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RESUMO

DANGELO, Rémulo Augusto Cotta. M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, Julho
de 2011. Actinomicetos e fungos simbiontes: implicacées para formigas
cortadeiras do género Acromyrmex MAYR, 1865. Orientadora: Terezinha Maria
Castro Della Lucia. Co-orientador: Danival José de Souza.

Insetos sociais estdo sujeitos a uma grande variedade de patdgenos,
sendo que, aqueles que estdao constantemente em contato com o solo, como
formigas e cupins, sdo mais susceptiveis a parasitas e doencas. Durante a sua
evolugéo, os insetos sociais desenvolveram varios mecanismos para evitar a
contaminacao por fungos e outros parasitas. Formigas cortadeiras estao sujeitas
a uma variedade de fungos que podem comprometer os individuos da colbnia ou
o fungo simbionte basidiomiceto Leucoagaricus gongylophorus, usado como fonte
primaria de nutrientes para esses insetos. Alguns desses patégenos sao fungos
parasitas do jardim de fungo do género Escovopsis. Pesquisas recentes sugerem
que as cortadeiras apresentam um segundo grupo de mutualistas, actinomicetos
do género Pseudonocardia que produzem metabdlitos secundarios com
propriedades antimicrobianas especificas contra Escovopsis. Ainda segundo
esses trabalhos, esses actinomicetos se alojam em estruturas especializadas no
tegumento das cortadeiras, onde recebem nutrientes através de glandulas
exogenas, 0 que possibilitaria o desenvolvimento desses microrganismos. Dessa
forma, objetivou-se com esse trabalho: 1) isolar linhagens de actinomicetos e
avaliar o grau de inibicao desses organismos sobre fungos presentes em colénias
de formigas cortadeiras do género Acromyrmex coletadas em Vigosa-MG; 2)
identificar e verificar o grau de similaridade de diferentes linhagens de
actinomicetos simbiontes presentes em formigas de mesmo género; 3) verificar a
presenca de estruturas especializadas que poderiam abrigar actinomicetos em
trés espécies de formigas cortadeiras; e 4) determinar a implicagdo da auséncia
dessas estruturas para as cortadeiras. Nos testes de inibicdo, isolaram-se
actinomicetos de cinco espécies de cortadeiras do género Acromyrmex e mediu-
se a inibicao contra os quatro fungos encontrados mais frequentemente no corpo
dessas mesmas espécies de cortadeiras, além de Escovopsis sp., durante 10

dias. Analisando-se diferentes linhagens de actinomicetos simbiontes isolados de
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cortadeiras, foi verificado que, dependendo dessa estirpe, pode haver um efeito
antibiético ou estimulatério contra fungos, entomopatogénicos ou ndo. Concluiu-
se que acréscimos e decréscimos nas taxas de inibicdo ao longo dos dias podem
estar relacionados ao papel que os metabdlitos secundarios terdo sobre os
fungos. Utilizaram-se marcadores moleculares para identificar seis isolados de
actinomicetos obtidos de cinco espécies de cortadeiras. Cinco espécies de dois
géneros puderam ser identificadas: uma de Streptomyces, isolada da formiga Ac.
balzani e quatro de Pseudonocardia, obtida das outras espécies avaliadas.
Finalmente, com o intuito de se verificar a presenca de estruturas especializadas
que abrigam actinomicetos em Acromyrmex e determinar qual a implicacdo de
sua auséncia, realizaram-se cortes histolégicos de operarias de diferentes
tamanhos das espécies Ac. disciger, Ac. subterraneus subterraneus e da parasita
social Ac. ameliae. Além disso, comparou-se 0 tamanho proporcional da glandula
metapleural nessas trés espécies. Obteve-se que operarias de diferentes
tamanhos de formigas cortadeiras das espécies estudadas ndo apresentam
nenhuma cavidade especializada onde seja possivel a alocagao de actinomicetos
nas regides da cabeca, torax ou gaster. Em Ac. subterraneus subterraneus é
possivel que glandulas exdcrinas liberem suas secrecdes diretamente sobre a
superficie do tegumento, viabilizando a presenca dos actinomicetos nesses locais.
Apesar de ndo possuir uma camada visivel de actinomicetos sobre o corpo, Ac.
disciger apresenta grande quantidade de pelos, além do maior tamanho da
glandula metapleural dentre as espécies analisadas. Ac. ameliae também nao
possui revestimento de actinomicetos sobre o corpo, e, possivelmente, direciona
energia em parasitar a colénia e explorar as defesas de sua hospedeira. Assim,
pode haver um “trade-off” entre as diferentes estratégias de defesa empregadas
pelas cortadeiras.
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ABSTRACT

DANGELO, Roémulo Augusto Cotta. M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, July,
2011. Actinomicetes and symbiotic fungi: implications for leaf-cutting antes
of the genus Acromyrmex MAYR, 1865. Advisor: Terezinha Maria Castro Della
Lucia. Co-advisor: Danival José de Souza.

Social insects are subjected to a great variety of pathogens, and those who
is constantly in contact with the soil, as the ants and the térmites, are more
susceptible to parasites and diseases. During the course of the evolutionary
history, social insects developed many machanisms to avoid the contamination by
fungi and other parasites. Leaf-cutting ants are sobjected to a variety off ungi that
can affect individuals of the colony or the symbiotic basidiomycete fungus
Leucoararicus gongylophorus, which is used as the primary source of nutrients for
these insects. Some of these pathogens are parasitic fungi of the fungus garden of
the genus Escovopsis. Recent reseach suggests that these ants show a second
mutualist group, actinomycetes of the genus Pseudonocardia that produce
secondary metabolites with specific antimicrobial properties against Escovopsis.
Also, according with these studies, these actinomycetes are housed in specialized
structures in the integument of the leaf-cutting ants, where they receive nutrients
through exogenous glands, which would allow the development of these
microrganisms. Thus, the objectives of this work were: 1) isolate actinomycetes
strains and evaluate the degree of inhibition of these organisms on the fungi
present in colonies of leaf-cutting ants of the genus Acromyrmex collected in
Vigcosa-MG; 2) identify and verify the similarity degree of different strains of
symbiotic actinomycetes present in ants of the same genus; 3) verify the presence
of specialized structures that could harbor actinomycetes in three species of leaf-
cutting ants; e 4) determine the implication of the absence of these structures for
these ants. In the inhibition tests, actinomycetes of five species of the genus
Acromyrmex was isolated and inhibition was measured against the four more
common fungi found in the body of these same kinds of ants, as well as
Escovopsis sp., during 10 days. Analyzing different symbiotic actinomycetes
strains isolated from leaf-cutting ants, it was found that, depending on this strain,
there may be na an antbiotic or a stimulatory effect against fungi,
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enthomopathogenic or not. It was concluded that increases and decreases in the
rates of inhibition throughout the days may be related to the role that secondary
metabolities have on fungus. Molecular markers were used to identify six
actinomycetes obtained from five species of leaf-cutting ants. Five species of two
genera of these microrganisms could be identified: Streptomyces, isolated from
the ant Ac. balzani and four different Pseudonocardia strains, obtained from other
species evaluated. Finally, in order to verify the presence of specialized structures
that could harbor actinomycetes and determine the implications of its absence,
histological sections were performed on workers of different sizes of the species
Ac. disciger, Ac. subterraneus subterraneus and social parasite Ac. ameliae. In
addition, the proportional size of the metapleural gland in these three species was
compared. It was found that workers of different sizes of the species of leaf-cutting
ants studied do not have any specialized cavity where it is possible the allocation
of actinomycetes in the head, thorax or gaster. In the specie Ac. subterraneus
Subterraneus is possible that exocrine glands release their secretions directly in
the surface of the tegument, allowing the presence of the actinomycetes in these
locations. Although Ac. disciger does not have a visible layer of actinomycete on
the body, this specie feature lots of hair, as well as the largest metapleural gland
among the analyzed species. Ac. ameliae, also, has no coat of actinomycetes on
the body, and possibly direct its energy in parasite the colonies and explore the
defenses of its host. Thus, there may be a trade off between the different defense
strategies employed by the leaf-cutting ants.
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1 — INTRODUCAO GERAL

1.1 — Formigas Cortadeiras e o género Acromyrmex

As formigas cultivadoras de fungo (Formicidae: Myrmicinae, Attini) sdo um
grupo que abrange mais de 250 espécies, divididas entre 15 géneros, sendo a
maioria delas neotropicais com algumas poucas espécies ocorrendo na regiao
Neoartica (Mayhé—Nunes & Jaffé, 1995; Schultz & Meier, 1995; Schultz et al.,
2005). Sao consideradas individuos eussociais, uma vez que apresentam cuidado
parental com a prole, divisdo do trabalho reprodutivo e sobreposicdo de geracdes
dentro do ninho. Esse tipo de organizagdo social, unindo-se ao fato de esses
insetos dos géneros Atta e Acromyrmex possuirem o habito de cortarem e
transportarem folhas e flores para seus ninhos faz com que as cortadeiras sejam
consideradas uma das pragas predominantes em ecossistemas tropicais
(Cherrett, 1986; Della Lucia & Fowler, 1993).

Uma das caracteristicas marcantes desse grupo € o habito de cultivarem
um fungo e se alimentarem dele. O material vegetal coletado, geralmente fresco,
€ transportado em pequenos fragmentos pelas formigas operarias para o ninho,
onde é utilizado como substrato para o crescimento do fungo simbionte
Leucoagaricus gongylophorus (Mdller, 1893). Esse fungo é a fonte primaria de
nutrientes para os individuos jovens e fonte de agucares hidrolisados de plantas
para os adultos (Weber, 1972; Holldobler & Wilson, 1990; Silva et al., 2003).

Formigas do género Acromyrmex possuem colénias compostas de
dezenas de milhares de individuos e podem ocupar uma area de ninho de até 20
m? (Hélldobler & Wilson, 1990; Della Lucia & Moreira, 1993; Wetterer, 1999).

1



Cortadeiras desse género, também conhecidas como quem-quéns, possuem
como caracteristica principal a presenca de quatro ou mais pares de espinhos
dorsais e sao consideradas individuos generalistas quanto ao corte. Sao proprias
da América do Sul, ocorrendo na grande maioria dos paises desse continente
(Gongalves, 1961; Mariconi, 1970). Somente no Brasil sdo encontradas 20
espécies desse género (Mayhé-Nunes, 1991), desde o extremo norte até o sul do

Pais.

1.2 - Fungos associados a formigas cortadeiras

Insetos sociais estdo sujeitos a uma grande variedade de patégenos, sendo
que, aqueles que estao constantemente em contato com o solo, como formigas e
cupins, sdo mais susceptiveis a parasitas e doencas (Boomsma et al., 2005). Os
parasitas podem ser divididos em grupos seguindo alguns critérios, como por
exemplo, seu tamanho (microparasitas e macroparasitas) e seus hospedeiros
(generalistas e especialistas) (Boomsma et al., 2005).

O tamanho pequeno, o tempo de geracdo curto e as altas taxas de
crescimento sdo fatores de fundamental importancia para os microparasitas, pois
podem leva-los a vencer a corrida armamentista evolutiva contra seus
hospedeiros (Anderson & May, 1979; Anderson & May, 1981; Hoffmann et al.,
2008). O tamanho reduzido dos microparasitas, como virus, bactérias,
protozoarios e fungos, esta diretamente relacionado com as vias utilizadas para
penetracdo no hospedeiro. A transmissdo pode ocorrer via oral, através de

compartiihamento de alimento regurgitado e ingestdo de excrementos, ou



penetragcdo através da cuticula, e de outras aberturas do corpo como 0s
espiraculos das traquéias (Andreadis, 1987; Boomsma et al., 2005).

O estilo de vida social aumenta a susceptibilidade a patégenos. O fato de
individuos de uma colbnia viverem muito proximos possibilita que tanto a
quantidade de recursos a ser explorada pelos parasitas quanto a facilidade de
transmissao para outros hospedeiros seja garantida (Schmid-Hempel, 1998; Baer
et al., 2005; Boomsma et al., 2005; Begon et al., 2007). Além disso, numa colbnia
onde ha baixa diversidade genética entre seus membros, havera maior facilidade
de adaptacdo do parasita a uma variedade de gendtipos mais restrita do
hospedeiro (Schmid-Hempel, 1998; Hughes & Boomsma, 2006; Cremer et al.,
2007).

Infeccoes especificamente realizadas por fungos podem ser visiveis
quando as hifas crescem sobre o tegumento de insetos. Em condi¢des de alta
umidade e temperatura, seus esporos, presentes no solo, iniciam ciclos
epidemiologicos que afetam sucessivas geracdes de insetos sociais (Schmid-
Hempel, 1998). Em formigas, de forma geral, existem certas evidéncias de que
esses fungos séo bastante virulentos e comuns (Evans, 1982; Evans & Samson,
1984; Schmid-Hempel, 1998). Alguns desses patdgenos, inclusive, tém o
potencial para explorar varios hospedeiros, enquanto outros podem apresentar
comportamento multimodal, ou seja, capacidade de alternancia de sua atividade
biol6gica (Lopez-Llorca & Jansson, 2007; Roy et al., 2009). Fungos endofiticos,
por exemplo, podem tanto atuar como patégenos, serem benéficos para formigas
cortadeiras e/ou para o jardim de fungo ou ainda serem héspedes transitérios com
nenhuma consequéncia para as formigas ( Poulsen & Currie, 2006; Van Bael et

al., 2009).



Os fungos entomopatogénicos sdo um dos principais inimigos naturais das
formigas. Este grupo pertence, em sua maioria, as ordens Hypocreales (dentro do
filo Ascomycota) e Entomophtorales (Humber, 2008; Blackwell, 2010). Eles séo
capazes de infectar e causar doencas em insetos e varias espécies de acaros,
auxiliando, dessa forma, no controle de pragas com baixos efeitos negativos
sobre 0 ambiente (Vestergaard et al., 2003). Utilizando-se dessas caracteristicas,
a industria de pesticidas tem voltado sua atencao para a producao de inseticidas
biolégicos formulados a base dos fungos entomopatogénicos. Segundo De Faria
& Wraight (2007), no ano de 2006, 129 tipos de micoinseticidas ja estavam
disponiveis para comercializagdo no mundo. A maioria dos fungos usados nesses
produtos sdo ascomicetos incluindo Beauveria bassiana, Beauveria brongniartti,
Metarhizium anisopliae, Isaria fumosorosea e Lecanicillium sp.

As formigas cortadeiras também possuem como antagonistas, porém de
forma indireta, fungos que sobrevivem a custa do micélio de outros fungos,
denominados micoparasitas. O jardim de fungo das formigas cortadeiras é
hospedeiro de fungos especialistas do género Escovopsis (Currie et al., 1999a).
Esses parasitas sdo capazes de desenvolver um estado de infecgdo continuo,
reduzindo as taxas de crescimento do fungo cultivado pelas formigas, até
devasta-lo completamente (Currie et al., 1999a; Currie, 2001). Essa forma de
infeccdo caracteriza Escovopsis spp. como sendo fungos necrotréficos, ou seja,
parasitas que matam seus hospedeiros e, posteriormente, consomem suas

biomassas mortas (Reynolds & Currie, 2004).



1.3 — Estratégias de higiene e defesa contra os fungos pelas formigas

cortadeiras

Durante a sua evolugdo, os insetos sociais desenvolveram varios
mecanismos para evitar a contaminacao por fungos e outros parasitas. As
formigas cortadeiras possuem relativamente poucas doencas, pois sao dotadas
de defesas comportamentais e fisiologicas eficientes que, além de protegé-las,
evitam que o fungo simbionte seja comprometido (Hélldobler & Wilson, 1990;
Schmid-Hempel, 1998; Poulsen et al., 2006). O “grooming” (lambedura) constitui
um exemplo de estratégia comportamental utilizada pelas formigas cortadeiras,
que auxilia na remocao externa de parasitas, esporos e outros estagios
infecciosos do préprio corpo (“autogrooming”) ou de uma companheira de ninho
(“allogrooming”) (Schmid-Hempel, 1998; Hughes et al., 2002). Ademais, formigas
cortadeiras possuem a habilidade de remover patégenos potencialmente danosos
ao jardim de fungos por meio de sua lambedura (“fungus grooming”) (Currie &
Stuart, 2001).

Uma das principais defesas fisiologicas utilizadas pelas formigas
cortadeiras é a producado de secrecdes antimicrobianas, destacando-se aquelas
advindas da glandula metapleural que esta situada no fim da regiao posterolateral
do mesossoma (Bot et al., 2002; Poulsen et al., 2002; Fernandez-Marin et al.,
2006). Tal glandula, exclusiva das formigas, € composta por estruturas pares que
formam um abaulamento pronunciado com uma fenda para o exterior do corpo da
formiga (Holldobler & Engel-Siegel, 1984). Outra medida empregada para prevenir
a transmissao de patdégenos € o sistema imune inato do hospedeiro (Cremer et

al., 2007). A sua ativacdo ocorre através de um processo de reconhecimento de



antigeno especifico capaz de detectar os diferentes componentes de
microrganismos (de Souza et al., 2008).

Estudos recentes demonstraram que formigas cortadeiras possuem
estratégias de defesa em que sao utilizadas associacbes com bactérias
produtoras de antibidticos, os quais protegem as colbnias contra géneros
especificos de fungos (Currie et al., 1999b; Currie et al., 2003a). Dentre essas
bactérias, o actinomiceto predominante é do género Pseudonocardia. Esse
actinomiceto sera abordado com maiores detalhes no préximo tépico. Além desse
género, outros microrganismos potencialmente produtores de antibibticos estéao
presentes tanto em formigas cortadeiras quanto em seus ninhos. Sao eles as
bactérias Amycolatopsis, Streptomyces, Gordonia, Mycobacterium, Microlunatus,
Dermococcus, e Burkholderia sp. (Santos et al., 2004; Mueller et al., 2008; Haeder
et al., 2009; Sen et al., 2009), leveduras associadas ao jardim de fungos

(Rodrigues et al., 2009), dentre varios outros.

1.4 — O Actinomiceto Pseudonocardia

Formigas cortadeiras exibem uma complexa relagao simbi6tica com
diversos microrganismos. Além do jardim de fungo e o fungo parasita Escovopsis,
Currie et al. (1999b) descreveram que formigas cortadeiras apresentam sobre seu
tegumento um revestimento esbranquicado, formado por actinomicetos. Estes
foram inicialmente classificados como sendo do género Streptomyces, porém,
utilizando-se técnicas de filogenia, o género foi reclassificado para
Pseudonocardia (Cafaro & Currie, 2005). Esses organismos secretam antibidticos

especificos que inibem o crescimento do fungo parasita Escovopsis (Currie et al.,



1999b); somente ha poucos anos foi caracterizado o primeiro antibidtico
produzido por Pseudonocardia: o depsipeptideo Dentigerumicina (Oh et al., 2009).
Segundo Currie et al. (2003b), colénias com actinomiceto possuem menor
prevaléncia de Escovopsis e perdem menos biomassa do jardim de fungo em
comparagdo com colénias nas quais Pseudonocardia esta ausente,
demonstrando que esse microrganismo desempenha papel crucial dentro do
formigueiro.

Aparentemente, as Pseudonocardia se hospedam em modificagdes
cuticulares especializadas das formigas denominadas féveas e recebem
nutrientes através de secrecdes da glandula epicuticular bicelular (Currie et al.,
2006). Currie et al. (1999b) descreveram que esse actinomiceto é transmitido de
forma vertical, ou seja, entre uma col6nia e a sua descendente, no momento da
revoada. Segundo esses autores, as rainhas adquirem o in6culo da bactéria da
sua colénia natal e o depositam em sua cavidade bucal, juntamente com uma
pequena quantidade do jardim de fungo. Apds a revoada, quando ha a formacéo
do novo formigueiro, as rainhas regurgitam o conteudo bucal, iniciando-se a nova
colénia de Pseudonocardia e de Leucoagaricus gongylophorus. No entanto,
alguns trabalhos vém contrapondo essa idéia. Sen et al. (2009) encontraram em
machos de formigas cortadeiras quantidades significativas de Pseudonocardia
das mesmas espécies daquelas encontradas em operarias do mesmo ninho.
Essas bactérias seriam derivadas diretamente tanto dessas operarias quanto de
uma fonte comum como o solo ou plantas. Isso seria um indicio de que tanto
machos, no momento do acasalamento, quanto as operarias, quando estao
forrageando, podem ser potenciais vetores de Pseudonocardia, caracterizando

dessa forma a transmissao horizontal desse actinomiceto.



Na tentativa de resolver essa divergéncia, trabalhos vém se utilizando dos
avancos da biologia molecular, notadamente das novas técnicas de
sequenciamento, para sequenciar e comparar o gene 16S rRNA e o gene do fator
de elongacdo Tu. No entanto, ndo existe um consenso sobre a especificidade da
relacdo simbionte-hospedeiro e sobre as formas de transmissdo do simbionte.
Trabalhos como Cafaro & Currie (2005) e Cafaro et al. (2010) concluiram que ha
uma relacao restrita entre linhagens de Pseudonocardia e formigas cortadeiras.
Ja outros como Mueller et al. (2008) e Mueller et al. (2010) descrevem que nao ha
especificidade na relacdo entre 0os organismos, apontando que as linhagens de
bactérias sao transmitidas de forma horizontal. Assim, os objetivos deste trabalho
foram: 1) isolar linhagens de actinomicetos e avaliar o grau de inibicdo desses
organismos sobre fungos presentes em colénias de formigas cortadeiras do
género Acromyrmex coletadas em Vicosa-MG; 2) identificar e verificar o grau de
similaridade de diferentes linhagens de actinomicetos simbiontes presentes em
formigas de mesmo género; 3) verificar a presenca de estruturas especializadas
que poderiam abrigar actinomicetos em trés espécies de formigas cortadeiras; e

4) determinar a implicacao da auséncia dessas estruturas para as cortadeiras.
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CAPITULO |

Capacidade de inibicao de actinomicetos presentes em formigas cortadeiras

do género Acromyrmex Mayr, 1865

RESUMO

Formigas cortadeiras tém uma simbiose obrigatéria com o fungo Leucoagaricus
gongylophorus, utilizado como a principal fonte de alimento para esses insetos.
Contudo, diversos fungos nao-mutualisticos considerados danosos ao jardim de
fungo ou as proprias formigas podem ser encontrados no interior do ninho, como
por exemplo, fungos parasitas do jardim de fungo pertencentes ao género
Escovopsis. Actinomicetos do género Pseudonocardia sdo um segundo
mutualista dessa rede simbiética. Cogita-se que esses microrganismos produzam
metabdlitos secundarios com propriedades antimicrobianas especificas contra o
fungo necrotréfico Escovopsis. Assim, os objetivos deste trabalho foram: 1) isolar
linhagens de actinomicetos e avaliar o grau de inibicado desses organismos sobre
fungos presentes em colbnias de formigas cortadeiras do género Acromyrmex; e
2) identificar e verificar o grau de similaridade de diferentes linhagens de
actinomicetos simbiontes presentes em formigas de mesmo género. Isolaram-se
actinomicetos de cinco espécies de cortadeiras do género Acromyrmex e mediu-
se a inibicao contra os quatro fungos encontrados mais frequentemente sobre as
mesmas espécies de cortadeiras, além de Escovopsis sp., durante 10 dias.
Marcadores moleculares foram utilizados para identificar seis linhagens de
actinomicetos obtidos de cinco espécies de cortadeiras. Verificou-se que
dependendo da linhagem, actinomicetos simbiontes podem ter papel protetor ou
estimulatoério sobre diversos fungos em contato com formigas cortadeiras, e nao
somente Escovopsis. Concluiu-se que variacdes nas taxas de inibicdo durante os
dias podem estar relacionadas ao papel que os metabdlitos secundarios terdo

sobre os fungos. Além disso, constatou-se que linhagens de actinomicetos
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isolados de cada uma das espécies de cortadeiras constituiam espécies
diferentes e ndo sequenciadas anteriormente. O isolado da formiga Acromyrmex
balzani foi identificado como do género Streptomyces, enquanto os demais,
obtidos das outras espécies, foram identificados como diferentes linhagens de

actinomicetos pertencentes ao género Pseudonocardia.
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Capacity of inhibition of actinomycetes present in the leaf-cutting ants
genus Acromyrmex Mayr, 1865

ABSTRACT

Leaf-cutting ants have na obligatory symbiosis with the fungus Leucoagaricus
gongylophorus, used as a primary source of food for these insects. However,
several non-mutualistic fungi considered harmful to the fungus garden or to the
ants may be found inside the nest, such as the parasitic fungi of the fungus
garden, Escovopsis. Actinomycetes of the genus Pseudonocardia are a second
mutualist of this symbiotic network. These microorganisms are discussed as
producers of secondary metabolites with antimicrobial properties against specific
necrotrophic fungus Escovopsis. The objectives of this study were: 1) isolate
actinomycetes strains and evaluate the degree of inhibition of these organisms on
fungi present in colonies of leaf-cutting ants of the genus Acromyrmex, and 2)
identify and verify the degree of similarity of different strains of actinomycetes
symbionts present in ants of the same genus. Actinomycetes were isolated from
five species of ants of the genus Acromyrmex and inhibition was measured
against the four fungi found more frequently on the same kinds of ants, as well as
Escovopsis sp. for 10 days. Molecular markers were used to identify six strains of
actinomycetes obtained from five species of ants. It was found that depending on
the strain, actinomycete symbionts may have stimulatory or protective role of
several fungi in contact with leaf-cutting ants, and not only Escovopsis. It was
concluded that variations in the rates of inhibition during the days may be related
to the role that secondary metabolites have on the fungus. Moreover, it was found
that strains of actinomycetes isolated from each species of ant constitute different
species not sequenced before. The isolate from the ant Acromyrmex balzani has
been identified as the genus Streptomyces, while the others obtained from other
species were identified as different strains of actinomycetes belonging to the

genus Pseudonocardia.
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1 — INTRODUCAO

Formigas cortadeiras (Hymenoptera: Formicidae: Attini) possuem uma
associagdo obrigatéria com o fungo Leucoagaricus gongylophorus (Familia
Lepiotaceae) que se originou entre 50 e 65 milhdées de anos (Wilson, 1971;
Mueller et al., 2001, Schultz & Brady, 2008). Essas formigas praticam uma forma
de agricultura, na qual o fungo é cultivado como uma espécie de jardim, dentro do
ninho. Nessa relacdo mutualistica, o fungo € utilizado como a principal fonte de
alimento para as larvas, enquanto os adultos consomem agucares de plantas
hidrolisados pelo fungo (Silva et al., 2003). Ja as formigas fornecem folhas de
plantas como substrato para o crescimento, além de um ambiente propicio para o
desenvolvimento de seu simbionte (Currie, 2001a). Esse complexo
comportamento auxilia as formigas cortadeiras a se estabelecerem como
herbivoros dominantes em florestas neotropicais e como causadoras de perdas
na agricultura na América do Sul (Cherrett, 1986; Holldobler e Wilson, 1990).

Diversos fungos nao-mutualisticos, considerados danosos ao jardim de
fungo das formigas cortadeiras, podem ser encontrados no interior do ninho
(Rodrigues et al., 2005; Rodrigues et al., 2008), sendo o Escovopsis (Ascomycota:
anamoérfico Hypocreales), especialista do jardim, um dos patégenos mais
conhecidos e estudados. Em algumas populacdes, esse parasita chega a infectar
75% das colbnias (Currie, 2001b). O fungo Escovopsis mata o seu hospedeiro e,
entao digere sua biomassa morta (Reynolds & Currie, 2004), formando infeccoes
persistentes que podem reduzir o tamanho do jardim de fungo ou mesmo chegar
ao extremo de destrui-lo completamente (Currie et al., 1999a; Currie, 2001b). As
cortadeiras exibem diversos comportamentos de defesa contra Escovopsis, sendo
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que a contribuicao relativa de cada um deles depende da espécie de formiga em
questdo. Essas estratégias evitam que toda a integridade da relagdo mutualistica
com o fungo cultivado seja comprometida.

A complexidade das relacdes simbidticas dentro do ninho de uma Attini vai
além das relagdes formiga/Leucoagaricus/Escovopsis. Currie et al. (1999b)
descreveram um actinomiceto do género Pseudonocardia como um segundo
mutualista da complexa rede simbiotica desses insetos. Nessa relacao simbidtica,
as formigas fornecem nutrientes para a bactéria, sendo que o custo envolvido
varia de 10-20% da taxa metabodlica de uma operaria maxima (Poulsen et al.,
2003). Ja a formiga ganha acesso a metabdlitos secundarios com propriedades
antimicrobianas, produzidos pela bactéria. Esses metabdlitos possuem potentes
propriedades inibidoras contra o fungo parasita Escovopsis, porém parece nao
serem capazes de inibir outros fungos (Currie et al., 1999b).

Sabendo-se disso, 0s objetivos deste trabalho foram: 1) isolar linhagens de
actinomicetos e avaliar o grau de inibicdo desses organismos sobre fungos
presentes em colénias de formigas cortadeiras do género Acromyrmex; e 2)
identificar e verificar o grau de similaridade de diferentes linhagens de

actinomicetos simbiontes presentes em formigas de mesmo género.
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2 — MATERIAL E METODOS

2.1 — Avaliacao da atividade inibitéria de actinomicetos sobre fungos
2.1.1 — Coleta das formigas

Nos arredores do campus da Universidade Federal de Vigcosa (20°45' S e
42°51"' W) foram localizadas colénias das seguintes espécies: Acromyrmex niger,
Acromyrmex subterraneus subterraneus, Acromyrmex subterraneus molestans,
Acromyrmex rugosus e Acromyrmex balzani. De cada espécie, foram coletadas
100 operarias forrageadoras que retornavam ao ninho carregando fragmentos

vegetais. As coletas foram realizadas entre junho de 2010 e fevereiro de 2011.

2.1.2 — Isolamento de fungos

O material coletado foi levado para o Insetario da UFV. As formigas foram
acondicionadas individualmente em placas de Petri assépticas perfuradas para
introducdo de dois tubos, um com algodao umedecido em &gua destilada e o
outro com algodao embebido em mel e agua destilada (Figura 1.1). Por meio de
observacdo diaria, cada formiga morta era submetida ao processo de
desinfeccado, passando por uma lavagem serial: em alcool 70%, hipoclorito de
sédio 2% e agua destilada. O material foi mantido por vinte segundos,
aproximadamente, em cada uma dessas solu¢des. Em seguida, as formigas
foram secas em papéis filtro esterilizados e colocadas em tubos de Eppendor,
previamente autoclavados, com algoddo umedecido em agua destilada.
Condicbes assépticas foram mantidas em todo o procedimento, a fim de evitar
contaminacao das amostras.
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Uma vez realizado o processo, as amostras foram mantidas em estufas
incubadoras (BOD) a 25 + 3 °C para verificagdo diaria de extrusdao de micélio
fungico e/ou conidios sobre a formiga. Cada uma das amostras teve os fungos
isolados em meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) acrescido do antibiético
Rifampicina a fim de evitar contaminagdo por bactérias. As culturas foram
repicadas até obtencdo de culturas puras. Os quatro fungos prevalecentes em
cada espécie de formiga cortadeira foram identificados através da morfologia de
seus esporos, auxiliada por chaves taxonémicas especificas. Para confirmagao ao
nivel especifico, algumas amostras foram enviadas ao Dr. Harry Evans (CABI
Europe, E-UK, Egham, Surrey, Reino Unido), da Clinica de Doencas de Plantas

da UFV.

Figura 1.1 — Formigas mantidas individualmente em placas de Petri para observagdo diaria.
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2.1.3 — Culturas de actinomicetos

Para a obtencgéo de culturas de actinomicetos, formigas das cinco espécies
a serem estudadas (Ac. niger, Ac. subterraneus subterraneus, Ac. subterraneus
molestans, Ac. rugosus e Ac. balzani), presentes em formigueiros do Insetario da
UFV, sofreram raspagens no dorso. As bactérias foram inoculadas em meio Agar-
Quitina, acrescido dos fungicidas ciclohexamida/nistatina. Conservaram-se as
culturas em estufa incubadora (BOD) a 25 + 3 °C durante 20 dias até o
aparecimento de colénias de actinomicetos. Posteriormente, estas foram
transferidas para placas contendo meio YMEA (Extrato de levedura, Extrato de
malte e agar) e depositadas em estufa incubadora a 25 + 3 °C até que atingissem

tamanho suficiente para serem utilizadas nos testes de inibicao.

2.1.4 — Cultura do fungo parasita Escovopsis sp.

Para o controle positivo dos testes de inibicao foi utilizado o fungo parasita
Escovopsis sp., pois tal espécie é comprovadamente afetada pelos antibidticos de
Pseudonocardia (Currie et al, 1999b). Amostras de uma linhagem de Escovopsis
foram doadas pelo laboratério de Interacdes Inseto-Microrganismo da
Entomologia da UFV. A viabilidade das amostras era verificada por meio de
repicagens semanais do fungo em meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) acrescido
do antibiético Rifampicina. As amostras eram mantidas em estufas incubadoras

(BOD) a 25 + 3°C.
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2.1.5 — Testes de Inibicao

Foram realizados testes de inibicdo pareados entre cada um dos cinco
actinomicetos isolados das espécies de formigas cortadeiras com 0s respectivos
fungos encontrados na mesma espécie de formiga. O actinomiceto foi transferido
do meio YMEA para o meio Czapek, sendo dispostos a 1 cm da borda da Placa
de Petri. Eles permaneceram depositados em estufa incubadora a 25 + 3 °C até
que atingissem aproximadamente 1 cm de didmetro. Discos de 1 cm de diametro
foram retirados dos quatro fungos mais prevalecentes dentro de cada espécie de
formiga cortadeira, além do fungo parasita Escovopsis. Eles foram colocados no
canto oposto da placa de Petri, também a 1 cm de sua borda. Placas sem
actinomicetos foram utilizadas como controle. Para cada fungo foram realizadas
seis repetigdes. As placas foram depositadas em estufa incubadora a 25 + 3 °C
por 10 dias. O crescimento micelial radial dos fungos em direcao ao actinomiceto
(Ri) e nas placas controle (Rc) foi medido diariamente. Para a constatacdo do
comportamento da taxa de inibicdo do crescimento médio dos fungos durante os
dias foi utilizada a férmula [(Rc-Ri)/Rc] (Lahlali et al., 2007; Altinok, 2009; Lahlali &

Hijri, 2010).

2.1.6 — Analises estatisticas

Dados do grupo tratamento e grupo controle do ultimo dia de avaliacao
(décimo dia) ou quando o grupo controle chegou a borda da placa foram
comparados utilizando teste t com o = 5%. O comportamento da taxa de inibicao

diaria dos fungos em questao foi avaliado por analise de regressao (a0 = 5%),
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utilizando-se um modelo polinomial de segunda ordem. Todas as analises foram

realizadas utilizando os programas SAEG 5.0 e Sigma Plot 10.0.

2.2 — Caracterizacao de bactérias por métodos moleculares

2.2.1 — Culturas de actinomicetos

Para a obtencao de culturas de actinomicetos, formigas das espécies Ac.
niger, Ac. subterraneus subterraneus, Ac. subterraneus brunneus, Ac. rugosus e
Ac. balzani, presentes em formigueiros do Insetario da UFV, sofreram raspagens
no dorso. O procedimento adotado para isolamento foi idéntico ao descrito no

item 2.1.3.

2.2.2 — Extracao de DNA genbmico

O procedimento a seguir foi realizado no Laboratério de Microbiologia do
Centro de Estudos de Insetos Sociais da UNESP — Rio Claro — SP pela Dr2. Thais
Demarchi Mendes. O DNA genbémico foi extraido seguindo a metodologia de
Sampaio et al. (2001). Para a confirmacao da presenca de DNA, os produtos da
extracdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% (Promega
Corporation, USA) em tampao TBE 1X (Tris-borato-EDTA). O gel foi corado em
solucao de brometo de etidio e visualizado através do transiluminador Eletronic
Multiwave TM Transilluminator e fotografado com auxilio do programa Kodak

Digital Science ID®.
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2.2.3 — Amplificacdo — PCR

A regiao 16S do rDNA foi amplificada a partir do DNA genbémico pela
reacdo em cadeia de polimerase (PCR), utilizando-se o par de “primers”
universais F27  (5-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3) e R1492 (5-
TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3 (Lane, 1991). As reacdes de PCR continham
1 uL de DNA diluido (1:10), 2,0 uL de cada um dos “primers” (10uM), 2,5 uL de
“Buffer” 10X, 1,0uL de MgCI2 (50mM), 4,0 uL de dNTPs (1,25 mM de cada base),
0,2 uL de Tag-polimerase (5 U/uL) e 12,3 uL de agua mili-q estéril, totalizando um
volume de 25,0 yL. A PCR foi realizada em termociclador (GenePro - Bioer), no
qual as condi¢cdes de amplificacdo se iniciaram com a etapa de desnaturagdo com
um ciclo a 95 °C por 3 minutos, seguido de uma etapa de anelamento e extensao
com 35 ciclos a 95° C durante 1 minuto, 60° C por 1 minuto e 72° C por 2 minutos
e um ciclo final de extenséo a 72 °C durante 15 minutos, e finalizado a 10 °C. Os
produtos de amplificacao foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%
em tampdo TBE 1X . O gel foi corado em solugdo de brometo de etidio e
visualizado através do transiluminador Eletronic Multiwave TM Transilluminator e

fotografado com auxilio do programa Kodak Digital Science ID®.

2.2.4 — Purificacao dos produtos de amplificacdo

O resultado da amplificacao foi purificado com o kit GFX PCR DNA and gel
band purification kit (GE Healthcare). O DNA purificado foi quantificado em
equipamento NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Para confirmar a qualidade da
purificacdo, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%

em TBE 1X. O gel foi corado em solucdo de brometo de etidio e visualizado
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através do transiluminador Eletronic MultiwaveTM Transilluminator e fotografado

com auxilio do programa Kodak Digital Science ID®.

2.2.5 — Reacao de sequenciamento e purificacdo do produto

Para a reacao de sequenciamento da regidao 16S do rDNA foram utilizados
0s mesmos iniciadores F27 e R1492 e o “primer’ interno U519F (5'-
CAGCMGCCGCGGTAATWCGC-3’). As reacdes continham 2,0 uL de Save Money,
0,5 yL de “primer” (10 uM) 2,0 yL de DYEnamic, cerca de 100 ng de DNA
purificado e agua Mili-Q estéril até completar o volume de 10 pL. Utilizou-se o
termociclador no programa: 25 ciclos 95 °C por 20s, seguido de 50 °C por 15s e
60 °C por 60s, sendo finalizado e mantido a 10 °C. A reacado de sequenciamento
foi purificada de acordo com as instru¢gdes do manual do DYEnamic™ ET Dye

Terminator Kit (GE Healthcare).

2.2.6 — Sequenciamento do gene 16S rRNA

O sequenciamento foi realizado em equipamento ABI Prism 377 DNA
(Applied Biosystems Inc., Foster City, Calif.). O DNA purificado proveniente da
reacdo de sequenciamento foi ressuspendido em 3,0 uyl de formamida e as
amostras aplicadas no gel de poliacrilamida. As sequéncias obtidas foram

corrigidas manualmente e editadas através do software Bioedit versdo 7.0.9.0.
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2.2.7 — Analise filogenética

As sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias depositadas no

banco de dados do GenBank (http://blast.ncbi.nlm.nih.qgov) e no Ribosomal

Database Project (http://rdp.cme.msu.edu/). As mais similares foram utilizadas na

construgdo da arvore filogenética. As sequéncias foram alinhadas usando o
software Bioedit versdao 7.0.9.0 e a analise filogenética efetuada utilizando-se o
software MEGA versao 5.0. Posi¢coes contendo gaps e sequéncias faltantes foram
deletadas antes da analise. A relacdo entre as bactérias foi inferida usando o
método de Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987). Um total de 1196 pares de
bases foi usado nesta andlise. A distancia entre os isolados foi calculada usando

o método de “p-distance” (Nei & Kumar, 2000).
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3 - RESULTADOS

3.1 — Isolamento de fungos

Dentre os 100 individuos coletados de cada uma das cinco espécies de
formigas cortadeiras forrageadoras foram obtidos 54 isolados de fungos em Ac.
Subterraneus subterraneus, 27 isolados em Ac. subterraneus molestans, 34
isolados em Ac. niger, 21 isolados em Ac. rugosus e 31 isolados em Ac. balzani.
Os quatro fungos com maior prevaléncia em cada espécie de formiga estdo

listados na tabela 1.

Tabela 1 - Fungos encontrados predominantemente em formigas cortadeiras forrageadoras do
género Acromyrmex.

Formigas cortadeiras Fungos Predominantes N2 de Placas

Ac. balzani Penicillium sp. 10
Aspergillus niger

Aspergillus versicolor cf. sydowii
Aspergillus ochraceus

Ac. niger Aspergillus terreus

Aspergillus versicolor cf. sydowii
Penicillium sp.

Beauveria bassiana

Ac. rugosus Aspergillus niger

Aspergillus ochraceus
Penicillium sp.

Aspergillus terreus

Ac. subterraneus molestans Mycelia sterilia

Aspergillus ochraceus
Aspergillus niger

Aspergillus versicolor cf. sydowii
Ac. subterraneus subterraneus | Penicillium sp. 18
Aspergillus ochraceus 18
Aspergillus niger 7
Aspergillus terreus 5

Wwuidfwwunlo|r|lO|N|IN|w|u|wO
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3.2 — Testes de inibicao

A atividade antifungica das diferentes linhagens de actinomicetos foi
avaliada sobre os quatro fungos predominantes isolados das operarias
forrageadoras de cada espécie (Figura 1.2). Nos ensaios em que se utilizou a
linhagem de actinomicetos obtida da cortadeira Ac. balzani, os fungos Aspergillus
niger (p<0,001), Aspergillus ochraceus (p<0,001), Aspergillus versicolor cf.
sydowii (p<0,001) e Escovopsis sp.(p<0,001) apresentaram diferencas
significativas das médias de crescimento entre 0s grupos, sendo maiores nos
grupos-controle em relacdao aos grupos-tratamento (Figura 1.3a). Usando-se
actinomicetos obtidos de Ac. subterraneus molestans, os fungos Escovopsis sp. €
Mycelia sterilia tiveram diferencas significativas das médias de crescimento entre
0s grupos. Em Escovopsis (p<0,01) os grupos-controle foram maiores em relacéao
aos grupos-tratamento e em Mycelia sterilia (p<0,01) os grupos-tratamento foram
maiores em relacdo aos grupos-controle (Figura 1.3b).

Quando utilizada a linhagem de actinomicetos isolada de Ac. niger, tanto o
fungo A. versicolor cf. sydowii (p=0,04) quanto Penicillium sp. (p=0,02)
apresentaram diferencas significativas das meédias de crescimento entre os
grupos, sendo maiores nos grupos-tratamento em relagcdo aos grupos-controle em
ambos os casos (Figura 1.3c). Nos ensaios em que se utilizou a linhagem obtida
de Ac. subterraneus subterraneus, as médias do crescimento dos fungos A.
ochraceus (p=0,02), A. terreus (p=0,01) e Escovopsis sp. (p<0,001) tiveram
diferencas significativas entre os grupos, sendo maiores no grupo-controle em
relacdo ao grupo-tratamento (Figura 1.3d). Finalmente, quando se utilizou
actinomicetos obtidos de Ac. rugosus, as médias de crescimento dos fungos A.
ochraceus (p<0,01), A. niger (p<0,001) e A. terreus (p<0,01) tiveram diferencas
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Figura 1.2 - Aspecto das colonias de fungos encontrados em formigas cortadeiras forrageadoras
e utilizados nos experimentos de inibicdo. (A) Beauveria bassiana; (B) Mycelia sterilia; (C)
Penicillium sp; (D) Aspergillus niger; (E) Aspergillus ochraceus; (F) Aspergillus versicolor cf.
sydowii; (G) Aspergillus terreus; (H) Aspecto do fungo parasita do jardim de fungo das formigas
cortadeiras Escovopsis sp.
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Figura 1.3 - Crescimento médio dos fungos apds dez dias de avaliagdo no grupo controle (sem
actinomicetos) e no tratamento (com actinomicetos). Actinomicetos isolados das formigas
cortadeiras: Acromyrmex balzani (A); Acromyrmex subterraneus molestans (B); Acromyrmex
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significativa entre grupo controle e tratamento (Teste t de Student, p< 0,05).
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significativas entre os grupos, sendo maiores no grupo-controle em relacdo ao
grupo-tratamento (Figura 1.3e).

A seguir, sdo apresentadas as taxas de inibicdo dos fungos pelas
diferentes linhagens de actinomicetos no decorrer dos dias. No ensaio em que foi
utilizada a linhagem de actinomiceto isolado de Ac. balzani (Figura 1.4), houve um
rapido crescimento da porcentagem de inibicdo a partir do segundo dia para os
fungos A. niger, A. ochraceus e A. versicolor cf. sydowii. No caso do fungo
Escovopsis sp. houve uma certa constancia da taxa de inibicdo no decorrer dos
dias. Ja para o fungo Penicillium sp., a taxa de inibicdo iniciou-se de forma
negativa e gradativamente foi aumentando até chegar a pouco mais de 0%.
Nesse ensaio, todas as taxas de inibigdo foram significativamente explicadas pela

regressao quadratica (Anexos — Tabela 1A).
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Usando-se actinomicetos obtidos de Ac. subterraneus molestans (Figura
1.5), obteve-se uma diminuicdo na taxa de inibicdo dos fungos A. niger e Mycelia
sterilia. Em contrapartida, ocorreu aumento consideravel na porcentagem de
inibicdo sobre os fungos A. versicolor cf. sydowii e A. ochraceus, apesar dessa
taxa se iniciar de forma negativa. Todas as taxas de inibicdo nesses fungos foram
significativamente explicadas pelo modelo polinomial utilizado. Apesar de
apresentar aumento, a taxa de inibicdo sobre o fungo Escovopsis sp. nao foi
significativamente explicada por esse modelo (p= 0,23) (Anexos — Tabela 1A).

Nas analises em que se utilizou a linhagem retirada de Ac. niger (Figura
1.6), a porcentagem de inibi¢cdo teve rapido decréscimo a partir do terceiro dia de
avaliacao sobre o fungo A. versicolor cf. sydowii e uma diminuicdo mais gradual
sobre Penicillium sp. No fungo Beauveria bassiana houve uma tendéncia de
aumento mais lento da taxa até o sexto dia de avaliagédo, a partir do qual houve
aumento significativo. Ao contrario desses trés fungos, as taxas de inibicao em A.
terreus e Escovopsis sp. ndo foram significativamente explicadas pelo modelo

quadratico (p=0,64 e p=0,08, respectivamente) (Anexos — Tabela 1A).
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Quando utilizada a linhagem de actinomicetos isolado de Ac. subterraneus
subterraneus (Figura 1.7), a porcentagem de inibicdo apresentou aumento
acentuado a partir do segundo dia de avaliacao nos fungos A. terreus e A.
ochraceus. Este ultimo foi um caso diferenciado, uma vez que a taxa de inibicao
do primeiro dia estava em um nivel negativo muito baixo. Em Penicillium sp. a
taxa de inibicdo aumentou de forma gradativa até o terceiro dia, a partir do qual
permaneceu em certa constancia. O modelo polinomial de segunda ordem nao
explicou significativamente o comportamento das taxas de inibicdo sobre
Aspergillus niger (p=0,22) e Escovopsis sp. (p=0,07) (Anexos — Tabela 1A).

No experimento em que se utilizou actinomicetos obtidos de Acromyrmex
rugosus (Figura 1.8), os fungos Aspergillus ochraceus e Penicillium sp.
apresentaram resposta crescente na taxa de inibicdo durante os dias. A taxa de
inibicdo sobre Penicillium sp. teve alto crescimento do primeiro para o segundo
dia. No caso da taxa de inibicdo sobre A. ochraceus, esse aumento foi gradual,
com o passar dos dias. Apesar de haver certa constancia nas taxas de inibicao
sobre os fungos A. terreus e A. niger, 0 modelo quadratico da regressao nao
explica significativamente tal fato (p=0,055 e p=0,4, respectivamente). (Anexos —

Tabela 1A).
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3.3 — Caracterizacao de bactérias por métodos moleculares

Foram isoladas uma estirpe da formiga Ac. balzani, uma de Ac.
subterraneus brunneus, uma de Ac. niger, uma de Ac. rugosus e duas estirpes de
Ac. subterraneus subterraneus. A linhagem isolada de Ac. balzani foi identificada
como pertencente a actinomicetos do género Streptomyces. Todos os demais
isolados foram identificados como actinomicetos do género Pseudonocardia, de
acordo com a classificacdo do Ribosomal Database Project, em que sao
comparadas sequéncias do gene 16S rRNA com aquelas depositadas no banco
de dados. O classificador banco de dados (RDP Naive Bayesian rRNA Classifier
Version 2.2) usa a taxonomia nomenclatural e o Manual de Bergey. Analises
filogenéticas (Figura 1.9) mostraram que os dois isolados obtidos em Ac.
Subterraneus subterraneus podem pertencer a uma mesma linhagem. Em
pesquisa usando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,

www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), verificou-se que todas as sequéncias

correspondiam a sequéncias do GenBank com até 98% de similaridade, mas
nenhuma com 100% de similaridade. Nao foi objetivo desta analise realizar um
estudo de filogenia exaustivo dos actinomicetos associados as formigas
cortadeiras e sim ter uma identificacdo das bactérias isoladas e estudadas nesta

dissertacao.
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*

100 I— Pseudonocardia sp. (Acromyrmex subterraneus subterraneus, isolado 1)
Pseudonocardia sp. (Acromyrmex subterraneus subterraneus, isolado 2)*

|gb|EF216360.1| Pseudonocardia sp. TFS 1235
Pseudonocardia sp. (Acromyrmex niger)*
|gh|DQ437530.1| Pseudonocardia sp. ENV478
Pseudonocardia sp. (Acromyrmex subterraneus brunneus)*
|gb|DQ344632.1| Pseudonocardia sp. YIM 45505

Pseudonocardia sp. (Acromyrmex rugosus)*

410(1': |gh|EU929000.1| Pseudonocardia sp. ALO30107-05

|Streptomyces sp. (Acromyrmex balzani)*
1001 |gb|HQ316921.1| Streptomyces sp. AMH14

77

50

97

0.01
Figura 1.9 — Classificacdo e relagdo filogenética dos isolados de actinomicetos obtidos de
formigas do género Acromyrmex (marcados com *) e sequéncias préximas obtidas do GenBank
(nimeros de referéncia na arvore). Esta classificacdo foi baseada na analise de sequéncias da
regido do 16S rDNA (~1200 pb). A filogenia foi inferida usando o método de Neighbor-Joining. A
arvore otimizada e o somatdrio do comprimento dos ramos = 0,19233382 é mostrada acima.
Valores de bootstrap sdo mostrados nos nos (valores para cada 100 replicatas). A distancia

evolutiva foi computada usando o método de matriz de distancia p. Estas andlises foram
conduzidas no programa MEGA v5.0 (Tamura et al. 2007).

4 — DISCUSSAO

Neste estudo, diferentes espécies de fungos foram encontrados nas
diferentes espécies de formigas cortadeiras examinadas, incluindo Aspergillus
niger, A.ochraceus, A. terreus, A. versicolor cf. sydowii, Beauveria bassiana,
Penicillium sp. e Mycelia sterilia (Tabela 1.1). Com excecdo de Beauveria
bassiana em Ac. niger e Mycelia sterilia em Ac. subterraneus molestans, todos os
outros fungos nao apresentaram nenhuma especificidade quanto ao seu
hospedeiro. Esse resultado corrobora os encontrados por Rodrigues et al. (2008)
que isolaram fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium e Cladosporium de
diferentes espécies de cortadeiras do género Acromyrmex. De forma geral,

formigas cortadeiras forrageadoras, por possuirem contato com o solo, com folhas
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utilizadas para o corte e outros locais propicios ao aparecimento de fungos, sao
bastante susceptiveis a infeccdo por esses microrganismos, sejam eles
entomopatogénicos ou ndo (Schmid-Hempel, 1998; Boomsma et al., 2005).

Apesar de apresentarem diferentes niveis de patogenicidade, as espécies
de fungos obtidos neste trabalho podem afetar de modo diferente cada uma das
formas de defesa das formigas do género Acromyrmex, como a frequéncia dos
comportamentos de “allogrooming” (lambedura da companheira de ninho),
“autogrooming” (lambedura do préprio corpo) e “fungus grooming” (lambedura do
jardim de fungo) (Schmid-Hempel, 1998; Currie & Stuart, 2001); a producao de
secrecdes antimicrobianas pela glandula metapleural (Bot et al, 2002); e a
ativagdo do sistema imune inato desses insetos (Cremer et al., 2007; de Souza et
al., 2008). Outra forma de defesa influenciada pelo nivel de patogenicidade é a
presenca de actinomicetos simbiontes no tegumento das cortadeiras (Currie et al.,
1999b; Cafaro & Currie, 2005).

Neste trabalho, verificou-se que o0s actinomicetos presentes em
Acromyrmex apresentam capacidade de inibicdo diferenciada, dependendo da
linhagem avaliada. No ultimo dia de avaliagdo do experimento, a linhagem obtida
de Ac. balzani apresentou efeito inibitério contra quatro dos cinco fungos
avaliados, enquanto a linhagem adquirida de Ac. subterraneus molestans teve
esse efeito somente sobre o fungo Escovopsis sp. Actinomicetos isolados de Ac.
niger nao apresentaram efeito inibitério sobre nenhum dos fungos avaliados.
Aqueles obtidos de Ac. subterraneus subterraneus tiveram efeito inibitério sobre
Aspergillus ochraceus, A. terreus e Escovopsis sp. Ja a linhagem retirada de
formigas da espécie Ac. rugosus inibiu o crescimento de A. ochraceus, A. niger e

A. terreus. Esses diferentes resultados podem estar diretamente relacionados a
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(1) quantidade de antibidtico produzido pelas linhagens de actinomicetos, ao (2)
poder de inibicao variado de cada um dos diferentes antibiéticos ou a (3) atuacao
de um grupo de antibiéticos mais eficiente em uma linhagem de actinomicetos em
relacdo a outra. Os resultados do presente trabalho contradizem trabalhos
anteriores, que sugerem que actinomicetos simbiontes das cortadeiras
apresentam producdao de compostos antifiungicos com efeito inibitério especifico
contra fungos parasitas do género Escovopsis (Currie et al., 1999b).

Embora os resultados deste trabalho sejam diferentes daqueles
encontrados por Currie et al. (1999b), outras pesquisas ja apontaram efeitos
antag6nicos dos actinomicetos simbiontes sobre outros microrganismos. Sen et
al. (2009) verificaram efeitos inibitérios generalistas dos actinomicetos dos
géneros Pseudonocardia e Amylocolapsis contra fungos encontrados em ninhos
de cortadeiras. Ja Sanchez-Pefa et al. (2008) encontraram efeito semelhante de
antibiose em actinomicetos simbiontes sobre varias espécies de fungos
endofiticos como Aspergillus flavus, Colletotrichum lindemuthianum e Rhizoctonia
solani. O actinomiceto Pseudonocardia sp. também foi capaz de inibir o
crescimento da levedura Candida albicans (Oh et al., 2009).

As linhagens de actinomicetos isoladas de Ac. niger e Ac. subterraneus
molestans apresentaram efeitos diferenciados sobre algumas espécies de fungos
no ultimo dia de avaliacdo. Segundo os resultados, as médias de crescimento dos
fungos nos grupos-tratamento foram maiores que nos grupos-controle indicando
que a primeira linhagem teve uma atividade de incitacdo sobre o crescimento dos
fungos A. versicolor cf. sydowii e Penicillium sp., enquanto o segundo apresentou
o mesmo efeito com o fungo Mycelia sterilia. E possivel que os metabdlitos

secundarios produzidos pelos actinomicetos tenham algum efeito estimulante
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sobre esses fungos, porém nao existem estudos que possam apoiar tal hipétese.
Uma vez que a identidade, os efeitos e a caracterizagdo desses antifingicos
ainda nao sao bem compreendidos, essa hipotese ndo pode ser descartada.
Somente trés compostos foram estudados até o momento: o antifungico
denominado dentigerumicina, que é produzido pelo actinomiceto Pseudonocardia,
isolados da formiga Apterostigma dentigerum (Oh et al., 2009); candicidina, um
antifungico bem conhecido produzido pelo actinomiceto Streptomyces, isolado da
formiga Acromyrmex octospinosus (Haeder et al., 2009; Barke et al., 2010); e
nistatina P1 produzido por uma linhagem de Pseudonocardia isolada de Ac.
octospinosus (Barke et al., 2010). Nesse aspecto tornam-se necessarios estudos
mais aprofundados dessa relacdo, a fim de se identificar outros compostos
produzidos por esses actinomicetos e avaliar os efeitos dessas substancias sobre
outros fungos.

Efeitos positivos e negativos na taxa de inibicdo das linhagens de
actinomicetos sobre os fungos também foram notados quando avaliados ao longo
dos dias. A linhagem de actinomicetos isolada de Ac. balzani aumentou a
porcentagem de inibicdo sobre todos os fungos no decorrer dos dias. Em
actinomicetos isolados de Ac. subterraneus molestans esse efeito foi visivel sobre
os fungos A. versicolor cf. sydowii e A. ochraceus. Ja& com os fungos A. niger e
Mycelia sterilia houve decréscimo na taxa de inibicdo. Na linhagem obtida em Ac.
niger houve decréscimo dessa taxa em A. versicolor cf. sydowii e Penicillium sp.,
enquanto em Beauveria bassiana ocorreu aumento da porcentagem de inibicéo.
Quando utilizada a linhagem de actinomicetos isolada de Ac. subterraneus
subterraneus, a taxa de inibicdo apresentou aumento no decorrer dos dias sobre

os fungos A. terreus, Penicillium sp. e A. ochraceus. O mesmo foi observado para
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os fungos A. ochraceus e Penicillium sp. diretamente afetados pela linhagem
obtida de Ac. rugosus.

Acréscimos das taxas de inibicdo de actinomicetos sobre os fungos podem
estar ligados ao aumento na concentracao de antibiéticos quando os fungos se
aproximam fisicamente dos actinomicetos ou ao aumento na quantidade de
antibiéticos concentrados na placa no decorrer dos dias. Os decréscimos das
porcentagens de inibicdo podem estar relacionados a uma tolerdncia aos
antibiéticos adquirida pelo fungo ou ainda a um possivel efeito estimulante de
metabdlitos secundarios sobre os fungos. Dessa forma, os resultados do presente
trabalho indicaram que, dependendo da linhagem, os actinomicetos simbiontes de
formigas cortadeiras podem nao somente defender os ninhos desses insetos
contra o fungo parasita Escovopsis sp., como atuarem tanto protegendo-as contra
fungos, entomopatogénicos ou nado, quanto estimulando o crescimento desses
microrganismos sobre esses insetos.

Neste estudo verificou-se, ainda, que as linhagens de actinomicetos
isolados de cada uma das espécies de cortadeiras apresentaram similaridade
com outros actinomicetos isolados de outras formigas cortadeiras, bem como alta
similaridade com actinomicetos isolados a partir do solo. Especificidade na
relacdo actinomiceto/formiga parece pouco provavel. Trabalhos anteriores
evidenciaram que varias espécies de formigas podem ter uma mesma linhagem
de actinomiceto (Mueller et al., 2008; Mueller et al., 2010) e que dentro de um
mesmo ninho podem existir varias linhagens de actinomicetos (Sen et al., 2009).
Identificou-se o isolado da formiga Ac. balzani como sendo do género
Streptomyces, enquanto os outros, obtidos nas outras espécies, foram

identificados como diferentes linhagens de actinomicetos pertencentes ao género
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Pseudonocardia. Outros trabalhos tém isolado actinomicetos pertencentes a
varios outros géneros além de Pseudonocardia e Streptomyces (Kost et al., 2009;
Haeder et al., 2009; Sen et al., 2009; Zucchi et al., 2010). Muito provavelmente os
isolados aqui apresentados ndao sdao os Unicos a ocorrerem nas cortadeiras
estudadas, mas eles devem ser os actinomicetos dominantes no momento do
isolamento. Outras técnicas de isolamento poderao ser empregadas para se

conhecer a diversidade de actinomicetos associadas a essas formigas.
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5 — CONCLUSOES

- Com excecgéo de Beauveria bassiana em Acromyrmex niger e Mycelia sterilia em
Acromyrmex subterraneus molestans, todos os outros fungos nao apresentaram

nenhuma especificidade quanto ao seu hospedeiro.

- Dependendo da linhagem, actinomicetos simbiontes presentes nas cortadeiras

podem ter papel protetor contra fungos entomopatogénicos ou nao.

- Dependendo da linhagem, actinomicetos simbiontes podem ter papel

estimulatorio sobre fungos em contato com formigas cortadeiras.

- Linhagens de actinomicetos isolados de cada uma das espécies de cortadeiras

constituiam espécies diferentes e nao sequenciadas anteriormente.

- O actinomiceto isolado de Ac. balzani foi identificado como sendo do género
Streptomyces, enquanto os outros, obtidos nas outras espécies, foram
identificados como diferentes linhagens de actinomicetos pertencentes ao género

Pseudonocardia.
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CAPITULO I

Auséncia de estruturas especializadas de abrigo de actinomicetos no

tegumento de trés espécies de Acromyrmex: implicacoes na defesa

RESUMO

Formigas cortadeiras apresentam diversas adaptacdes morfologicas, fisioldgicas
e comportamentais que Ihes permitem se defender contra micropatbégenos que
possam interferir diretamente na colénia, seja em seus habitantes ou no jardim de
fungo cultivado por eles. Uma dessas taticas de defesa € a associacdo com
actinomicetos capazes de produzir metabdlitos com fungbes antifungicas.
Segundo estudos anteriores, esses actinomicetos se alojam dentro de estruturas
especializadas porosas nas placas propleurais de cortadeiras e sdao nutridos por
secrecgdes de glandulas exdcrinas localizadas abaixo dessas cavidades. Contudo,
através de observacbes prévias sabe-se que apesar de existir um revestimento
branco, formado por actinomicetos, sobre o corpo de formigas da sub-espécie
Acromyrmex subterraneus subterraneus, isso ndo ocorre em Acromyrmex disciger
e Acromyrmex ameliae. Dessa forma, objetivou-se: 1) verificar a presenca de
estruturas especializadas que poderiam abrigar actinomicetos nessas trés
espécies de formigas e 2) determinar a implicacao da auséncia dessas estruturas
para as cortadeiras. Foram realizados cortes histolégicos de operarias de
diferentes tamanhos de Ac. disciger, Ac. subterraneus subterraneus e da parasita
social Ac. ameliae. Também comparou-se o tamanho da glandula metapleural
nessas trés espécies. Operarias de diferentes tamanhos das espécies estudadas
nao apresentaram nenhuma estrutura com cavidades onde seja possivel a
alocacao de actinomicetos nas regides da cabeca, térax ou gaster. Em Ac.
subterraneus subterraneus, é possivel que glandulas exdécrinas liberem suas
secregdes diretamente sobre a superficie do tegumento, viabilizando a presenca
dos actinomicetos nesses locais. Apesar de nao possuir uma camada visivel de
actinomicetos sobre o corpo, Ac. disciger apresenta grande quantidade de pelos,
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além do maior tamanho da glandula metapleural dentre as espécies analisadas.
Ac. ameliae também nao possui revestimento de actinomicetos sobre o corpo, e,
possivelmente, direciona energia em parasitar a colénia e explorar as defesas de
sua hospedeira. Assim, caso uma das estratégias de defesa das cortadeiras nao
seja eficiente ou ndo exista em uma espécie, pode haver compensacao direta

sobre outras formas de defesa.
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Absence of specialized structures of actinomycetes under the tegument of

three Acromyrmex species: implications for defense

ABSTRACT

Leaf-cutting ants have several morphological, physiological and behavioral
adaptations that allow them to defend themselves against micropathogens that
may interfere directly in the colony, in its inhabitants or in the fungus garden
cultivated by these insects. One of these defense tactics is the association with
actinomycetes capable of producing metabolites with antifungal functions.
According to previous studies, these actinomycetes are harbored within
specialized porous structures in the propleural plates of these ants and are fed by
secretions of exocrine glands located below these cavities. However, through
previous observations it is known that although there is a white coating, consisting
of actinomycetes on the body of sub-species of ants Acromyrmex subterraneus
Subterraneus, this does not occur in the species Acromyrmex disciger and
Acromyrmex ameliae. Thus, the objective was to: 1) verify the presence of
specialized structures that could harbor actinomycetes in these three species of
ants and 2) determine the implication of the absence of these structures for these
ants. Histological sections were performed for different sizes of workers of Ac.
disciger, Ac. subterraneus subterraneus and the social parasite Ac. ameliae. Also,
the size of the metapleural gland in these three species were compared. Workers
of different sizes of the species studied showed no structure with cavities where
possible the allocation of actinomycetes in the head, thorax or gaster. In Ac.
Subterraneus subterraneus, it is possible that exocrine glands release their
secretions directly on the surface of the tegument, allowing the presence of
actinomycetes in these locations. Although Ac. disciger does not have a visible
layer of actinomycete on the body, this specie feature lots of hair, as well as the
largest metapleural gland among the analyzed species. Ac. ameliae, also, has no
coat of actinomycetes on the body, and possibly direct its energy in parasite the
colonies and explore the defenses of its host. Thus, if one of the defense
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strategies of leaf-cutting ants is not effective or does not exist in a species, there
may be other forms of direct compensation defense.
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1 — INTRODUCAO

Insetos apresentam diversas adaptagdes morfoldgicas, fisioldégicas e
comportamentais que sao refletidas pelas condigdes e variagdes do ambiente que
ocupam (Schowalter, 2006). Em ecossistemas tropicais, as formigas cortadeiras
se apresentam como um dos grupos dominantes de herbivoros, sendo esses
organismos de vital importancia para o crescimento de novas plantas e para a
ciclagem de nutrientes no solo (Wirth et al., 2003).

Um dos responsaveis pelo sucesso das formigas é a grande variedade de
glandulas exdcrinas que ocorrem sobre todo o seu corpo (Holldobler & Wilson,
1990; Billen & Morgan, 1998; Billen, 2009). Essas estruturas se diferem seja por
sua morfologia, funcdo ou pela natureza dos compostos quimicos produzidos.
Dentre essas funcdes, destacam-se a producédo de ferombnios sexuais, de trilha,
de alarme ou compostos de defesa contra predadores (Holldobler & Wilson,
1990).

Estruturas como a glandula mandibular e a glandula metapleural sao
importantes para as formigas, uma vez que, além da produgcdo de diversos
ferombnios, sao também responsaveis pela secrecdo de compostos
antimicrobianos (Maschwitz et al.,, 1970; Marsaro et al., 2001; Mendonga et al.,
2009). Os antibidticos produzidos por essas glandulas apresentam uma mistura
de compostos que agem combinando a alta acidez com uma acao generalista
(Maschwitz, 1974; Fernandéz-Marin et al., 2006; Mendonca et al., 2009).

Além desse método de prevencao e combate a patdgenos, formigas
cortadeiras apresentam uma relacdo simbidtica com actinomicetos capazes de
produzir metabdlitos com fungdes antimicrobianas. Estudos anteriores apontam
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que o espectro de acao desses compostos é curto e existe mais especificamente
contra o fungo necrotréfico Escovopsis (Currie et al., 1999; Currie et al., 2003;
Reynolds & Currie, 2004; Currie et al., 2006). Segundo Currie et al. (2006),
Pseudonocardia se localiza na superficie das placas propleurais das formigas,
dentro de estruturas especializadas porosas. As colénias de bactérias crescem
em razao de nutrientes secretados por glandulas exdécrinas localizadas logo
abaixo dessas cavidades.

Dentre as mais de 250 espécies do género Acromyrmex ja identificadas, a
parasita social Acromyrmex ameliae e a formiga Acromyrmex disciger ainda néao
tiveram a relacdo formiga x actinomicetos explorada. Contudo, através de
observacdes prévias suspeitou-se que esses microrganismos estejam ausentes
nessas espécies, pois nao ha um revestimento branco, formado por
actinomicetos, sobre o corpo dessas formigas, ao contrario de Ac. subterraneus
subterraneus, por exemplo. Sendo assim, neste capitulo, objetivou-se: 1) verificar
a presenca de estruturas especializadas que poderiam abrigar actinomicetos
nessas trés espécies de formigas; e 2) determinar a implicagdo da auséncia

dessas estruturas para as cortadeiras.
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2 — MATERIAL E METODOS

2.1 — Verificacao da presenca da estruturas especializadas no tegumento em

espécies de Acromyrmex

2.1.1 — Coleta das formigas

Os individuos utilizados no ensaio foram retirados de colénias do Insetéario
da UFV. As espécies estudadas foram: Acromyrmex ameliae, Ac. disciger e Ac.
Subterraneus subterraneus. As duas primeiras foram utilizadas, pois nao
apresentam actinomicetos sobre seu corpo. Ja a ultima foi utilizada como possivel
controle positivo para presenca de estruturas especializadas de abrigo de
actinomicetos, ja que possui a camada “cerosa’ e branca sobre o corpo.
Operarias de trés tamanhos medidas pelo tamanho da cépsula cefalica de A.
disciger (0,7; 0,95; e 1,3 mm) e A. subterraneus subterraneus (0,8; 1,4; e 1,85
mm) foram coletadas. Operarias de A. ameliae apresentam homogeneidade
quanto ao tamanho, portanto somente um tamanho foi utilizado no trabalho

(capsula cefélica=0,8 mm).

2.1.2 — Histologia

Os espécimes coletados sofreram dissecacao, utilizando-se duas pingas
sob microscopico estereoscépico, para que fossem separados a cabeca, o térax,
o gaster. As pecas foram fixadas em solucao Zamboni (Stefanini et al., 1967) por
aproximadamente trés semanas. Apos esse periodo, elas foram desidratadas em

séries de concentracdes de etanol (70%, 80%, 90% e 95%) e acetona (duas
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vezes). As amostras permaneceram por 10 minutos em cada uma das séries.
Finalmente, elas foram embebidas em historesina JB4, por quatro semanas. Apés
a polimerizacdo, as pecas foram seccionadas longitudinalmente, com 3 ym de
espessura e coradas com hematoxilina e eosina. Retiraram-se fotografias
utilizando-se um microscopio estereoscédpico binocular Leica acoplado a uma

maquina digital.

2.2 - Tamanho da glandula metapleural em espécies de Acromyrmex

O tamanho da glandula metapleural das trés espécies coletadas foi
estimado usando-se as medidas da bula como referéncia. A dimensédo dessa
glandula ¢é refletida diretamente no tamanho dessa estrutura, presente
externamente no corpo da formiga. Assim como a glandula metapleural, a bula se
localiza no fim da regido pleural, acima do terceiro par de pernas. Coletaram-se
20 formigas, por espécie, no Insetario da UFV. Tomaram-se as medi¢des da bula
de cada um dos individuos e os dados foram corrigidos de acordo com o tamanho
da capsula cefalica das formigas. Os dados foram analisados por meio de anélise
de variancia, estabelecido o nivel de significancia de p < 0,05. A identificacao dos
tratamentos que apresentaram médias significativamente distintas foi realizada
através do teste comparativo de Tukey (o = 5%). As andlises foram realizadas no

programa SAEG 9.0.
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3 - RESULTADOS

Verificou-se que operarias de Ac. disciger apresentam tegumento bastante
regular em todas as regides de seu corpo e quantidades consideraveis de pelos,
principalmente no térax e no gaster. Estruturas especializadas para abrigo de
actinomicetos simbiontes, como criptas ou tubérculos ndo foram encontrados
(Figura 2.1a-f).

Ja em formigas cortadeiras da subespécie Ac. subterraneus subterraneus,
consideradas as maiores em média dentre as trés espécies analisadas, foram
verificados tegumentos pouco acidentados e algumas poucas cavidades para a
insercao de sensilas, tanto na regiao da cabeca, quanto no térax e no gaster. Nas
trés partes do corpo dessa cortadeira também nao foram localizadas estruturas
especializadas para abrigo de actinomicetos simbiontes. Nao foram observadas
diferencas nas estruturas presentes em formigas de tamanhos distintos em Ac.

disciger e Ac. subterraneus subterraneus (Figura 2.2a-f).
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Figura 2.1 - Micrografias mostrando sec¢oes longitudinais de partes do corpo de operarias da
formiga cortadeira Acromyrmex disciger evidenciando o tegumento (seta) com tubérculos
ausentes. (A) corte da regido da cabeca de operaria maxima. Barra = 50um. (B) corte da regido
da cabeca de operaria maxima, (C) corte da regidao dorsal do térax de operaria maxima, (D)
corte da regido ventral do torax de operdria maxima, (E) corte da regido ventral do gaster de
operaria maxima, (F) corte da regido dorsal do gaster de operaria maxima. Barra = 10um.
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Figura 2.2 - Micrografias mostrando sec¢oes longitudinais de partes do corpo de operarias da
formiga cortadeira Acromyrmex subterraneus subterraneus evidenciando o tegumento (seta)
com tubérculos ausentes. (A) corte da regidao da cabeca de operaria média, (B) corte da regido
da cabega de operaria minima, (C) corte da regido ventral do térax de operaria maxima, (D)
corte da regido ventral do térax de operaria minima, (E) corte da regido ventral do gaster de
operdria minima, (F) corte da regido dorsal do gaster de operaria minima. Barra = 10um.



Na parasita Ac. ameliae, que possui operarias de tamanho Unico,
observou-se um tegumento bastante irregular e nenhum pelo ou sensila nas
regibes da cabeca, do térax e do gaster. Assim como em Ac. disciger e Ac.
Subterraneus subterraneus, ndo foram encontradas féveas nem tubérculos como
locais de reflgio para as bactérias simbiontes de formigas cortadeiras (Figura
2.3a-f).

Nas medicoes do tamanho da bula das trés espécies de formigas
cortadeiras, os resultados da ANOVA indicaram que houve diferencas
significativas entre espécies analisadas (F=3,40, p=0,04). Os resultados do teste
comparativo de Tukey estdo na figura 2.4. Verificou-se que Ac. disciger
apresentou o tamanho da bula maior do que Ac. subterraneus subterraneus
(p=0,03). Porém, essa diferenca nao ocorreu quando comparados o tamanho da
bula de Ac. disciger com o de Ac. ameliae (p=0,51). O mesmo ocorreu quando

comparadas as espécies Ac. ameliae e Ac. subterraneus subterraneus (p=0,31).
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Figura 2.3 — Micrografias mostrando sec¢Ges longitudinais de partes do corpo de operarias da
formiga parasita Acromyrmex ameliae evidenciando o tegumento irregular (seta) com
tubérculos ausentes. (A) corte da regiao da cabega. Barra = 50um. (B) corte da regido da cabeca,
(C) corte da regiao dorsal do torax, (D) corte da regidao ventral do térax, (E) corte da regido
dorsal do gaster, (F) corte da regidao ventral do gaster. Barra = 10um.

61



0,270 -
0,265
0,260 -
0,255 -
0,250 -
0,245 |
0,240 -
0,235 -

Largurada bula corrigida pela
capsula cefalica {mm)

0,230
0,225 -

0,220 -+

W
P

Figura 2.4 - Largura da bula corrigida pela cdpsula cefdlica nas trés espécies de formigas
cortadeiras analisadas. Barras verticais representam o erro padrao. Médias seguidas da mesma
letra nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia

4 — DISCUSSAO

Acromyrmex subterraneus subterraneus ndo apresentou criptas ou mesmo
cavidades em tubérculos na cabeca, no térax e no gaster. A despeito desta
espécie apresentar actinomicetos em grande quantidade sobre a cuticula, onde
formam uma camada esbranquicada (Anexos - figura 4A), é possivel que
glandulas exocrinas liberem suas secrec¢des diretamente sobre a superficie do
tegumento, permitindo o crescimento e desenvolvimento das colénias de
actinomicetos nesses locais.

Em Ac. disciger, cuja caracteristica discriminante é a presenca de grande
quantidade de pelos sobre todo o corpo, n&o se verificou qualquer estrutura com

cavidades onde fosse possivel a alocagado de actinomicetos, na cabega, térax ou
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gaster. Fernandez-Marin et al. (2009) encontraram uma associacdao negativa
entre a abundancia relativa de Pseudonocardia e a frequéncia de “grooming”
(lambedura) na glandula metapleural em formigas da tribo Attini. Segundo aquele
trabalho, espécies do género Trachymyrmex e Acromyrmex possuem grande
quantidade de actinomicetos sobre a cuticula, enquanto Atta e Sericomyrmex (em
que nao foram encontradas bactérias) exibem alta frequéncia do comportamento
de “grooming” da glandula metapleural; ha dessa forma um tipo de “trade-off” no
controle social de patégenos. Até mesmo dentro de um mesmo ninho, entre
formigas de diferentes castas, o “trade-off” entre tamanho da glandula metapleural
e quantidade de actinomicetos simbiontes presentes ocorre (Poulsen et al., 2002).
Tal fato foi confirmado no presente trabalho quando se realizou medicées do
tamanho da bula, um indicativo da largura da glandula metapleural. Apesar da
auséncia de actinomicetos e estruturas que suportem tais microrganismos, Ac.
disciger apresentou a largura da bula maior do que as outras duas espécies de
formigas cortadeiras analisadas. Dessa forma, a producédo de antibiéticos pela
glandula metapleural supre a falta de actinomicetos em formigas dessa espécie.
Assim como em Ac. subterraneus subterraneus e Ac. disciger, em Ac.
ameliae, parasita social das espécies Ac. subterraneus subterraneus e Ac.
Subterraneus brunneus, também nao foram localizadas féveas ou tubérculos em
nenhuma das trés regides do corpo analisadas. Em formigas parasitas sociais da
espécie Acromyrmex insinuator, operarias possuem glandulas metapleurais
menores que as de seus respectivos hospedeiros (Acromyrmex echinatior)
(Sumner, et al., 2003). Assim, como as parasitas possuem estreita relagdo com
suas hospedeiras, adquirindo alimento e abrigo (De Souza et al., 2007) é possivel

que também explorem o potencial defensivo de Ac. subterraneus subterraneus e
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Ac. subterraneus brunneus. Uma vez que as formigas parasitas estao localizadas
no mesmo ambiente que as hospedeiras, é plausivel deduzir que tanto o
comportamento de “allogrooming” (lambedura sobre companheiras de ninho) da
glandula metapleural das hospedeiras sobre as parasitas quanto actinomicetos
presentes nos ninhos protejam Ac. ameliae contra microrganismos patogénicos.

Segundo Currie et al.(2006), o exoesqueleto de formigas da tribo Attini, de
forma geral, € modificado para hospedar actinomicetos simbiontes em estruturas
especializadas dotadas de glandulas exécrinas que auxiliam no crescimento das
colénias dessas bactérias. Porém, os resultados do presente trabalho nao
corroboram com a conclus&o do trabalho anteriormente descrito.

Em trabalhos com outros insetos, localizaram-se estruturas capazes de
abrigar e nutrir actinomicetos simbiontes. Besouros da espécie Dendroctonus
frontalis possuem invaginacées glandulares especializadas localizadas no
protérax, denominados micangios, onde cultivam o fungo simbionte
Entomocorticium sp. (Kleipzig et al., 2001). Scott et al.(2009) encontraram
actinomicetos estritamente relacionados a espécie Streptomyces thermosacchari
nessa mesma estrutura. Fémeas da vespa solitaria predadora Philanthus
triangulum F. cultivam uma bactéria simbionte do género Streptomyces no interior
de grandes reservatérios, dotados de glandulas especializadas, localizados nos
antendmeros desses insetos. Essas bactérias sdo depositadas nas células da
colméia onde estéa localizada a prole, para protegé-la contra fungos (Kaltenpoth et
al.,2005; Goettler et al.,2007).

No trabalho de Currie et al. (2006) foram analisados diversos géneros de
formigas cortadeiras como Apterostigma, Acromyrmex, Atta, Cyphomyrmex,

Trachymyrmex, dentre outros. Com excecao do género Afta, em todas as outras
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formigas foram encontradas foveas ou tubérculos com poros que alojam
actinomicetos. Contudo, analisando o género Acromyrmex separadamente, nota-
se que somente a espécie Ac. octospinosus foi examinada naquele trabalho e os
resultados foram extrapolados para todo o género. No presente trabalho foram
analisadas trés espécies de Acromyrmex e, em nenhuma foi encontrada tal
estrutura.

Formigas cortadeiras possuem diversas estratégias para se defender
contra microrganismos, assim, caso uma dessas taticas falhe ou ndo exista em
uma espécie, pode haver implicacoes diretas sobre outras formas de defesa. Do
mesmo modo como o obtido neste trabalho para Ac. disciger e Ac. ameliae,
cortadeiras do género Afta, por exemplo, ndo possuem o actinomiceto
Pseudonocardia (Mueller et al., 2008). Dessa forma, pode ser que a frequéncia do
comportamento de “allogrooming” (lambedura da companheira de ninho),
“autogrooming” (lambedura do proprio corpo) e/ou “fungus grooming” (lambedura
do jardim de fungo) aumente (Schmid-Hempel, 1998; Currie & Stuart, 2001); a
producédo de secrecdes antimicrobianas pela glandula metapleural cresca (Bot et
al., 2002); e/ou exista uma elevacao da resposta imune desses insetos (Cremer et
al., 2007). Logo, é necessario que investigacdes mais aprofundadas sejam
realizadas para se verificar quais cortadeiras realmente apresentam essas
estruturas especializadas, o que poderia afetar diretamente as formas de defesa

utilizadas pelas mesmas.
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5 — CONCLUSOES

- Operarias de diferentes tamanhos de formigas cortadeiras das espécies
Acromyrmex subterraneus subterraneus, Acromyrmex disciger e da parasita
social Acromyrmex ameliae ndo apresentam nenhuma estrutura com cavidades
onde seja possivel a alocacao de actinomicetos nas regides da cabeca, térax ou

gaster.

- Acromyrmex disciger apresentou o maior tamanho da glandula metapleural

dentre as espécies analisadas, mostrando que essa estratégia de defesa pode ser

a mais utilizada por essa formiga no combate a microrganismos.
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CONCLUSOES GERAIS

Neste trabalho objetivou-se isolar e avaliar o grau de inibicdo de
actinomicetos sobre fungos presentes em colénias de formigas cortadeiras do
género Acromyrmex, identificar e verificar o grau de similaridade de diferentes
linhagens desses mesmos microrganismos, além de verificar a presenca de
estruturas especializadas que poderiam abrigar esses actinomicetos em formigas
cortadeiras, determinando a implicacdo de sua auséncia para essas formigas.
Observou-se que todos os fungos, entomopatogénicos ou ndo, encontrados
durante a coleta ndo apresentaram especificidade quanto a formiga cortadeira
associada, com ressalvas para Beauveria bassiana em Acromyrmex niger e
Mycelia sterilia em Acromyrmex subterraneus molestans. Analisando-se
diferentes isolados de actinomicetos simbiontes obtidos de cortadeiras, foi
verificado que dependendo da linhagem, pode haver um papel protetor contra
fungos, entomopatogénicos ou ndo. A quantidade de antibidtico produzido, o
poder de inibicdo variado de cada um dos diferentes antibiéticos ou a atuacao de
um grupo de antibiéticos mais eficiente em uma linhagem de actinomicetos em
relacdo a outra podem ser fatores que tenham contribuido para tal resultado. Em
contrapartida, em algumas linhagens de actinomicetos, o efeito estimulatério
sobre os fungos pode existir. Metabdlitos secundarios produzidos pelos
actinomicetos com efeitos estimulantes sobre esses fungos é um fator que pode
ter contribuido para tal resultado.

Na avaliacdo das taxas de inibicdo durante os dias, verificou-se que 0s
acréscimos dessas taxas em actinomicetos sobre os fungos podem estar ligados
ao aumento na concentracdo de antibiodticos quando os fungos se aproximam
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fisicamente dos actinomicetos ou ao aumento na quantidade de antibibticos
concentrados na placa no decorrer dos dias. Os decréscimos das porcentagens
de inibicdo podem estar relacionados a uma tolerancia aos antibiéticos adquirida
pelo fungo ou ainda a um possivel efeito estimulante dos antibidticos sobre os
fungos.

Constatou-se, ainda, que linhagens de actinomicetos isolados de cada uma
das espécies de cortadeiras constituiam espécies diferentes e ndo sequenciadas
anteriormente. O actinomiceto isolado da formiga Ac. balzani foi identificado como
sendo do género Streptomyces, enquanto os outros, obtidos nas outras espécies,
foram identificados como diferentes linhagens de actinomicetos pertencentes ao
género Pseudonocardia.

Quando avaliada a presenca de estruturas especializadas com cavidades
onde seja possivel a alocacdo de actinomicetos em operarias de diferentes
tamanhos de formigas das espécies Ac. subterraneus subterraneus, Ac. disciger e
Ac. ameliae verificou-se que nas regides da cabeca, térax ou gaster ndo ha
indicios destas criptas. Assim, caso uma das estratégias de defesa das
cortadeiras ndo seja eficiente ou ndo exista em uma espécie, pode haver
compensacao direta sobre outras formas de defesa. Além de apresentar grande
quantidade de pelos sobre o corpo, Ac. disciger apresentou o maior tamanho da
glandula metapleural dentre as espécies analisadas. Isso mostra que essas
estratégias de defesa podem ser as mais utilizadas por essa formiga no combate
a microrganismos, uma vez que elas ndo possuem uma camada de actinomicetos
visiveis sobre o corpo. Essa camada também esta ausente na parasita social Ac.
ameliae, porém nesse caso é provavel que essa formiga explore a capacidade

defensiva de seus hospedeiros para se proteger contra microrganismos. Ja em
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Ac. subterraneus subterraneus, é possivel que glandulas exocrinas liberem suas
secregdes diretamente sobre a superficie do tegumento desses insetos,
possibilitando o desenvolvimento dos actinomicetos presentes nessas formigas.
Experimentos adicionais a fim de identificar o(s) composto(s) secretado(s)
pelos actinomicetos e verificar qual € a concentracdo minima que leva esse(s)
composto(s) a causar um dos efeitos (antibiose ou estimulacdo) sobre fungos,
ainda sao necessarios. Investigacbes mais aprofundadas também séao
imprescindiveis para se verificar quais cortadeiras realmente apresentam as
estruturas especializadas de abrigo de actinomicetos, o que poderia afetar

diretamente as formas de defesa utilizadas pelas mesmas.
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ANEXOS

Figura 1A - Fotografia mostrando placas com fungos obtidas em uma das espécies de formigas
forrageadoras avaliadas.
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Figura 2A - Fotografia mostrando fungos que apresentaram respostas significativamente
positivas ou negativas as linhagens de actinomicetos (parte superior da placa). (A)-(D)
Linhagem retirada de Acromyrmex balzani. Efeito sobre: (A) Aspergillus niger, (B)
Aspergillus terreus, (C) Aspergillus versicolor cf. sydowii, (D) Escovopsis sp. (E)-(F)
Linhagem retirada de Acromyrmex subterraneus molestans. Efeito sobre: (E) Escovopsis
sp., (F) Mycelia sterilia. (G)-(H) Linhagem retirada de Acromyrmex niger. Efeito sobre: (G)
Aspergillus versicolor cf. sydowii, (H) Penicillium sp.
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Figura 3A - Fotografia mostrando fungos que apresentaram respostas significativamente
positivas ou negativas as linhagens de actinomicetos (parte superior da placa). (A)-(C)
Linhagem retirada de Acromyrmex rugosus. Efeito sobre: (A) Aspergillus niger, (B)
Aspergillus ochraceus, (C) Aspergillus terreus. (D)-(F) Linhagem retirada de Acromyrmex
subterraneus subterraneus. Efeito sobre: (D) Escovopsis sp., (R) Aspergillus ochraceus, (F)
Aspergillus terreus.
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Tabela 1A - Dados das regressdes quadraticas para as taxas de inibi¢do de fungos por linhagens obtidas por actinomicetos simbiontes de formigas cortadeiras.

Linhagem de actinomicetos Fungo Equagdo R? F p
Acromyrmex balzani A. niger y= -1,4346x2 +18,3345x -0,6751 0,6778 7,3625 0,019
A. ochraceus y= -1,0478x2 +14,0278x + 12,5374 0,7453 10,2415 0,0083
A. versicolor y= -O,9535x2 +15,2787x +2,0799 0,7659 11,4523 0,0062
Penicillium sp. y= 0,6645x2 -2,1288x -36,7483 0,9028 32,5123 0,0003
Escovopsis sp. y= -1,0418x2 + 8,3241x + 50,6695 0,9737 37,0887 0,0263
Acromyrmex subterraneus molestans A. niger y= 0,3627x2 -7,5223x + 47,6135 0,7885 9,3197 0,0206
A. ochraceus y= -1,5839x2 +21,9370x -61,1969 0,867 22,8213 0,0009
A. versicolor y= 0,1939x2 +3,0894x -19,3668 0,7176 8,8943 0,012
Escovopsis sp. y =0,7471x% + 0,8860x + 23,6541 0,764 3,2367 0,236
Mycelia sterilia y= 1,3155x2 -19,1838x + 27,1201 0,9285 45,461 <0,0001
Acromyrmex niger A. terreus y= 0,6620x2 -6,0499x% + 2,7876 0,5143 3,7056 0,0799
A. versicolor y= 2,6372x2 -35,5801x + 53,2619 0,7565 10,8743 0,0071
Beauveria bassiana y =0,6792x2 -3,6585x + 10,4000 0,7842 12,7168 0,0047
Escovopsis sp. y = 1,4329% -5,0293x + 6,2347 0,3645 0,5735 0,6355
Penicillium sp. y= 0,4403x2 -9,1223x + 23,3509 0,8266 16,6891 0,0022
Acromyrmex subterraneus subterraneus A. ochraceus y= -1,8559x2 +28,4731x -85,0002 0,8985 30,9926 0,0003
A. niger y= -O,7397x2 +8,0234x -2,3995 0,3533 1,9119 0,2175
A. terreus y= -1,8322x2 +21,3830x -9,5491 0,5992 5,2322 0,0408
Escovopsis sp. y = -5,0457x% + 34,9315x -5,5175 0,9319| 13,6916 0,0681
Penicillium sp. y= -O,4007x2 +6,4420x% -2,2848 0,5787 4,8071 0,0485
Acromyrmex rugosus A. ochraceus y= -O,2952x2 +5,5121x-1,9722 0,7017 8,2334 0,0145
A. niger y =-0,5803x2 + 3,2756x + 57,6558 0,4581 1,2678 0,399
A. terreus y= -0,1639x2 + 3,3504x + 0,2642 0,5638 4,5247 0,0548
Penicillium sp. y= -3,9506x2 +60,4592x -229,6656 0,6426 6,2923 0,0273
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Figura 4A. - Operarias de Acromyrmex subterraneus subterraneus. A esquerda individuo com presenca de
actinomicetos sobre o tegumento e a direita individuo sem tais bactérias.
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