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“A ciéncia nunca resolve um problema sem criar, pelo menos, outros dez.”

George Bernard Shaw



Dedico este trabalho aos meus pais, que me deram a
vida, e a0 meu noivo, que dela comigo compartilha.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela oportunidade de, em sua imensa grandeza, permitir-me desvendar
parte dos mistérios que envolvem Suas obras. Traduzir em palavras as maravilhas de Sua
natureza é um desafio o qual ndo poderia aceitar se ndo fosse por Ti capacitada.

Agradeco aos meus pais que, mesmo em meio as tantas dificuldades nessa vida, e na
simplicidade de seus conhecimentos, me ajudaram a concluir este trabalho.

Aos meus irmaos (Eric, J6 e Samuca), muito obrigada pelo amor. Vocés sdo parte do
melhor que ha em mim! Ao Eric, um agradecimento especial por sempre me socorrer com meu
computador que, nos momentos de maior necessidade, simplesmente deixou de funcionar e
VOCé 0 consertou!

Ao meu noivo, Victor, agradeco imensamente o amor e a paciéncia dedicados neste
periodo em que fui mestranda. Sua compreensdo e tempo investido em mim foram
determinantes na concluséo deste trabalho. Em vocé me apoio e no seu sorriso, ganho forgas...

Ao meu orientador, Prof. Dr. André Rodrigues, agradec¢o por ter me dado a oportunidade
de trabalhar em seu laboratorio desde 2013. Mesmo diante de minha inexperiéncia com relagédo
a ciéncia e os assuntos que a compreendem, foi paciente. Dedicou boa parte do seu escasso
tempo para me auxiliar na compreensdo do meu trabalho e na escrita desse. Foi também um
exemplo para mim em sala de aula durante o estagio docéncia. Um verdadeiro mestre, ao qual
eu certamente irei me recordar e, quem sabe algum dia, possa espelhar.

Agradeco também ao meu coorientador, Prof. Dr. Paulo Cezar Vieira, por todo o suporte
fornecido para a realizagdo deste estudo. Sem ele, certamente ndo haveriamos avancado as
fronteiras do conhecimento nas areas de abrangéncia deste trabalho, como o fizemos.

Nesse contexto, aproveito para agradecer ao Airton. Eu seria incapaz de mensurar as
horas e o imenso trabalho que vocé dedicou a este trabalho. Apenas 0s nossos resultados talvez
possam sugerir, dado 0 sucesso que obtivemos, tamanha a sua dedicagéo!

Carinhosamente, agradeco meus amigos do Laboratorio de Ecologia e Sistematica de
Fungos (LESF), tanto aqueles presentes, como aqueles que ja deixaram o laboratdrio. Foi neles
que me apoiei sempre que precisei enquanto dividiamos 0 mesmo espaco de trabalho. Com
vocés, ri muito, chorei e aprendi. Aprendi sobre ciéncia e sobre a vida. Morgana, Tati,
Rodolfinho, Enzo, Aryel, Quimi e Maria (0s atuais). De cada um de vocés, eu poderia citar uma
particularidade. No entanto, o que torna o ambiente do LESF tdo especial ndo sdo essas

particularidades. Mas sim, o todo de si que cada um doa diariamente ao trabalho que



desempenha e ao préximo para que o ambiente funcione perfeitamente bem. Isso fez toda
diferenca em minha vida e na conclusdo deste trabalho.

Aos amigos de “fora” do LESF (Raissa, Luciana e Mirella), agradeco imensamente o
carinho que tém por mim. Com palavras e por vezes abracos, me ajudaram muito nessa
caminhada. Me deram forga quando precisei e, principalmente, esperanga de que “tudo passa”.
A Mirella, um agradecimento especial pela parceria em sala de aula e também fora dela, a qual
resultou em uma grande amizade!

A Daiane do CEIS e ao Prof. Dr. Fernando Carlos Pagnocca, deixo um agradecimento
especial. Vocés que sempre me atenderam fornecendo, em boa parte do meu projeto, material
e equipamentos para que eu pudesse trabalhar. Muito obrigada!

Agradeco também aos colegas (alunos, professores e técnicos) do Departamento de
Bioqguimica e Microbiologia, pela amizade e 0s socorros prestados sempre que necessario.
Agradeco principalmente a Prof2 Dr? Daiane Cristina Sass e seus alunos que me atenderam
todas as vezes em que precisei, seja de uma orientagdo relacionada a parte quimica de meus
experimentos ou por liofilizarem os extratos organicos. Também agrade¢o ao Programa de Pos-
graduacdo em Ciéncias Biologicas (Microbiologia Aplicada), por fornecer o apoio académico
necessario para concluir o mestrado.

Agradeco a Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Séo Paulo (FAPESP), pela
bolsa de mestrado concedida (Processo n°® 2018/12481-7). O presente estudo esta vinculado ao
Projeto Tematico (Processo n® 2012/25299-6), coordenado pelo Prof. Dr. Jodo Batista
Fernandes (Departamento de Quimica, UFSCar — Sdo Carlos). O presente trabalho foi realizado
com apoio da Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES)

- Codigo de Financiamento 001.



RESUMO

O jardim de fungo das formigas atineas abriga uma microbiota diversa, que contempla
interacdes microbianas mediadas por compostos quimicos. Embora estudos investigaram os
metabolitos produzidos pelos fungos cultivados (Leucoagaricus spp.) por esses insetos, nada
se sabe a respeito dos compostos quimicos que atuam na interacdo com Escovopsis sp., um
fungo considerado parasita do parceiro fungico das atineas. Neste trabalho investigamos 0s
metabolitos produzidos por trés fungos mutualistas cultivados por diferentes formigas atineas,
para responder as seguintes perguntas: a) os metabdlitos produzidos pelos fungos mutualistas
medeiam a interacdo com Escovopsis sp.?; b) o dia de crescimento e a concentracdo dos
metabdlitos dos fungos mutualistas interferem na resposta de Escovopsis sp.?; ¢) compostos
sollveis e volateis estdo envolvidos na interacdo? Para tanto, foram realizados bioensaios (i)
com os filtrados dos trés fungos mutualistas nas concentracdes 1:1 e 1:10, obtidos em diferentes
dias de cultivo; (ii) com a fragdo organica e subfracdes desses filtrados frente a Escovopsis sp.,
(iii) de volatilidade entre os fungos mutualistas e Escovopsis sp.; além (iv) do estudo quimico
das fracOes e subfracBes organicas. Como resultado, demonstramos que a interacao Escovopsis-
fungo mutualista € mediada por compostos quimicos sollveis e volateis, pois observamos uma
maximizacdo do crescimento micelial do parasita na presenca tanto dos filtrados de cultivo dos
fungos mutualistas, suas fracdes e subfracbes, quanto nos experimentos de volatilidade. Além
disso, identificamos duas substancias da classe das dicetopiperazinas (subfragoes 63 e 65) e 0
5-hidroximetilfurfural. A dicetopiperazina da subfragdo 65 e o 5-hidroximetilfurfural atuam
como sinalizadores envolvidos na interacdo Escovopsis-fungo mutualista, pois o parasita
maximiza o crescimento na presenca dessas substancias. Tais compostos foram obtidos dos
filtrados do 12° dia de crescimento de Leucoagaricus sp. AR04; no entanto, a resposta de
crescimento maximizado do parasita independe das fases de crescimento do fungo mutualista,
sendo tal fenémeno observado para os filtrados obtidos em todos os dias de cultivo desse micro-
organismo. A antiga histéria evolutiva compartilhada entre esses dois fungos, talvez seja a
responsavel pela complexa interacdo quimica entre esses micro-organismos, especialmente a
habilidade de reconhecimento de Escovopsis sp. para 0os compostos produzidos pelos fungos

cultivados pelas formigas.

Palavras chave: Reconhecimento quimico. Biossinalizagéo. Interacdo quimica. Crescimento.



ABSTRACT

The fungus garden of attine ants harbors a diverse microbiota, whose members interact
by chemical compounds. Although studies unraveled the metabolites produced by fungi
cultivated (Leucoagaricus spp.) by these insects, little is known regarding the chemical
compounds involved in the interaction with Escovopsis sp., a fungus known as a parasite of the
ant fungal cultivars. Here, we investigated the metabolites produced by three mutualistic fungi
cultivated by different attine ants to answer the following questions: a) Do the metabolites
produced by the mutualistic fungi mediate the interaction with Escovopsis sp.?; b) Do the day
of growth and the concentration of the metabolites interfere in the Escovopsis sp. response?; c)
Are soluble and volatile compounds involved in this interaction? We addressed these questions
by carrying out bioassays: (i) with culture filtrates of the three mutualistic fungi at two
concentrations (1:1 and 1:10), obtained on different days of incubation; (ii) with the organic
fraction and subfractions of these filtrates towards Escovopsis sp.; (iii) to determine volatile
compounds are involved in the interaction; in addition to (iv) the chemical study of the organic
fractions and subfractions. We demonstrated that the interaction between Escovopsis sp. and
the mutualistic fungi of attine ants is mediated by soluble and volatile compounds, since we
observed a maximization of the parasite's growth in the presence of both the mutualistic fungal
culture filtrates, their fractions and subfractions, as well as in the volatility experiments. Also,
we identified two substances from the class of diketopiperazines and the 5-
hydroxymethylfurfural (subfractions 63 e 65). The diketopiperazine 65 and the 5-
hydroxymethylfurfural act as signaling agents involved in the interaction Escovopsis sp. and
the mutualistic fungus, because the parasite maximizes its growth in the presence of these
substances. Such compounds were obtained from culture filtrates of the 12 day of growth of
Leucoagaricus sp. AR04. However, the maximized growth response of the parasite did not
depend on the growth phases of mutualistic fungi, because this response was observed in culture
filtrates obtained on all days of cultivation of the mutualistic fungi. The ancient evolutionary
history shared between these two fungi is likely responsible for the complexity of this chemical
interaction, especially the ability of Escovopsis sp. to recognize the compounds produced by

the ant fungal cultivars.

Keywords: Chemical recognition. Biosignaling. Chemical interaction. Growth.
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1 INTRODUCAO

InteracBes entre micro-organismos envolvem compostos quimicos. Sao com eles que
micro-organismos de uma espécie podem afetar o crescimento, o vigor e as populacgdes de outra
espécie microbiana (WHITTAKER; FEENY, 1971). No caso dos fungos, as interacOes
quimicas sdo fundamentais para a ecologia desses micro-organismos. Ha casos que fungos
micoparasitas ramificam as hifas em uma reacéo quimiotrépica a presenca do fungo hospedeiro
(CHET; BAKER, 1981). E também sabido que micoparasitas podem selecionar seus
hospedeiros a partir do reconhecimento de compostos quimicos liberados pelos mesmos
(CHET; BENHAMOU, 1998). O entendimento dessa linguagem quimica das interacdes entre
fungos constitui um importante marco para pesquisa e desenvolvimento, especialmente, a
procura de eventuais alvos para controle biologico.

Considerando ambientes complexos, o jardim de fungo das formigas da subtribo Attina
(i.e. as atineas) constitui um sistema bastante interessante para o estudo de intera¢fes quimicas.
O jardim de fungo é o local no qual as formigas atineas cultivam fungos como alimento
(SCHULTZ; BRADY, 2008; WEBER, 1972). Estima-se que o mutualismo formiga-fungo
originou ha 53,6-66,7 milhdes de anos, quando as formigas atineas desenvolveram sua propria
versdo de agricultura (no caso, fungicultura), sendo capazes de cultivar o proprio alimento
(JESOVNIK; GONZALEZ; SCHULTZ, 2016; BRANSTETTER et al., 2017).

Os géneros que compreendem a subtribo Attina sdo classicamente agrupados em
“atineas basais” e “atineas derivadas”, sendo Atta, Acromyrmex, Trachymyrmex e
Sericomyrmex, 0s géneros pertencentes ao Gltimo grupo (MEHDIABADI; SCHULTZ, 2010;
SCHULTZ; BRADY, 2008). Os géneros Atta e Acromyrmex sdo conhecidos popularmente
como sauvas e quenguéns, respectivamente. Essas formigas incorporam ao jardim de fungo
folhas e flores frescas, muitas vezes de espécies vegetais importantes economicamente. Por esse
motivo, sdo também chamadas de formigas cortadeiras de folhas, sendo consideradas pragas e
responsaveis por onerosas perdas agricolas e florestais no Neotropico (DELLA LUCIA;
GANDRA, GUEDES, 2014).

Na subtribo Attina, é possivel encontrar uma diversidade de fungiculturas, que variam
desde a espécie de fungo que as formigas cultivam, o tipo de substrato que coletam para nutricdo
do fungo, até aspectos comportamentais das operarias (MEHDIABADI; SCHULTZ, 2010). A
fungicultura praticada pelos géneros Trachymyrmex e Sericomyrmex (ndo-cortadeiras de
folhas) é considerada uma forma mais derivada da subtribo, pois o fungo cultivado
provavelmente originou-se daqueles cultivados pelas atineas basais (CHAPELA et al., 1994).

Até o momento esse fungo é tratado como pertencente ao género Leucoagaricus
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(Basidiomycota: Agaricales, MUELLER et al., 2017). As formigas cortadeiras de folhas
cultivam majoritariamente a espécie, Leucoagaricus gongylophorus, a qual possivelmente
derivou-se dos fungos cultivados por Trachymyrmex e Sericomyrmex (MUELLER etal., 2017).

Ap0s adaptar-se ao sistema, o fungo mutualista das atineas derivadas tornou-se incapaz
de apresentar uma vida fora da simbiose com as formigas (SCHULTZ et al., 2005). Muller e
colaboradores (2017) apontaram que esses fungos pertencem a dois clados filogenéticos (A e
B). O clado A compreende um grupo geneticamente homogéneo de L. gongylophorus, cultivado
pelas formigas Atta sexdens, Atta laevigata e algumas espécies do género Trachymyrmex
(MUELLER et al., 2018). O clado B corresponde a um grupo mais diverso de fungos
(Leucoagaricus spp.), subdividido em pelo menos seis subclados. Sdo também cultivados por
A. laevigata, mas predominantemente por Trachymyrmex sp. e Sericomyrmex sp. (MUELLER
etal., 2018).

Além do fungo mutualista, o jardim de fungo das formigas atineas também abriga uma
rica microbiota, composta por fungos filamentosos, leveduras e bactérias (PAGNOCCA;
MASIULIONIS; RODRIGUES, 2012). Dentre os fungos filamentosos ai presentes, destaca-se
0 género Escovopsis (Ascomycota: Hypocreales), considerado parasita do fungo cultivado pelas
formigas (CURRIE et al., 1999a). Até o momento, esse fungo ndo foi encontrado fora do
ambiente das atineas, o que apoia a ideia que esse parasita seja especifico da associacdo das
formigas atineas-fungo mutualista (CURRIE, 2001; CURRIE et al., 2003).

Diversas interacdes quimicas entre micro-organismos ocorrem no jardim das atineas.
Um exemplo é a producdo de antibidticos pelas bactérias do género Pseudonocardia
(localizadas na cuticula das formigas e também no jardim), capaz de afetar negativamente o
crescimento do parasita Escovopsis sp. (CURRIE et al., 1999b; SEN et al., 2009). Em
contrapartida, quando confrontado com essas bactérias, o parasita produz compostos
secundarios de defesa denominados de shearinina (BOYA et al., 2017; HEINE et al., 2018). A
shearinina D também ¢é capaz de prejudicar as defesas comportamentais das operarias, sendo
letal, se acumulada nos tecidos das formigas (HEINE et al., 2018). Além das shearininas,
também foram identificados os compostos cicloartroposona e emodina, também produzidos
pelo parasita frente a L. gongylophorus (DHODARY et al., 2018). Tais moléculas estdo
associadas as atividades inseticidas, tremorgénicas (STAUB et al., 1993) e sdo também
antifungicas frente ao fungo mutualista (DHODARY et al., 2018).

Embora medeiem as interacdes no jardim das atineas, 0s compostos quimicos também

estédo envolvidos no processo de degradacdo de substratos para a obtencéo de nutrientes pelo



12

fungo mutualista. De Fine Licht e colaboradores (2010) identificaram nos fungos das atineas
basais um perfil enziméatico semelhante ao de fungos saprobios e que sdo capazes de
degradarem celulose, hemicelulose, pectina e amido. O sequenciamento do genoma de L.
gongylophorus revelou que esse fungo pode codificar cerca de 145 enzimas lignoceluloliticas,
sendo muitas pectinases, xilanases e amilases (AYWARD et al., 2013).

Entre outros metabolitos produzidos pelos fungos mutualistas, estdo também aqueles
relacionados a propria defesa, como antimicrobianos (AYLWARD et al., 2012). Dois
compostos, 7-cloro-4,6-dimetoxi-1(3H)-isobenzofuranona e basidalina, foram elucidados de
Leucoagaricus carneifolia (um parente relacionado a L. gongylophorous). Ambos
demonstraram bioatividade frente a varias espécies bacterianas e fungicas in vitro (HUFF et al.,
1994). Em épocas diferentes, Hervey e Nair (1979) e Angeli-Papa (1984) relataram ter
descoberto moléculas com a¢édo antibacteriana produzidas por fungos cultivados pelas atineas
basais e derivadas. Angeli-Papa (1984) ndo chegou a identificacdo das moléculas encontradas.
Todavia, 0 antibidtico encontrado por Hervey e Nair (1979) foi denominado de Lepioclorina.

Apesar dos compostos citados, sdo poucos os estudos que avaliaram o potencial
antifangico dos fungos mutualistas (WANG; MUELLER; CLARDY, 1998) e o perfil
metabdlico. Em um estudo recente com a interacdo Escovopsis-fungo mutualista, Folgarait e
colaboradores (2011) observaram uma maior esporulagéo e crescimento do parasita na presenca
do hospedeiro. Esse fendmeno foi observado em experimentos in vitro, ou seja, em placas de
Petri contendo meio de cultivo. Segundo os autores, esses resultados indicam que Escovopsis
sp. é capaz de detectar compostos sollveis produzidos pelo fungo mutualista, os quais
modificam o crescimento do parasita. Todavia, ndo se sabe quais sdo 0s compostos envolvidos
nessa interacdo. Nesse contexto, o presente trabalho realizou o estudo dos metabolitos
produzidos pelos fungos mutualistas das atineas derivadas. Buscamos responder as seguintes
perguntas: a) os metabdlitos produzidos pelos fungos mutualistas medeiam a interacdo com
Escovopsis sp.?; b) o dia de crescimento e a concentracdo dos metabélitos dos mutualistas
interferem na resposta de Escovopsis sp.?; ¢) compostos soluveis e volateis estdo envolvidos na
interacdo?

Nossos resultados demonstraram que a intera¢do parasita-fungo mutualista € complexa
do ponto de vista quimico, pois foi encontrada uma diversidade de metabdlitos nos extratos
brutos e subfracbes dos filtrados. A obtencdo de dois metabdlitos das subfracdes, os quais sao
bioativos frente ao parasita, confirmou o envolvimento dessas substancias na resposta

maximizada de crescimento de Escovopsis sp.
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6 CONSIDERACOES

Demonstramos que a interacdo Escovopsis-fungo mutualista € mediada por compostos
quimicos solGveis e volateis. Além disso, identificamos uma substdncia da classe das
dicetopiperazinas e 5-hidroximetilfurfural, obtidas de Leucoagaricus sp. AR04, envolvidas na
promocao do crescimento de Escovopsis sp. LESF 315. Nossos resultados sugerem que outras
substancias presentes nos filtrados dos trés fungos mutualistas avaliados também podem estar
envolvidas no fendmeno de maximizagdo do crescimento do parasita. Tal diversidade quimica
com efeito em Escovopsis sp. pode ser resultante da antiga historia evolutiva entre o fungo
mutualista e o parasita. Nosso estudo descobriu apenas algumas, das vérias substancias
envolvidas nessa complexa interacdo entre fungos. Os resultados aqui apresentados sao inéditos
quanto a biologia dos fungos mutualistas citados e a interagdo destes com o parasita Escovopsis

sp.
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