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RESUMO

Os insetos apresentam uma resposta imune inata com células de defesa e enzimas
especificas que evoluiram com a pressdo do ambiente. Essa linha de defesa pode ser dividida
em defesa humoral e celular. Os hemacitos sdo os principais mediadores da defesa celular e
participam dos processos de fagocitose e encapsulamento. Rainhas de diferentes espécies de
formigas vivem varios anos e ao darem inicio a uma nova coldnia se encontram isoladas, de
forma que um trade-off entre reproducao e imunidade pode reduzir o investimento nas defesas
imunolégicas dessas formigas fundadoras. Logo, sua resisténcia a doencas pode estar
relacionada ao seu status reprodutivo. Dessa forma o objetivo da presente pesquisa foi
verificar a resposta imune celular de rainhas de formigas das espécies Atta sexdens e Atta
laevigata em diferentes status reprodutivos: fémeas reprodutoras ndo acasaladas (RNA),
rainhas recém-acasaladas (RRA) e rainhas acasaladas h& aproximadamente seis meses (RA).
Para avaliar a resisténcia a patogenos a nivel individual, um fio de nylon foi introduzido e
mantido por 24 horas no géaster das rainhas, simulando um antigeno padréo. Ao fim desse
periodo, o fio de nylon foi retirado e a taxa de encapsulamento foi mensurada a partir de
fotografias, com uso do software ImageJ. Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia. Aspectos morfoldgicos como massa do corpo e largura da cabeca também foram
avaliados e submetidos a analise de correlacdo (Pearson), a fim de verificar as relagdes com a
resposta imune desencadeada. Os resultados obtidos indicam que o status reprodutivo
interfere na resposta imune de encapsulamento das rainhas de formigas-cortadeiras. Os efeitos
dos eventos reprodutivos produziram regulacdo positiva da defesa celular em A. laevigata e
negativa em A. sexdens, j& que RA de A. laevigata apresentou o maior nivel de
encapsulamento quando comparado aos demais grupos. Os valores de RNA dessa espécie
foram menores e proximos ao grupo RRA, sugerindo que o intervalo entre o acasalamento e a
fundacdo da col6nia influencia nos custos metabdlicos investidos no sistema imune celular. O
nivel de encapsulamento ndo apresentou correlacdo com a largura da cabeca e nem com a
massa corpdrea. Por se tratar de espécies pragas, estudos pioneiros quanto aos mecanismos de
defesa celular das formigas-cortadeiras podem contribuir para o esclarecimento das respostas
imunes desse inseto e para o aperfeicoamento dos métodos de controle atuais.

Palavras-chaves: Defesa celular. Insercdo de Fio de Nylon. Encapsulamento. Saulvas.



ABSTRACT

Insects present an innate immune response with defense cells and specific enzymes
that evolved with environmental pressure. This line of defense can be divided into humoral
and cellular defense. Hemocytes are the main mediators of cellular defense and participate in
the processes of phagocytosis and encapsulation. Queens of different species of ants have a
long life span and when initiating a new colony find themselves isolated and a trade-off
between reproduction and immunity could reduce the investment in these founding ants'
immune defenses. Therefore, their resistance to disease may be related to their reproductive
status. Thus, the present study aimed to verify the cellular immune response of the leaf-
cutting ants Atta laevigata and Atta sexdens in different reproductive status: virgin queens
(RNA), newly mated queens (RRA) and queens mated for approximately six months (RA). To
assess pathogen resistance at an individual level, a nylon thread was introduced and
maintained for 24 hours into the queens' gaster, simulating a standard antigen. At the end of
this period, the nylon thread was removed and the encapsulation rate was measured from
photographs using ImageJ software. The data obtained were submitted to analysis of variance.
Morphological aspects such as body mass and head width were also evaluated and submitted
to correlation analysis (Pearson), in order to verify the relationships with the triggered
immune response. The results indicate that the reproductive status interferes with the
encapsulation immune response of leaf-cutting ants. The effects of reproductive events
produced positive regulation of cell defense in A. laevigata and negative regulation in A.
sexdens, as RA of A. laevigata presented the highest level of encapsulation when compared to
the other groups. The RNA values of this species were smaller and similar to the RRA group,
suggesting that the interval between mating and colony founding influences the metabolic
costs invested in the cellular immune system. The encapsulation level did not correlate with
head width or body mass. Because they are pest species, pioneering studies on the cellular
defense mechanisms of leaf-cutting ants may contribute to the clarification of this insect's
immune responses and the improvement of current control methods.

Palavras-chaves: Cellular defense. Nylon Thread Insertion. Encapsulation. Sadvas.
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1 INTRODUCAO

Animais se defendem de organismos infecciosos a partir de mecanismos da imunidade
inata e adquirida (FEARON, 1997); os insetos possuem uma resposta inata bem desenvolvida
e pouco se sabe sobre sua imunidade adquirida. Quando infectados, o tegumento dos insetos e
a producdo de varias moléculas citotdxicas no local da lesdo formam barreiras fisicas que
atuam como defesas iniciais. Os microrganismos que ultrapassam essas barreiras e chegam até
a hemocele séo contidos por células de defesa, os hemocitos (LAVINE; STRAND, 2002).

O sistema imune de insetos € subdividido em defesa humoral e celular. A defesa
humoral consiste na producdo de peptideos antimicrobianos (MEISTER; HETRU,;
HOFFMANN, 2000; LOWENBERGER, 2001), intermediarios reativos de nitrogénio ou
oxigénio (BOGDAN; ROLLINGHOFF; DIEFENBACH, 2000; VASS; NAPPI, 2001) e a
coagulacdo ou a melanizacao da hemolinfa. J& a defesa celular € uma resposta imune mediada
por hemacitos, como a fagocitose, nodulacdo e o encapsulamento (STRAND; PECH, 1995;
SCHMIDT; THEOPOLD; STRAND, 2001).

Durante a resposta de encapsulamento, certas classes de hemacitos se agregam e se
espalham pela superficie do antigeno, formando varias camadas de células e eliminando o
alvo por asfixia ou pela liberagdo de componentes necrosantes (STRAND; PECH, 1995;
NAPPI et al., 1995; GILLESPIE; KANOST; TRENCZEK, 1997). Para avaliar a resisténcia a
patdgenos reais a nivel individual, o nivel de encapsulamento é quantificado pela introducao
de um antigeno padrdo no corpo do inseto, como um filamento de nylon (RANTALA; ROFF,
2007).

O sucesso evolutivo das formigas pode ser atribuido ao seu comportamento eussocial,
ja que sdo capazes de realizar atividades complexas a partir da cooperagdo mutua. Contudo,
uma das desvantagens da vida em grupo € a facilidade da contaminacdo por patdgenos entre
os individuos da coldnia (SOUZA et al., 2008). Frente a isso, as formigas possuem diferentes
mecanismos de controle de doengas como a secrecdo glandular antimicrobiana, oS
comportamentos de limpeza (grooming), a remoc¢do dos individuos doentes do ninho e as
respostas imunes inatas e adaptativas dos membros da colénia (ROSENGAUS et al., 1998,
1999, 2000). Tais mecanismos atuam a niveis comportamentais, fisiologicos e
organizacionais, e em conjunto impedem o estabelecimento e a transmissdo de patdgenos
entre os individuos da colénia (CREMER; ARMITAGE; SCHMID-HEMPEL, 2007). Dessa
forma, pode-se dizer que essas barreiras funcionais formam um complexo sistema de
imunidade social (CREMER; ARMITAGE; SCHMID-HEMPEL, 2007).



A especificidade da resposta imune pode variar com a longevidade do hospedeiro e a
probabilidade de ser exposto mais de uma vez ao mesmo patégeno (ROLFF; REYNOLDS,
2009; BEST; TIDBURY; WHITE, 2013). Individuos de vida longeva devem investir mais em
imunidade ao longo tempo do que individuos de vida efémera (GARNIER; BOULINIER,;
GANDON, 2013). As rainhas de diferentes espécies de formigas vivem varios anos e,
portanto, apresentam uma vida longa e fixa em sua coldnia, o que as torna mais susceptiveis a
estarem expostas mais de uma vez ao mesmo patogeno (GALVEZ; CHAPUISAT, 2014).

O investimento em defesa imune em rainhas de formigas pode depender de varios
fatores e também variar com a idade e o status de acasalamento (GALVEZ; CHAPUISAT,
2014). Fémeas reprodutoras ndo acasaladas estédo protegidas no interior de suas colonias de
origem, mas quando deixam essas col6nias para iniciar o processo de criacdo de um novo
ninho se encontram inicialmente isoladas, e um trade-off entre reproducdo e imunidade pode
reduzir o investimento nas defesas imunoldgicas dessas formigas fundadoras (GALVEZ,
CHAPUISAT, 2014). Formigas-cortadeiras da espécie Atta colombica elevaram sua resposta
imunolodgica apds cavarem seus ninhos, como possivel resposta adaptativa contra patégenos
(BAER; ARMITAGE; BOOMSMA, 2006).

As formigas-cortadeiras vivem em sociedade com divisdo de castas, as quais
desempenham diferentes fungdes na colonia (WILSON, 1980). Elas sdo encontradas
principalmente na regido Neotropical (WEBER, 1972; HOLLDOBLER; WILSON, 1990).
Sdo formigas que cultivam o fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus para a sua
alimentacdo e para tal realizam intensa atividade de corte de materiais vegetais, que sdo
substrato para o crescimento do fungo (BASS; CHERRETT, 1995; ANDRADE et al., 2002;
PAUL; ROCES, 2003).

Segundo Ribeiro et al. (2011), o controle de doencas em uma coldnia adulta da
espécie Atta sexdens envolve alteracBes na resposta imune inata de acordo com a idade e
tarefa das operérias. Galvez e Chapuisat (2014), demonstram que o status reprodutivo de
rainhas das espécies Lasius niger e Formica selysi influencia sua resisténcia a doencas e que
esta pode variar entre espécies e as condi¢cBes de acasalamento. Como as rainhas das
formigas-cortadeiras apresentam vida longeva, necessitam investir em diferentes mecanismos
de defesa e, uma vez que sdo fundamentais para a manutencdo do formigueiro, torna-se
altamente relevante avaliar fatores que influenciam sua resisténcia as doengas. Assim, a
presente pesquisa teve como objetivo verificar a resposta imune celular de rainhas de

formigas-cortadeiras Atta sexdens e Atta laevigata em diferentes status reprodutivo.



2 OBJETIVOS

Avaliar alteracbes na resposta imune celular de encapsulamento em rainhas das
espécies Atta sexdens e Atta laevigata em diferentes estagios do status reprodutivo: fémeas
reprodutoras ndo acasaladas (com asas), fémeas recém-acasaladas (sem asas) e rainhas

acasaladas ha aproximadamente seis meses (ninhos incipientes).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O género Atta

A tribo Attini compreende os géneros mais diversos de formigas cultivadoras de
fungo, dentre eles Acromyrmex e Atta (MEHDIABADI; SCHULTZ, 2009; DELLA LUCIA,
2011). Esses géneros representam as verdadeiras formigas-cortadeiras, pois todas as espécies
contidas apresentam o habito de cortar partes verdes de plantas para o cultivo de seu fungo
simbionte Leucoagaricus gongylophorus (DELLA LUCIA, 2011). Trata-se de um grupo
muito estudado devido aos prejuizos causados a economia pelo corte intenso de folhas em
culturas cultivadas e naturais, e também aos beneficios gerados ao ecossistema, como a
aeracdo, drenagem e revolvimento do solo e dispersdo secundaria de sementes.

H& 50 milhdes de anos (SCHULTZ; BRADY, 2008) formigas cortadeiras
desenvolveram agricultura avancada baseada no cultivo e simbiose mutualistica obrigatoria
com o fungo basidiomiceto responsavel pela sua nutricdo, sendo consideradas insetos
fungivoros (DELLA LUCIA, 2011). Villesen et al. (2002) sugerem que a utilizacdo de
recursos altamente disponiveis para o cultivo do fungo simbionte, como materiais vegetais,
possibilitou que as formigas-cortadeiras constituissem grandes col6nias, portando rainhas de
vida longeva e formas de organizac¢do social mais complexas. As colonias do género Atta
podem conter milhdes de individuos divididos em castas e representam o maior dos
superorganismos da Terra (HOLLDOBLER; WILSON, 2009).

O género Atta apresenta um polimorfismo (diferenciagdo morfolégica) acentuado
entre as operarias, sendo organizadas de acordo com o trabalho e as fungdes que exercem.
Associa-se assim com a noc¢do de castas, ou seja, um grupo de individuos distintos em tipo
morfoldgico, grupo de idade ou estado fisioldgico que desempenham certos comportamentos
e atividades especializados na col6nia. (WILSON, 1971). A organizacdo social das formigas-
cortadeiras esta entre as mais complexas, permitindo a realizacdo de tarefas em cooperacdo e
um sistema auto-organizavel que pode produzir comportamentos coletivos altamente
estruturados (DELLA LUCIA, 2011).

Centenas ou milhares de fémeas e machos alados séo encontrados no interior do ninho
em épocas de reproducdo e em determinado momento, esses individuos se dirigem a
superficie do solo para realizarem a revoada. Como ndo retornam aos seus ninhos de origem,
formam uma casta temporaria. A fémea acasalada que funda um novo ninho e passa a ser

chamada de rainha, juntamente com as inimeras operarias de vida curta que realizardo a
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manutencdo do formigueiro, constituem uma casta permanente (DELLA LUCIA, 2011). A
rainha constitui também a casta reprodutiva do formigueiro, podendo viver mais de 20 anos e
ovipositando durante todo o seu periodo de vida. Como a rainha ndo pode ser substituida por
outra e h& apenas uma por ninho, é essencial que ela se mantenha viva para a sobrevivéncia da
colonia.

As operérias de Atta sdo fémeas inférteis, e em A. sexdens podem distinguir-se em
jardineiras e babas, generalistas dentro do ninho, forrageadoras e escavadoras, e defensoras ou
soldados (WILSON, 1980). Estudos sugerem que a determinacgdo das castas é feita a partir de
um mecanismo pléstico que depende de nutri¢do e fatores genéticos (DELLA LUCIA, 2011)
e que esse sistema geneticamente-baseado se da devido ao aumento da diversidade genética
pelos mdltiplos acasalamentos das formigas cortadeiras, permitindo que respondam de
maneira eficiente a perturbacfes do ambiente (OLDROYD; FEWELL, 2007).

Formigas podem ser consideradas os principais € numericamente mais abundantes
insetos sociais (WILSON, 1971). Dessa forma a vivéncia em grupo tem sido associada com 0
aumento da disseminacdo de patogenos (ALEXANDER, 1974), mas estudos recentes tém
mostrado que interacBes comportamentais garantem uma defesa efetiva, assim como
mecanismos de resposta imune densidade-dependente, associando o comportamento social
com a reducdo da disseminacdo de patogenos (BOOMSMA; SCHMID-HEMPEL; HUGHES,
2003). O antagonismo dos dados pode ser justificado pelos diferentes modos de transmissao
desses parasitas, ja que parasitas transmitidos por contato direto sdo positivamente
correlacionados com o tamanho do grupo, e parasitas que procuram ativamente um
hospedeiro, negativamente correlacionados (COTE; POULIN, 1995).

O sistema de defesa das formigas-cortadeiras consiste em mecanismos
comportamentais, fisioldgicos e associa¢des com outros organismos (DELLA LUCIA, 2011).
Dentre esses comportamentos estdo o autogrooming e o allogrooming, o ato das operarias de
lamberem a si mesmas e as companheiras do ninho, inclusive a rainha, respectivamente. Este
comportamento € considerado profilatico, pois ocorre apds o contato com a glandula
metapleural e suas substancias antibioticas (ORTIUS-LECHNER et al., 2000).

Logo apds o acasalamento as fémeas reprodutoras se dirigem ao solo, onde retiram
suas asas e passam a procurar o lugar ideal para a escavacdo de seus ninhos. Inicialmente, a
rainha da espécie A. sexdens constréi um pequeno canal e uma pequena camara em posicao
lateral de 8,5 a 15 cm de profundidade, e |4 permanece enclausurada por 80 a 90 dias
(AUTUORI, 1941, 1942). Ap0s esse periodo a rainha constr6i uma nova camara com

profundidade entre 60 a 80 cm, podendo o comprimento total do canal chegar a 1,40 m. Seis
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meses apos o acasalamento, um ninho de A. sexdens contém uma cdmara de fungo e poucos
canais. O desenvolvimento segue um padrdo geral, mas pode variar em tempo com 0 nUmero
de operarias (JACOBY, 1937 apud DELLA LUCIA, 2011).

As camaras que constituem os ninhos das formigas-cortadeiras possuem diferentes
funcOes, dentre elas, abrigar o fungo cultivado juntamente com os ovos, larvas, pupas,
operérias e rainha. A grande especializa¢do na construcao dos ninhos das formigas-cortadeiras
funciona como um mecanismo de defesa contra inimigos naturais e fatores ambientais
desfavoraveis (DELLA LUCIA, 2011), de modo a proteger seus descendentes e a rainha e
realizar um controle microclimatico (AMANTE, 1960; SUDD, 1970, 1982; BRIAN, 1983).
Dessa forma, apesar da escavagdo do ninho ter considerdvel custo energético, a energia
investida é revertida em beneficios para a propria colénia (DELLA LUCIA, 2011).

Na atualidade, varios métodos de controle sdo utilizados visando diminuir 0s
prejuizos causados por essas formigas, dentre eles as iscas toxicas, 0s pos, liquidos e gases
quimicos, a termonebulizacdo, o controle biolégico e os métodos culturais (BOARETTO;
FORTI, 1997). Contudo, por serem insetos bem estabelecidos e de complexa organizacao, as
formigas-cortadeiras sdo de dificil controle. Dessa forma, estudos de base e que objetivam o

aprimoramento dessas técnicas sdo necessarios.

3.1.1 Acasalamento

O voo nupcial ou revoada das formigas do género Atta é a maneira mais comum de
reproducéo e garante a dispersdo e a fundacdo de uma nova colénia. Ocorre quando a colonia
atinge o amadurecimento sexual, com cerca de 38 meses de idade desde a sua fundacgéo e se
repete anualmente até o ninho se extinguir (MARICONI, 1970; DELLA LUCIA; BENTO,
1993). O periodo da revoada se da quando as condi¢cBes ambientais estdo favoraveis, variando
regionalmente devido as diferentes condic@es climaticas. O voo nupcial se inicia quando os
alados saem de seus ninhos, os bitus seguidos pelas i¢as, que antes de abandonarem o ninho
coletam uma porcao do fungo mutualista e a mantém protegida em uma cavidade infrabucal
até a fundacdo do novo formigueiro (DELLA LUCIA, 2011).

Os alados realizam madltiplas copulas em pleno voo, garantindo mais de um
acasalamento e aumentando a variabilidade genética e o niumero de ovos fecundados. As i¢as
podem armazenar até 465 milhdes de espermatozdides em sua espermateca, variando por
espécie, 0 que contribui para o prolongamento de sua vida e a da col6nia (HOLLDOBLER,;

WILSON, 1990). Quando fecundadas, as rainhas se dirigem ao solo e retiram suas asas para
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iniciar a escavagédo de seus ninhos e estabelecerem suas coldnias. A fundagéo dos ninhos em
Atta spp. é haplometrdtica, ou seja, realizada por apenas uma rainha, que se enclausura em sua
camara inicial e cria sua prole inicial no isolamento.

O periodo mais crucial da colénia é a construcéo inicial do ninho, que pode durar entre
seis e oito horas (WEBER, 1966; MARICONI, 1970; WILSON, 1971; FERNANDEZ-
MARIN; ZIMMERMAN; WCISLO, 2004). O trabalho incessante da i¢a que se inicia com o
voo nupcial e perdura até a fundacdo da colénia implica em grande gasto energético e
consequente perda de peso (MINTZER, 1990). Apds cinco a seis dias do trabalho inicial de
escavacdo do ninho a oviposicdo € iniciada, as primeiras larvas emergindo em
aproximadamente 20 dias, e a rainha é responsavel pela alimentacdo e cuidados com a prole,
assim como cuidar da porcdo inicial do fungo e sua propria alimentacdo (MARICONI, 1970;
DELLA LUCIA, 2011).

3.2 Encapsulamento

A defesa celular dos insetos € mediada por hemacitos, e consiste em respostas imunes
como fagocitose, nodulacdo e encapsulamento (STRAND; PECH, 1995; SCHMIDT;
THEOPOLD; STRAND, 2001). Os hemécitos podem reconhecer componentes externos por
interacdo direta com receptores de outros hemacitos que tiveram contato prévio e apresentam
moléculas do organismo invasor. Ou por contato indireto através do reconhecimento de
receptores humorais, que se ligam e opsonizam a superficie do invasor. Eventos de
sinalizacdo coordenam ent&o respostas efetoras como fagocitose e encapsulamento (LAVINE;
STRAND, 2002). Pré-hemacitos, células granulares, plasmdcitos e células esféricas sao tipos
de hemdcitos descritos em espécies de diversas ordens de insetos.

Nodulacdo consiste na ligacdo de diversos hemdcitos em aglomerados de bactérias
enquanto encapsulamento se trata da ligacdo de diversos hemadcitos em alvos maiores, como
parasitoides e nematoides. Diferente da fagocitose, nodulacdo e encapsulamento resultam em
formacdes de hemdcitos sobrepostos revestindo o alvo. As capsulas formadas sdo na maioria
das vezes compostas por células granulares, plasmdcitos e lameldcitos (SCHMIDT;
THEOPOLD; STRAND, 2001; VASS; NAPPI, 2001). Receptores celulares e humorais estdo
envolvidos no reconhecimento de alvos a serem encapsulados e uma vez realizado o
reconhecimento, células granulares ou opsoninas humorais se ligam ao invasor e induzem a
diferenciacdo de plasmdcitos ndo-adesivos para altamente adesivos que se ligam entre si € no
alvo e formam grande parte da capsula (LAVINE; STRAND, 2002).
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A resposta de encapsulamento a um antigeno padrdo é comumente usada para avaliar a
defesa imune em insetos (KONIG; SCHMID-HEMPEL, 1995; RANTALA et al., 2000, 2002,
2003; RYDER; SIVA-JOTHY, 2000; RANTALA; KORTET, 2003; BAER; ARMITAGE;
BOOMSMA, 2006). Para isto, faz-se a introducdo de um monofilamento de nylon no
individuo. A coloracéo do fio apds certo periodo de tempo pode ser mais escura ou mais clara,
caracteristica utilizada para a diferenciacdo de um alto ou baixo nivel de encapsulamento,

respectivamente. Quanto mais escura a colora¢do maior a resposta celular do organismo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta e identificacdo do material biologico

Os ensaios foram realizados com fémeas reprodutoras ndo acasaladas (RNA), rainhas
recém-acasaladas (RRA) e rainhas acasaladas ha aproximadamente seis meses (RA), das
espécies Atta sexdens e Atta laevigata (Figura 1). As RNA foram coletadas anteriormente a
revoada, em outubro, no momento em que sairam de seus ninhos de origem para entdo
realizar o voo nupcial. As RRA foram coletadas durante a revoada, apds o acasalamento,
quando com suas asas ja retiradas e em busca de um local para fundagdo de um novo ninho.
Ambas foram coletadas em campo na Floresta Estadual “Edmundo Navarro de Andrade” —
Rio Claro/SP. A coleta das RA ocorreu em Itirapina/SP, para isso, 0s ninhos recém-formados
foram escavados e a rainha foi cuidadosamente removida juntamente com o fungo simbionte,
as operarias e as crias. As rainhas foram mantidas em potes de polipropileno no Laboratério
de Formigas Cortadeiras no Centro de Estudo de Insetos Sociais do Instituto de Biociéncias
do Campus UNESP — Rio Claro/SP, em sala climatizada com temperatura entre 22°C a 25°C,

com umidade relativa de aproximadamente 70%.

As RNA foram coletadas proximas aos olheiros de seus ninhos de origem e, para
distinguir as espécies, comparou-se caracteristicas morfoldgicas e o odor caracteristico das
operarias médias da coldnia de A. sexdens (sauva-limdo), o0 mesmo método de identificacdo
foi utilizado para as RA. Uma vez que as RRA foram coletadas apds voo nupcial e, portanto,
longe de seu ninho de origem, outro método de identificagdo foi utilizado. Para tal, foi
realizada a técnica de cromatografia gasosa, no Centro de Estudos de Insetos Sociais do
Instituto de Biociéncias do Campus UNESP — Rio Claro/SP, que possibilitou a identificacdo
da espécie a partir do perfil de hidrocarbonetos presentes na cuticula das formigas (CARLOS,
2013).

As castas reprodutivas foram imersas em 5 mL de hexano pelo periodo de 90
segundos, com intervalos de cinco segundos a cada 30 segundos. As amostras foram
analisadas por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM),
Shimadzu. Para as analises no CG-EM utilizou-se uma coluna DB-5 (30 m X 0,25 mm), o
protocolo de temperatura do cromatdgrafo utilizado foi: 80 °C/2min, 12°C/min, 300 °C
durante 20 minutos. A temperatura do injetor foi de 320 °C e do detector de 80 °C. Os dados

foram analisados pelo software LabSolution CGMSolution verséo 2.53 SU1. A identificacéo
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dos compostos foi realizada através da analise das fragmentacdes representada pelo espectro
de massas (CARLOS, 2013). Os metodos de identificacdo a nivel de espécie das rainhas
coletadas buscaram garantir a diferenciacdo das espécies alvo desse estudo, A. sexdens e A.

laevigata, as quais ocorrem na mesma regido e possuem morfologia externa semelhante.

Figura 1 - Esquerda: rainha acasalada, auséncia de asas; Direita: ica ndo acasalada, presenca de asas. Ambas da
espécie A. sexdens, que ndo apresentam diferenca morfolégica com a espécie A. laevigata.

Fonte: Autor

4.2 Determinacao dos niveis de encapsulamento

O nivel de encapsulamento foi avaliado a partir da insercdo de um fragmento de fio de
nylon transparente de 4,0 mm de comprimento e 1,8 mm de espessura no gaster dos
individuos, entre 0 4° e 5° tergito. A insercdo do fio de nylon buscou simular a entrada de um
antigeno no corpo da formiga, a fim de avaliar a capacidade de opsonizagdo dos hemaocitos no
processo de encapsulamento. Os fragmentos de fio de nylon foram previamente lixados,
mantidos por quatro horas em alcool 95% para esterilizacdo e inseridos com um né em uma
das extremidades para facilitar a retirada (RANTALA et al., 2002). A inser¢do do fio no
gaster da formiga foi realizada com auxilio de alfinete e pinga entomologicos esterilizados
(Figura 2 e 3). Apos a introducdo do antigeno, as rainhas foram mantidas por 24h em sala
climatizada com temperatura entre 22°C e 25°C e umidade relativa de aproximadamente 70%.

A massa corporal dos individuos foi mensurada em balanca de preciséo e, apds a retirada do
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antigeno, a largura da cabeca foi medida em estereomicroscépio (Figura 5), a fim de verificar
se caracteristicas morfoldgicas estdo relacionadas aos resultados encontrados.

Figura 2 - Introducéo de alfinete esterilizado entre 0 4° e 5° tergito do gaster de rainha Atta sp. no método para
insercéo do fio de nylon.

Fonte: Autor
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Figura 3 - Introducéo do fio de nylon na regido membranosa entre o 4° e 5° tergito do gaster de rainha Atta sp.
com auxilio de uma pinga entomoldgica esterilizada.

Fonte: Autor

A fim de avaliar se o convivio social das rainhas com operarias, imaturos e o fungo
simbionte durante o ensaio interfere nos niveis de encapsulamento, dois grupos foram
estabelecidos: rainhas isoladas e rainhas ndo isoladas. Ambas foram colocadas em potes de
polipropileno, sendo que as ndo isoladas foram mantidas junto as operarias, crias e seu jardim
de fungo simbionte (Figura 4).

Antes da remocdo do antigeno as rainhas foram anestesiadas por resfriamento a -8°C
por 5 minutos. Os fragmentos de fio de nylon foram retirados com auxilio de pinca
entomoldgica e colocados sobre laminas de vidro contendo glicerina. As laminas foram
cobertas com laminula de vidro e mantidas em temperatura ambiente para secagem.
Posteriormente, foram observadas e fotografadas em microscopio invertido Primovert Zeiss®.
As fotomicrografias foram analisadas utilizando o programa Image J e o0s niveis de
encapsulamento foram medidos utilizando os valores da escala de cinza de cada imagem. Os
dados foram adaptados de forma que as escalas de cinza mais escuras, quando comparadas ao

controle, caracterizaram maior indice de encapsulamento (RANTALA et al., 2002), variando
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de 0 (branco) a 255 (preto). Os histogramas das fotomicrografias foram padronizados, de
modo que o brilho e o contraste das imagens ndo alterassem a andlise da taxa de
encapsulamento. As taxas médias de encapsulamento de cada grupo foram comparadas por
ANOVA ¢, entdo, foi aplicado o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Figura 4 - Esquerda: RA (rainha acasalada) nao isolada, presenca de operarias e o jardim de fungo; Direita: RA
(rainha acasalada) isolada.

Fonte: Autor
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Figura 5 - Cabeca de rainha de Atta sp. sob estereomicroscépio com lente ocular contendo régua milimetrada. O
tamanho da cabeca foi aferido considerando a distancia na altura dos olhos.

10

Fonte: Autor
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5 RESULTADOS

5.1 Cromatografia Gasosa

O perfil quimico cuticular dos individuos analisados apresentou diferencas (Figura 6 e
7), possibilitando a identificacdo das espécies.

Figura 6 - Espectros de hidrocarbonetos cuticulares de fémeas fecundadas de Atta laevigata
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 7 - Espectros de hidrocarbonetos cuticulares de fémeas fecundadas de Atta sexdens
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Fonte: Dados da pesquisa

5.2 Rainhas isoladas e nao isoladas

As rainhas acasaladas (RA) foram mantidas em duas condigdes: isoladas e néo
isoladas. Ambas espécies ndo apresentaram diferencas quanto aos niveis de encapsulamento
nas duas condicBes estabelecidas. Assim, a permanéncia da rainha junto as operarias e ao
jardim de fungo ndo influenciou no processo de encapsulamento do fio de nylon. Contudo,
observaram-se alteracbes comportamentais das operarias mantidas junto a rainha apos a

insercdo do fio de nylon, como a maior frequéncia de comportamentos de limpeza
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(grooming). Além disso, em dois ninhos de A. laevigata e em um de A. sexdens as operarias
removeram o filamento de nylon do gaster da rainha, depositando-0 na cdmara de descarte
(Figura 8). Os dados obtidos para RA isoladas e ndo isoladas foram somados e submetidos a

analise estatistica para cada espécie alvo desse estudo.

Figura 8 - Filamento de nylon removido pelas operarias do gaster de RA, encontrado na cdmara de descarte do
ninho.

Fonte: Autor

5.3 Niveis de encapsulamento de Atta sexdens

Né&o foi possivel a coleta de fémeas reprodutoras ndo acasaladas (RNA) de A. sexdens
e, portanto, ndo foi realizada a analise comparativa entre os trés estagios do acasalamento e
entre as espécies. Dentre os grupos analisados, RA apresentou a menor taxa de
encapsulamento (Figura 11) quando comparado com RRA e com os dados obtidos para A.
laevigata (p<0,0001). O grupo de rainhas recém-acasaladas (RRA) apresentou 0 mesmo nivel
de encapsulamento encontrado em A. laevigata. Mais pesquisas sdo necessarias para elucidar

como o acasalamento influencia as respostas imunes dessa espécie.
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Figura 9 - Filamentos de nylon encapsulados removidos de RA de A. sexdens ap6s 24 horas.

Fonte: Autor

5.4 Niveis de encapsulamento de Atta laevigata

Os niveis de encapsulamento foram quantificados quanto a coloracdo dos filamentos
de nylon retirados do gaster das rainhas. As RA apresentaram o maior nivel de
encapsulamento (coloracdo mais escura) quando comparado aos grupos RRA e RNA
(p<0,0001), os quais apresentaram niveis semelhantes (Figura 10 e 11). Os resultados obtidos
sugerem que o0s eventos de acasalamento e estabelecimento do ninho tém efeitos nas respostas
imunes celulares das rainhas dessa espécie, assim como o tempo entre 0s estagios do status

reprodutivo.
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Figura 10 - Filamentos de nylon encapsulados removidos do gaster de: (a) rainhas acasaladas (RA); (b) rainhas
recém-acasaladas (RRA); (c) rainhas ndo acasaladas (RNA) de A. laevigata.

Fonte: Autor

Figura 11 - Andlise comparativa entre os niveis de encapsulamento de rainhas em diferentes estagios do status
reprodutivo. RAL: rainhas acasaladas de A. laevigata; RAS: rainhas acasaladas de A. sexdens; RRAS: rainhas
recém-acasaladas de A. sexdens; RRAL: rainhas recem-acasaladas de A. laevigata; RNAL: fémeas reprodutoras
ndo acasaladas de A. laevigata. No circulo vermelho o grupo que apresentou a menor massa corpérea
(p<0,0001).
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Fonte: Autor
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5.5 Correlagao

O encapsulamento ndo apresentou correlacdo significativa com a massa do corpo e o
tamanho da cabeca das rainhas em ambas espécies. Contudo, a massa corpérea diferiu entre
0s estagios do status reprodutivo (p< 0,0001). Para as duas espécies, RA apresentou a menor

massa corporal, enquanto que RRA e RNA apresentaram massas similares.
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6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos indicam que o acasalamento influencia a defesa imune interna
das rainhas de A. sexdens e A. laevigata. Contudo, as alteracdes nos niveis celulares de defesa
interna s6 foram verificadas ap6s a fase de fundag&o do ninho, sendo que para A. laevigata foi
observada regulacdo positiva da resposta imune e para A. sexdens a regulacdo negativa. Os
dados obtidos nesse estudo sugerem que, apesar do nivel de encapsulamento ter sido alterado
nos diferentes estagios da reproducéo, a copula ndo € um fator que atua de maneira imediata
no sistema de defesa celular, j& que os niveis de encapsulamento se mantiveram inalterados
logo apds o acasalamento. Os eventos reprodutivos pos-acasalamento, como a fundacdo do
ninho, provocaram a regulacdo do sistema imune celular.

O termo immune priming é utilizado para discutir alteracdes na defesa imune celular
de rainhas naturalmente acasaladas de L. niger e a maior resisténcia a patdgenos em rainhas
naturalmente acasaladas das espécies L. niger e F. selysi (GALVEZ; CHAPUISAT, 2014). Os
autores sugerem que o immune priming depende do status reprodutivo e varia com as
condicdes de acasalamento e espécie, e que 0 acasalamento desencadeia uma reagdo positiva
no sistema imune desses individuos, podendo estar relacionada com mudancas hormonais
associadas com oviposicao, fluido seminal, transmissdo de patdgenos durante o acasalamento,
histolise muscular, feridas de acasalamento e perda das asas (SHOEMAKER et al., 2006;
KAMIMURA, 2007; CASTELLA et al., 2009).

A resposta de encapsulamento é mantida durante o voo nupcial e, possivelmente,
regulada de forma positiva ap6s a fundacdo da colénia. Em A. colombica rainhas recém-
acasaladas nao apresentaram diferenca significativa no nimero de hemdcitos quando
comparado aos valores de rainhas ndo acasaladas (BAER; ARMITAGE; BOOMSMA, 2006).
Essas alteracdes na defesa a nivel celular do individuo também foram verificadas na presente
pesquisa, ja que o grupo RA apresentou maior nivel de encapsulamento na espécie A.
laevigata quando comparado aos grupos RNA e RRA, que tiveram valores proximos nas duas
espécies. Em A. sexdens RA apresentou menor nivel de encapsulamento, sugerindo que nessa
espécie ocorre uma regulacdo negativa do sistema imune celular ap6s a reproducao.

Baer, Armitage e Boomsma (2006) discutem que o risco de rainhas de A. colombica
adoecerem ap0s o Vvoo nupcial e até morrerem € proporcional a quantidade de
espermatozoides estocados na espermateca e ao numero de inseminagdes. De maneira que, 0S
custos metabdlicos para manter os espermatozoides ocasionam um trade-off diante as

respostas imunes a nivel individual durante o periodo solitario de fundacdo da coldnia,
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quando h& limitacdo de recursos. O efeito negativo do nimero de inseminagfes pode ser um
custo tardio da reproducéo, pois copular com mais machos implicaria em mais horas de voo e
maior uso da reserva energéetica que também seria usada em respostas imunes durante a
fundacdo da col6nia (BAER; ARMITAGE; BOOMSMA, 2006). Assim, 0S custos
metabdlicos investidos no acasalamento provocam um intervalo do investimento na defesa
celular, o qual € redirecionado a defesa ap0s o estabelecimento da coldnia.

A ativacdo e 0 uso do sistema imune celular tém custo energético e podem ser
comprometidos com a ocorréncia simultanea de outras atividades que exigem energia
(NORDLING et al., 1998; KONIG; SCHMID-HEMPEL, 1995; DEMAS et al., 1997). De
modo que o efeito principal de uma infeccdo ndo é o dano direto causado pelo parasita, mas
sim o custo imposto ao hospedeiro para ativacdo eficiente do sistema imune celular. Assim, o
custo para a sobrevivéncia é constantemente pago para controlar infeccBes e tal custo sé é
notado quando ha falta de recursos disponiveis para compensa-lo (MORET; SCHMID-
HEMPEL, 2000). O periodo solitario da fundacdo da coldnia pode representar a reducdo dos
recursos disponiveis e altos gastos energéticos, o que interfere na regulacdo de seu sistema
imune.

Em fémeas reprodutoras de F. aquilonia, os maiores individuos apresentaram maior
nivel de encapsulamento em habitat de floresta quando tiveram seus valores comparados a
individuos em areas desmatadas. Em individuos encontrados em areas perturbadas a relacdo
entre o nivel de encapsulamento e o tamanho do corpo era inversa, 0S menores apresentaram
maior resposta imune celular. Fémeas com melhores recursos e condi¢Ges podem ter o
potencial de alocar recursos tanto para crescimento quanto para defesa imune, enquanto
individuos com poucos recursos e condicdes desfavoraveis podem ndo apresentar tal
potencial, levando a um trade-off entre tamanho do corpo e defesa imune. A largura da cabeca
foi utilizada como medida padrdo para o tamanho do corpo (SORVARI; HAKKARAINEN;
RANTALA, 2008).

Na presente pesquisa ndo foram encontradas correlagbes entre a taxa de
encapsulamento, tamanho do corpo (largura da cabeca) e massa, e essa ultima foi diferente
para cada status reprodutivo. Ainda que ndo seja possivel afirmar que a massa do corpo esta
relacionada diretamente com a defesa imune celular, o investimento na fundacéo da colonia e
nas defesas imunes gera altos custos energéticos, o0 que pode reduzir a massa corpérea. Em A.
laevigata, o grupo coletado logo ap6s 0 nascimento das primeiras operarias, que apresentou
maior nivel de encapsulamento, apresentou a menor massa corporal. Os custos investidos na

defesa imunologica dos insetos sdo dependentes da condigcdo de sua nutricdo e é desregulada
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qguando em estresse nutricional (SUWANCHAICHINDA; PASKEWITZ, 1998; SIVA-
JOTHY; THOMPSON, 2002, RANTALA et al. 2003a), como no periodo pds-acasalamento
das RRA.

A eussociabilidade das formigas pode ser o fator que possibilita o investimento em
reproducdo e subsisténcia, pois diferente de insetos solitarios, ndo permanecem sozinhas apds
a fundacéo da colonia (GALVEZ; CHAPUISAT, 2014). O aumento dos comportamentos de
trofalaxia apds a inducédo de respostas imunes observado em operarias de Camponotus fellah
(SOUZA et al. 2008) e a presenca de secrecdes depositadas por operarias de A. sexdens sobre
o jardim de fungo que tém participacdo na assepsia do ninho e na inibicdo de patdgenos
(RODRIGUES et al., 2008; PEREIRA; BUENO, 2019) sédo exemplos de que a imunidade
social complementa os mecanismos individuais de defesa.

As RA foram mantidas isoladas e ndo isoladas nos ensaios realizados na presente
pesquisa. Os resultados dos niveis de encapsulamento ndo evidenciarem os efeitos do
isolamento, mas no grupo ndo isolado observaram-se alteracbes comportamentais das
operarias que tentaram remover o filamento de nylon do gaster da rainha. Essa alteracédo
sugere que a vida em grupo pode suprir alguns papéis das respostas imunes a nivel individual,
ja que com a remog¢do do antigeno pelas operérias a rainha reduz seu investimento em
mecanismos celulares de defesa. Mais estudos sdo necessarios para esclarecer a diferenca
encontrada entre as espécies A. sexdens e A. laevigata quanto aos investimentos na defesa
celular e a influéncia dos eventos da reproducdo nos processos mediados pelos hemdcitos que

estdo presentes na hemolinfa.
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7 CONCLUSAO

O status reprodutivo interferiu na resposta imune de encapsulamento das rainhas de
formigas-cortadeiras das espéecies Atta sexdens e Atta laevigata. E, portanto, a resisténcia a
patdgenos nas rainhas que foram objeto desse estudo foi influenciada pela reprodugdo. Os
eventos reprodutivos produziram regulacdo positiva da defesa celular em A. laevigata e
negativa em A. sexdens, ja que RA (rainhas acasaladas) de A. laevigata apresentou o maior
nivel de encapsulamento quando comparado aos demais grupos. Os valores de RNA (rainhas
ndo acasaladas) dessa espécie foram menores e préximos ao grupo RRA (rainhas recem-
acasaladas), sugerindo que o intervalo entre o acasalamento e a fundacdo da colbnia
influencia nos custos metabolicos investidos no sistema imune celular. O nivel de
encapsulamento ndo apresentou correlacdo com a largura da cabeca e nem com a massa
corporea. Por se tratarem de espécies pragas, estudos pioneiros quanto aos mecanismos de
defesa celular das formigas cortadeiras podem contribui para o esclarecimento das respostas

imunes desse inseto e para o aperfeicoamento dos métodos de controle atuais.
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