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RESUMO

COUCEIRO, Joel da Cruz, M.Sc., Universidade Fedralicosa, marco de 201&c¢&0
de fungos entomopatogénicos na mortalidade e no teisila imune de formigas-
cortadeiras. Orientadora: Terezinha Maria Castro Della Lucia-dfientadores: Danival
José de Souza e Maria Augusta Lima Siqueira.

De forma a proteger a colonia de micro-organism@slebitam o solo e sdo capazes de
infectar operarias e seu jardim de fungo, as faastigprtadeiras desenvolveram diversos
mecanismos de defesa, como por exemplo, o sisteoreeicapaz de encapsular pequenas
particulas infecciosas, a producédo de antimicrolsignedas glandulas metapleurais, e a
simbiose com actinomicetos, bactérias filamentpsesentes na cuticula e que também
produzem antimicrobianos. A partir disso, o objetdeste trabalho foi infectar trés
grupos de operarias décromyrmex subterraneus subterraneus e Acromyrmex
subterraneus molestans (operarias externas ao jardim de fungo, operé@ogardim sem
camada visivel de actinomicetos e operarias do nardom camada visivel de
actinomicetos) com duas espécies de fungos entdog@racos Aspergillus ochraceus

e Metarhizium anisopliae, e verificar se a presenca das bactérias filamasitos
influenciaria na capacidade de sobrevivéncia espasta imune das formigas. Nos testes
de mortalidade, as operarias foram infectadas adaslindividualmente em placas de
Petri, sendo avaliadas durante 10 dias. As suspsmEiesporos aumentaram as taxas de
mortalidade em ambas as subespécies. Porém, emmanielas foi encontrada relacao
entre a presenca dos actinomicetos e a maior ckuBctde sobrevivéncia dos grupos de
operarias. Quando os efeitos das suspensdes dm&d$pram comparados em cada
grupo de operérias, ocorreram efeitos semelhawo®siois grupos dAc. subterraneus
subterraneus que ndo possuiam camada visivel de actinomicetogic. subterraneus
molestans, as suspensdes causaram efeitos semelhantes apsgerarias internas sem
camada visivel das bactérias filamentosas. A réspiosune foi medida através do
processo de encapsulacdo. Enquént@anisopliae causou efeito imunossupressaAr,
ochraceus ndo produziu o mesmo resultado. Ambas as suspemséstraram que as

operarias externas ao jardim de fungo possuenmssiaune mais eficiente.
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ABSTRACT

COUCEIRO, Joel da Cruz, M.Sc., Universidade FeddmlVigosa, March, 2015.
Activity of entomopathogenic fungi on mortality andin the immune system of leaf-
cutting ants. Adviser: Terezinha Maria Castro Della Lucia. Co4advs: Danival José de
Souza and Maria Augusta Lima Siqueira.

To protect the colony from microorganisms whichahi the soil and are capable of
infecting workers and their fungus garden, leatingtants developed many defense
mechanisms, e.g., the immune system capable opsuleding small infectious particles,
the production of antimicrobial substances by nmletapl glands, and the symbiosis with
actinomycete, filamentous bacteria that live in thgicle and are also capable of
producing antimicrobial substances. The objectihis study was to infect three groups
of Acromyrmex subterraneus subterraneus and Acromyrmex subterraneus molestans
workers (those outside the fungus garden, thoseerke fungus garden without visible
actinomycete covering the body, and those inside ftingus garden with visible
actinomycete covering the body) with two species esftomopathogenic fungi,
Aspergillus ochraceus and Metarhizium anisopliae, and to verify if the filamentous
bacteria presence would influence the survival cépand the immune response of the
ants. During mortality tests, workers were infectew! individually isolated in Petri
dishes and evaluated during 10 days. We found gpate suspensions increased the
mortality rates of both subspecies. However, in nohthem there was a relationship
between actinomycete presence and the increaseditgapf survival of the groups of
workers. When the effects of the spore suspenswens compared in each of the groups
of workers, similar effects occurred in the two e ofAc. subterraneus subterraneus
which didn’t have visible actinomycete covering bualy; inAc. subterraneus molestans,

the suspensions caused similar effects only imibrkers inside fungus garden without
visible actinomycete covering the body. The immuesponse was measured through
encapsulation. Whil&l. anisopliae caused immunosuppressive effektpchraceus did
not produce the same result. Both suspensionsaitedicthat workers outside fungus

garden have a more effective immune system.



1 - INTRODUCAO GERAL

1.1- Formigas-cortadeiras

As formigas-cortadeiras sdo insetos pertencenteda Attini (Hymenoptera:
Formicidae), composta por formigas cultivadorasutgo e de distribuicdo Neotropical
(WEBER, 1966). Esta tribo inclui 16 géneros e 29@éeies (DELLA LUCIA, 2011).
Recentemente, Sosa-Calvo et al. (2013) descrevaranovo género e uma nova espécie
pertencentes a tribo. Respectivamente conhecidus saldvas e quenquéns, 0s géneros
Atta e Acromyrmex cortam materiais vegetais frescos e 0s transpgrtamseus ninhos,
onde servem de substrato para o crescimento doo femgbionte Leucoagaricus
gongylophorus (Basidiomycota: Agaricales: Agaricaceae), do qual aimentam
(WEBER, 1966).

As cortadeiras sdo consideradas pragas em eeosassiagricolas e pastagens
(DELLA LUCIA, 2003), uma vez que, por cortarem dis@s tipos de materiais vegetais,
podem destruir plantacdes e algumas culturas. @ohddcorte, associado a organizagcao
eussocial (colbnias apresentam sobreposicao dedgsiacuidado parental e divisao de
castas), torna dificil o controle desses insetdsl{tA LUCIA; GANDRA; GUEDES,
2014).

O génerdAcromyrmex € encontrado em grande parte da América, distrilmise
desde o sul dos Estados Unidos até o sul da Argemido ocorrendo em territorio
chileno, devido a Cordilheira dos Andes (DELABIEakt 2011); no Brasil, ocorrem
cerca de 20 espécies (MAYHE-NUNES, 1991). Formilgsmse género sdo caracterizadas
morfologicamente pela presenca de 4 pares de espnthdorso, em contraste com as do
géneroAtta, que possuem 3 pares e cujas operarias sao detaragmho corporal.

Apesar de o polimorfismo ndo ser tdo evidentéeromyrmex como o é emtta,
existem trés tipos basicos de operarias: as minigques cultivam o jardim de fungo e
cuidam dos ovos e das larvas; as médias, que exeast mesmas funcdes das minimas,
mas também forrageiam; e as maximas, que forrageidefendem a colénia (WEBER,
1966).

1.2- Fungos parasitas associados as cortadeiras

Devido ao fato de os ninhos serem construidos leoeseste ser um ambiente no

qual se encontram muitos patdgenos, tanto as fasrgganto o jardim de fungo estao



sujeitos a contaminacdes e infec¢des (BOT et @02R Fungos do génekescovopsis
(Ascomycota: Hypocreales anamorfico) estédo entigriosipais patdgenos encontrados
nas coldnias. Parasita especializado do jardinudgdf, este micopatdgeno apresenta a
maior ocorréncia entre os fungos ndo mutualistmos podem ser encontrados nas
coldnias e possui alta viruléncia, capaz de cresawminar colonias rapidamente (na
auséncia de formigas, o tempo para isso pode cheggrenas 2 dias) (CURRIE;
MUELLER; MALLOCH, 1999). Elevados graus de infecgamem levar a grande perda
de biomassa do jardim de fungo e reducdo do nudelarvas, pupas e novas operarias
(CURRIE, 2001).

Outras espécies de fungos parasitas também podeemc@ntradas nos ninhos
das cortadeiras. Rodrigues et al. (2005) identdica26 espécies isoladas de diferentes
colénias em laboratério e em campo, entre dfaisarium oxysporum e Aspergillus
flavus, obtidas de operarias mortas descartadas nos diasscolonias. Algumas das
espécies isoladas sdo bastante comuns no solane émcontradas pela primeira vez em
ninhos dessas formigas. Apesar de apresentaremgrad de patogenicidade, fungos
como F. oxysporum e Cunninghamella spp. provavelmente sdo danosos ao jardim de
fungo ndo por parasitarem diretamehtegongylophorus, mas sim por competirem
nutricionalmente com este (RODRIGUES et al., 2088ghes et al. (2004) encontraram
58 isolados deMetarhizium anisopliae var. anisopliae em solo perto de col6nias de
cortadeiras, sendo que alguns destes foram obtidolixo ou de operarias doentes

encontradas neste local.

1.3- Estratégias de defesa

De forma a proteger o jardim de fungo e a si paspras cortadeiras possuem
algumas estratégias de defesa. Quando um patogéaoeen contato com o inseto, a
primeira barreira encontrada € o exoesqueleto; asm ae ingestdo do parasita, a
membrana peritréfica servira como obstaculo (KLOVIDE2007). Quando essas
barreiras sdo ultrapassadas, as defesas imuna@&@ficaativadas. Dois tipos basicos de
respostas podem entdo acontecer: as humoraistiEses. As primeiras dizem respeito
aguelas mediadas por moléculas, enquanto as ultlimes respeito as mediadas por

células da hemolinfa (STRAND, 2008). As principaspostas celulares que ocorrem



sdo a fagocitose e a encapsulacdo, enquanto r@sguosiorais incluem a acédo de
peptideos e proteinas antimicrobianos (GILLESPIENKST; TRENCZEK, 1997).

Uma estratégia comportamental muito utilizada petatadeiras é grooming,
ou lambedura, no qual as operarias utilizam asspegeais para remocao de particulas
infecciosas. Este comportamento € bastante imgertenprotecdo do jardim de fungo
contra eventuais parasitas ou competidores (NORREZKSON; HOWSE, 1997) e na
protecdo das formigas contra patégenos (HUGHESEERERG; BOOMSMA, 2002).

A cavidade infrabucal, localizada abaixo da glassan comunicacdo com a cavidade
bucal (QUINLAN; CHERRETT, 1978), possui importap@pel no comportamento de
grooming, uma vez que nela sdo armazenados os esporos padasos de fungo
removidos, para posterior deposi¢céo no lixo (CURREUART, 2001). Neste ultimo
trabalho, os autores observaram aumento nas taxasgls-grooming e deweeding
(remocéo de fragmentos infectados e/ou velhosrdomale fungo) em colbénias nas quais
foram aplicadas suspensfes de esporo&sdevopsis sp. eTrichoderma viride. A
importancia das pecas bucaisgnooming torna-se clara ao se constatar que, quando elas
sao coladas e impedidas de agirem, as operariasams@guem realizar a lambedura
(TRAGUST et al., 2013).

A presenca de glandulas metapleurais € uma casdittierexclusiva da familia
Formicidae. Localizadas na porcdo poéstero-lateralntisossoma, essas glandulas
apresentam-se aos pares e sao responsaveis pozips®trecdes antimicrobianas que
fluem para a superficie corporal e sdo utilizadaa peoteger as formigas e o jardim de
fungo contra parasitas (BOT et al., 2002). Estésab autores observaram que operarias
de menor tamanho que trabalham dentro do jardimfudgo possuem glandulas
metapleurais de maior tamanho em relacéo ao cquamdo comparadas com operarias
maiores que trabalham fora do jardim de fungo, esithndo a importancia dessas
estruturas na defesa da colonia. Trabalho de Roetsd. (2002) mostrou que deve haver
umtrade-off entre a producédo de antimicrobianos por essadkse o gasto de energia
metabolica, porque, ao bloquearem a abertura daslglas, a taxa respiratoria das
operarias reduziu significativamente, indicando ljoeve reducdo no gasto metabadlico.
Esse mesmo trabalho hipotetizou que a liberacasetascdes € controlada, e tal hipotese
foi confirmada posteriormente por Fernandez-Matrad.€2006), os quais demonstraram
que a taxa de secrecdo aumenta logo apds as apegatrarem em contato com um

patdgeno, mas 0 mesmo ndo acontece quando o cém@mtoum material ndo infeccioso.



O fato de as operarias serem muito proximas gemeénte e de estarem em
constante contato entre si faz com que o riscoatesmissdo de doencas seja bastante
alto nos ninhos. Apesar disso, viver em grupossamta vantagens, pois individuos
conspecificos podem cuidar uns dos outros e estimmoimportamentos de defesa em
seus companheiros; € a chamada imunidade sociBILDIFAAR; GROSS, 2008).
Operarias submetidas a uma suspenséao de espdvhsadiesopliae apresentaram maior
taxa de sobrevivéncia quando na presenca de comipaslde ninho, seja por aumento
na taxa degrooming ou por maior liberacdo de secrecdes das glanduddapleurais
(HUGHES; EILENBERG; BOOMSMA, 2002). Konrad et &0@2) demonstraram que
operarias expostas a patdégenos sao capazes de gamchamaram de imunizagéo ativa
da colbnia: apdés o contato daquelas com operéaidiass as companheiras saudaveis
apresentaram maior capacidade de inibicAo de paiége, quando infectadas, as
infeccbes mostravam-se pouco efetivas. Eamponotus pennsylvanicus, a trofalaxia
mostrou ser um importante componente da imunidadels ajudando a elevar a
resisténcia das colbnias a doencas (HAMILTON; LENEUROSENGAUS, 2011).

Cuidado com o lixo também pode ser considerado caarpento relacionado a
defesa. Composto por fragmentos secos de folhagpfaimbionte exaurido e larvas,
pupas e operarias mortas (LACERDA; DELLA LUCIA; B®UZA, 2011) , a deposic¢ao
destes materiais em &reas afastadas do jardim dm f@animportante para evitar
contaminacgdes e manter a higiene da col6nia, umgueno lixo podem ser encontradas
varias espeécies de patogenos, cdmaxysporum, A. flavus, Trichoderma harzianum
(RODRIGUES et al., 2005)M. anisopliae (HUGHES et al., 2004) além do micoparasita
Escovopsis sp. (BOT et al., 2001). Foi demonstrado que, Aamomyrmex lobicornis
(BALLARI; FARJI-BRENER; TADEY, 2007) e emAtta cephalotes (HART;
RATNIEKS, 2001), as operarias que trabalham no éxecutam apenas essa funcéo e
nao penetram em outras regides da colonia, estsujddas a agressao por parte das
companheiras. Entretanto, posterior trabalho deddacet al. (2014), cowtta sexdens,
mostrou que o fato de uma operaria estar contamin@ol@ motivo suficiente para sua

exclusao do ninho ou para que haja agresséao pergesuas companheiras.

1.4- Actinomicetos
Além das formas mencionadas na secdo anteriol possibilidade de defesa

baseia-se na relacdo simbidtica com actinomicebastérias filamentosas do Filo
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Actinobacteria) produtoras de substancias antimianas (CURRIE et al., 1999). Estes
autores observaram os actinomicetos formando umadaesbranqui¢cada no tegumento
de operéarias e os identificaram como pertencerdegéaeroSreptomyces. Analises
filogenéticas posteriores reclassificaram-nos dentto género Pseudonocardia
(CAFARO; CURRIE, 2005).

Cavidades denominadas féveas sao encontradasegaméntos de varias
espécies de cortadeiras e suportam o crescimest@aamomicetos. Ductos ligam as
foveas a glandulas exdécrinas localizadas logo abdéxsuperficie da cuticula, as quais
sao provavelmente responsaveis por produzir se@eciiativas para o crescimento das
bactérias filamentosas (CURRIE et al., 2006). DEn¢2011), porém, ndo encontrou
nenhuma estrutura semelhante em trés espécidgrdeyrmex e hipotetizou que as
glandulas liberam suas secrec¢fes diretamente nm&go.

Currie et al. (1999) propuseram que 0s actinomicetée transmitidos
verticalmente, através da cuticula das futuradeasnAlém de considerar esta forma de
transmissao, estudo posterior de Kost et al. (2@dicpntrou mais de uma cepa de
actinomicetos em uma mesma colonia, obtendo refmgdteondizentes com a existéncia
de transmissao horizontal, com aquisi¢cdes das mcfdamentosas a partir do solo ou
de outras coldnias. Este ultimo trabalho aindasugegumentos contrarios a hipétese da
coevolucao entre os actinomicetos e o micopargstta/opsis, uma vez que as linhagens
de bactérias filamentosas utilizadas no estuddoram capazes de inikiscovopsis em
alguns casos e porque elas podem ser encontrad@sreigas nao pertencentes a tribo
Attini. Analises filogenéticas feitas por Muelldrat. (2008) revelaram que muitas cepas
encontradas no ambiente sdo semelhantes aqueteabdtho, propondo que existe no
tegumento das cortadeiras uma comunidade bactemanajual Pseudonocardia
predomina.

A partir do que foi dito, os objetivos gerais desébalho sdo: 1) verificar se as
linhagens de actinomicetos presentes A&trnomyrmex subterraneus subterraneus e
Acromyrmex subterraneus molestans auxiliam na protecédo dessas cortadeiras contra 0s
fungos entomopatogénicéspergillus ochraceus e Metarhizium anisopliae; 2) avaliar a
resposta imune de operarias Ae subterraneus subterraneus e Ac. subterraneus
molestans através da taxa de encapsulacdo, apos aplicagaspensdes de esporos dos
fungosA. ochraceus e M. anisopliae.



Os objetivos especificos sao:

1) verificar a mortalidade e avaliar a taxa de paafacao resultantes da aplicacéo
tépica deA. ochraceus e M. anisopliae em operarias externas ao jardim de fungo que nao
apresentam camada visivel de bactérias recobrirmopm, em operéarias do jardim de
fungo que ndo apresentam camada visivel de bactédabrindo o corpo e em operarias
do jardim de fungo que apresentam camada visivead#rias recobrindo o corpo;

2) comparar as mortalidades e as taxas de encg@sudas trés grupos, de modo
a avaliar qual deles é o mais afetado pelas apksaglas suspensdes de esporos e

relacionar isto com a presenca de actinomicetasreaceficiéncia do sistema imune.
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CAPITULO |

Mortalidade resultante da aplicacado topica de sugmsdes de fungos

entomopatogénicos em formigas-cortadeiras

RESUMO

Métodos alternativos de controle de formigas-caitasd vém sendo estudados, uma vez
gue muitos produtos utilizados atualmente sédo ¢&x@m ambiente. O controle bioldgico
através de fungos entomopatogénicos é uma dessastlas. Porém, a simbiose das
cortadeiras do géneAxromyrmex com os actinomicetos pode dificultar a utilizadas
micoparasitas. O objetivo deste capitulo foi veafise as linhagens de actinomicetos em
Ac. subterraneus subterraneus e Ac. subterraneus molestans protegeriam as operarias
contra os fungoAspergillus ochraceus e Metar hizium anisopliae. Suspensdes de esporos
das duas espécies de micoparasitas foram prepagag@gcadas topicamente em trés
grupos de operarias (externas ao jardim de fun@graoias do jardim sem camada visivel
de actinomicetos e operarias do jardim com camasi@el de actinomicetos). As
formigas foram isoladas em placas de Petri e f@aasmliadas durante 10 dias. Verificou-
se que as suspensdes foram capazes de causardadetalas formigas. Quando foram
comparadas as mortalidades em cada grupo de @ @siresultados variaram de acordo
com a espécie de fungo e com a subespécie de @oatalambém houve variacdo nos
resultados quando os efeitos das suspensfes deosedpram comparados entre si.
Concluiu-se que os actinomicetos protegeram asiopsrcontraM. anisopliae, mas nao

contraA. ochraceus.
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Mortality resulting from topical application of spore suspensions of

entomopathogenic fungi in leaf-cutting ants

ABSTRACT

Alternative methods to control leaf-cutting antsédeen studied, since many products
currently being used are toxic to the environmeBiological control using
entomopathogenic fungi is one of these alternatiMesvever, the symbiosis of the ants
of the genucromyrmex with actinomycetes may difficult the use of a séra fungi.
The objective of this chapter was to verify if tegains of actinomycetes d@ic.
subterraneus subterraneus andAc. subterraneus molestans would protect workers against
the fungiAspergillus ochraceus andMetarhizium anisopliae. Spore suspensions of both
fungi species were prepared and applied topicallihtee groups of workers (to those
outside the fungus garden, to workers inside thegds garden without visible
actinomycetes covering their bodies, and to workesisle the fungus garden with visible
actinomycetes covering their bodies). The ants vleea isolated in Petri dishes and
evaluated during 10 days. It was found that theeunsions were capable of causing
mortality to the ants. When the mortalities in egobup of workers were compared, the
results varied according to the species of fungubswaith the subspecies of ants. There
was also variation on the results when the effettgpore suspensions were compared

with each other. It was concluded that the actinoetgs protected the workers against
M. anisopliae, but not againsA. ochraceus.

11



1 - INTRODUGAO

As cortadeirasAcromyrmex subterraneus subterraneus e Ac. subterraneus
molestans sdo bastante comuns na regido de Vicosa (MG)faaén relatados muitos
atagues dessas formigas a espécies florestais (ERBHMAGISTRALI & ANJOS,
2013). O prejuizo econbmico causado por essas giies e pelas outras espécies de
cortadeiras, devido a destruicdo de culturas comcalipto e cana-de-acucar (DELLA
LUCIA, 2011), levou ao desenvolvimento de diversagatégias para controle destes
insetos. A principal delas é a utilizacdo de isgrasuladas toxicas. Seu principio ativo
era o dodecacloro, porém, como a utilizacdo dexdtws foi proibida no Brasil em 1993,
a sulfluramida passou a ser o ingrediente maizadid (OLIVEIRA et al., 2011). Estes
autores também citam o uso de pds secos e ternl@aelowes como técnicas de controle
quimico.

O emprego de produtos sintéticos aumentou corsidienente a partir da década
de 1950. Apesar da rapida eficiéncia no contrdés sdo bastante toxicos e agressivos
ao ambiente, por isso métodos alternativos de @em¥ém sendo buscados, como, por
exemplo, o uso de extratos de plantas inseticBld&ENO; BUENO, 2011).

Outra alternativa que vem sendo pesquisada € #&aglb de fungos
entomopatogénicos. Esses parasitas infectam sepsdwiros penetrando-os através da
cuticula e os levam a morte apés reproduzirem-deemacele, onde se aproveitam de
nutrientes ou produzem toxinas (HAJEK; ST. LEGE®94). Aqueles pertencentes ao
género Aspergillus sdo frequentemente encontrados em ninhos de eodsd
(DANGELO, 2011; HUGHES et al., 2004; POULSEN; HUGH{EBOOMSMA, 2006:;
RODRIGUES et al., 2005, 2008) e podem causar dsetagso em plantas quanto em
animais, geralmente infectando-os quando estaditddbs (ST. LEGER; SCREEN;
SHAMS-PIRZADEH, 2000). Estes autores demonstrarag) gomA. flavus, a infeccao
comeca de forma lenta, de modo que o sistema imlomeseto consegue, por meio de
fagocitose, conter grande quantidade de esporo8nRPmuitos esporos fagocitados séao
capazes de germinar e destruir os hemacitos, fatmbifias em até 24h apos a infeccao
e matando o hospedeiro. Os parasitas pertencentgEnardVietarhizium, por sua vez,
sdo entomopatdgenos generalistas, comumente eadostno solo préximo a colénias
de cortadeiras ou em seus depdsitos de lixo (HUG&tER, 2004). Sua ocorréncia nos
jardins de fungos dos ninhos € mais dificil, devaliss mecanismos de defesa das
formigas, mas, em colonias debilitadas, a presepgde ser mais frequente

(RODRIGUES et al., 2005). A infeccdo tie anisopliae é facilitada por meio de um
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grupo de proteinas conhecidas como destruxinagzeapde interferir em respostas
imunologicas celulares (HUXHAM; LACKIE; MCCORKINDAE, 1989; VEY;
MATHA; DUMAS, 2002).

Couceiro et al. (2013) aplicaram suspensdo de espde A. ochraceus
(concentracéo: POconidios/mL) em operarias de. subterraneus subterraneus e nao
encontraram diferengas entre testemunhas e tratasn&e forma a dar continuidade a
pesquisa dos referidos autores, o presente tralia@illrealizado de forma semelhante
aquele, mas utilizando suspensdes de esporos capr mmncentracdo (5 x $£0
conidios/mL). Com isso, espera-se obter resultatiis promissores, que possibilitem
continuar as pesquisas de controle biolégico comdsientomopatogénicos.

As diversas formas de defesa das cortadeirasipatiicultam a utilizagdo de
fungos como agentes biologicos de controle. Emifpasndo génerécromyrmex, essa
dificuldade aumenta devido a presenca dos actireioscsobre o corpo das operarias.
Trabalho de Oh et al. (2009) identificou que o ppaktcomposto inibidor liberado pelas
bactérias filamentosas € a dentigerumicina. Estst&ntia, juntamente com outras, sdo
importantes no combate ao micopara&isaovopsis, e iSso tornou-se evidente em um
trabalho que demonstrou que, em colbénias infectal@abundancia de actinomicetos
aumenta, e aquelas com operarias com as bactérdsnp menos biomassa de fungo
(CURRIE; BOT; BOOMSMA, 2003). Além disso, estes aas relataram grande
quantidade de operarias jardineiras recobertas @®mmicro-organismos simbiontes,
enquanto as forrageadoras possuiam pouca ou nerdoloedura. Apesar destes fatos,
foi demonstrado queseudonocardia também inibe outras espécies de fungos e que nem
toda linhagem das bactérias é capaz de iBdmovopsis (SEN et al., 2009).

O objetivo deste capitulo é: verificar se as Igeres de actinomicetos presentes
em Acromyrmex subterraneus subterraneus e Acromyrmex subterraneus molestans
auxiliam na protecéo dessas formigas-cortadeirasaos fungos entomopatogénicos
Aspergillus ochraceus e Metarhizium anisopliae, comparando trés grupos de operarias
(EXT: operarias externas ao jardim de fungo; ISgerarias internas ao jardim de fungo
e sem camada visivel de actinomicetos; ICA: opasanternas ao jardim de fungo, com
camada visivel de actinomicetos), apds aplicac&usizensdes de esporos destes fungos.
A hipétese nula (HO) considera que, ap0s as af@i@sagas suspensdes: i) a testemunha e
cada tratamento apresentardo mortalidades igu@ssdsamente; ii) os trés grupos de
operarias terdo mortalidades semelhantes; iiijiggensdes de esporos de fungos levaréo

a taxas de mortalidade similares. A hipotese atera (H1) considera que, apos as
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aplicacdes das suspensoes: i) testemunha e tratasegao estatisticamente diferentes;
i) 0 grupo EXT apresentard as maiores mortalidamlgsupo ICA apresentara as menores
e 0 grupo ISA deverd ser intermediario entre ososutois grupos; iii) o fungo
Metar hizium anisopliae resultara em maiores taxas de mortalidade, compara fungo
Aspergillus ochraceus; essa hipotese baseia-se nos resultados de H&gBesmsma
(2003) e Yek et al. (2012), cujos resultados maatnague fungos do génevtetarhizium

sdo mais eficientes em causar mortalidade em opgréomparados aqueles do género

Aspergillus.
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2 - METODOLOGIA

2.1 - Preparacao das suspensdes de esporos

O fungo Aspergillus ochraceus foi obtido a partir de operarias coletadas em
trilhas de forrageamento nmampus da Universidade Federal de Vigcosa (UFV). As
formigas foram individualizadas em placas de Petevaliadas diariamente até que
morressem; apds a morte, elas passaram por umspooce lavagem seriada para
desinfeccdo, com alcool 70%, hipoclorito de sodio%gua destilada, secas em papel
filtro esterilizado, colocadas em tubos Eppendatbeavados com algoddo umido em
agua destilada e mantidas em camara bioclimate@8at 1°C. Quando ocorreu extrusao
do fungoA. ochraceus, este foi repicado em meio de cultura BDA até temtfio de
colénias puras. O fungMetarhizium anisopliae foi isolado a partir de solo de café
cultivado em sistema agroflorestal no municipicAdaponga (MG), sendo cedido pelo
Laboratoério de Interacdes Inseto-Microrganismoshasras culturas foram conservadas
em camara bioclimatizada a 25°C. Suspensfes cant#hdiL de agua destilada e 25
uL de Tween 80 (espalhante) foram preparadas, b @easta foram aplicados em uma
placa de Petri contendo o entomopatdégeno com ahaiadde esporos, utilizando-se uma
pipeta de 1000 pL. A superficie do material fopata com uma alca de Drigalski. O
material foi entdo filtrado com gaze e a suspemddiola foi colocada em um béquer.
Acrescentou-se a mistura uma gota de Tween 80epéea agregacao dos esporos e 50
mL de agua destilada para diluicdo. Todo o processoreu em uma camara de fluxo
laminar. Uma aliquota do material foi colocada emawamara de Neubauer para a
contagem dos conidios, de modo a obter a concéotrde 5 x 19conidios/mL.
Adicionou-se, progressivamente, 25 mL de agua lddati até que fosse atingida a
concentracdo desejada, caso nao fosse obtidamaigricontagem. A concentragao foi

escolhida com base nos resultados de Ribeiro @Ql2) e Couceiro et al. (2013).

2.2 - Colbnias e operarias de cortadeiras

Foram utilizadas sete colbnias Ae subterraneus subterraneus e sete deAc.
subterraneus molestans, acondicionadas no Insetario da Universidade laéderVicosa,
em salas com temperatura 22 + 1°C e umidade 70% TMariamente, elas foram
alimentadas com folhas dealypha wilkesiana Mull.Arg.

As operarias coletadas foram divididas em trés agupperarias externas ao
jardim de fungo que néo apresentam camada visi\ettdemicetos recobrindo o corpo

(EXT); operérias internas ao jardim de fungo que apresentam camada visivel de

15



actinomicetos recobrindo o corpo (ISA); e operaidernas ao jardim de fungo que

apresentam camada visivel de actinomicetos recabdrmbrpo (ICA) (figura 1).

Figura 1 - Operéarias deAcromyrmex subterraneus subterraneus. A direita,
individuo com o corpo sem revestimento de actinomatos (EXT e ISA); a
esquerda, individuo com o revestimento de actinonetos (ICA).

2.3 - Procedimento experimental

O procedimento utilizado foi baseado nos trabali®®Ribeiro et al. (2012) e
Couceiro et al. (2013). Foram coletadas 24 formmgascolonia e por grupo em cada
subespécie: 12 receberam a solucao testemunhadsala 0,05% de Tween 80 em agua
destilada) e 12 receberam a suspensdo com conkhoscamara de fluxo laminar,
utilizando microsseringas, aplicou-se 1 pL das susjEs no torax das operariapos a
aplicacao, os insetos foram individualizados emgdale Petri com duas perfuracdes na
parte superior, onde foram colocados dois tubostiptis com algoddo, um com agua
destilada e outro com &gua destilada e mel, pareriacdo das operarias. A fim de
evitar dessecacao das formigas, as placas foraadasekcomparafilm. Avaliou-se a
mortalidade das operarias diariamente por dez Am®perarias mortas passaram por
lavagem seriada para desinfeccao e foram coloeadasibos Eppendorf autoclavados
com algoddo umido em &gua destilada. Por dez d$ajbos foram armazenados em

camara bioclimatizada a fim de verificar a extrudaofungo, confirmando entdo se a
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morte foi causada pelo entomopatogeno. Cada cdiditi@tada como uma repeticdo. A
fim de se verificar se havia diferencas entre agasude sobrevivéncia dos grupos que

receberam o tratamento, foram feitas analises aes.pa

2.4 - Andlise estatistica

As curvas de sobrevivéncia foram obtidas comparamdltiplas amostras pelo
teste de Kaplan-Meier. Comparacdes entre os paregupos foram feitas através do
teste ndo paramétrico Log-Rank. O nivel de sigiifata para ambos os casos foi 5%, e

0 programa utilizado foi o StatSoft Statistica XQetprise.
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3 - RESULTADOS

3.1 - Testes de mortalidade corAspergillus ochraceus

3.1.1 - Aplicacdo emAcromyrmex subterraneus subterraneus

N&ao houve diferenca entre as mortalidades das ieslopor isso todas as
operarias foram agrupadas como pertencentes a niceaolénia (n = 5047 < 0,001).
A aplicacdo da suspensdo de esporos resultou @aremifh entre a testemunha e o
tratamento2 = 95,762; G.L. = 5P < 0,001), indicando quA. ochraceus é capaz de
causar mortalidade em operarias dos trés grupds.dibterraneus subterraneus. As
comparacdes aos pares mostraram diferenca apenasE(T e ISA P = 0,038), ao
passo que nao houve diferenca entre EXT e IEA 0,129) e ISA e ICAR = 0,632)
(figura 2A).

3.1.2 - Aplicagao emAcromyrmex subterraneus molestans

As mortalidades das colénias nado diferiram entressim as operarias foram
agrupadas da mesma forma feita para a outra sudegpé 504P < 0,001). Também
houve diferenca entre o tratamento e a testem{ydha51,283; G.L. = 52 < 0,001) em
operarias deéAc. subterraneus molestans, indicando que o fungo foi capaz de causar
mortalidade nas operarias. Os grupos que recebesatratamentos, comparados aos
pares, resultaram em diferencas nao significatigate EXT e ISAP = 0,376; entre
EXT e ICA: P =0,344; entre ISA e ICA? = 0,080) (figura 2B).
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3.2 - Testes de mortalidade coretarhizium anisopliae

3.2.1 - Aplicacado emAcromyrmex subterraneus subterraneus

As operarias desta subespécie foram agrupadasaampanheiras de ninho, pois
nao houve diferenca de sobrevivéncia entre as @d@ni= 504P < 0,001). A aplicacao
do fungoM. anisopliae também resultou em menor sobrevivéncia dos trégogrde
operarias dé\c. subterraneus subterraneus em relacao aos grupos de testemunjfas (
79,636; G.L. = 5P < 0,001). As andlises feitas entre os pares deogrirptamento nao
apontaram diferenca entre EXT e ISAZ 0,228), ao contrario do ocorrido entre EXT e
ICA (P =0,008) e ISA e ICAR < 0,001), indicando que os actinomicetos protegers.
operarias do grupo ICA d&c. subterraneus molestans contra o fungd\. anisopliae
(figura 3A).

3.2.2 - Aplicagao emAcromyrmex subterraneus molestans

N&o houve diferenga de mortalidades entre as @dpnresultando no
agrupamento das operarias (n = 584 0,001). Houve diferenca entre testemunha e
tratamentdy? = 37,772; G.L. = 5P < 0,001). Assim com@. ochraceus, M. anisopliae
foi capaz de levar as operarias a mortalidade rfi@B). As comparac¢des entre duplas
de grupos tratamento mostraram diferenca entre €X3A P = 0,005) e entre ISA e
ICA (P < 0,001); entretanto, EXT e ICAP(= 0,477) nédo diferiram entre si. Nesta
subespécie, o tratamento ICA ndo diferiu de nenhdasatestemunha® & 0,092 em

relacdo a EXTP = 0,439 em relagéao a ISR;= 0,469 em relacéo a ICA).
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3.3 Comparac0es entre os efeitos das suspensdessmwros

3.3.1Acromyrmex subterraneus subterraneus

A aplicacdo das suspensodes de esporos nédo resuaitdiferencas significativas
guando foram comparados seus efeitos nos grupogEX,466; figura 4) e ISAR =
0,936; figura 5A), porém os grupos ICA diferiramtrensi @ = 0,001; figura 5B),
indicando que as espécies de fungos resultaramaalidades diferentes apenas entre

0S grupos de operarias com actinomicetos.

3.3.2 -Acromyrmex subterraneus molestans

N&o houve diferenca significativa entre os gru@A (P = 0,145; figura 7A),
enguanto os grupos EXP £ 0,027; figura 6) e ICAR < 0,001; figura 7B) demonstraram
ser estatisticamente diferentes. Isso indica qseg®ensdes de esporos causaram efeitos

semelhantes apenas nas operdrias internas sem casiadibde actinomicetos (ISA).
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Figura 4 - Proporgéo cumulativa de sobrevivénciaKaplan-Meier) entre os grupos
EXT de operéarias deAcromyrmex subterraneus subterraneus, apos aplicacédo das
suspensodes de esporos Aspergillus ochraceus e Metarhizium anisopliae, no
decorrer dos dias P = 0,466)
EXT Aspergillus = suspenséo dé. ochraceus aplicada no grupo EXT
EXT Metarhizium = suspenséo deM. anisopliae aplicada no grupo EXT
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ISA Aspergillus = suspenséo dé. ochraceus aplicada no grupo ISA
ISA Metarhizium = suspensao deéVl. anisopliae aplicada no grupo ISA
ICA Aspergillus = suspensao dé. ochraceus aplicada no grupo ICA
ICA Metarhizium = suspensao deM. anisopliae aplicada no grupo ICA
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4 - DISCUSSAO

Quando o fungoMetarhizium anisopliae foi aplicado em Acromyrmex
subterraneus subterraneus, ahipotese H1 foi confirmada, indicando que os aaticetos
tiveram papel importante na defesa desta subesgédaertadeiras contra a espécie do
fungo entomopatogénico. A aplicacdoMeanisopliae em Ac. subterraneus molestans
mostrou que os actinomicetos so6 foram relevantesdpuse comparam operarias internas
ao jardim de fungo. Ainda, o grupo ICA foi estatiamente igual as trés testemunhas,
indicando que os actinomicetos ajudaram a protegeperarias contra os patogenos. A
suspensao déspergillus ochraceus aplicada em ambas as subespécies resultou em
diferenca nao significativa em quase todas as campas aos pares; a excecao foi entre
EXT e ISA emAc. subterraneus subterraneus. Pode-se inferir, dessa forma, que a
presenca das bactérias filamentosas néo foi relevantiefesa contra ochraceus. Em
trabalho semelhante coAc. subterraneus subterraneus e suspensao d& ochraceus
(concentracéo: P&onidios/mL), Couceiro et al. (2013) encontraraf@rdinca entre EXT
e ICA; ao mesmo tempo, ndo houve diferenca entheel3CA, ambos compostos por
operérias do jardim de fungo, determinando quesenmca das bactérias flamentosas era
fator a ser considerado na defesa apenas quancmrg®rava operarias externas com
internas ao fungo simbionte.

Uitilizando A. ochraceus, houve diferenca entre testemunha e tratamentty ta
paraAc. subterraneus subterraneus quanto para#\c. subterraneus molestans, ou seja, 0s
patogenos foram capazes de causar mortalidade eadriag. Trabalhando com este
patdégeno, Couceiro et al. (2013) ndo encontraréenestica entre os dois grupos. Um dos
provaveis motivos € a diferenca entre as concdygragtilizadas nos estudos: a atual foi
cinco vezes maior. Ribeiro et al. (2012) aplicaranspensdo dé. ochraceus em
operarias détta bisphaerica em concentracées variando dé 40L0, e apenas aquelas
acima de 10diferiram da testemunha, mostrando-se capazesudaicmortalidade e de
poderem ser usadas como potenciais agentes deledritriégico. Hughes & Boomsma
(2003) fizeram procedimento semelhante darflavus em concentraces de*E010, e
a Unica que mostrou-se eficaz em causar mortalibaeésta ultima.

A aplicacdo deM. anisopliae também levou a diferencas entre testemunha e
tratamento, para ambas as subespécies de corfadta resultado confirmou a hipotese
H1, uma vez que esta espécie de fungo é consideaatinte virulenta e parasita grande
namero de formigas (HUGHES et al., 2004). Em tiadademelhante, utilizandgl.

brunneum (concentracdo: YCconidios/mL), Yek et al. (2012) igualmente encaram
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grande diferenca entre testemunha e tratamentof;mnando o potencial do parasita em
causar mortalidade. A aplicacao BEauveria bassiana, outra espécie bastante virulenta
e parasita de insetos, em operarias Ala bisphaerica, na concentracdo de ®0
conidios/mL, também resultou em diferenca estesisiom a testemunha em estudo de
Ribeiro et al. (2012). Castilho et al. (2010), iméhdo B. bassiana e M. anisopliae
(concentragdes: f0conidios/mL), encontraram isolados capazes de, a@bs a
aplicacdo, causar mortalidade superior a 50% ddigiduos. Vale ressaltar que, em
experimentos visando ao controle de formigas enpoaconcentracdes muito altas ndo
seriam ideais porque resultam em rapida mortalidadendividuos, até mesmo na trilha
durante o forrageamento, e acabam sendo descanpedks operarias, tornando-se
ineficazes (DELLA LUCIA, 2011)

As comparacgdes entre as suspensdes de esporoararasfjue apenas 0S grupos
ICA foram diferentes (em ambas subespécies), aloigscasos o funghl. anisopliae
causou menor taxa de mortalidade guechraceus, rejeitando a hipétese de gk
anisopliae € mais prejudicial as formigas do giueochraceus. Ao aplicar suspensdes de
A. niger e M. brunneum em Ac. octospinosus, Yek et al. (2012) demonstraram gue
brunneum foi mais efetivo em causar mortalidade nas opgsatiughes & Boomsma
(2003) aplicaram suspensdes de espords fliavus e M. anisopliae (concentracées: 10
10’ esporos/mL para o primeiro e>1@sporos/mL para o segundo) & echinatior, e
também encontraram diferencas entre as espéciespacamilo as concentracdes
equivalentes; houve diferentes taxas de mortalidad®erarias, coi. flavus causando
menor numero de formigas mortas, mostrando-se meficiente queM. anisopliae.
Ambos os trabalhos confirmam o fato de que o géNtarhizium € mais virulento.
Uma provavel explicacao para o presente traballbocoéfirmar totalmente a hipotese
H1 diz respeito a viruléncia dos parasitas, ou, sjaapacidade de causar doencas.
Proteinas e metabdlitos téxicos sdo importantesengsocesso (HAJEK; ST. LEGER,
1994); dessa forma, fatores como temperatura, weida o material genético da cepa
podem afetar essa habilidade de infeccdo. Castdhoal. (2010) reportaram
patogenicidades diferentes para os isoladol!.danisopliae e Beauveria bassiana em
seu trabalho. Sendo assim, é possivel que a linhatpMetarhizium utilizada aqui
estivesse menos virulenta e/ou adpergillus estivesse mais virulenta.

Algumas diferencas em relacdo as mortalidadesmp®g podem ser destacadas.
Em determinadas colbnias, as operarias externasdim de fungo morreram em menor

quantidade, enquanto aquelas com actinomicetosnaonrem maior nimero. I1sso pode
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ser devido a uma maior esclerotizacdo da cuti@geaoperarias externas: estas formigas
estdo mais sujeitas a acdo de patdgenos e suasasnastas proteinas, quando em
atividade muito alta, podem desencadear maior re$id@cado no organismo parasitado,
resultando em maior capacidade de defesa do haspe(f@RTIZ-URQUIZA,
KEYHANI, 2013). As glandulas metapleurais tambénugra estar envolvidas nessa
menor mortalidade: Lacerda et al. (2010), em ttabalom Atta sexdens rubropilosa,
encontraram menor volume desses 6rgdos em opedéarigsdim de fungo, enquanto
operarias lixeiras e operarias externas apresemti@madéncia a ter maiores volumes; o
mesmo pode valer pafgeromyr mex.

Ainda sobre as glandulas metapleurais, Bot e{(28102) concluiram que os
compostos liberados por esses 6rgdos podem ter caumentracdes modificadas,
dependendo do grau da infeccdo. Os resultados #eetval. (2012), por sua vez,
mostraram que as glandulas metapleurais de operénriectadas por fungos mais
virulentos produzem maior quantidade de secrecg@meanais eficientes em impedir os
esporos de germinarem. Com isso, pode-se destacande importancia desses 0rgaos
glandulares na defesa das operarias que ndo possuiEmmicetos. Essa importancia
parece ser maior ainda para as operarias extesnasian de fungo, quando comparadas
as internas sem as bactérias filamentosas, p@sjgie casos em que 0s grupos EXT e
ISA diferiram significativamente, as operarias dongiro grupo morreram em menor
quantidade.

Dangelo (2011) realizou testes de inibicdo em gplde Petri utilizanddA.
ochraceus (entre outras espécies de fungos) e cinco lintsagdeRseudonocardia, entre
elas, duas advindas das subespécies utilizadassenpe trabalho. Pa#a. subterraneus
subterraneus, a testemunha teve maior média de crescimenttesudestatisticamente
do tratamento, indicando que houve formacdo de HMalanibicdo, causado pelas
substancias antimicrobianas produzidas pelas haestéporém, trés colbnias desta
subespécie mostraram alta mortalidade do grupo $0derindo que ndo houve inibi¢éo
do parasita por parte dos actinomicetos. &gnsubterraneus molestans, a média de
crescimento nas placas néo diferiu, e duas colGmvasam alta mortalidade no grupo
ICA. Sabendo que as colbnias costumam apresewsiatércia diferencial (YEK et al.,
2012), que é comum isolados diferentes possuiretog@aicidades diferentes
(CASTILHO et al., 2010) e combinando os resultaoloisdos aqui com os de Dangelo

(2011), podemos inferir que a capacidade de defi@sactinomicetos contra esta espécie
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de entomopatdgeno deve variar, de acordo com iatéresas diferenciais das colbnias,
das patogenicidades dos isolados e com as cejpaseias filamentosas.

Sabe-se que as operéarias alteram seu comportameatmlo na presenca de
patogenos, de forma a se defender. Alguns trabalhh$GHES; EILENBERG;
BOOMSMA, 2002; YEK; BOOMSMA,; SCHIZTT, 2013) demorstam aumento nas
taxas deself-grooming e allogrooming apds suspensdes de esporos de entomopatdgenos
serem aplicadas em grupos de operarias; Fernanddn-8t al. (2006) e Yek et al. (2012)
relataram que, em presenca de patdégenos, as agelideram maior quantidade de
secrecdo das glandulas metapleurais. Dessa forog,casos em que 0S Qrupos
apresentaram baixa mortalidade, fatores como osiom&mns acima podem ter sido 0s
responsaveis por isso.

As cortadeiras exibem uma grande quantidade desaefcomportamentais e
imunologicas, de forma a evitar contaminacdes nanel Sendo assim, o combate
utilizando fungos parasitas torna-se dificil emdig@es de campo, por mais que sejam
obtidos resultados satisfatorios em laboratério SCTAHO et al., 2010). Dessa forma,
alguns trabalhos testaram fungos parasitas asseagadométodos tradicionais, a fim de
contornar estas defesas. Lopez & Orduz (2003) zazaln testes utilizando iscas
granuladas juntamente com entomopatdgenos e dtiveesultados promissores.
Galvanho et al. (2012), por sua vez, conduziraneex@ntos associand® bassiana
com o inseticida imidaclopride: este neonicotinpgat® agir no sistema nervoso, altera o
comportamento do inseto e leva a reducéo de atieglaomaelf-grooming, permitindo
gue a infeccao se espalhe mais facilmente pelaieolon

E importante que sejam testados outros isolado$utig®s patogénicos. Testes
em campo também devem ser realizados, antes dmskiic sobre a possibilidade de
uso dos fungos no combate a essas formigas. Amdaperimentacdo em campo
possibilitara estudos mais completos sobre o commp@nto dos diferentes grupos de
operarias e sobre os actinomicetos em seu hahitatah uma vez que as condigdes de

laboratorio comumente diferem das ambientais.
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5 - CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste capitulo, fE@Edeconcluir que os
actinomicetos protegeram as operarias das duasmdies de cortadeiras coniva
anisopliae, ao passo que nao foram relevantes na defesaacAntchraceus. As
diferencas de mortalidade encontradas entre ogru@ss de operarias podem ser devido
a fatores como viruléncia das cepas dos entomogad8gou a presenca dos

actinomicetos.
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CAPITULO Il

Taxa de encapsulacao de operarias de formigas-cadeiras ap0s aplicacéo topica

de suspensdes de fungos entomopatogénicos

RESUMO

O sistema imune dos insetos combate patdgenos @ior de dois tipos principais de
respostas: as humorais e as celulares. Entre dsttaca-se a encapsulagdo, através da
qual forma-se ao redor do antigeno uma cépsula médi®s e/ou melanina que sera
responsavel por neutralizar a ameaca. O objetigtedmapitulo foi avaliar a resposta
imune de trés grupos de operarias Agomyrmex subterraneus subterraneus e
Acromyrmex subterraneus molestans (externas ao jardim de fungo, operarias do jardim
sem camada visivel de actinomicetos e operariafaman com camada visivel de
actinomicetos) por meio da taxa de encapsulacampgsarias foram infectadas com
suspensdes de esporosAdpergillus ochraceus e Metarhizium anisopliae e, ap6s 24h,

foi introduzido em seus térax um filamento g@on, usado como antigeno padréo.
Depois de mais 24h, o filamento foi retirado e radot em |amina, para analise.
Verificou-se queM. anisopliae causou imunossupressao nos trés grupos de operaria
enquantoA. ochraceus ndo obteve 0 mesmo efeito na maioria dos caso®pAsarias
externas ao jardim apresentaram as maiores tax@scdpsulacdo, demonstrando maior

eficiéncia imunoldgica.
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Encapsulation rates of workers of leaf-cutting antsafter topical application of

spore suspensions of entomopathogenic fungi

ABSTRACT

The immune system of insects combats pathogenwdyypes of responses: humoral
and cellular. Among the latter, there may occurdgheapsulation, in which a capsule of
hemocytes and/or melanin that will be responsibtenkutralizing the threat is formed
around the antigen. The objective of this chapi@s @ evaluate the immunocompetence
of three groups of workers @éfcromyrmex subterraneus subterraneus and Acromyrmex
subterraneus molestans (those outside the fungus garden, workers indmgeftingus
garden but without visible actinomycete coveringtibdy, and workers inside the fungus
garden with visible actinomycete covering the bdayimeasuring the encapsulation rate.
Workers were infected with spore suspensiomnsspér gillus ochraceus andMetarhizium
anisopliae and, after 24h, a nylon filament, used as standatiden, was introduced in
their thorax. After 24 more hours, the filament wasioved and mounted in glass slides
to be analyzed. It was found thdt anisopliae caused immunodepression to the three
groups of workers, whilé. ochraceus did not have the same effect in most of the cases.
Workers outside the fungus garden exhibited higheapsulation rates, showing greater

immunological efficiency.
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1 - INTRODUCAO

Em insetos, uma vez que a barreira fisica impmstaexoesqueleto € ultrapassada
por um patdgeno, o sistema imune é ativado. Oa@orexzonhecimento do invasor, por
meio de proteinas de reconhecimento padrdo (PRR #glés pattern recognition
receptors) (ROYET; DZIARSKI, 2007); as principais moléculasconhecidas séo
peptidoglicanos que compdem a parede celular dééres; lipopolissacarideos
encontrados em bactérias Gram-negativasl8-glicanos na parede celular de fungos
(GILLESPIE; KANOST; TRENCZEK, 1997). As respostasiiorais sdo mediadas por
peptideos antimicrobianos produzidos principalmemelos corpos gordurosos
(GILLESPIE; KANOST; TRENCZEK, 1997; ROYET,; DZIARSKR0O7). A producédo
dessas moléculas da-se por meio de duas vias dkzagdo: a Toll, em resposta a
bactérias Gram-positivas e fungos, e a IMD, emasspa bactérias Gram-negativas
(ROYET; DZIARSKI, 2007). Um primeiro tipo de respagelular a ser mencionado é a
fagocitose, através da qual os hemacitos englobdigeeem pequenos patégenos, como
bactérias. As células de defesa podem ainda sgaagde forma a englobar grande
namero de particulas, levando a formacdo de um lod@ILLESPIE; KANOST,;
TRENCZEK, 1997).

Outra resposta celular possivel € a encapsul&E@cordo com estes ultimos
autores, o processo envolve a formacao de umaledmsu varias camadas de hemacitos
e/ou melanina ao redor de particulas de maior tamaxmelanizacao inicia-se quando
serinas-proteinases reconhecem as PRRs ligadas augsstratos e entdo desencadeiam
reacfes em cascata que levardo a ativacdo da eferiglaxidase, culminando com a
producéo de quinonas e melanina (CERENIUS; SODERH2004). Os produtos finais
da reacao resultam em liberac&o de radicais ldeasxigénio, 0S provaveis responsaveis
pela morte do parasita (FELDHAAR; GROSS, 2008)leSgie, Kanost & Trenczek
(1997) destacam que os hemdcitos sdo importantes tpgbalhos sobre processos
imunoldgicos porque suas ac¢des sao visiveis, tawio o estudo.

O objetivo deste capitulo é avaliar a resposta @xdeoperarias dcromyrmex
subterraneus subterraneus e Acromyrmex subterraneus molestans através da taxa de
encapsulacdo, comparando trés grupos de operanasifeando se a presenca de
actinomicetos influenciara na capacidade de defeb#potese nula (HO) considera que,
apos a aplicacdo das suspensdes de esporos e edlgdinglo microfilamento: i)
testemunha e tratamento apresentardo taxas de elacaios semelhantes; ii) os trés

grupos de operarias resultardo em taxas de enegfsukstatisticamente iguais. A

35



hipotese alternativa (H1) considera que, apos lésagfes das suspensdes e da insercéo
do microfilamento: i) testemunha e tratamento sestatisticamente diferentes; ii) o
grupo EXT apresentara as maiores taxas de encefsula grupo ICA apresentard as
menores e 0 grupo ISA devera ser intermediari@e#ioutros dois grupos; essa hipotese
baseia-se no fato de que o sistema imune das @secam revestimento de actinomicetos
nao necessita ser tao eficiente, uma vez que aériaacfilamentosas devem combater

grande parte dos patdgenos antes que estes consigatnar o exoesqueleto.
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2 - METODOLOGIA

2.1 - Suspensodes de esporos

As suspensdes de esporos foram preparadas da ni@snaacomo feito no
capitulo 1, obtendo-se uma suspensédo de esporAspdwillus ochraceus e outra de

Metar hizium anisopliag, ambas com concentragdo de 5 Xcthidios/mL.

2.2 - Colbnias e operarias de cortadeiras

As colbnias deAc. subterraneus subterraneus e deAc. subterraneus molestans
utilizadas foram acondicionadas no Insetério dareéhsidade Federal de Vigosa, em salas
com temperatura 22 + 1°C e umidade 70 + 10%. Diarde; elas eram alimentadas com
folhas deAcalypha wilkesiana Muill.Arg.

As operarias coletadas foram divididas em trés ggupperarias externas ao
jardim de fungo que ndo apresentam camada visi\etit@micetos recobrindo o corpo
(EXT); operérias internas ao jardim de fungo que agresentam camada visivel de
actinomicetos recobrindo o corpo (ISA); e operamdsrnas ao jardim de fungo que
apresentam camada visivel de actinomicetos recabdrmbrpo (ICA).

Utilizou-se 50 operarias por grupo em cada subéspétiradas de 6 colbnias: 25
receberam a testemunha (solugcdo de 0,05% de Tweemm8Agua destilada) e 25
receberam a suspensao de conidios. De forma a jmairan processo, utilizou-se

operarias com o mesmo tamanho de capsula ceféal2 (mm).

2.3 - Procedimento experimental

A resposta imune foi medida através da introdugéadgrax das operarias, de um
antigeno padronizado, que consiste em um microditamdenylon (didametro: 0,12 mm;
comprimento: 1 mm).

As suspensodes de conidiosAleochraceus e M. anisopliae foram aplicadas nas
operarias e, depois de 24h, o microfilamentayden foi introduzido; as formigas foram
entdo incubadas, por 24 horas, em camara biochatiira, a 25°C. Posteriormente,
houve a retirada dos microfilamentos e a montagesset em lamina, a fim de serem
fotografados em microscépio optico (Olympus BX B@mera Olympus QColor 3) e

analisados com auxilio do programa Image J®.
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2.4 - Analise estatistica
Os valores médios da taxa de encapsulacdo doserdidsr grupos foram
comparados por ANOVA, seguidos da comparacdo deasigielo teste de Tukey

adotandax = 5%.
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3 - RESULTADOS

3.1 - Encapsulacao de operarias submetidas ao fungspergillus ochraceus

3.1.1 - Operarias deAcromyrmex subterraneus subterraneus

A ANOVA mostrou que houve variacao na taxa de esul@agao entre 0s grupos
(Fs5,144=8,21; n = 150P < 0,001). As operarias do grupo EXT que receberamspensao
de conidios apresentaram maior taxa de encapsidag&oos tratamentoB € 0,001 em
relacéo a ISA @ < 0,001 em relagéo a ICA); as companheiras deordiols grupos ISA
e ICA apresentaram taxas semelhantes que naadaifesignificativamenteR( = 0,391).
Quando confrontados com suas respectivas testesyuobagrupos EXT e ISA néo
mostraram diferenca, ao contrario do grupo ICA, al @presentou imunodepressao
devido a suspensédo de esporog\dachraceus (EXT: P = 0,151; ISA:P = 0,783; ICA:
P =0,018) (figura 8A).

3.1.2 - Operarias deAcromyrmex subterraneus molestans

Neste caso também houve variacéo entre as taxaxdpsulacao fras=17,71;
n = 150;P < 0,001); o tratamento do grupo EXT diferiu estatamente dos outros dois
grupos P < 0,001 em relagéo a ISAR< 0,001 em relacao a ICA), mas os grupos ISA e
ICA néo diferiram entre sR(= 0,420), indicando mais uma vez que as operaxi@snas
ao jardim de fungo possuem sistema imunoldgico efagente no combate a parasitas.
A comparacao com as respectivas testemunhas magtr@dade para os grupos EXT e
ICA (EXT: P=0,429; ISAP = 0,004; ICA:P = 0,646), significando que a suspenséo de
esporos sO causou alteracdo (neste caso, redugdayande encapsulacao de operérias
do grupo ISA (figura 8B).
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Figura 8 - Porcentagem meédia de encapsulacéo ents diferentes grupos
de operarias deAcromyrmex subterraneus subterraneus (A) e Acromyrmex
subterraneus molestans (B), apos aplicacéo de suspenséao de esporosAgpergillus
ochraceus (barras com letras diferentes representam diferencastatistica pelo teste
de Tukey, a 5% de significancia)
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3.2 - Encapsulacao de operarias submetidas ao funiytetarhizium anisopliae

3.2.1 - Operarias deAcromyrmex subterraneus subterraneus

A ANOVA indicou diferencas entre as taxas de englagsio (5,144= 120,56; n
= 150; P < 0,001). Todos os tratamentos apresentaram ntararde encapsulacéo
quando comparados com suas testemurthad)001), significando que a suspenséo de
esporos d®. anisopliae diminuiu as taxas de encapsula¢fes das oper@oasparados
entre si, o grupo EXT nédo apresentou diferenca pamao grupo ISAR = 0,701), ao
passo que as comparacoes entre grupos EXT eRGA(002), e ISA e ICAR < 0,001)
resultou em diferencas significativas. Estes radok indicam que o sistema imunoldgico
de operéarias sem actinomicetos foi mais eficienteambate ao patégeno utilizado,

comparadas as operdarias com as bactérias filanasniiogura 9A).

3.2.2 - Operarias deAcromyrmex subterraneus molestans

Neste caso também houve diferenca nas taxas dpseriacao dos gruposs(fas
= 256,31; n = 150P < 0,001). Todos os tratamentos diferiram signifi@anente das
testemunhasF < 0,001), ou seja, a suspensdo de esporodl.danisopliae causou
alteracbes no sistema imunologico das operariasipdsr EXT e ISA foram
estatisticamente iguai® € 0,147), e grupos EXT e ICA(< 0,001), e ISA e ICAR =
0,007) apresentaram diferencas entre si, indicgogoas operarias com actinomicetos
foram menos eficientes no combate aos patdogenasdqucomparadas aquelas sem as

bactérias filamentosas (figura 9B).
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4 - DISCUSSAO

Confirmando a hipétese H1, operérias externasrdovjale fungo apresentaram
as maiores taxas de encapsulacao, enquanto asastesm actinomicetos tiveram as
menores taxas. Uma vez que estdo mais exposta®gepas, 0s sistemas imunes de
operéarias do grupo EXT devem ser mais capazes ithr @vfeccdes. Por sua vez, a
camada de bactérias filamentosas no tegumentopagiérias do grupo ICA possibilita
combate ao patdgenos antes de estes conseguiretrape@ehemocele das operarias;
dessa forma, o sistema imune dessas formigas r@&sgii ser tdo eficiente quanto das
companheiras sem 0 revestimento, e iSso € impertpata evitar maiores gastos
energéticos pelas operérias, uma vez que a simbiwseos actinomicetos ja é custosa
metabolicamente (POULSEN et al., 2003). Estes tado$ sdo semelhantes aqueles
encontrados por De Souza et al. (2013): menordaxencapsulacdo em operarias com
actinomicetos, enquanto os dois grupos sem asrizactéo diferiram entre si. Esses
autores concluiram que existe um padrdo no quabope mais velhas (que realizam
trabalhos fora da colénia) tém sistema imunolégiws eficiente que as mais jovens
(que realizam trabalhos dentro da colbnia), e pestas Ultimas, a presenca dos
actinomicetos seria importante enquanto o sistamanolégico ndo se desenvolve
completamente.

Baer et al. (2005) aplicaram suspenséo de esgeMsanisopliae (concentracao:
10" esporos/mL) em operarias Ae. echinatior e compararam os efeitos da infec¢éo nas
taxas de encapsulacédo. Apenas 96h apos a aplicaeficontrada diferenca significativa
em relacdo a testemunha, com os tratamentos amedenimenores medias de
encapsulacao; os autores argumentam que a redegsa taxa pode ter ocorrido devido
as toxinas liberadas pelo fungo. Estas substaratiasjadas destruxinas, séo capazes de
inibir a formacéo de agregados de hemacitos eagdes da profenoloxidase, suprimindo
assim o sistema imune dos insetos e levando a neapacidade de encapsulagéo
(HUXHAM; LACKIE; MCCORKINDALE, 1989; VEY; MATHA; DUMAS, 2002).
Com isso, as menores taxas de encapsulacao agutetas, em relacdo a testemunha,
apos a aplicacao dd. anisopliae, podem ser devidas as destruxinas. Os actinorsiceto
também podem ter sido 0s responsaveis por issoyermgue a camada de bactérias pode
ter ajudado a combater os patégenos externamprmiedindo-os de entrar na hemocele;
sendo assim, o sistema imune pode ter sido metiosu&xlo, resultando nas menores

taxas de encapsulacao.
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O fato de que testemunha e tratamento neste esfiadse mostraram diferentes,
usando suspensao Aeochraceus, necessita investigacao futura, mas pode ser aevid
utilizagdo de uma cepa menos potente do entomapaipgncapaz de causar maiores
efeitos no sistema imune.

Poucos séo os estudos que tratam sobre imunidagéneocAcromyrmex e que
relacionam técnicas de imunocompeténcia com a mgasdos actinomicetos. Sendo
assim, trabalhos realizados nesse contexto saes#&ies para preencher as numerosas

lacunas nessa area e buscar novas perspectivas gamtole dessas pragas agricolas.
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5 - CONCLUSAO

A suspensao ddetarhizium anisopliae resultou em queda de imunidade nas duas
subespécies de formigas, indicando que o fungmodosinosupressao nas operarias. A
suspensao daspergillus ochraceus ndo resultou em efeitos diferentes da testemuaha n
maioria dos casos, significando que o patégendev@nl a alteracdes na resposta imune.
Ambas as suspensdes indicaram que individuos esterm jardim de fungo possuem
sistema imunolégico mais eficiente em combatergi@s

As espécies de fungo utilizadas no presente trababstraram ser promissoras
como futuros agentes de controle biologico de fgasicortadeiras, uma vez que foram
capazes de causar mortalidade e, na maioria dos,a@sisaram imunosSsupressao nas
operérias. O fato de nédo ter sido encontrado umapaglie relaciona maior capacidade
de defesa e presenca dos actinomicetos indicauguienportancia esta mais relacionada

a protecéo do jardim de fungo.
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