais.

Com relacdo a alteracdo na coloracdo das pupas em todos os ensaios utilizando a
combinagdo de B. bassiana com I. farinosa, provavelmente esta relacionada a producao da
micotoxina oosporina (PADULLA, 2007; PINTO et al., 2012). A oosporina é produzida por
fungos do género Beauveria. O mecanismo de acao desta micotoxina envolve reacoes do tipo
redox, as quais oxidam proteinas e aminoacidos, além disso, a oosporina inibe a atividade da
enzima ATPase, responsavel pela liberacdo de energia (PADULLA, 2007; PINTO et al.,
2012).

No que se refere aos métodos de dispersao dos conidios, os resultados demonstraram
que as metodologias empregadas ndo sdo promissoras e precisam ser otimizadas. Ambos 0s
métodos, nebulizacdo e polvilhamento, causaram perturbacdes nas condicGes gerais das
colénias. Estas perturbacfes foram mais pronunciadas nos dez primeiros dias, sendo que
nestes as operarias dedicaram-se quase que exclusivamente aos comportamentos de weeding e
grooming e a mortalidade atingiu aproximadamente 25%. Contudo, as operarias conseguiram
manipular eficientemente os conidios e cobri-los com fragmentos de jardim junto ao material
de refugo, evitando assim que a contaminacdo atingisse mais operarias. De acordo com
Jaccoud et al. (1999) a utilizacdo de conidios livres de outras formulacfes € mais eficiente,

isto porque torna a manipulacdo deste mais dificil as formigas. Estes dados corroboram com
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as observacdes do presente estudo, isto porque a inoculagdo por gotejamento dos conidios
(item 3.3.5) ndo alterou a umidade da colonia e em poucas horas a suspensdo havia
desaparecido e os conidios dispersos. J& no caso do método de nebulizacdo, as colbnias
apresentaram elevada umidade durante todo o periodo experimental. Esta umidade elevada
pode ter propiciado a aglomeracdo dos conidios facilitando assim a remocdo destes. Da
mesma maneira, no polvilhamento de esporos, as particulas de amido presentes na formulagéo
sdo relativamente maiores que os conidios, o que também pode ter facilitado a limpeza
realizada pelas formigas (JACCOUD et al., 1999).

Assim como observado no presente trabalho, Jaccoud et al. (1999) descreveram uma
mortalidade mais acentuada das operarias durante os 10 primeiros dias experimentais. Ainda
segundo estes autores, as operarias compdem 0 grupo mais exposto ao risco bioldgico devido
ao comportamento de limpeza desempenhado por elas ja nas primeiras 24 horas apés a
inoculacédo dos conidios. Assim, a diminuicdo das atividades de corte e incorporacéo de folhas
neste periodo e consequentemente, a diminuicdo no volume do jardim de fungos ocorrem
devido ao fato das operarias estarem se dedicando quase que exclusivamente as atividades de
limpeza, tentando assim conter a infecgdo. Apds a remocao dos conidios do jardim de fungos
e concentracdo destes no material de refugo, as operarias retomam as atividades normais e o

sauveiro se reestabelece.
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3.6 Conclusao

As rainhas de Atta sexdens rubropilosa podem ser naturalmente infectadas por
diversos parasitas fangicos em condigdes de campo, causando reducdo no nimero de novos
ninhos. Os isolados de Beauveria bassiana (ENT13), Isaria farinosa (ENTO02), Aspergillus
nomius (ENT22) e Purpureocillium lilacinum (ENT19) apresentaram um pronunciado efeito
patogénico e podem ser considerados entomopatdgenos de Atta sexdens rubropilosa. Além
disso, as combinacGes de Beauveria bassiana (ENT13) com Isaria farinosa (ENT02) e
Beauveria bassiana (ENT13) com Aspergillus nomius (ENT22) mostraram sinergismo na
patogenicidade contra as formigas cortadeiras, sendo este um resultado inédito. Apesar dos
comportamentos de defesa do sauveiro, essas combinacdes foram responsaveis pela morte de
algumas rainhas. As linhagens de B. bassiana (ENT13) e I. farinosa (ENT02) demonstraram
elevada viruléncia contra as rainhas e operarias. Ja os fungos A. nomius (ENT22) e
Purpureocillium lilacinum (ENT19), além de causar a mortalidade das formigas, parecem
interferir negativamente no jardim de fungos, sendo que a linhagem de Aspergillus é capaz de
crescer utilizando fragmentos de jardim como substrato. Desta maneira, esforcos devem ser
direcionados no sentido de otimizar a aplicacdo dessas combinacGes em escalas maiores
visando ao desenvolvimento de um método eficaz e mais seguro para o controle dessas
formigas. Além da selecdo de potenciais agentes de biocontrole, o presente capitulo
proporcionou a estruturacdo de uma colecdo composta por 88 fungos filamentosos

armazenados na Central de Recursos Microbianos da UNESP, Rio Claro/SP.
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CAPITULO 2

InteracGes microbianas: acdo dos fungos entomopatogénicos frente ao fungo mutualista

das formigas cortadeiras e ao micoparasita Escovopsis



64

Resumo

Na busca por métodos de controle bioldgico, os fungos entomopatogénicos sdo comumente
testados quanto a mortalidade das formigas. No entanto, a sua acao frente ao fungo mutualista
cultivado pelas formigas cortadeiras permanece desconhecido. Neste trabalho buscamos
elucidar através de testes “in vitro” qual a atuagdo das linhagens de Beauveria bassiana
(ENT13), Isaria farinosa (ENTO02), Aspergillus nomius (ENT22) e Purpureocillium lilacinum
(ENT19) sobre o desenvolvimento do fungo mutualista das formigas cortadeiras. Isto porque
uma vez considerada a intima relagdo entre as formigas e o seu mutualista, é de grande valor
ao controle bioldgico selecionar linhagens capazes de interferir negativamente em ambos os
organismos. Além disso, ponderando a elevada prevaléncia do micoparasita especializado
Escovopsis, nos ninhos de formigas cortadeiras, também torna-se promissor explorar o
possivel sinergismo entre este e os entomopatogenos. De fato, nossos estudos macro e
microscopicos, demonstraram que os fungos A. nomius (ENT22) e P. lilacinum (ENT19)
podem atuar na degradacdo de estruturas fangicas como os gongilideos e as hifas do fungo
mutualista e também interferem negativamente no seu desenvolvimento. Com relacdo ao
fungo Escovopsis, este parece estimular o crescimento das linhagens de B. bassiana (ENT13)
e de I. farinosa (ENTO02) através da secrecdo de compostos organicos volateis quando sao co-
cultivados. O perfil de VOC’s secretado pelas culturas individuais revelou a presenca de
acidos graxos toxicos as formigas cortadeiras secretados pelas linhagens de 1. farinosa
(ENTO02) e Escovopsis sp. (ESC2), assim como do composto 1-Octen-3-ol, produzido pela
linhagem de B. bassiana (ENT13). Este composto é descrito como téxico a outros insetos. O
presente trabalho aponta os fungos B. bassiana (ENT13), I. farinosa (ENTO02), P. lilacinum
(ENT19 e A. nomius (ENT22) como patdgenos promissores no controle bioldgico das

formigas cortadeiras.

Palavras chave: Antagonismo. Leucoagaricus gongylophorus. Atta. Compostos organicos

volateis. Biocontrole.
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4.1 Introducéo

Ao longo da historia evolutiva, as formigas cortadeiras e algumas poucas linhagens de
fungos passaram a ndo mais sobreviver separadamente e desenvolveram a fungicultura mais
derivada da tribo Attini (CURRIE et al., 1999, HINKLE et al., 1994, MUELLER et al., 1998;
SCHULTZ; BRADY, 2008). Devido a esta associacdo obrigatoria entre as formigas
cortadeiras e o fungo Leucoagaricus gongylophorus (Basidiomycota: Agaricaceae), 0 sucesso
do método de biocontrole depende de desestruturar esta interacdo, atingindo as formigas
cortadeiras, o seu fungo mutualista ou ambos.

Os fungos entomopatogénicos sdo comumente associados a mortalidade de insetos
(DELLA LUCIA; VILLELA, 1993). Contudo, a sua agéo frente ao fungo mutualista cultivado
pelas formigas cortadeiras permanece desconhecida. Os danos descritos ao jardim de fungos,
em trabalhos que utilizam a sua aplicagdo em ninhos artificiais, estdo sempre relacionados a
mortalidade das operarias. Coldnias com namero reduzido de formigas (incluindo operérias e
jardineiras) diminuem as atividades de corte e incorporacao de folhas; os comportamentos de
defesa também sdo afetados e assim o jardim de fungos apresenta diminuicdo de volume,
aspecto envelhecido e por vezes, ocorre o0 aparecimento de contaminantes (DIEHL-FLEIG et
al., 1991; JACCOUD et al., 1999). No entanto, ndo ha informacbes de pesquisas com o
objetivo de caracterizar a atuacdo dos fungos entomopatogénicos frente ao mutualista na
auséncia de formigas.

Assim, os métodos de biocontrole, que tem como alvo o fungo mutualista, utilizam
apenas fungos micoparasitas. Entre os potenciais antagonistas ao jardim de fungos das
formigas cortadeiras, destacam-se as espécies: Acremonium Kkiliense, Trichoderma harzianum,
Escovopsis weberi e Syncephalastrum racemosum. Todos eles sdo citados com acéo
degenerativa sobre o micélio do fungo L. gongylophorus (SILVA et al.; 2006; BARCOTO et
al., 2016).

O género Escovopsis (Ascomycota: Hypocreales) € o mais estudado, uma vez que é
considerado um micoparasita especializado do jardim de fungos das formigas cortadeiras
(CURRIE et al., 1999a). O fungo Escovopsis € capaz de utilizar o contetdo citoplasmatico das
hifas do fungo mutualista como nutriente ao seu crescimento e por isso, é considerado um
micoparasita necrotrofo de contato (REYNOLDS; CURRIE, 2004). Apesar da reconhecida
agressividade do género Escovopsis frente ao mutualista, o desenvolvimento deste
micoparasita nas coldnias saudaveis é inibido pelos eficientes mecanismos de defesa do

sauveiro (ZAMUNER, 2015). Sendo assim, muitas vezes o seu crescimento sobre o jardim de
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fungos é observado apenas apds algum evento que desestruture a coldnia. Essa
desestruturacdo pode resultar de uma elevada mortalidade das formigas, causada por
aplicagdes de inseticidas ou pela infecgdo por patdgenos. Estes eventos reduzem a capacidade
das formigas em remover os fragmentos contaminados por Escovopsis (HUGHES;
BOOMSMA, 2004; FOLGARAIT et al., 2011).

Outra vertente que vem destacando-se na busca por métodos de biocontrole é o estudo
dos compostos organicos volateis (VOC’s). Diversos compostos microbianos apresentam
efeitos toxicos, repelentes ou antimicrobianos (HEIL, 2008; STENBERG et al., 2015;
MITHOFER et al., 2016; WERNER et al., 2016) e podem ser promissores ao controle de
insetos (CRESPO et al., 2008; HUSSAIN et al., 2010; MOHAMMADI et al., 2016). No
entanto, apenas recentemente a riqueza de compostos organicos volateis microbianos esta
sendo estudada (PIECHULLA; DEGENHARDT, 2014).
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4.2 Objetivos

e Avaliar se as linhagens de Beauveria bassiana (ENT13), Isaria farinosa (ENTO02),
Aspergillus nomius (ENT22) e Purpureocillium lilacinum (ENT19) e suas combinagdes
causam danos ao fungo mutualista.

e Determinar quais os mecanismos de acdo dos fungos entomopatogénicos durante as
interacdes com o Leucoagaricus gongylophorus.

e Elucidar como essas linhagens entomopatogénicas interagem com 0 micoparasita
Escovopsis.
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4.3 Material e Métodos

4.3.1 InteragBes microbianas

O presente trabalho avaliou a interacdo de quatro fungos entomopatogénicos, sendo
eles as linhagens de Isaria farinosa (ENT02), Beauveria bassiana (ENT13), Purpureocillium
lilacinum (ENT19) e Aspergillus nomius (ENT22), com o fungo mutualista das formigas
cortadeiras (Leucoagaricus gongylophorus) e com o seu principal micoparasita, o fungo do
género Escovopsis. Estes foram avaliados em pares e também na combinacdo dos quatro
fungos concomitantemente, isto porque estas combinagdes mostraram-se promissoras no
controle das formigas cortadeiras (Capitulo 1). A linhagem FF2006 do fungo mutualista
Leucoagaricus gongylophorus utilizada nesse experimento foi isolada pelo Prof. Dr. Fernando
Carlos Pagnocca. Esta linhagem foi isolada a partir de uma colonia de laboratorio de Atta
sexdens rubropilosa existente no Laboratorio de Formigas Cortadeiras do Centro de Estudos
de Insetos Sociais — UNESP, Rio Claro. Ja os ensaios com o género Escovopsis contaram com
a linhagem da espécie Escovopsis sp. isolada no Capitulo 1.

Os grupos controle do estudo foram estruturados com os cultivos individuais de: i) 1.
farinosa (ENTO02); ii) B. bassiana (ENT13); iii) P. lilacinum (ENT19); iv) A. nomius
(ENT22); v) Escovopsis sp. (ESC2); vi) L. gongylophorus (FF2006). Além dos cultivos
individuais, quatro co-cultivos (selecionados pelo seu potencial patogénico as formigas
cortadeiras e ao seu fungo mutualista — Capitulo 1) foram utilizados: i) I. farinosa (ENTO02) +
B. bassiana (ENT13); ii) B. bassiana (ENT13) + P. lilacinum (ENT19); iii) B. bassiana
(ENT13) + A. nomius (ENT22); iv) I. farinosa (ENT02) + B. bassiana (ENT13) + P.
lilacinum (ENT19) + A. nomius (ENT22). Desta maneira, foram estruturados os desafios entre
um fungo entomopatogénico e o L. gongylophorus (FF2006) ou o Escovopsis sp. (ESC2) e
com as combinacbes de fungos entomopatogénicos. Todos o0s ensaios foram realizados em
triplicata, incluindo os experimentos controle.

O estudo foi conduzido segundo a metodologia modificada de Silva et al. (2006). Para
tanto, utilizou-se discos de 10 mm de didmetro de micélio fungico previamente crescido em
meio Potato Dextrose Agar (PDA) a 25° C. Os discos foram colocados a 1,0 cm de distancia
da borda das placas também contendo meio Potato Dextrose Agar (PDA). A disposicdo das
linhagens esta ilustrada na Figura 16. No caso dos ensaios contendo o L. gongylophorus
(FF2006), este foi semeado nas placas experimentais e incubado a 25°C durante 10 dias a fim

de permitir o seu crescimento. Apenas apés este periodo os demais fungos foram adicionados.
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Apos a adicdo de todas as linhagens fungicas, as placas foram incubadas a 25 °C, durante 14

dias, no escuro.

Figura 16 — Disposicao das linhagens utilizadas no estudo de interac6es: (A) Cultivo de uma
linhagem de fungos entomopatogénico e o L. gongylophorus (FF2006) ou o Escovopsis sp.
(ESC2); (B) Cultivo da combinacdo de duas linhagens de fungos entomopatogénicos e o L.
gongylophorus (FF2006) ou o Escovopsis sp. (ESC2); (C) Cultivo das quatro linhagens de
fungos entomopatogénicos e o L. gongylophorus (FF2006) ou o Escovopsis sp. (ESC2).

A B C

X: linhagens de L. gongylophorus (FF2006) ou o Escovopsis sp.

Fonte: Elaborado pela autora

O efeito de cada linhagem de fungo entomopatogénico, e suas combinagdes, sobre o
crescimento do L. gongylophorus (FF2006) e do Escovopsis sp. (ESC2), assim como as
interacbes entre os proprios fungos entomopatogénicos foi monitorado e registrado
diariamente durante 14 dias de crescimento. Para tanto, as placas foram digitalizadas em

scanner (HP Deskjet F2050, impressora multifuncional) e fotografadas.

4.3.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Duas combinacBes de fungos entomopatogénicos com o fungo mutualista (P.
lilacinum (ENT19) + L. gongylophorus (FF2006) e A. nomius (ENT22) + L. gongylophorus
(FF2006)) foram selecionados para analises de microscopia eletrdnica de varredura a fim de
avaliar a interacdo fisica entre eles. Além das combinacGes, foram estruturados cultivos
individuais do fungo mutualista e dos fungos entomopatogénicos para comparacdo durante as
analises microscépicas.

Os ensaios foram realizados segundo o método proposto por Nordbring-Hertz (1983).
Desta maneira, foram utilizadas tiras de membrana de diéalise de celulose com

aproximadamente 10 cm de comprimento e 2,0 de largura. Essas membranas foram aplicadas
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na superficie das placas de Petri contendo meio Potato Dextrose Agar (PDA) e sobre essas
foram semeados discos de 10 mm de diametro de micélio fungico, previamente crescido em
meio PDA a 25° C. Para cada ensaio foram estruturadas trés réplicas.

As placas foram monitoradas diariamente, e uma vez observado contato fisico entre os
micro-organismos, as amostras foram tratadas seguindo o método adaptado de Mello et al
(2008). Primeiramente, as amostras foram fixadas com tetroxido de 6smio e, apds quatro dias,
foram retirados fragmentos da membrana de dialise contendo o local de contato entre as hifas.
Os fragmentos foram desidratados em banhos sucessivos com acetona a concentragdes de 50,
75, 90, 95 e 100% até atingir o ponto critico de desidratacdo (Balzers CPDO030).
Posteriormente, o material desidratado foi colocado em suportes de aluminio e metalizado
com ouro em Sputtering (Balzers SCD050). O exame microscopico das amostras foi realizado

em microscopio eletronico de varredura (Hitachi TM300).

4.3.3 Compostos organicos volateis (VOC’s)

Buscando compreender algumas interagcdes observadas nos experimentos, foi avaliada
a secrecdo de compostos organicos volateis (VOC’s) de dois fungos entomopatogénicos - .
farinosa (ENT02) e B. bassiana (ENT13)- e também de uma linhagem de Escovopsis sp.
(ESC2), ambos em crescimento individual e em co-cultivo. Para tanto, foram realizadas os
seguintes cultivos: i) Crescimento individual das linhagens de 1. farinosa (ENTO02), B.
bassiana (ENT13) e Escovopsis sp. (ESC2); ii) Co-cultivo de I. farinosa (ENT02) com
Escovopsis sp. (ESC2); iii) Co-cultivo de B. bassiana (ENT13) com Escovopsis sp. (ESC2);
iv) Meio de cultivo sem inéculo.

Os ensaios foram conduzidos de acordo com a metodologia modificada de Strobel et
al. (2001) e foram realizados em triplicata. Nestes, foram utilizadas placas de Petri (90 cm x
15 cm) com meio PDA, sendo que essas possuiam um furo lateral para introducdo da fibra.
Além disso, a faixa central do meio de cultivo foi retirada a fim de evitar o contato fisico entre
0S micro-organismos testados.

As placas foram incubadas a 25°C, no escuro, e as leituras foram realizadas com sete e
com 14 dias de crescimento. Para a detec¢do dos VOC’s foi utilizado o suporte SPME (Solid-
Phase Micro-Extraction) com a fibra SPME Stable Flex, 50/30 DVB/CAR/PDMS
(divinylbenzene/carboxen on polydemethylsiloxane). A fibra foi exposta por cinquenta
minutos no espaco sobre o meio de cultivo, e apds esse periodo, o SPME foi inserido no

cromatografo a gas (Agilent, Série 6890) com detector seletivo de massas e com sistema
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quadruplo (GC-MSD: Agilent MS 5973 Network), equipado com coluna CP-Sil8 CB (30 m x
0.25 pum). Suporte de SPME: holder comercial (cat. N° 5-7330, SUPELCO).

A identificacdo dos compostos baseou-se na comparagdo dos VOC’s produzidos com
0s compostos da biblioteca NIST11. Nos casos de similaridade inferior a 60% com biblioteca

NIST11, os compostos foram classificados como “composto desconhecido”.
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4.4 Resultados

4.4.1 InteragBes microbianas

Durante a interacdo entre os fungos entomopatogénicos, observou-se que estes ndo
impedem o crescimento um do outro e ndo causam alteragdes morfologicas na colénia. No
entanto, ndo ocorre a sobreposicdo de hifas e desta maneira, as linhagens em co-cultivo
crescem até atingir o micélio umas das outras e neste momento o crescimento é interrompido.
Sendo assim, as linhagens com crescimento mais lento crescem menos em comparagao aos
controles. Na figura 17 é possivel observar um exemplo desta interacdo com 14 dias de

crescimento.

Figura 17 — Interacdo entre fungos entomopatogénicos. (A) Cultivo de B. bassiana (ENT13);
(B) Cultivo de P. lilacinum (ENT19); (C) Co-cultivo de B.bassiana (ENT13) e P. lilacinum
(ENT19)

Fonte: Dados da pesquisa

Com relacdo aos co-cultivos envolvendo o fungo L. gongylophorus (FF2006), as
linhagens de I. farinosa (ENTO02) e B. bassiana (ENT13), ndo causam alteracGes em seu
crescimento. J& nos co-cultivos com P. lilacinum (ENT19) e A. nomius (ENT22) foi
observado que estes crescem totalmente sobre o fungo mutualista. Ainda, o local de encontro
entre as hifas do L. gongylophorus (FF2006) e dos fungos entomopatogénicos apresentou
escurecimento do meio de cultivo e alteracdo na coloracdo da colénia do fungo mutualista
para preta. Sendo assim, essas combinagdes fungicas foram selecionadas para estudos de
microscopia eletrénica a fim de verificar se as hifas desses dois fungos entomopatogénicos

causam danos fisicos ao fungo mutualista. Na Figura 18 é possivel observar a interagdo entre
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as linhagens de P. lilacinum (ENT19) e A. nomius (ENT22) com o L. gongylophorus
(FF2006), apds 14 dias de crescimento.

Figura 18 — InteracOes entre o L. gongylophorus (FF2006) e os fungos entomopatogénicos
(A) Co-cultivo com A. nomius (ENT22); (B) Co-cultivo com P. lilacinum (ENT19). Seta:
detalhe do escurecimento do meio de cultivo ao redor da cultura de L. gongylophorus
(FF2006).

Fonte: Dados da pesquisa

Os co-cultivos com Escovopsis sp. (ESC2) demonstraram que as linhagens de 1.
farinosa (ENTO02), B. bassiana (ENT13) e A. nomius (ENT22) inibem o crescimento do
micoparasita (Figura 3A, B e C). Ja em co-cultivo com P. lilacinum (ENT19), ambas as
linhagens crescem até o momento de encontro das culturas, havendo uma pequena

sobreposicao de hifas (Figura 19D).

Figura 19 — Interacbes entre os fungos entomopatogénicos e 0 micoparasita Escovopsis sp.
(ESC2). (A) Co-cultivo com I. farinosa (ENTO02); (B) Co-cultivo com B. bassiana (ENT13);
(C) Co-cultivo com A. nomius (ENT22); (D) Co-cultivo com P. lilacinum (ENT19)

Fonte: Dados da pesquisa
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Ainda, as linhagens de I. farinosa (ENT02) e B. bassiana (ENT13) apresentaram
maior crescimento, em comparagdo aos controles, quando co-cultivadas como fungo
Escovopsis sp. (ESC2) (Figura 20). Desta maneira, essas combinagdes foram avaliadas quanto
a producdo de compostos organicos volateis, a fim de averiguar quais compostos séo
produzidos pelos fungos I. farinosa (ENT02), B. bassiana (ENT13) e E. web Escovopsis sp.

(ESC2) individualmente e em co-cultivo.

Figura 20 — Interagdo entre as linhagens I. farinosa (ENTO02) e B. bassiana (ENT13) com
Escovopsis sp. (ESC2). (A) Cultivo individual de B. bassiana (ENT13); (B) Co-cultivo de B.
bassiana (ENT13) e Escovopsis sp. (ESC2); (C) Cultivo individual de I. farinosa (ENT02);
(D) Co-cultivo de I. farinosa (ENT02) e Escovopsis sp. (ESC2)

Fonte: Dados da pesquisa

4.4.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A partir do estudo de microscopia eletronica de varredura das culturas individuais de
L. gongylophorus (FF2006), P. lilacinum (ENT19) e A. nomius (ENT22) foi possivel observar
as diferencas de diametro das hifas de cada linhagem e desta maneira diferencia-las nos
ensaios de co-cultivo. Observou-se que, no aumento de 3000x, as hifas do fungo mutualista

apresentam uma média de 2,81 + 0,43 um de didmetro. As hifas do fungo A. nomius (ENT22)
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possuem didmetro médio semelhante com 2,83 + 0,88 um, sendo as hifas contendo as
estruturas assexuadas as de maior didmetro. Ja a linhagem de P. lilacinum (ENT19), apresenta
hifas mais finas, tendo média de 1,68 + 0,58 um de diametro. Ainda, 0 estudo proporcionou a
observacdo das estruturas caracteristicas de cada linhagem, ou seja, os gongilideos do L.
gongylophorus (FF2006), bem como as estruturas assexuadas dos fungos P. lilacinum
(ENT19) e A. nomius (ENT22). A Figura 21 apresenta as imagens referentes aos cultivos
individuais de cada linhagem.
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Figura 21 — Micrografias eletronicas de varredura dos cultivos individuais. (A) Hifas do
fungo L. gongylophorus (FF2006); (B) Gongilideos; (C) Hifas do fungo A. nomius (ENT22);
(D) Estrutura assexuada do A. nomius (ENT22); (E-F) Hifas e estruturas assexuadas do fungo
P. lilacinum (ENT19).

TM3000_6573

2016/09/27 09:40 AL D98 x3.0k 30um TM3000_8182 2016/09/27 09:56 AL D99 x3.0k  30um

TM3000_8180

Fonte: Dados da pesquisa
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Em todos os ensaios de co-cultivo entre P. lilacinum (ENT19) e L. gongylophorus
(FF2006) foi possivel observar que o fungo entomopatogénico mantém contato fisico com
as hifas do fungo mutualista (Figura 22A-B). Além disso, na Figura 22B ¢ possivel observar
0 enrolamento da hifa do P. lilacinum (ENT19) na hifa do L. gongylophorus (FF2006). As
micrografias eletrbnicas de varredura também possibilitaram a observacdo do enrolamento
de hifas e conidios do P. lilacinum (ENT19) nos gongilideos, aparentemente degradados, do
L. gongylophorus (FF2006) (Figura 22C-D). No entanto, ndo foi observada nenhuma
estrutura especializada, como por exemplo, apressorio das hifas do P. lilacinum (ENT19) no

fungo mutualista.

Figura 22 - Micrografias eletronicas de varredura da interagdo entre P. lilacinum (ENT19) e
L. gongylophorus (FF2006). (A-B) Contato fisico das hifas do P. lilacinum (ENT19) com as
hifas do L. gongylophorus (FF2006) evidenciado pelas setas; (C-D) Gongilideos do L.

gongylophorus (FF2006) envoltos por hifas e conidios do P. lilacinum (ENT19).

TM3000_8188 2016/09/28 10:46 AL Ds8. 4 x2.0k  30um TM3000_8185 2016/09/28 10:35 AL D83 x1.8k  50um

TM3000_889 2016/09/28 10:54 AL D8.5 x2.0k 30um TM3000_8184 2016/09/27 1047 AL D99 x1 .8k 50 um
L: L. gongylophorus (FF2006); P: P. lilacinum (ENT19); G: gongilideo
Fonte: Dados da pesquisa
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Nas micrografias eletrdnicas de varredura referentes a interacdo do fungo A. nomius
(ENT22) com o mutualista L. gongylophorus (FF2006), também ndo foram observadas
estruturas especializadas. Contudo, em todos os ensaios, foi observado o crescimento micelial
do A. nomius (ENT22) sobre o fungo mutualista (Figura 23A-B). Ainda, as hifas e o0s
gongilideos do L. gongylophorus (FF2006) que estavam em contato fisico com o A. nomius
(ENT22) apresentaram sinais de degradacédo (Figura 23C-D).

Figura 23 - Micrografias eletronicas de varredura da interacdo entre A. nomius (ENT22) e L.
gongylophorus (FF2006). (A) Contato fisico das hifas do A. nomius (ENT22) com as hifas do
L. gongylophorus (FF2006) evidenciado pelas setas; (B) Area de encontro entre as linhagens
de A. nomius (ENT22) e L. gongylophorus (FF2006) evidenciado pelas setas; (C) Hifas do L.
gongylophorus (FF2006) aparentemente degradas em contato com o fungo A. nomius
(ENT22); (D) Gongilideo do L. gongylophorus (FF2006) degradado em contato com o A.
nomius (ENT22)

A e P

3 y 1 it )

TM3000_6577 2016108725 16:05 AL D10.1>30k  30um TM3000_6575

L: L. gongylophorus (FF2006); P: A.s nomius (ENT19)
Fonte: Dados da pesquisa

it e e et s e
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4.4.3 Compostos organicos volateis

O estudo dos compostos organicos volateis (VOC’s) produzidos pelas duas linhagens
de fungos entomopatogénicos (B. bassiana (ENT13) e I. farinosa (ENT02)) assim como pela
linhagem de Escovopsis sp. (ESC2), resultou em um total de 265 compostos. Destes, 154
foram secretados pelas linhagens cultivadas individualmente e 111 secretados durante o co-
cultivo. Entre os compostos secretados em ambas as analises, estdo principalmente &cidos,
alcodis, cetonas, benzendides, ésteres e éteres. A seguir serdo apresentados 0s compostos

produzidos por cada linhagem individualmente e também em co-cultivo.

4.4.3.1 Beauveria bassiana (ENT13)

Apos sete dias de crescimento individual da linhagem de B.bassiana (ENT13) as
analises do GC/MS revelaram a produgdo de 14 VOC’s, os quais estdo representados na
Tabela 2. Aos 14 dias de crescimento as analises revelaram a secre¢do de 23 VOC’s (Tabela
3), sendo estes completamente distintos aos observados com sete dias. Ou seja, apos 14 dias
de crescimento, 0s compostos secretados aos sete dias desapareceram e um perfil

completamente distinto de VOC’s passou a ser secretado.

Tabela 2 - Analise dos compostos organicos volateis produzidos por B. bassiana (ENT13)

apos sete dias de crescimento a 25°C sobre o meio PDA usando a fibra SPME

. TR . Peso Formula Similaridade
N . Possivel Composto
(min) molecular molecular (%)

01 8.444 Benzoic acid, 2-amino-5-methyl 151 CgHgNO, 85

02 11.251 1-Octen-3-ol 128 CsH160 96

03 14.908 2-Octenol 128 CgH160 93

04 18.906 1-(Isopentyloxy)-1-methylsilitane 172 CoH20Si 70

05 21.605 Silane, trimethy(1-methylbutoxy) 160 CgH200Si 80

06 26.551 Silane,dimethyl(3-phenylprop-2- 264 C15H240,Si 63
enyloxy)isobutoxy

07 26.551 Disiloxane,1,1,3,3-tetramethyl-1,3-bis[3- 362 C16H3405Si 68
oxiranylmethoxy)-propyl)

08 27.776 2-Oxiraneethanol,2-t- 274 Ci3H2604Si 70

butylmethylsilyloxymethyl-acetate
TR: Tempo de retencdo
Fonte: Elaborado pela autora
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N° TR Possivel Composto Peso Férmula  Similaridade
(min) molecular molecular (%)
09 29.107 2-Oxiraneethanol, 2-t- 274 C13H2604Si 70
butylmethylsilyloxymethyl-acetate
10 33.061 1-Trimethylsilyloxy-2-methyl-4- 190 CoH2,0,Si 64
methoxybutane

11 37.155 Composto desconhecido
12 37.394 Composto desconhecido
13 37.762 3-Dioxy-d-manoic lactone 162 CeH100s 75
14 33.771 Composto desconhecido

TR: Tempo de retengéo
Fonte: Elaborado pela autora

Tabela 3 - Analise dos compostos organicos volateis produzidos por B. bassiana (ENT13)
apos 14 dias de crescimento a 25°C sobre meio o PDA usando a fibra SPME

o TR . Peso Formula  Similaridade
. Possivel Composto
(min) molecular molecular (%)
01 6.915 Benzene, ethenyl 104 CgHs 94

02 27.654 Composto desconhecido

03 28.674 Composto desconhecido

04 29.032 3-methyl-2-butanone, 4-t- 216 C11H240,Si 67
butyldimethylsilyloxy

05 33.038 Composto desconhecido

06 33.391 1,3-Bis (trimethylsilyloxy) butane 234 C10H260,Si 61

07 33.560 2,5-Dihydroxy-1,4-dioxane, bis(tert- 348 C16H3604Si 70
buthyldimethylsilyl)ether

08 34.216 Silane,[(1,1-dimethyl-2- 144 C;H160Si 63
propenyl)oxy]dimethyl

09 34.421 Alpha-D-Galactopyranose, 1,2,3-tris-O- 420 C16H37BOg 63
(trimethyl)-,cyclic methylboranate

10 34.486 lsosorbide, bis(tert- 374 C18H3504Si 72
buthyldimethylsilyl)ether

11 34.666 Silane,[(1,1-dimethyl-2-propenyl) oxy] 144 C7/H160Si 73
dimethyl

12 36.389 lIsosorbide, bis(tert- 374 C18H3504Si 72

buthyldimethylsilyl)ether
13 36.597 Composto desconhecido
14 38.129 Composto desconhecido
TR: Tempo de retencdo
Fonte: Elaborado pela autora
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N° TR Possivel Composto Peso Formula  Similaridade
(min) molecular  molecular (%)

15 38.497 Butane, 1,2,3-tris(trimethylsiloxy) 322 C13H3405Si 66

16 38.602 Alpha-D-Galactopyranoside, methyl2, 424 C19H28BOg 61
3-bis-O-(trimethylsilyl), cyclic
phenyboronate

17 39.293 Composto desconhecido

18 39.814 Isosorbide, bis(tert- 374 C18H3504Si 72
buthyldimethylsilyl)ether

19 39.814 Isosorbide, bis(tert- 374 C18H3504Si 72
buthyldimethylsilyl)ether

20 40.031 2,5-Dihydroxy-1,4-dioxane, bis(tert- 348 C16H3604Si 70
buthyldimethylsilyl)ether

21 40.556 2,5-Dihydroxy-1,4-dioxane, bis(tert- 348 C16H3604Si 70
buthyldimethylsilyl)ether

22 40.652 alpha-D-xylofuranose,1,2-O- 304 C14H2805Si 61
isopropylidene-S-(t-butyldimetylsilyl)

23 41.313 2,5-Dihydroxy-1,4-dioxane, bis(tert- 348 C16H3604Si 70

buthyldimethylsilyl)ether
TR: Tempo de retengédo
Fonte: Elaborado pela autora

4.4.3.2 Isaria farinosa (ENTO02)

O crescimento individual da linhagem de 1. farinosa (ENTO02) resultou em 15
compostos secretados com sete dias de crescimento (Tabela 4) e 31 compostos com 14 dias
(Tabela 5). Entre esses, apenas 0 composto 2,4-Diamino-S-triazine estava presente em ambas
as andlises (Destaque nas Tabelas 4 e 5). Ainda, ap0s 14 dias de crescimento, foram
secretados varios acidos graxos tais como o tetradecanoic acid, pentadecanoic acid, oleic acid,

heptadecanoic acid e octadecanoic acid.
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Tabela 4 - Andlise dos compostos organicos volateis produzidos por I. farinosa (ENT02)

apos sete dias de crescimento a 25°C sobre 0 meio PDA usando a fibra SPME

o TR Possivel Composto Peso Formula Similaridade
(min) molecular molecular (%)

01 10.213 Melamine 126 CsHeNe 80

02 10.308 2, 3, 3,4-Tetramethylpentane 128 CoHo 81

03 18.026 Dioxolane, 2-ethyl-2-isopropyl-4,5- 172 C10H200,Si 80
dimethyl

04 22.768 2,4-Diamino-S-triazine 111 CsHsNs 83

05 28.342 Ally (2-tetrahydrofurylmethoxy) 200 C10H200,Si 68
dimethylsilane

06 29.103 Palmitic acid, trimethylsilyl ester 328 C19H400,Si 70

07 30.817 Pentadecanoic acid, TMS ester 314 C1gH330,Si 69

08 32.330 Composto desconhecido

09 32.455 (4-Methoxy-2-methybutoxy) 190 CoH220,Si 64

10 32.587 Composto desconhecido

11 33.330 Composto desconhecido

12 33.452 3-Dioxy-d-manoic lactone 162 CeH1005 75

13 33.771 Composto desconhecido

14 36.182 2-Butanol 3-(1,3-dimethylbutoxy) 174 C10H2202 63

15 41.106 Cyclo (leucyloprolyl) 210 C11H1sN20 82

TR: Tempo de retengéo
Fonte: Elaborado pela autora

Tabela 5 - Analise dos compostos organicos volateis produzidos por Isaria farinosa (ENT02)

apos 14 dias de crescimento a 25°C sobre o meio PDA usando a fibra SPME

o TR . Peso Formula Similaridade

N . Possivel Composto

(min) molecular  molecular (%)
01 4.762 Hexamethylcyclotrisiloxane 222 CeH1803Si3 75
02 6.848 Phenylethene 104 CgHs 98
03 10.273 1,4-Dioxane-2,6-dimethanol 148 CeH1204 78
04 19.463 2-Pyrazoline,1-butyl-5-methyl 140 CgHisN> 82
05 23.101 2,4-Diamino-s-triazine 111 CsHsN, 82
06 25.308 DL-Proline, 50s0-, methyl 143 CeHgNO3 95

ester

07 26.239 Composto desconhecido
08 28.047 Composto desconhecido

TR: Tempo de retencdo
Fonte: Elaborado pela autora
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N° TR Possivel Composto Peso Férmula  Similaridade
(min) P molecular molecular (%)

09 28.690 delta-Guaiene 204 CisH24 78

10 29.308 Tetradecamethylcycloheptasiloxane 518 C14H42,07Si 78

11 30.492 Isosorbide, bis(tert- 374 C18H3504Si 72
buthyldimethylsilyl)ether

12 30.792 Hexanoic acid, pentyl ester 186 C11H220, 65

13 32.367 4-Fluorobenzoic acid, 5-pentadecyl- 350 Ca2H36FO, 72
ester

14 32.203 alpha-D-Galactopyranose,6-O- 300 C11H22B,0 65
(trimethylsilyl)-cyclic 1,2,3,4-
bis(methylboronate)

15 33.406 Isosorbide, bis(tert- 374 C18H3504Si 72
buthyldimethylsilyl)ether

16 33.577 Isosorbide, bis(tert- 374 C18H3804Si 72
buthyldimethylsilyl)ether

17 34.212 2-Methoxy-2,3-dihydro-3- 128 CeHsO3 74
furancarbaldehyde

18 34.491 alpha-D-Galactopyranose,6-O- 300 C11H22B,0 65
(trimethylsilyl)-cyclic 1,2,3,4-
bis(methylboronate)

19 34.844 Composto desconhecido

20 35.209 Composto desconhecido

21 37.005 Composto desconhecido

22 37.280 Tetradecanoic acid 228 C14H250; 95

23 37.752 Composto desconhecido

24 38.317 Silane, dimethyl(3-phenylprop-2- 264 C15H240,Si 61
enyloxy)isobutoxy

25 38.509 alpha-D-Galactopyranoside,methyl2,3- 424 C19H33BOg 63
bis-O-(trimethylsilyl),cyclic
methylboronate

26 39.813 Pentadecanoic acid 242 Ci5H300; 94

27 41.070 Trimethylsilyl-di(trimethylsiloxy)- 280 CyH20Siy 61
silane

28 41.747 Oleic acid 282 CisH340; 85

29 44.782 Heptadecanoic acid 270 C17H340, 89

30 46.781 Oleic acid 282 CisH340; 94

31 47.580 Octadecanoic acid 284 CisH360; 93

TR: Tempo de retengédo

Fonte: Elaborado pela autora
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O cultivo de Escovopsis sp. (ESC2) também apresentou uma grande secrecdo de

acidos graxos. Em ambos os cultivos, sete e 14 dias, ocorreu producdo de pentadecanoic acid,

tetradecanoic acid, hexadecanoic acid e octadecanoic acid. Ainda, no tempo de retencdo de

aproximadamente 39.300 minutos, ambos os cromatogramas GC/MS apresentaram o acido

graxo 1-Undecanol. No total, foram secretados 37 VOC’s pela cultura com sete dias de

crescimento (Tabela 6) e outros 34 pela cultura com 14 dias (Tabela 7). Os compostos em

destaque representam aqueles secretados em ambos os periodos de cultivo.

Tabela 6 - Andlise dos compostos organicos volateis produzidos por Escovopsis sp. (ESC2)

apos sete dias de crescimento a 25°C sobre o meio PDA usando a fibra SPME

s TR . Peso Formula  Similaridade
N . Possivel Composto
(min) molecular molecular (%)

01 8.637 Oxime-, methoxy-phenyl 151 CsHoNO; 85

02 21.586 3-Methyl-2-butanone, 4-t- 216 C11H240,Si 69
butyldimethylslyloxy

03 26.615 Dimethyl [bis (1-methylpropoxy)] 204 C10H240,Si 61
silane

04 27.358 Trimethylsilyloxy-2-methyl-4- 180 CoH2,0,Si 60
methoxybutane

05 27.530 alpha-D-Galactopyranoside, methyl2, 424 C19H28BOg 63
3-bis-O-(trimethylsilyl), cyclic
phenyboronate

06 27.692 2,5-Dihydroxy-1,4-dioxane,bis(tert- 348 C16H3604Si 66
buthyldimethylsilyl)ether

07 28.219 tert-Butyldimethylsilyl 2-acetoxy 232 C10H2004Si 61
acetate

08 28.733 Silane,dimethyl(2-methyl pen-3- 218 C11H260,Si 67
yloxy)propoxy

09 29.098 2-Oxiraniethanol, 2t- 182 CeH1406 75
butyldimethyloxymethyl

10 30.824 1-Isobutoxy-1,1, 2, 2,2- 272 CoH240Si; 60
pentamethyldisilane

11 31.652 Composto desconhecido

12 32.461 1,2-Bis (trimethylsilyl) benzene 222 C12H2:Si, 60

13 32.635 Composto desconhecido

14 32.977 L-Arabinol 152 CsH2.05 63

15 35.677 Sorbitol 182 CeH1406 75

16 36.083 Composto desconhecido

TR: Tempo de retengéo

Fonte: Elaborado pela autora



Continuacao

85

TR Peso Formula  Similaridade
N° (min) Possivel Composto molecular molecular (%)
17 36.274 2-Methyl-1-pentamethyldisilyoxy 204 CoH240Si 63
propane

18 36.767 Composto desconhecido

19 37.315 Tetradecanoic acid 228 C14H250, 95
20 38.339 Composto desconhecido

21 38.535 Composto desconhecido

22 38.653 2,2,4,4-Tetramethyl-6-oxacyclo (3.1.0) 154 CoH140; 73

hexan-3-one

23 38.874 Pentadecanoic acid 242 C15H300, 83
24 39.082 Composto desconhecido

25 39.301 1-Undecanol 172 C11H240 83
26 39.575 Octadecanoic acid 372 C22H4404 67
27 39.834 Pentanoic acid 242 C15H300, 96
28 41.098 D-Ribose, 2-dioxy 134 CsH1004 73
29 41.390 Sorbitol 182 CeH1406 84
30 41.390 Sorbitol 182 CeH1406 84
31 42.372 Hexadecanoic acid 256 C16H320, 94
32 43.736 Methyl 3,6-anhydrohexopyranoside 176 C7H1,05 81
33 44.110 Eicosanoic acid 312 C20H4002 81
TR: Tempo de retengéo

Fonte: Elaborado pela autora

Tabela 7 - Anélise dos compostos organicos volateis produzidos por Escovopsis sp. (ESC2)

apos 14 dias de crescimento a 25°C sobre o meio PDA usando a fibra SPME

o TR . Peso Formula  Similaridade
N . Possivel Composto
(min) molecular molecular (%)

01 4.726 1,3-Octadiene 110 CsHi4 73

02 16.596 Butyramide 87 C4sHgNO 71

03 21.378 Acetic acid 7-benzyloxy-2,4-dimethyl- 366 C22H2,05 76
2,3- dihydro- 1,9-dioxa-
cyclopenta[b]naphythalen-9a-yl-ester

04 26.592 1-Trimethylsilyloxy-2-methyl-4- 190 CoH2,0,Si 61
methoxybutane

05 27.337 1-Trimethylsilyloxy-2-methyl-4- 190 CoH2,0,Si 61
methoxybutane

06 27.505 1,4-Dioxane-2,5- 264 C10H2404Si 63

bis[(trimethylsilyl)oxy]

TR: Tempo de retengéo
Fonte: Elaborado pela autora
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N TR Possivel Composto Peso Formula Similaridade
°  (min) P molecular  molecular (%)
07 27.676 2,5-Dihydroxy-1,4-dioxane, bis 348 C16H3604Si 66
(tert-buthyldimethylsilyl)ether
08 28.711 Silane, dimethyl(2-methylpent-3- 218 C11H260,Si 67
yloxy)propoxy
09 31.638 L-Arabinitol 152 CsH1,05 63
10 31.771 Undecanoic acid 186 C11H220, 82
11 32.443 Composto desconhecido
12 32.618 Composto desconhecido
13 33.048 Composto desconhecido
14 33.405 alpha-D-Galactopyranoside, 424 C19H33BOg 64
methyl2, 3-bis-O-(trimethylsilyl),
cyclic methylboronate
15 33.571 Isosorbide,bis(tert- 374 C18H3504Si 68
buthyldimethylsilyl)ether
16 36.759 1-Undecanol 172 C11H240 75
17 37.318 Tetradecanoic acid 228 C14H250; 96
18 38.343 6-Methyl-1-heptanol 130 CgH150 70
19 38.643 Cyclo (leucycloprolyl) 210 C11H1sN20 79
20 38.871 Pentadecanoic acid 242 C15H3002 88
21 39.069 Lauroyl peroxide 398 C24H4604 79
22 39.295 1-Undecanol 172 C11H240 79
23 39.846 Pentadecanoic acid 242 C15H300, 83
24 41.422 Cyclo (leucycloprolyl) 210 C11H1sN20 84
25 41.501 Cyclo (leucycloprolyl) 210 C11H1sN20 84
26 41.780 Petroselinic acid 282 C1sH340, 90
27 42.381 n-Hexadecanoic acid 256 C16H320, 79
28 43.730 Nonadecanoic acid 298 C19H3502 80
29 44.100 Heptadecyl heptadecanoate 508 C34Hgs02 85
30 44.631 Heptadecanoic acid 270 C17H340, 90
31 45.176 8-Methyl-1-decene 154 C16H320; 94
32 46.814 Oleic acid 282 CisH340; 95
33 47.618 Octadecanoic acid 284 C1sH360> 93
34 48.201 Butanamide 87 C4sHoNO 85

TR: Tempo de retencdo
Fonte: Elaborado pela autora
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Durante o co-cultivo das linhagens de Beauveria bassiana (ENT13) e Escovopsis sp.

(ESC2) foram secretados 33 e 27 compostos, respectivamente com sete (Tabela 8) e 14 dias
(Tabela 9). Entre estes, 18 VOC’s (Tabela 7: n° 01, 02, 04, 05, 06, 13, 16, 17, 19 e 31; Tabela
8: n° 03, 08, 10, 11, 13, 18,19, 27 e 28) foram secretados apenas durante a interacdo. Além

disso, assim como no item 4.4.1 (Figura 20), observou-se o rapido crescimento da colénia de

Beauveria bassiana (ENT13) em comparacdo com o0s respectivos controles. N&do foram

observadas alteracGes morfoldgicas nas col6nias.

Tabela 8 - Analise dos compostos organicos volateis produzidos pelo co-cultivo de Beuaveria

bassiana (ENT13) com Escovopsis sp. (ESC2) apos sete dias de crescimento a 25°C sobre o
meio PDA usando a fibra SPME

. TR . Peso Formula  Similaridade
(min) Possivel composto molecular molecular (%)

01 7.050 Styrene 104 CgHs 87

02 23.125 2,4-Diamino-1, 3,5-triazine 111 CsHsNs 88

03 26.588 Composto desconhecido

04 27.350 Heptadecanoic acid, 6-0xo, 216 C10H2003Si 61
trimethylsilyl ester

05 27.502 4-Butylbenzonitrile 159 CuiH1sN 62

06 27.671 beta-Alanine trimethylsilyl ester 161  CeHisNO,SI 61

07 27.764 2-Oxiraneethanol, 2-t 274 C13H2604Si 70

08 28.524 tert-Butyldimethylsilyl acetate 174 CgH150-Si 70

09 34.686 alpha-D-Xylofuranose,1,2-0- 304 C14H2805Si 71
isopropylidene-S

10 34.954 Isosorbide, bis(tert- 374 C18H3504Si 70
butyldimethylsilyl)ether

11 35.218 2 5-Dihydroxy-1,4-dioxane, bis(tert- 348  CysH304Si 70
butyldimethylsilyl)ether

12 35.860 Composto desconhecido

13 36.092 |-(+)-Lactic acid, tert-butyldimethylsilyl 204 CoH205Si 71
ester

14 36.400 Composto desconhecido

15 36.613 Isosorbide, bis(tert- 374 C18H3504Si 64
buthyldimethylsilyl)ether

16 36.741 2-Butanone 4-hydroxy-3- 132 CeH1203 72
(hydroxymethyl)-3-methyl

17 37.591 beta-Alanine trimethylsilyl ester 161 CeHisNO.Si 61

TR

: Tempo de retengéo
Fonte: Elaborado pela autora
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N° T_R Possivel composto Peso Férmula Similaridade
(min) molecular molecular (%)

18 38.138 Composto desconhecido

19 38.504 2,5-Dihydroxy-1,4-dioxane,bis(tert- 348 C16H3604S 67

butyldimethylsilyl)ether
20 38.612 Composto desconhecido

21 39.298 Alpha-D-xylofuranose,1,2-O- 304 C14H25805S 63
isopropylidene-S-(t-butyldimetylsilyl)

22 39.689 ,5-Dihydroxy-1,4-dioxane,bis(tert- 348 C16H3604S 64
butyldimethylsilyl)ether

23 39.824 ,5-Dihydroxy-1,4-dioxane,bis(tert- 348 C16H3604S 68
butyldimethylsilyl)ether

24 40.157 Silane, trimethyl (1-methyldodecyloxy) 272 C16H360Si 70

25 40.444 2,5-Dihydroxy-1,4-dioxane, bis(tert- 348 C16H3604Si 67

butyldimethylsilyl)ether
26 40.444 Composto desconhecido
27 41.126 Composto desconhecido

28 41.741 Oleic acid 282 C1sH340, 90
29 42.280 n-Hexadecanoic 256 C16H3202 94
30 44.612 n-Decanoic acid 172 C10H2002 78
31 45.503 Acetamide, 2-cyano 84 C3H4N20 73
32 46.777 1-Hexadecanol 242 C16H340 87
33 47.577 Octadecanoic acid 284 Ci18H3602 87

TR: Tempo de retengéo
Fonte: Elaborado pela autora

Tabela 9 - Analise dos compostos organicos volateis produzidos pelo co-cultivo de Beuaveria
bassiana (ENT13) com Escovopsis sp. (ESC2) apds 14 dias de crescimento a 25°C sobre o0
meio PDA usando a fibra SPME

o TR . Peso Formula Similaridade
N . Possivel Composto
(min) molecular molecular (%)
01 4.808 Styrene 104 CsHs 95
02 18.898 Composto desconhecido
03 21.403 tert-Butyldimethylsylil acetate 174 CgH150,Si 77
04 21.556 Composto desconhecido
05 27.678 2,5-Dihydroxy-1,4-dioxane, 348 C16H3604Si 64
bis(tert-butyldimethylsilyl)ether
06 27.760 Oxiraneethanol, 2-t- 274 Ci3H2604Si 75

butyldimethylsilylloxymethy
TR: Tempo de retencdo
Fonte: Elaborado pela autora
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N° TR Possivel Composto Peso Férmula Similaridade
(min) molecular  molecular (%)

07 28.652 Oxiraneethanol, 2-t- 274 C13H2604Si 75
butyldimethylsilylloxymethy

08 29.705 4-Phenylbutan-2-ol, trimethylsilyl 222 Ci1sH220Si 72
ether

09 30.489 Isosorbide, bis(tert- 374 C1gH3304Si 72
butyldimethylsilyl)ether

10 30.792 Diethyl 2,2-[ethane-1,2- 234 C10H1806 69
diylbis(oxyl)]diacetate

11 31.054 2-Butanol, trimethylsilyl ether 146 C7H150Si 70

12 31.251 n-Pentadecanoic acid, trimethylsilyl 314 Ci1gH3302Si 70
ester

13 33.385 Composto desconhecido
14 33.551 Composto desconhecido

15 34.209 2,5-Dihydroxy-1,4-dioxane, 348 C16H3604Si 65
bis(tert-butyldimethylsilyl)ether

16 34.414 2,5-Dihydroxy-1,4-dioxane, 348 C16H3604Si 63
bis(tert-butyldimethylsilyl)ether

17 34.678 3-Buten-2-ol, tert-butyldimethyl 186 C10H220Si 71

18 34.978 I-Alamine ethylamide 116 CsH12N20 87

19 35.238 Composto desconhecido
20 35.644 Composto desconhecido
21 35.849 Composto desconhecido

22 37.587 Isosorbide, bis(tert- 374 C18H3504Si 68
butyldimethylsilyl)ether
23 37.759 Composto desconhecido

24 38.478 Butane, 1,2,3-tris(trimethylsiloxy) 322 C13H3403Si

25 39.284 Composto desconhecido
26 46.760 1-Dodecanol 186 C12H260 77

27 47.554 n-Decanoic acid 172 C1oH200- 78

TR: Tempo de retencédo
Fonte: Elaborado pela autora

4.4.3.5 Co-cultivo de Isaria farinosa (ENT02) e Escovopsis sp. (ESC2)

A interacdo entre a linhagem de I. farinosa (ENT02) e Escovopsis sp. (ESC2) resultou
na producdo de 32 compostos apds sete dias de co-cultivo (Tabela 10). Entre estes compostos,
apenas dois, o Sorbitol e 0 L-Arabitol, ja haviam sido secretados durante o cultivo individual

da linhagem de Escovopsis sp. (ESC2). Os demais compostos foram secretados apenas
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durante a interacdo. Mais uma vez foi observado o rapido crescimento da col6nia de |I.
farinosa (ENT02) em comparacdo com 0s respectivos controles.

Apo6s 14 dias de co-cultivo foram detectados 19 compostos (Tabela 11), sendo que 15
destes foram secretados apenas durante a interacdo. Os outros quatro compostos (n° 2, 6,7 e
13) j& haviam sido secretados pelas linhagens em cultivo individual. Ainda, durante a
interacdo, foi inibida a producéo de compostos como o tetradecanoic acid, pentadecanoic acid,
heptadecanoic acid, oleic acid e octadecanoic acid, os quais haviam sido secretados pelas
linhagens durante 14 dias de crescimento individual.

Tabela 10 - Andlise dos compostos organicos volateis produzidos pelo co-cultivo de I.
farinosa (ENT02) com Escovopsis sp. (ESC2) ap0s sete dias de crescimento.

. TR . Peso Formula  Similaridade
N . Possivel Composto
(min) molecular  molecular (%)
01 6.795 Styrene 104 CsHs 98
02 11.325 1-Octen-3-ol 128 CsH160 90
03 15.534 Composto desconhecido
04 20.744 Pyrazoline, 1-butyl-5-methyl 140 CgHisN> 76
05 21.605 1-Butyl (dimethyl) silyloypropane 174 CoH2,0Si 70

06 26.612 Composto desconhecido
07 27.359 Composto desconhecido
08 27.542 Composto desconhecido

09 27.708 Cisosorbide,bis(ter- 374 C18H3504Si 70
butyldimethylsilyl)ehter
10 29.712 Composto desconhecido

11 30.158 Silane, trimethyl (1- 272 Ci6H360Si 71
methyldodecyloxy)

12 30.500 Composto desconhecido

13 31.262 2-Oxovalenic 230 C11H2,03Si 70
acid,tertbutyldimethylsilylester

14 31.644 Galactitol 182 CesH1406 76

15 32.042 Sorbitol 182 CesH1406 81

16 32.462 I-Arabitol 152 CsH120s 75

17 33.402 Composto desconhecido
18 34.219 Composto desconhecido

19 36.742 Butanoic acid 132 CeH1203 71
20 36.814 Tetrahydro-3,4-furandiol 104 C4HsO3 72
21 36.999 Barsamide 115 103 C4H13N3 70

TR: Tempo de retengéo
Fonte: Elaborado pela autora
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N° T_R Possivel Composto Peso Férmula Similaridade
(min) molecular molecular (%)

22 37.102 Pentanoic acid 216 C11H240,Si 70

23 37.400 Silane, trimethyl (1-methyldodecyloxy) 272 C16H360Si 73

24 37.764 Composto desconhecido

25 37.886 Formic acid, ethenyl ester 72 C3H40; 70

26 38.328 Composto desconhecido

27 39.095 Composto desconhecido

28 39.793 n-Decanoic acid 172 C10H200, 78

29 40.298 5-1sopropyl-2,4-imidazolidinedione 142 CsH10N202 86

30 40.843 Betaine 117 CsH11NO, 77

31 44.252 Oxalic acid 188 CoH1604 80

32 46.793 1-Hexadecanol 242 Ci16H340 87

TR: Tempo de retengéo
Fonte: Elaborado pela autora

Tabela 11 - Analise dos compostos organicos volateis produzidos pelo co-cultivo de Isaria

farinosa (ENTO02) com Escovopsis sp. (ESC2) apés 14 dias de crescimento a 25°C sobre o
meio PDA usando a fibra SPME

o TR ivel C t Peso Formula  Similaridade
(min) Possivel Composto molecular molecular (%)

01 11.235 1-Octen-3-ol 128 CsH160 90

02  12.922 Acetic acid, tert-butyl ester 116 CeH120, 71

03  15.398 2-Propanoic acid, 2-methyl-,3-butyl 140 CgH120, 80
ester

04  15.701 Cyclotrisiloxane, hexamethyl 222 CeH15803Si3 89

05 19.140 4-(1,2-Dimethyl-2-cyclopenten-1- 166 C11H150 77
yl)-2-butanone

06  20.734 2-Pyrazoline, 1-isobutyl-3-methyl 140 CgHisN> 83

07  23.138 2,4-Diamino-1, 3,5-triazine 111 CsHsNs 87

08 26.576 Composto desconhecido

09 28.842 2-Hexanol, tert-butyldimethylsilyl 216 C12H250Si 70
ether

10 29.026 3-Methyl-2-butanone, 4-t- 216 C11H240,Si 65
butyldimethylsilyloxy

11 29.475 Composto desconhecido

12 30.484 Composto desconhecido

13 32.324 4-Fluorbenzoic acid oct-3-en-2yl 250 CisH19FO> 70

ester

TR: Tempo de retengéo
Fonte: Elaborado pela autora
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NP T_R Possivel Composto Peso Formula Similaridade
(min) molecular molecular (%)

14 33.395 beta-Alanine, trimethilsilyl ester 161 CeH1sNO,SI 61

15 33.555 Composto desconhecido

16  33.974 2-Propanone, 1-cyclohexyl 140 CoH160 72

17  34.217 1-Alanine, N-allyloxycarbonyl, 229 C11H19NO4 73
isobutyl ester

18  34.407 2-Deoxy-D-ribose, tris 360 C14H3404Si 60
(trimethylsilyl) ether

19 34.476 Composto desconhecido

TR: Tempo de retengéo
Fonte: Elaborado pela autora
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4.5 Discussao

Os estudos realizados por Samson et al. (1988), Jaccoud et al. (1999) e Diehl-Fleig et
al. (1991), assim como os resultados apresentados no Capitulo 1, demonstraram o potencial
dos fungos entomopatogénicos no controle biolégico de insetos, especialmente formigas
cortadeiras. No entanto, ndo ha estudos sobre a interacdo dos fungos entomopatogénicos com
o fungo mutualista das formigas ou com o micoparasita especializado do género Escovopsis.
Nos ensaios descritos no Capitulo 1, os fungos entomopatogénicos demonstraram um possivel
sinergismo com 0 micoparasita, uma vez que as subcolbnias infectadas com os
entomopatdgenos e com a presenca do Escovopsis entram em colapso em apenas seis dias
experimentais. Além disso, as linhagens de P. lilacinum (ENT19) e A. nomius (ENT22)
pareceram interferir negativamente na satde do fungo mutualista, tanto em subcol6nias como
em colbnias completas de Atta sexdens rubropilosa. Estes resultados impulsionaram o
desenvolvimento dos ensaios presentes neste Capitulo.

Os resultados obtidos nos ensaios de co-cultivo demonstraram que tanto a linhagem de
P. lilacinum (ENT19), quanto a de A. nomius (ENT22) inibiram o crescimento micelial do
fungo mutualista. Além disso, foram observadas diferencas morfologicas pronunciadas
durante o co-cultivo, tais como a degeneracao no micélio do L. gongylophorus e alterac6es na
coloracdo do meio de cultivo. Assim como observado para outros micoparasitas, tais como
Trichoderma sp. e Gliocladium sp. (ORTIZ; ORDUZ, 2000) o contato entre os fungos pode
estimular a secrecdo de metabolitos secundarios, sendo estes 0s provaveis responsaveis pelo
escurecimento do meio de cultivo. De acordo com o estudo de Score et al. (1997) e Peiris et
al. (2008), o escurecimento do meio de cultivo e da cultura do L. gongylophorus (FF2006),
observado na Figura 18, pode estar relacionado aos mecanismos de defesa do mesmo. Esses
mecanismos envolvem a producdo extracelular da enzima lacase (SCORE et al., 1997).
Segundo White (1992) as lacases podem atuar na oxidacdo enzimatica de substratos fendlicos
e converté-los em radicais livres, como as quinonas. As quinonas sdo instaveis e sofrem
polimerizacdo dando origem ao composto melanina ou outros compostos semelhantes. A
melanina e seus derivados alteram a hidrofobicidade da parede celular fungica. Esta alteracéo
de hidrofobicidade atua como uma barreira de prote¢do que impede o contato com enzimas de
degradacdo da parede celular produzidas pelo outro micro-organismo, no caso os fungos
entomopatogénicos.

Especificamente em relacdo ao A. nomius (ENT22) este cresceu totalmente sobre a

cultura do mutualista (Figura 18). Resultados similares foram obtidos nos estudos de Silva et
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al. (2006) e Varanda-Haifig et al. (2016) utilizando linhagens de Escovopsis sp. e
Escovopsioides sp., respectivamente. As micrografias eletronicas de varredura demonstraram
que o A. nomius (ENT22) causou uma aparente degradacdo da parede celular do fungo
mutualista, a qual apresentou aspecto bastante poroso nas zonas de contato entre as linhagens
(Figura 23C-D). Também no co-cultivo com a linhagem de P. lilacinum (ENT19), a parede
celular dos gongilideos apresentou aspecto rugoso e deteriorado (Figura 22C-D).

No entanto, nas micrografias eletronicas de varredura ndo foram observadas estruturas
especializadas de infeccdo (apressorio e haustorio). Estas sdo estruturas particularmente
comuns em infeccBes por micoparasitas biotréficos (JEFFRIES, 1995). Desta maneira, 0
presente estudo sugere que os fungos P. lilacinum (ENT19) e A. nomius (ENT22) podem
atuar como micoparasitas necrotréficos de contato. De acordo com Barnett (1964) e Goh e
Vujanovic (2010) os fungos micoparasitas sdo caracterizados pela sua capacidade de utilizar
outro fungo como fonte de nutrientes. No caso da linhagem de A. nomius (ENT22) &
especialmente provavel que este seja capaz de obter nutrientes a partir do fungo mutualista,
uma vez que a Figura 12 (Capitulo 1) demonstra a capacidade deste fungo em crescer
utilizando fragmentos do jardim de fungos como substrato.

Além disso, segundo Barnett (1964) e Jeffries e Young (1994) o micoparasitismo
necrotréfico de contato se caracteriza pelo crescimento das hifas do parasita em associacao
com as do hospedeiro, sem haver penetracdo; a morte deste é causada pela producdo de
enzimas liticas que degradam a parede celular. Provavelmente foi o que ocorreu no presente
estudo, pois em ambos 0s co-cultivos observou-se a deterioracéo de estruturas do hospedeiro.

Com relacdo aos ensaios envolvendo o Escovopsis, as quatro linhagens de fungos
entomopatogénicos interferiram negativamente no crescimento do micoparasita. Tal resultado
pode indicar que a presenca de fungos entomopatogénicos no sauveiro propicia o crescimento
do micoparasita de forma indireta por causar a morte de operérias e, assim, reduzir os
mecanismos de defesa do sauveiro e ndo por outros mecanismos de interacéo entre os fungos.
No entanto, é importante ressaltar que as linhagens de B. bassiana (ENT13) e I. farinosa
(ENTO2) apresentaram maior crescimento quando co-cultivadas com Escovopsis. O estimulo
observado, provavelmente, esta relacionado com a producdo de compostos organicos volateis
(VOC’s). Isto porque, 0 mesmo estimulo foi observado durante os ensaios em que a faixa
central do meio de cultivo foi retirada, o que impede a difusdo de compostos ndo volateis
através do meio.

Com relagdo aos VOC’s secretados apenas durante o co-cultivo das linhagens, estudos

anteriores (BRIARD et al., 2016) j4 demonstraram que a produc¢dao de VOC’s por um micro-



95

organismo pode estimular o crescimento de outro micro-organismo co-cultivado. Briard et al.
(2016) relataram que uma concentracdo de 1,0 ppm do composto dimethyl sulfide secretado
pela bactéria Pseudomonas aeruginosa € capaz de estimular o crescimento do fungo
Aspergillus fumigatus. Os autores sugerem que o estimulo deve-se ao fato do dimethyl sulfide
servir como fonte de nutrientes e captagdo de enxofre. Contudo, no presente estudo, foram
secretados apenas compostos ricos em nitrogénio, ndo sendo detectado nenhum composto
contendo enxofre.

Além da interacdo entre micro-organismos, Lin et al. (2016) utilizou o perfil de
VOC’s secretado por Arabidopsis thaliana ap6s a predacdo por pulgbes, para verificar se 0s
VOC’s induzem o crescimento do fungo entomopatogénico Lecanicillium lecanii. O trabalho
demonstrou que os VOC’s secretados promovem um aumento significativo da germinagao
conidial e formacdo do tubo germinativo. Outros trabalhos também descrevem VOC’s
promovendo o0 crescimento de plantas, como Arabidopsis thaliana e Lactuca sativa
(MINERDI et al., 2011; ANGEL CONTRERAS-CORNEJO et al., 2014).

Adicionalmente, o composto 1-Octen-3-ol, secretado durante o cultivo individual da
linhagem de B. bassiana e durante o co-cultivo de 1. farinosa (ENT02) e Escopsis sp. (ESC2)
é descrito por Chitarra et al. (2005) como inibidor do desenvolvimento conidial da espécie
Penicillium paneum. A alta concentracdo de conidios (concentragdes superiores a 10°
conidios/mL) parece desencadear a producdo do 1-Octen-3-ol por Penicillium paneum. De
acordo com Chirrata et al. (2004), o 1-Octen-3-ol inibe a formacdo do tubo germinativo.

O 1-Octen-3-ol também foi secretado pelas linhagens de fungos filamentosos mais
virulentos a Drosophila no estudo realizado por Zhao et al. (2016), sendo eles as espécies
Aspergillus niger e Penicillium glabrum. Além disso, Inamdar et al. (2010) também utilizando
Drosophila, descreveram a morte de 100% das moscas apos setes dias da exposicdo a este
composto. Apds 24 horas de exposicao a baixas concentracbes do 1-Octen-3-ol, as moscas
apresentaram distdrbios de locomocéo, diminuicdo do nimero de neurénios dopaminérgicos e
inibicdo da metamorfose larval (INAMDAR et al., 2010). A alta toxicidade apresentada pelo
1-Octen-3-ol reforca o potencial patogénico da linhagem de B. bassiana (ENT13), bem como
da combinacdo entre I. farinosa (ENT02) e Escovopsis sp. (ESCO02).

No entanto, 0 estudo dos VOC’s ainda precisa avangar para que possamos conhecer
sua estrutura quimica, e outras propriedades bioldgicas importantes, como a toxicidade ao
ambiente. Além disso, varios desses compostos sdo detectados pelos equipamentos e ainda
permanecem desconhecidos. Sendo assim, ndo é possivel dizer qual ou quais compostos

especificos sdo capazes de estimular o crescimento de micro-organismos. Ainda, o estimulo
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observado pode ser devido ao conjunto de compostos produzidos, e ndo apenas a um
composto particular.

Adicionalmente foram estudadas culturas individuais de B. bassiana (ENT13), I.
farinosa (ENTO02) e Escovopsis sp. (ESC2). Assim como observado no presente estudo,
Piechulla et al. (2014) relataram que o0s principais compostos volateis produzidos pelos fungos
incluem alcodis, benzendides, aldeidos, alcenos, &cidos organicos, ésteres e cetonas.

Acidos, alcodis e também alguns compostos com funcdo éter foram secretados pela
linhagem de Beauveria bassiana (ENT13). O perfil de VOC’s secretados também inclui os
compostos de oito carbonos 1-Octen-3-ol e 2-Octenol, sendo estes caracteristicos dos fungos
filamentosos (CHEN et al., 1984; CHO et al., 2008). Ja as linhagens de I. farinosa (ENTO02) e
Escovopsis sp. (ESC2), exibiram um perfil de VOC’s predominantemente composto por
acidos graxos. O potencial bioinseticida de alguns acidos graxos é reconhecido ha décadas
(QURAISHI et al., 1965; DOM PEDRO, 1990). Com relacdo as formigas cortadeiras, 0s
acidos graxos ja foram detectados na composicao de extratos vegetais toxicos as operarias de
Atta sexdens rubropilosa (TAKAHASHI-DEL-BIANCO, 2002; BIGI et al., 2004). Além
disso, o trabalho de Pagnocca et al. (1990) demonstrou que os acidos graxos extraidos de
Sesamum indicum (gergelim) inibem o fungo L. gongylophorus, mutualista das formigas
Attini derivadas.

Entre os &cidos graxos secretados durante o periodo de crescimento individual das
linhagens de Isaria farinosa (ENTO02) e Escovopsis sp. (ESC2) e também durante o co-cultivo
de B. bassiana (ENT13) e Escovopsis sp. (ESC2), os acidos palmitico (Hexadecanoic acid),
estearico (Octadecanoic acid), oleico e nonadecandico foram descritos como sendo toxicos as
formigas cortadeiras no estudo de Morini et al. (1999). No entanto, entre esses acidos, apenas
0 nonadecanéico apresentou toxicidade na concentracdo de 30 mg. ml™, os demais é4cidos
necessitaram de uma concentragdes acima de 100 mg.ml™ para serem toxicos (MORINI et al.,
1999). Estas evidéncias intensificam a potencialidade desses fungos no controle bioldgico das
formigas cortadeiras e reforcam os resultados descritos no Capitulo 1, os quais demonstram
que a linhagem de Isaria farinosa (ENT02), bem como a combinacao B. bassiana (ENT13) e
Escovopsis sp. (ESC2), sdo capazes de causar pronunciada mortalidade entre as operarias bem
como o colapso do sauveiro.

Além da compreensdo das interacfes ecoldgicas entre 0s micro-organismos, o estudo
dos compostos organicos volateis pode proporcionar conhecimento sobre fontes naturais de
compostos utilizados industrialmente. Por exemplo, o0 composto 3-Deoxy-d-mannoic lactone,

secretado durante o crescimento individual da linhagem de Isaria farinosa (ENTO02), possui
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atividade antibacteriana, segundo Shobana et al. (2009). Além disso, 0 3-Deoxy-d-mannoic
lactone ja foi descrito como sendo um dos principais compostos secretados pela planta
Clerodendrum viscosum, utilizada pela medicina tradicional indiana no tratamento de diversas
doencas, tais como doencas respiratorias e inflamacbes cutaneas (PANDA et al., 2015).
Ainda, 0 composto styrene, produzido durante o co-cultivo de Beauveria bassiana (ENT13) e
Escovopsis sp. (ESC2) é amplamente utilizado na producdo de plasticos e resinas (U.S.
DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 2010). O trabalho de Beck et al.
(2008) relata a producéo de styrene por uma linhagem de Fusarium oxysporum e reafirma a

necessidade de buscar fontes renovaveis deste monémero.
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4.6 Conclusao

Os fungos entomopatogénicos P. lilacinum (ENT19) e A. nomius (ENT22),
selecionados no Capitulo 1 como patdgenos potenciais as formigas cortadeiras, possuem
também natureza antagonista frente ao fungo mutualista L. gongylophorus causando a
degradacdo de estruturas fungicas como gongilideos e hifas do mutualista. Desta maneira,
interferem diretamente em ambos o0s organismos da relagdo simbiltica e representam
patdégenos potenciais ao desenvolvimento de bioinseticidas. Esses resultados sdo inéditos,
uma vez que ndo héa estudos utilizando fungos entomopatogénicos contra o fungo mutualista,
e até 0 momento, estes eram analisados apenas quanto a mortalidade de operérias.

Ainda sobre o pioneirismo do presente estudo, este aborda pela primeira vez o perfil
de compostos orgéanicos volateis secretados pelo fungo entomopatogénico 1. farinosa e
demonstra que este secreta acidos graxos ja descritos como toxicos a formigas cortadeiras.
Além disso, a pesquisa mostrou que os fungos entomopatogénicos B. bassiana (ENT13) e I.
farinosa (ENT02) comunicam-se com o0 micoparasita especializado do jardim de fungos
através da secrecdo de compostos organicos volateis, sendo que estes estimulam o
crescimento dos fungos entomopatogénicos.

A partir destes resultados o presente trabalho sugere que os fungos B. bassiana
(ENTL13), I. farinosa (ENT02), P. lilacinum (ENT19) e A. nomius (ENT22) séo efetivamente
promissores no controle bioldgico das formigas cortadeiras e 0s estudos devem avancar no

sentido de promover a utilizacdo destes em escala de campo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A prospeccdo de agentes para o biocontrole das formigas cortadeiras é 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 ao meio ambiente, ja que os produtos quimicos, atualmente utilizados,
acumulam-se na natureza e ndo séo biodegradados sob as condi¢Ges 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 patégenos 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) s&o 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. Ja 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 associacdo 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 (ENT02) e Escovopsis sp. (ESC2) e dos co-cultivos
utilizando esses fungos. O estudo desses compostos revelou a presenca de compostos
inibidores e estimuladores de crescimento, toxinas (algumas descritas como prejudiciais as
formigas cortadeiras e a outros insetos), alem de compostos com aplicac@es industriais. Isto
reforca o potencial patogénico dessas linhagens e aponta os fungos como fonte abundante de

compostos de interesse industrial.
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