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RESUMO

Atualmente, a tribo Attini compreende 45 géneros e entre eles estdo as formigas-cortadeiras
cultivadoras de fungo, pertencentes aos géneros Atta e Acromyrmex, que causam grandes
danos econdmicos a agricultura devido ao intenso corte de materiais vegetais frescos para
cultivo do seu fungo simbidntico Leucogaricus gongylophorus. Essas formigas apresentam
diferentes mecanismos de defesa para proteger seus ninhos contra organismos competidores.
Dentre esses mecanismos esta a defesa humoral e celular (inata e adquirida) do sistema imune
interno e a defesa imune externa, que inclui qualquer caracteristica atuando no ambiente
capaz de melhorar sua protecdo contra patdégenos, sendo esta caracterizada em formigas pela
remocao fisica de patdgenos e pela secrecdo de compostos antimicrobianos advindos de
glandulas exdcrinas e simbiontes bacterianos. Poucos estudos buscam integrar os diferentes
fatores envolvidos na capacidade defensiva das formigas a fim de compreender estratégias
fisiol6gicas adquiridas para proteger a coldnia. Diante disso, a presente pesquisa teve por
objetivo investigar a defesa da formiga-cortadeira Atta sexdens contra patdgenos. Para tanto,
realizamos a revisdo sistematica dos mecanismos de defesa das formigas discutidos na
literatura, a qual nos direcionou para investigacdo da defesa quimica externa dessa espécie de
formiga. Os ensaios conduzidos foram de atividade enzimatica, analise cromatogréafica e
testes de inibicdo de fungos patdgenos e antagonistas. Verificamos que secregdes,
frequentemente depositadas no jardim de fungo, como a secrecdo da glandula mandibular e do
liquido fecal, inibem a germinacdo de cinco espécies fungicas. Os resultados evidenciam a
presenca de compostos, como o peroxido de hidrogénio e o &cido latico, com capacidade
antimicrobiana nessas secrecdes, as quais participam direta ou indiretamente da obtencdo de
um ambiente livre de patdgenos e com pH controlado no ninho. A investigacdo de outros
fatores, internos e externos, envolvidos nas estratégias defensivas das formigas-cortadeiras é
necessaria e poderd melhor esclarecer a capacidade de deteccdo e remocdo de patdgenos por
esses insetos.

Palavras-chave: Attini, mecanismos de defesa, glandulas exdcrinas, formigas cultivadoras de
fungo.



ABSTRACT

Currently Attini tribe comprises 45 genera and among them are fungus-growing leaf-cutting
ants belonging to the genera Atta and Acromyrmex. They cause great economic damage to
agriculture due to the intense cutting of fresh plant material for cultivation of its symbiotic
fungus Leucogaricus gongylophorus. These ants present different defense mechanisms to
protect their nests against competing organisms. Among these mechanisms is the humoral and
cellular defense (innate and acquired) of the internal immune system and the external immune
defense. This last one includes any hereditary characteristic acting in the environment and
being capable of improve its protection against pathogens. It is characterized in ants by the
physical removal of pathogens and by secretion of antimicrobial compounds from exocrine
glands and bacterial symbionts. Few studies have sought to integrate the different factors
involved in ants' defensive capacity in order to understand physiological strategies acquired to
protect the colony. In this way, the present research had the goal to investigate the defense of
the ant-cutter Atta sexdens against pathogens. For this, we performed the systematic review of
ant defense mechanisms discussed in the literature, which directed us to investigate the
external chemical defense of this ant species. The tests carried out were of enzymatic activity,
chromatographic analysis and tests of inhibition of pathogenic and antagonistic fungi. We
have observed that secretions frequently deposited in the fungal garden, such as the secretion
of the mandibular gland and fecal fluid, inhibit the germination of five fungal species. The
results evidenced the presence of compounds as hydrogen peroxide and lactic acid, both with
antimicrobial capacity. They participate directly or indirectly in obtaining a pathogen free
environment with controlled pH in the nest. The investigation of other factors internal and
external involved in the defensive strategies of leaf-cutting ants is necessary and may better
clarify the pathogen detection and removal capacity of these insects.

Key words: Attini, defense mechanisms, exocrine glands, fungus-growing ants.
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1. Introdugéo

A sistematica dos Formicidae atualmente contém 20 subfamilias de formigas
existentes (BOLTON AntCat, 2018) quatro delas, Dolichoderinae, Formicinae, Myrmicinae e
Ponerinae, correspondem a quase 90% de todas as espécies conhecidas. Myrmicinae é a de
maior diversidade, com aproximadamente 6.694 espécies existentes (BOLTON AntCat,
2018). Até 2014 Myrmicinae totalizava 25 tribos; porém, com base em analises filogenéticas
de 11 genes nucleares, incluindo dois genes ribossomal, 18S rDNA e 28S rDNA, e nove genes
codificadores de proteinas, o numero de tribos foi reduzido para apenas seis. A maior delas é
a Tribo Attini, que compreende 45 géneros. Entre eles, estdo os 17 géneros (Subtribo Attina)
com as especies de formigas cultivadoras de fungo (WARD et al., 2014; WARD AntWeb,
2018).

As formigas cultivadoras de fungo cultivam em seus ninhos o fungo mutualista, que €
base alimentar das col6nias. Essas formigas coletam diversos materiais vegetais frescos que
sd0 0 substrato para o crescimento do fungo. Para isso elas adquiriram, ao longo do processo
evolutivo, comportamentos de preparacdo do substrato que tém como funcdo inicial a
decomposicgéo e incorporacdo do material (HOLLDOBLER; WILSON, 1990; MUELLER et
al., 2001). Dessa forma, elas saem em forrageio, coletam materiais vegetais e, com uso das
pecas bucais, preparam uma polpa macerada a ser incorporada no jardim de fungo
(SCHULTZ, 1999; DINIZ; BUENO, 2009; DINIZ; BUENO, 2010).

As formigas-cortadeiras, pertencentes a dois géneros Atta e Acromyrmex, sao
consideradas herbivoros dominantes na Regido Neotropical e desempenham um papel
importante em termos de diversidade, ciclagem de nutrientes e fluxo de energia
(HOLLDOBLER; WILSON, 1990; PERFECT; VANDERMEER, 1993). A construcdo dos
ninhos e atividades de forrageamento modificam as propriedades do solo, melhorando a
penetracdo de raizes, aeragdo, drenagem e aumentando a disponibilidade de matéria organica
e mineralizacdo de nutrientes (DELLA LUCIA, 2014). Esses sdo insetos altamente sociais por
apresentarem castas reprodutivas e estéreis, sobreposi¢do de geracOes, divisdo de trabalho e
cuidado com a prole (WILSON, 1971).

Grande parte das Attini cultivadoras de fungo apresenta uma relacdo simbi6ntica com
fungos do género Leucoagaricus (Agaricaceae: Leucocoprinae). Em geral, a fémea
reprodutora, ao sair do ninho para realizar o voo nupcial e fundar uma nova col6nia carrega
pequeno fragmento do fungo simbionte em sua cavidade infra bucal (MARICONI, 1970;
HOLLDOBLER; WILSON, 1990) e, apds cavar o local do ninho, regurgita-o iniciando o
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cultivo. A espécie Atta sexdens (Linnaeus, 1758), que cultiva em seu jardim o fungo
Leucoagaricus gongylophorus, apresenta operarias polimérficas, minimas, médias e grandes,
que vivem em colénias com uma populacdo que pode chegar a milhdes de individuos. As
castas desempenham diferentes fungdes no ninho, sendo as operarias minimas responsaveis
pela manutencédo do jardim de fungo, as médias pela coleta de material vegetal (forrageio) e
as grandes sdo chamadas “soldados”, responsaveis pela defesa contra predadores (WILSON,
1980; HOLLDOBLER; WILSON, 1990; MUELLER, 2002).

Nessa relacdo simbidtica, as formigas fornecem ambiente Umido e substrato vegetal
para o desenvolvimento do fungo, que serve como fonte de alimento para as larvas, além de
ser parte da alimentagdo dos adultos (HOLLDOBLER; WILSON, 1990; MUELLER, 2002).
Além disso, as formigas sdo beneficiadas pela quebra de enzimas que possibilita a
detoxificacdo de compostos secundarios provenientes dos vegetais, que poderiam atuar como
inseticidas (LITTLEDYKE; CHERRETT, 1978; NORTH et al., 1997; NORTH et al., 1999) e
o fungo se beneficia pelo ambiente livre de competidores, ja que as formigas produzem
compostos antibioticos e sanitarizam o ninho (CURRIE; STUART, 2001).

A intensa atividade de corte de materiais vegetais as caracterizam como pragas
agricolas (HOLLDOBLER; WILSON, 1990). Estimativas globais das perdas econémicas
causadas pelas formigas-cortadeiras podem alcancar bilhdes de ddlares (MONTOYA-
LERMA et al., 2012). Atualmente, o principal método de controle das formigas-cortadeiras é
0 quimico, amplamente utilizado na formulacdo de iscas toxicas ou por nebulizacdo, e o Unico
a apresentar resultados eficazes. Porém, alguns inseticidas foram proibidos em alguns paises
da América Latina por causa de sua toxicidade ndo-seletiva (MONTOYA-LERMA et al.,
2012; DELLA LUCIA, 2014; SILVA, 2006; NOGUEIRA-NETO, 1997). Assim, diversos
estudos buscam métodos alternativos de controle capazes de minimizar 0s prejuizos causados
pelas formigas-cortadeiras, dentre eles estdo o controle mecénico, controle biologico e
controle quimico com compostos menos agressivos ao ambiente (BOARETTO; FORTI,
1997; DELLA-LUCIA, 2014; BRITTO et al., 2016).

As opcbes de controle biologico sugeridas atualmente estdo relacionadas ao uso de
microrganismos entomopatogénicos, extratos de plantas e a combinacdo de plantas com
agentes patogénicos para formulagdo de iscas toxicas que ocasionam toxicidade as operarias
ou ao fungo simbionte, com menor impacto ambiental do que os produtos quimicos, como
inseticidas (ALMEIDA et al., 2007; BRITTO et al., 2016). Embora o controle bioldgico tenha
mostrado resultados promissores, ainda ndo é eficaz no campo e necessita de melhorias na

atratividade das iscas e no estudo dos diferentes fungos antagonistas. A limitacdo mais
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importante do controle bioldgico é a capacidade das formigas-cortadeiras de detectar e se
recuperar contra agentes patogénicos em condic¢des naturais (BOARETTO e FORTI, 1997,
MONTOYA-LERMA et al., 2012; BRITTO et al., 2016).

Poucos estudos relacionam os fatores envolvidos na capacidade defensiva das formigas-
cortadeiras. A investigacdo dos mecanismos de defesa, tais como o comportamento social e a
presenca de endossimbiontes, se torna relevante ja que possibilita esclarecer a capacidade de
deteccdo e remogdo de patdgenos pelas operérias. Pesquisas basais que abordam esse tema
revelam caracteristicas fisiologicas das formigas-cortadeiras e podem contribuir para repensar

0s métodos de controle utilizados atualmente.

2. Referencial tedrico

Os insetos em geral apresentam diferentes mecanismos de defesa contra parasitas e sdo
capazes de detectar e reagir a diferentes patdgenos que ameagam 0 organismo hospedeiro.
Dentre os mecanismos, a defesa humoral e celular do sistema imunolégico interno responde
com diferentes efetores para erradicar ou incapacitar uma diversidade de agentes nocivos,
como virus, bactérias ou fungos (HOFFMANN, et al., 1996). Quando infectados, os insetos
aumentam a quantidade de células imunes (hemdcitos) que fazem fagocitose e encapsulacédo e
aumentam secrec¢des antibacterianas (CHOUVENC et al., 2009; ROSENGAUS et al., 2011).
As substancias quimicas externalizadas estdo presentes em diferentes grupos animais e
funcionam como antimicrobianos, definidos como compostos autoproduzidos, derivados de
simbiontes, glandulas ou do ambiente que sdo utilizados contra microrganismos. Em insetos,
a secrecdo de antimicrobianos tem como proposito proteger o ninho e o alimento estocado
(OTTletal., 2014).

Além dos mecanismos de imunidade interna, o termo “defesa imune externa”,
proposto por Otti et al. (2014), integra o sistema imune dos insetos e inclui qualquer
caracteristica hereditaria atuando no ambiente capaz de melhorar sua protecdo contra
patdégenos, ou mesmo, manipular a composi¢do da comunidade microbiana a seu favor. Uma
caracteristica hereditaria, por exemplo, € que 0s insetos sociais podem modular seus
comportamentos e respostas imunes quando ha presenca de patdgenos e, consequentemente,
transferem essa imunidade entre os individuos. Um estudo realizado com cupins expostos a
altas doses de conidios fungicos revelou que os individuos contaminados transmitem sinais
vibratdrios de alarme através do substrato e os demais fogem em resposta, reduzindo assim a
contaminacéo do grupo (ROSENGAUS et al., 1999; ROSENGAUS et al., 2011).
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Outras adaptacOes comportamentais, como o comportamento de limpeza em formigas
e cupins, participam na disseminacdo de secrecfes antimicrobianas, reduzindo o risco de
infeccdo do ninho e também podem ser consideradas estratégias da defesa imune externa
(OTTlI et al., 2014). O surgimento de tais estratégias depende do nicho ecolégico e da histdria
evolutiva do organismo, de forma que o aumento do uso de defesa imune externa esta
associado ao aumento da pressdo parasitaria e uma baixa variacdo espacial e temporal no
ambiente microbiano de um organismo (TRAGUST, 2016). A defesa imune externa esta
relacionada a fisiologia e sistema imunoldgico interno de um organismo. Como dito, 0s
componentes desta defesa podem ser secre¢des antimicrobianas (OTT]I et al., 2014).

As fontes primarias de compostos antimicrobianos sdo secrecdes de glandulas
exécrinas e de microrganismos simbiontes, como bactérias actinomicetos (FERNANDEZ-
MARIN et al., 2009). As formigas fazem uso de secrecdes produzidas em glandulas exdcrinas
na comunicagdo dos individuos da col6nia como parte da organizacdo social, por exemplo,
feromonios de trilha, de alarme e marcacdo territorial. Além disso, uma variedade de
glandulas exdcrinas produz compostos antimicrobianos (MORGAN, 2008). As glandulas
mandibulares, que fazem parte do sistema salivar das formigas, sdo estruturas ligadas as
mandibulas (GAMA; CRUZ-LANDIM, 1982) e seus compostos sao frequentemente
identificados como feromonios de alarme (HOLLDOBLER; WILSON, 1990). Em
Calomyrmex sp., a secrecdo da glandula mandibular apresentou atividade antimicrobiana
quando testada contra microrganismos isolados do solo (bactérias e fungos) (BROUGH,
1983).

As secrecoes das glandulas de veneno e metapleural de diferentes espécies de formigas
apresentaram atividade antimicrobiana in vitro e in vivo (TRAGUST, 2016). Ambas
sintetizam secrecfes que possuem variada funcdo bioldgica. Os venenos produzidos pelas
glandulas de veneno de alguns géneros de formigas sdo utilizados como compostos
defensivos injetaveis ou agentes toxicos para captura de presas, além de agirem como
feromonios de reconhecimento, rastreamento e alarme (SCHIMIDT, 1986). Geralmente,
apresentam em sua composi¢do proteinas e peptideos, podendo em algumas especies
apresentar moléculas pequenas contendo nitrogénio (MORGAN, 2008). Ja a secrecdo da
glandula metapleural é utilizada para reconhecimento de colbnia, espécie ou marcagdo de
territério e também como defesa quimica contra patégenos (YEK; MUELLER, 2011).

Destacando-se a glandula metapleural, as suas secre¢cBes em formigas da subtribo
Attina sdo capazes de suprimir a germinagdo de conidios e aumentar a sobrevivéncia de
operérias contaminadas (FERNANDEZ-MARIN et al., 2009; POULSEN et al., 2002). Os
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compostos encontrados na secrecdo desta glandula impedem a germinagcdo de esporos
fangicos e agem como antibidtico protegendo o organismo de agentes patogénicos
(MORGAN, 2008). Essa glandula apresenta também diferencas morfofisiologicas em
espécies basais e derivadas de formigas-cortadeiras, sendo que as derivadas apresentam
glandulas mais desenvolvidas, provavelmente pela pressdo parasitaria sofrida por essas
especies (VIEIRA et al., 2012)

Além do uso das defesas imunes externas, o termo “imunidade social”, explanado por
Cremer et al. (2007) e Cotter; Kilner (2010), diz respeito a defesas imunoldgicas cooperativas
baseadas em adaptacdes organizacionais em insetos socais, em que servi¢os imunitarios séo
compartilhados entre os membros do grupo em beneficio da colénia.

Um exemplo disso é a imunizacao ativa da col6nia da espécie Lasius neglectus Van
Loon et al., 1990, em que operarias quando submetidas a doses letais de Metarhizium
anisopliae caminham em suas coldnias expondo outras operarias a doses fungicas nao-letais,
mas que sdo suficientes para induzir um padrao especifico de expressdo do gene imunoldgico
antifngico. Esses individuos se tornam mais resistentes quando expostos, posteriormente, a
dose letal do mesmo patdgeno. Dessa forma, um inseto social pode aumentar sua resposta
imune quando h& a exposi¢do secundaria a um patdgeno. E além da sobrevivéncia do
hospedeiro, as respostas imunes afetam a sobrevivéncia e a transmissdo de doencas dentro da
colénia (KONRAD et al., 2012; BABAYAN; SCHNEIDER, 2012).

Também envolvido nos mecanismos de defesa das formigas-cortadeiras podemos citar
a presenca de endo e ectossimbiontes, que tém desempenhado um importante papel na
evolucdo das formigas (RUSSEL et al., 2009). Os simbiontes contribuem com a aquisicdo de
nutrientes e suplementacdo de vitaminas. Os insetos eussociais estdo amplamente
relacionados a simbiontes bacterianos que vivem em seu interior. Geralmente, as simbioses
entre insetos e comunidade microbiana sédo evolutivamente antigas, de modo que a relacdo
complementar entre hospedeiros e simbiontes tem evoluido ao longo do tempo e
desencadeado beneficios para ambos (SAPOUNTZIS et al., 2015).

As formigas cultivadoras de fungos apresentam uma das mais complexas simbioses
microbianas porque ambos (formiga-fungo) possuem uma rica comunidade de
microrganismos associados, os quais tém funcGes nutricionais (KELLNER et al., 2015).
Alguns simbiontes bacterianos encontrados nas formigas cultivadoras de fungos sdo
responsaveis pela producdo de antibidticos contra uma diversidade de patdégenos (SEN et al.,
2009). Muitas das bactérias das formigas sdo encontradas em seu trato digestério, que é

habitado por uma gama de microrganismos, mas podem também colonizar sua cuticula. A
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composi¢cdo dessa comunidade bacteriana varia entre os taxons de formigas, seus niveis
troficos e diferentes orgdos, alem de existirem fatores fisiolégicos e ambientais que
influenciam na colonizacdo bacteriana (RUSSELL et al., 2009; VIEIRA et al., 2017).

3. Objetivo geral

Tendo em vista a capacidade das formigas-cortadeiras de reconhecer e se recuperar da
contaminacdo por patdgenos, o presente trabalho teve por objetivo investigar a defesa da
colbnia de Atta sexdens Linnaeus, 1758, a fim de integrar os diferentes fatores envolvidos em
suas respostas defensivas. Em particular buscou-se enfatizar o papel das secrec6es da glandula

mandibular e do liquido fecal em atuar na defesa quimica dessa espécie.

Obijetivos especificos

1- Verificar, a partir de uma revisao sistematica, 0 que se tém produzido no campo da
pesquisa cientifica quanto aos diferentes mecanismos de defesa das formigas, como defesa
imune interna, secrecao glandular e a participacdo de simbiontes bacterianos. De maneira a

estabelecer um panorama do que é conhecido na comunidade cientifica.

2- Analisar quimicamente as secre¢des do liquido fecal e da secrecdo da glandula
mandibular de Atta sexdens, a fim de verificar se essas colaboram para o estabelecimento de
um microambiente peculiar no interior dos ninhos que favorece a estabilidade imunoldgica

das colbdnias.

3- Avaliar se componentes desse microambiente no interior dos ninhos séo capazes de

inibir in vitro o crescimento de fungos patogénicos e antagonistas do fungo mutualista.

4. Apresentagdo

O tema e os objetivos desta pesquisa, que estdo relacionados a investigacdo dos
mecanismos de defesa imune das formigas, serdo apresentados em dois capitulos, contendo
introdugdo, objetivos, metodologia utilizada e os resultados encontrados. O Capitulo 1
compreende os resultados do primeiro objetivo, trata de uma revisdo sistematica que constroi
um panorama acerca dos mecanismos de defesa e respostas defensivas de formigas de varias
especies. O Capitulo 2 apresenta os resultados experimentais que atendem ao segundo e
terceiro objetivos, portanto, trata da analise quimica e microbioldgica das secrec6es do liquido
fecal e da glandula mandibular da formiga-cortadeira A. sexdens, testadas contra fungos

patogénicos e antagonistas do fungo mutualista.
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6. Conclusao

Os resultados obtidos indicam que o perdxido de hidrogénio e o acido latico, compostos
presentes nas secrecdes da formiga-cortadeira Atta sexdens, apresentam agdo antimicrobiana,
especificamente contra fungos entomopatogénicos e antagonistas do fungo mutualista,
frequentemente encontrados no interior dos ninhos dessa espécie de formiga. O perdxido de
hidrogénio na concentracdo de 50mM inibiu totalmente a germinacdo de cinco espécies
fangicas e quando na presenca do tampdo lactato de sddio foi ainda mais eficiente, inibindo
quase que totalmente a germinacdo na concentracdo 5mM.

E possivel que outros compostos presentes na secrecdo da glandula mandibular e no
liguido fecal de A. sexdens apresentem atividade antimicrobiana, mas o0s ensaios
microbiologicos conduzidos nesta pesquisa demonstram que o peroxido de hidrogénio e o
acido latico tém importante participacdo na inativacdo de fungos entomopatogénicos e
antagonistas do mutualista, durante os processos de assepsia do ninho. Outros estudos sdo

necessarios para tracar a rota metabdlica desses compostos e seu modo de acdo na defesa
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imune externa e ainda, a imunidade social, ou seja, interacbes com outros organismos tanto

dos ectossimbiontes como da endossimbiontes.
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