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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



14

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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RESUMO

A presenca de patdgenos é, particularmente, um problema significativo para insetos sociais, ja
que suas coldnias, normalmente, contém densa agregacdo de individuos altamente
relacionados, o que facilita a transmissdo de doengas. Por outro lado, a vida em grupo pode
favorecer o desenvolvimento da imunocompeténcia entre os individuos e de toda a col6nia a
partir da imunidade social. I1sso porque comportamentos sociais adaptativos e 0s mecanismos
de defesa relacionados geram o que podemos chamar de profilaxia social, medidas
preventivas adotadas para manutencdo de um ambiente asséptico, ou seja, livre de patdgenos
no ninho. Alguns fatores como: variagdes no ambiente, nivel de organizac¢do social, “status”
reprodutivo e densidade populacional modulam o investimento na imunidade e, por isso, 0S
mecanismos de defesa diferem entre espécies e até entre populacbes de formigas. Aqui
apresentamos uma revisdo sistematica dos mecanismos de defesa das formigas (Hymenoptera:
Formicidae) a fim de construir um panorama do que se tém produzido na comunidade
cientifica acerca das respostas imunes de diferentes espécies de formigas contra patégenos. Os
mecanismos de defesa abordados foram agrupados em categorias ap0s o levantamento
bibliografico, o que facilita a avaliacdo de quais temas estdo sendo mais discutido nas
pesquisas da area. O levantamento ndo restringiu periodo de publicacdo dos trabalhos. Os
percentuais de cada categoria foram estabelecidos quanto ao nimero de artigos que tratam do
tema em relacdo ao total de 78 trabalhos cientificos selecionados. As categorias mais
abordadas nas pesquisas foram a imunidade social (36%) e a defesa imune externa (31%), que
incluem a defesa fisica de remocdo de patdgenos entre os individuos (grooming) e
concomitantemente a defesa quimica com o espalhamento de secre¢des antimicrobianas
advinda de glandulas exdcrinas e endossimbiontes. Quanto as respostas defensivas das
formigas, a categoria que esteve mais presente nos resultados foi a “secregdes de
antimicrobianos” e a menos abordada pelos autores foi a “melanizagdo”, que esta relacionada
a defesa humoral e celular. Outros dados como os métodos mais utilizados pelos autores que
tratam do tema foram avaliados nessa pesquisa. De maneira geral, as formigas combinam
padrGes comportamentais e caracteristicas hereditarias para o estabelecimento de um
ambiente livre de patdgenos e 0 aumento da resisténcia de seus companheiros de col6nia a
doencas.

Palavras-chave: sistema imune, comportamento social, ambiente asséptico e profilaxia social.
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1. Introdugéo

As formigas (Hymenoptera: Formicidae) apresentam diferentes mecanismos de defesa
contra parasitas e sdo capazes de detectar e reagir a diferentes patdgenos que atacam sua
coldnia. Por isso, esses insetos sdo considerados de dificil controle e dispendem de diferentes
frentes de defesa ao serem contaminadas quando, por exemplo, carregam até o ninho iscas
contendo compostos toxicos ou fungos entomopatogénicos. O comportamento social,
forrageamento e formas de nidificagdo favoreceram o surgimento de mecanismos de defesa
em insetos sociais, uma vez que as caracteristicas ecoldgicas desses animais aumentaram a
pressdo seletiva para evoluir fatores externos de defesa, no intuito de proteger a colonia
(CREMER et al., 2007). Variagdo no ambiente, nivel de organizagdo social e densidade
populacional do hospedeiro modulam o investimento na imunidade e, por isso, 0S
mecanismos de defesa podem diferir entre espécies e até entre populacdes de formigas (OTTI
etal., 2014; TRAGUST, 2016).

A secregdo de antimicrobianos, que representa a defesa imune externa, protege o ninho
e 0 alimento estocado e sdo normalmente produzidas por glandulas exdcrinas, mas podem
também ser derivadas de simbiontes presentes no trato digestério das formigas. Essas
secrecBes sdo aplicadas no ninho e, principalmente, nos individuos da col6nia durante a
realizacdo de “grooming”, comportamento de limpeza muito comum em inset0os sociais. As
defesas quimica e fisica realizadas pelas formigas a partir de comportamentos adaptativos
podem ser mais frequentes em casos de contaminagdo, mas ocorrem também cotidianamente
gerando uma profilaxia social do ninho. Além desses mecanismos, quando infectadas, as
formigas disponibilizam da defesa imune interna que responde com diferentes efetores, como
células de defesa que fazem fagocitose e encapsulacdo, para erradicar ou incapacitar uma
diversidade de agentes nocivos, como virus, bactérias ou fungos (HOFFMANN et al., 1996;;
MORGAN, 2008; ROSENGAUS et al., 2011; OTTl et al., 2014).

A comunidade bacteriana presente em Formicidae também ¢é frequentemente
relacionada a defesa. Muitas das bactérias simbidticas das formigas sdo encontradas em seu
trato digestorio, que € habitado por uma gama de microrganismos (endossimbiontes) ou estdo
presentes por toda sua cuticula (ectossimbiontes). O importante papel dos simbiontes nos
processos evolutivos das formigas diz respeito ndo somente a aquisi¢cdo de nutrientes, mas
também na producdo de compostos eficazes nas respostas defensivas do organismo e no
estabelecimento de uma resisténcia a doencas de toda a colénia. Os avancos nas técnicas de

NGS (“next generation sequencing”) da biologia molecular possibilitou identificar a
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comunidade bacteriana de muitas espécies de formigas, o desafio é relacionar esses
microrganismos a funcGes como nutricdo ou capacidade imune (ZIENTZ et al., 2005;
SAPOUNTZIS et al., 2015; KELLNER et al., 2015).

Filogeneticamente, as formigas derivadas (do género Atta e Acromyrmex) possuem
coldnias maiores e organizagao social mais complexa com maior diferenciacdo morfoldgica
de castas quando comparadas a formigas basais. Portanto, necessitam de uma defesa mais
eficiente para protecdo da prole e dos individuos adultos. Essas formigas, além de modular
seus comportamentos e investimentos em defesa externa, podem também apresentar aumento
no tamanho de glandulas exdcrinas, como a glandula metapleural, para tornar mais eficiente a
producdo de antimicrobianos capazes de aumentar a protecdo contra patdgenos
(HOLLDOBLER; WILSON, 1990; LACERDA et al., 2010; VIEIRA et al., 2012
TRAGUST, 2016).

A mais complexa interagdo descoberta na natureza ocorre nas formigas cultivadoras de
fungo, com a associagdo de quatro organismos: formiga, fungo mutualista, fungo parasita e
bactérias (YOUNGSTEADT, 2008). Estas bactérias pertencentes as Actinobacterias, como
Pseudonocardia, colonizam estruturas especializadas da cuticula, cuja fungdo principal é
combater o fungo Escovopsis, considerado parasita especializado do jardim de fungos das
formigas e ndo é conhecido de vida livre (LI et al., 2018)

Porém, durante a trajetdria evolutiva dessas bactérias, ocorreu uma perda secundaria,
pois estdo ausentes nas Attina cortadeiras de folhas do género Atta e parcialmente nas
Acromyrmex (LI, et al., 2018). Acontece que Escovopsis esta presente no jardim de fungos
dessas formigas (CURRIE et al., 1999b; RODRIGUES et al., 2009) e, aparentemente, ndo
causam danos a coldnia. Ainda ndo se conhece qual é o mecanismo que controla o
desenvolvimento do Escovopsis nos géneros derivados das Attina.

Especula-se ainda que em colonias complexas, como as de formigas-cortadeiras,
compostos gquimicos ou gases presentes no interior ninho podem gerar um microambiente
imune que reduz a contaminagdo por patdégenos invasores. Muitos estudos investigam os
mecanismos defensivos, seja a producédo de secre¢des antimicrobianas, a presenca de ecto e
endossimbiontes ou 0 comportamento social, de véarias espécies de formigas. Relacionar esses
mecanismos e verificar o que mais tem se produzido na comunidade cientifica colabora para

construcdo de um panorama acerca do tema.
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2. Objetivo

Realizar uma revisdo sistematica dos mecanismos de defesa das formigas, buscando
evidenciar: o que se tem produzido em maior escala acerca do tema na comunidade cientifica,
quais respostas defensivas das formigas tém sido destacadas contra patdgenos, quais
subfamilias e géneros de Formicidae tém sido alvo de pesquisas, quais métodos e espécies de

microrganismos tém sido utilizadas em estudos sobre o tema.

3. Material e métodos

Geralmente, os mecanismos de defesa das formigas-cortadeiras sdo estudados
individualmente e estdo focados na fisiologia do organismo da formiga, a descoberta de endo
e ectossimbiontes e caracteristicas do fungo simbionte. Para melhor conhecer as informacdes
presentes no meio cientifico e integrar os diferentes fatores envolvidos na defesa imune das
formigas-cortadeiras, esse estudo relacionou os trés grandes organismos presentes no ninho
que colaboram para o estabelecimento de um microambiente imune: as formigas, o fungo
mutualista e os microrganismos simbiontes. Para tanto, buscou-se informacdes cientificas que
estivessem relacionadas a defesa imune interna, externa, participagdo dos simbiontes na
defesa, ambiente do ninho e imunidade social.

A coleta de dados foi realizada em artigos e teses publicados nos seguintes banco de
dados e bibliotecas digitais: Google Scholar, Web of Science, Science Direct, Pathernon e
Periddicos da CAPES. A busca ndo restringiu periodo de publicacdo dos trabalhos e utilizou a
combinacdo das seguintes palavras-chave: immunity, Formicidae, ants e defense. A selecédo
dos artigos pertinentes para o estudo se deu pela analise do titulo, das palavras-chave e do
resumo e considerou necessariamente a investigacdo de fatores de defesa e propriedades
imunitéarias em qualquer género de formiga. Os artigos, quando selecionados, foram dispostos
em diferentes categorias de analise de acordo com o0s tdpicos estabelecidos nessa pesquisa
(Figura 1).
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Figura 1: Esquema representativo dos fatores que permeiam a defesa das colénias de formigas-cortadeiras.

DEFESA DA COLONIA

Ectossimbiontes
Endossimbiontes

O levantamento bibliografico ndao buscou extrair dados quantitativos dos artigos
selecionados e sim elencar quais as respostas obtidas pelos autores quanto a capacidade
defensiva das espécies-alvo, as técnicas utilizadas para atender os objetivos da pesquisa, as
espécies de formigas mais frequentemente estudadas e as espécies de microrganismos

utilizadas no estudo tamhbhém foram analisadas.

4. Resultados e Discussao

Foram selecionados 78 artigos, sendo 74 de pesquisas e 4 de revisdo. A revisdo
sistematica teve a finalidade de verificar como os assuntos relacionados a defesa das formigas
tém sido direcionados nas pesquisas da area. Segundo o levantamento bibliografico o trabalho
menos recente encontrado sobre o tema foi publicado em 1979 e trata de um estudo realizado
com o0 género Neivamyrmex (BROWN et al., 1979). A defesa das formigas contra patdgenos
retine diferentes mecanismos, 0s quais atuam desencadeando respostas defensivas especificas
na presenca de um corpo estranho ou patdégeno no ninho. A Tabela 1 apresenta os
mecanismos de defesa, com 0 modo de acgdo e as respostas defensivas desencadeadas em caso
de contaminacdo, que foram utilizados como categorias durante a separacdo do material

cientifico obtido no levantamento bibliogréafico.



Tabela 1 - Tépicos de agrupamento dos trabalhos cientificos.

Mecanismo
de defesa

Defesa imune interna

Defesa imune
externa

Simbiontes

Ambiente do ninho

Imunidade social

Mecanismo
especifico

Defesa humoral e celular

Glandulas exdcrinas

Endossimbiontes e
ectossimbiontes

Microfungos e gases

Resisténcia a doencas

Modo/local
de acdo

Enzima fenoloxidase e
hemoacitos

Glandula metapleural, de
veneno, mandibular

Trato
digestorio/intracelular e
cuticula

Volateis

Estrutura social

Resposta
defensiva

Fagocitose, encapsulacdo
& melanizacio

Secrecoes
antimicrobianas

Secrecdes
antimicrobianas

Volateis
Antimicrobianas

Resisténcia, grooming,
dieta, isolamento
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A utilizacdo de topicos para o agrupamento dos trabalhos cientificos relacionados
facilita a analise do que se tem produzido para cada subtema dos mecanismos de defesa das
formigas. A Figura 2 mostra a distribuicdo do nimero de artigos das categorias abordadas nos
diferentes periodos de publicacdo. A analise dos dados se deu pela obtencdo do percentual de
trabalhos que estdo agrupados em cada grande categoria, que sdo elas: mecanismo de defesa
(Figura 3), as respostas defensivas (Figura 4), os métodos utilizados (Figura 5), as subfamilias
e géneros de formigas alvo de estudo (Figura 6) e as espécies de microrganismo utilizadas
(Figura 7). As porcentagens geradas para cada categoria de defesa sdo apresentadas
graficamente e mostram a tendéncia com que esse assunto tem sido estudado na comunidade
cientifica.

E importante salientar que um Gnico artigo pode ter utilizado mais de uma espécie de
formiga e microrganismo na pesquisa e pode ter apresentado mais que uma resposta defensiva

em cada caso.
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Figure 2: Distribuicdo temporal do nimero de artigos publicados em periodos de cinco anos nas diferentes
categorias de “mecanismos de defesa das formigas”. IS: imunidade social; DE: defesa externa; DS: defesa
mediada por simbiontes; DI: defesa interna; O: outros; DQ: defesa quimica.
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Figure 3: Distribuicao percentual dos trabalhos agrupados por “mecanismo de defesa”.
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Figura 4 — Distribuicdo percentual de artigos que encontraram diferentes respostas defensivas desencadeadas
pelos mecanismos de defesa
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Figura 5 — Distribuicéo percentual de artigos que utilizaram diferentes métodos de pesquisa
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Figura 6- Distribuicdo percentual de artigos em relagéo a subfamilia e ao género de formiga alvo de pesquisa

Subfamilias Géneros

W Acromyrmex m Outras
N N m Camponotus Atta
W Myrmicinae m Formicinae B Formica B Lasius
W Myrmica W Solenopsis

m Ectatomminae m Ponerinae
W Crematogaster m Trachymyrmex

Figura 7 - Distribuicdo percentual de artigos em relacdo a espécie de microrganismo utilizada e sua classificagao
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As categorias mais recorrentes quanto aos mecanismos de defesa foram: a defesa
imune externa, relacionada a producdo de secre¢Ges antimicrobianas por glandulas exocrinas
como as glandulas metapleural, mandibular e de veneno; e a imunidade social, que esta
relacionada a estrutura social e ao comportamento dos individuos da colénia como o

“allogrooming”, o isolamento de individuos contaminados e remocao de cadaveres (Figuras 3
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e 4). O levantamento dos principais métodos de pesquisa utilizados nos estudos apresentou
percentual semelhante para: estudos comportamentais (25%), estudos microbioldgicos (18%),
analise de sobrevivéncia (17%) e analise quimica (15%) (Figura 5).

Tanto a disseminacdo de secregfes antimicrobianas quanto aspectos comportamentais
dizem respeito a defesas imunoldgicas cooperativas baseadas em adapta¢des organizacionais
nos insetos socais, em que tarefas imunitarias sdo compartilhadas entre os membros do grupo
(OTTI et al., 2014). De maneira geral, as formigas combinam padrdes comportamentais,
alteracOes fisiologicas e quimicas para eliminar patégenos com potencial para prejudicar a
coldnia e, por isso, temas como producdo de compostos antibidticos por glandulas exocrinas,
comportamento de limpeza e isolamento de individuos contaminados sdo destaque na
comunidade cientifica (SCHULTZ, 1999; MUELLER et al., 2001).

Quanto as espécies alvo de estudo verificamos que Myrmicinae é a subfamilia que
aparece em maior numero de artigos (59%), os géneros Acromyrmex, Atta e Myrmica,
pertencentes a essa subfamilia, foram os mais recorrentes nos estudos representando 39%,
19% e 9% do total, respectivamente (Figura 6). Considerando que Formicidae engloba 334
géneros, verificamos que poucos géneros (apenas nove que aparecem em mais de um artigo)
apareceram como alvo de estudo no levantamento realizado. Evidenciando que ainda muitos
estudos nessa area S80 necessarios.

Quanto aos microrganismos utilizados em ensaios microbioldgicos de contaminacdo e
analise de sobrevivéncia, os fungos entomopatdgenos (51%), como Beauveria bassiana,
Metarhizium spp., e os fungos antagonistas (23%), como Trichoderma spp., Escovopsis sp.,
Syncephalastrum spp., foram os mais frequentes. A espécie M. anisopliae e M. brunneum
apareceram em muitos artigos selecionados e juntas correspondem a 32% do total (Figura 7).
Esse género tem sido estudo como potencial produto para o controle biolégico de formigas-
cortadeiras.

Os temas que integram a defesa imunologica das formigas estdo resumidos na Figura 8
e 0s itens a seguir discutem os resultados encontrados no levantamento de dados para cada

mecanismo de defesa.
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Figura 8 - Temas encontrados na revisao sistematica que integram a defesa imunoldgica das formigas. Os
modos de acdo de cada mecanismo sdo apresentados em cinza.

defesa
imune antissépticos
externa
defesa defesa
fisica quimica
L. compostos
: simbiontes  ,ntimicrobianos
formigas
ambiente SECTEcoes
do ninho glandulares compostos
gases no ninho antimicrobianos
pH
defesa
imune
interna
enzimas e hemécitos
4.1. Imunidade social

O termo imunidade social diz respeito a defesas imunoldgicas cooperativas baseadas
em padrdes comportamentais observados em insetos sociais, que atuam na protecdo dos
companheiros de coldnia contra infeccbes, seja pelo comportamento de limpeza,
compartilhamento de antimicrobianos e outros. As adaptacdes comportamentais que ajudam
na disseminacdo de secregdes antimicrobianas, reduzindo o risco de infeccdo do ninho,
também podem ser consideradas estratégias da defesa imune externa. Mas como se trata de
comportamentos colaborativos entre os companheiros de coldnia que buscam sempre
privilegiar a assepsia do ninho e o bem-estar da colénia, podemos chamar esse mecanismo de
imunidade social (CREMER et al., 2007; FEFFERMAN et al., 2007; OTTI et al., 2014).

A presenca de patogenos é, particularmente, um problema significativo para insetos
sociais, pois suas coldnias, normalmente, contém densa agregacdo de individuos altamente
relacionados, o que facilita a transmissédo de doengas. Por outro lado, a vida em grupo pode
facilitar o desenvolvimento de resisténcia a doencas entre os individuos do grupo e até gerar
uma profilaxia social. A defesa dos insetos sociais se divide em dois niveis: o nivel
individual, como as respostas imunes fisioldgicas, e o nivel de grupo que inclui

comportamentos sociais que favorecem a remocdo de parasitas e aumentam a resisténcia
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contra doengas (ROSENGAUS et al., 1999; HUGHES et al., 2002; TRANIELLO et al., 2002;
BOOMSMA et al. 2005; UGELVIG; CREMER, 2007).

Os comportamentos considerados estratégias da imunidade social sdo, portanto, a
remocao fisica de patdgenos com uso das pecas bucais como mandibula e glossa e a cavidade
infrabucal que funciona como filtro para particulas solidas; e a defesa quimica que ¢é a
disseminacdo de compostos antimicrobianos advindos das glandulas exdcrinas, como a
metapleural, a mandibular e a de veneno. Os comportamentos de limpeza e,
consequentemente, remocdo de patogenos e disseminacdo de compostos quimicos sdo
realizados cotidianamente pelas formigas, mas podem se tornar mais frequentes quando a
colbnia estd ameacada pela presenca de um contaminante. Esse comportamento é chamado de
“grooming” ou “self-grooming”, quando se trata de autolimpeza, e de “grooming social” ou
“allogrooming”, em que os individuos limpam uns aos outros. Outros comportamentos
relacionados a imunidade sdo, por exemplo, a remogdo de individuos contaminados ou mortos
da colbnia e a automedicacdo (CREMER et al., 2007; UGELVIG; CREMER, 2007,
COTTER; KILNER, 2010; OKUNO et al., 2012; TRANTER; HUGHES, 2015).

A resposta imune social pode até ser transferivel com a interagdo de individuos sadios
com 0s que ja foram expostos a um parasita ou entdo conter componentes adaptativos que
melhoram a imunocompeténcia de todo grupo apds a exposi¢cdo a uma ameagca de doenca. 1sso
acontece de modo que a exposicdo prévia da coldnia a um patdgeno pode torna-la imunizada e
melhorar sua resposta caso volte a se contaminar. Em A. echinatior e Formica selysi, colonias
que ja tinham sido expostas a M. anisopliae tiveram resposta imune mais efetiva quando
contaminadas pela segunda vez, aumentando o comportamento de ‘“self-grooming” e
“allogrooming”. Entretanto, a exposicao inicial de F. selysi ao fungo B. bassiana néo alterou
sua resisténcia em um desafio subsequente com o mesmo fungo, mostrando que a imunizagéo
primaria pode variar entre os patdgenos (ROSENGAUS et al., 1998; WALKER; HUGHES,
2015; REBER et al., 2006; REBER; CHAPUISAT et al., 2012).

O contato de individuos sadios com individuos expostos a contaminagdo pode assumir
funcbes profilaticas, ou seja, medidas que previnem doengas, ou entdo funcionar com
aplicacdo de antissépticos, que inibem a proliferacdo de microrganismos e reduzem a
infeccdo. O intenso allogrooming entre formigas com conidios fangicos aderidos a cuticula e
formigas sadias, possibilita a passagem de pequena quantidade de patdégenos da superficie,
causando infecgdes de baixo nivel. Essas infeccOes raramente levam a morte, mas promovem

uma regulacdo positiva de genes imunes envolvidos nas defesas antifungicas (defensina e
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propenoloxidase) que parece ser especifica, j& que ndo ha regulagcdo positiva para genes
associados a defesas antibacterianas e antivirais nesse caso (KONRAD et al., 2012).

Outro exemplo de imunizacdo social ativa pdde ser observado em Lasius neglectus,
em que a cria quando exposta a fungos patdgenos além de receber intensa limpeza para
remocdo mecanica dos esporos fungicos, recebem também a desinfec¢do quimica a partir da
aplicacdo de veneno pelas operarias. O veneno, que tem como principal componente ativo o
acido formico, é absorvido pela boca das operarias no comportamento de self-grooming do
acidéporo e subsequente aplicado na superficie infecciosa da cria, a partir do allogrooming. O
composto funciona, portanto, como desinfetante e inibe o crescimento fungico na cria e
impede a contaminacdo de toda a col6nia (TRAGUST et al., 2013).

A trofalaxia ¢ também um comportamento comum nos insetos sociais, e trata-se da
alimentacdo mdtua através da regurgitacdo que pode acontecer pela boca-boca (estomodeal)
ou boca-anus (proctodeal). Esse comportamento também aumenta a imunocompeténcia em
nivel de col6nia nas formigas e se torna mais recorrente quando a col6nia esta contaminada ou
imunizada, ou seja, que esteja sendo exposta pela segunda vez ao mesmo contaminante. Em
Camponotus pennsylvanicus, colonias imunizadas apresentaram aumento da atividade
antimicrobiana da gota de trofalaxia, devido a maior quantidade da proteina catepsina D. Por
outro lado, a contaminacdo com peptidoglicano de Camponotus fellah reduziu a resposta de
encapsulacdo dos individuos contaminados, o que pode ter sido suprido pelo aumento do
comportamento social. Esses exemplos revelam uma resposta combinada, comportamental e
imunologica, que representa um mecanismo efetivo a resisténcia social a doencas (de SOUZA
et al., 2008; HAMILTON et al., 2011; MOREIRA et al., 2015).

A vida em grupo, apesar de favorecer o desenvolvimento de uma resisténcia a
doencas, pode também facilitar a transmissdo dos patdgenos e, por isso, algumas espécies de
formigas apresentam comportamentos adaptativos quando infectadas para reduzir o risco de
infeccdo de todo a colbnia. Individuos contaminados podem ser mais agressivos, reduzir as
interacOes sociais com adultos e crias e, até, passar maior parte do tempo fora do ninho apds
alguns dias de infeccdo. Mesmo operarias, que estdo morrendo espontaneamente em col6nias
de observacdo, exibem o mesmo conjunto de comportamento de se isolarem de seus
companheiros dias ou horas antes da morte. A saida ativa do formigueiro e a interrupcéo das
interacOes sociais pode ser um trago altruista na evolugdo da sociabilidade apos infec¢do em
um animal social (HEINZE; WALTER; 2010; BOS et al., 2012).

As respostas imunes podem variar ndo somente entre as especies, mas também quanto

a casta e idade dos individuos da col6nia. Um exemplo disso é que operarias mais velhas
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podem apresentar aumento significativo de fenoloxidase, enzima efetiva do sistema imune
humoral, como resposta adaptativa ou indicativa de imunossenescéncia. Por outro lado, em
formigas-cortadeiras verificou-se que a taxa de encapsulacdo diminui a medida que as
operarias envelhecem e trocam de tarefas. De forma que, as operarias minimas que realizam
atividades internas no ninho exibem maior taxa de encapsulagédo do que as mais velhas que
trabalham fora da colénia, isso porque a contaminacéo das operarias minimas pode significar
a contaminacdo de todo o jardim de fungo. Isso reitera que 0s comportamentos sociais de
cuidados mutuos dentro da colénia ndo eliminam a necessidade de respostas imunoldgica a
nivel individual, as quais podem sofrer alteragdo desde os estdgios iniciais até a senescéncia
(ARMITAGE; BOOMSMA, 2010; RIBEIRO et al., 2011; ROSENGAUS et al., 2013;
LACERDA et al., 2014).

A imunidade social foi o mecanismo de defesa que mais reuniu artigos,
correspondendo a 36% do total (Figura 3). As respostas defensivas mais discutidas pelos
autores que tratam desse mecanismo foram o grooming, a encapsulacdo, o isolamento de
individuos contaminados, enzima fenoloxidase, a remocdo de cadaveres e a dieta, que
correspondem a 17%, 9%, 7%, 5%, 2% e 2% do total, respectivamente (Figura 4). O
“grooming” ¢ de fato o comportamento mais avaliado em estudos sobre imunidade social,
pois 0 contato direto entre os individuos da coldnia durante as atividades de limpeza pode
facilitar a transmissdo de doencas, mas é também uma importante estratégia que favorece a
imunocompeténcia de todo o grupo. Os principais métodos de pesquisa utilizados nos estudos
selecionados nessa categoria sdo: estudo comportamental, anélise de sobrevivéncia e insercao

de fio de nylon, que correspondem a 25%, 17% e 8% do total, respectivamente (Figura 5).

4.2. Defesa imune externa (glandulas exocrinas)

A defesa imune externa inclui qualquer caracteristica hereditaria atuando no ambiente
capaz de melhorar a protecdo dos insetos contra patdégenos. Dentre essas caracteristicas, a
especializacdo de algumas glandulas exdcrinas para producdo de secre¢des antimicrobianas
atua de forma significativa na defesa das formigas contra patdgenos. Os compostos quimicos
encontrados em glandulas exdcrinas estendem-se sobre um amplo espectro de compostos
organicos volateis, alguns com propriedades antibidticas que sdo utilizados na defesa da
colénia. Além das propriedades antimicrobianas, a producéo de acido formico pela glandula
de veneno e compostos da glandula de Dufour sdo importantes no deslocamento entre
espécies no ambiente (MORGAN, 2008; CHEN et al., 2013; OTTl et al., 2014).
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Dentre as glandulas exdcrinas estdo: a glandula mandibular, a glandula de veneno, a
glandula de Dufour e a glandula metapleural, esta ultima € a mais estudada em formigas por
ser exclusiva a esse grupo animal. O composto “mirmicacina” é um exemplo de
antimicrobiano encontrado na glandula metapleural de A. sexdens que impede a germinagéo
de fungos antagonistas. Recentemente o &cido fenilacético foi encontrado na secrecdo da
glandula metapleural e também apresentou acdo eficaz na reducdo da taxa de germinacdo de
fungos isolados do ninho de Atta, como Escovopsis e Metarhizium (MASCHWITZ et al.,
1970; ORTIUS-LECHNER et al., 2000; BOT et al., 2002; FERNANDEZ-MARIN et al.,
2015).

Os compostos mais abundantes encontrados na glandula metapleural de A. laevigata
Smith, 1858 foram hidroxiacidos e acido fenilacético, em Acromyrmex coronatus Fabricius,
1804 apenas os hidroxiacidos estdo presentes. A secrecdo dessa glandula fica espalhada por
toda a cuticula do exoesqueleto do inseto, 0 que a torna incomum entre as glandulas exocrinas
ao nao ter retencdo de secrecdo. A identidade quimica e a quantidade de diferentes compostos
na secrecao dessa glandula depende do tipo de col6nia e do método utilizado, mas em todos
0s casos apresenta funcdo antibidtica e capacidade de inibir o crescimento de todos
microrganismos testados (HOLLDOBLER; WILSON, 1990; VIEIRA et al., 2012;
FERNANDEZ-MARIN et al., 2015).

Sabe-se também que a glandula metapleural pode apresentar variacdo de tamanho em
diferentes castas. Em A. echinatior, por exemplo, as operarias pequenas tém glandulas
metapleurais proporcionalmente maiores quando comparadas a operéarias grandes, o que lhes
garante maior sobrevivéncia quando contaminadas com doses de esporos correspondentes a
diferenca na massa corporal das duas castas (POULSEN et al., 2006). Quanto ao acido
fenilacético, as operarias menores de Atta sdo as principais responsaveis em reduzir a taxa de
germinacdo fungica apos aplicar ativamente esse composto sobre os alvos. Isso sugere que
essa casta € particularmente adaptada para impedir a contamina¢do da colbnia e que a
diferenciacdo de castas bem definida em formigas-cortadeiras de folha trata-se de uma
estratégia evolutiva contra micopatogenos (FERNANDEZ-MARIN et al., 2015).

A presséo parasitaria ao longo do tempo provoca uma série de transi¢des evolutivas na
qualidade, quantidade e uso das secre¢des da glandula metapleural. De maneira que, 0 uso da
secrecdo da glandula metapleural é regulado por um mecanismo de liberagdo muscular
controlado comportamentalmente e que se ajusta quantitativa e qualitativamente a infeccao
fangica especifica de acordo com a viruléncia do fungo (YEK et al., 2012; TRANTER et al.,
2015).
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O sistema de defesa da glandula metapleural possui caracteristicas de ajuste
semelhantes a um sistema imune cuticular presente na maioria das espécies de formigas: a
presenca de bactérias simbiontes do género Pseudonocardia. O crescimento dessas bactérias
na cuticula comeca alguns dias ap6s emergir a operaria e sua cobertura maxima ocorre apos 2
ou 3 semanas. A cobertura da cuticula por essa bactéria é regulada de acordo com a exposi¢ao
do individuo a contaminantes e diminui gradualmente durante a vida das operarias. O
fechamento experimental da glandula metapleural reduziu significamente a cobertura durante
a fase de declinio do crescimento bacteriano, demonstrando que a regulacdo desses dois
mecanismos de defesa é interligada (POULSEN et al., 2003).

As secrecBes antimicrobianas das glandulas exdcrinas sdo utilizadas pelas operarias
adultas para defender o ninho, o fungo mutualista (em algumas espécies) e os individuosda
coldnia, incluindo a cria (ovos, larvas e pupas) que é mais vulneravel a contaminacdes.
Alguns géneros que ndo possuem glandula metapleural, como Polyrhachis e Camponotus, a
glandula de veneno desempenha importante funcdo na sanitizagdo do material do ninho e
protecdo da ninhada. Em ninhos onde operarias adultas tiveram suas glandulas produtoras de
antimicrobianos bloqueadas experimentalmente houve um crescimento significativo de
fungos oportunistas sobre a cria, 0 que certamente afetaria o desenvolvimento da colonia.
Compostos da glandula mandibular de Calomyrmex sp. e da glandula de Dufour de
Crematogaster sp. também apresentam acdo antibidtica (DALOZE, 1991; BROUGHT et al.,
1983; TRANTER et al., 2014).

Alguns estudos tém direcionado a atencdo para 0 uso das secre¢des da glandula
mandibular na inibicdo de microrganismos de importancia econdmica ou de importancia
médica. Compostos como &cidos citral, geraniol, 4-metil-3-heptanol, hexanoico e octandico
que foram encontrados na secrecdo da glandula mandibular de A. sexdens foram eficazes na
inibicdo de patdgenos humanos importantes como Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Candida albicans. Além disso, secrecfes dessa mesma espécie de formiga tiveram efeito
inibitorio de 94,2% na germinagdo dos conidios de Botrytis cinerea, fungo que ataca vérias
especies de plantas cultivadas de importancia econémica. Isso aponta para o isolamento de
compostos da secrecdo de glandulas exocrinas para uso em produtos comerciais como
fungicidas ou antibiéticos (MARSARO JUNIOR et al., 2001; de LIMA MENDONCA et al.,
2009).

A defesa externa conferida pela secre¢do das glandulas exdcrinas foi o segundo
mecanismo de defesa com maior nimero de artigos levantados nessa revisdo, representando

31% do total (Figura 3). A resposta defensiva mais citada em artigos sobre glandulas
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exocrinas € a secrecdo de antimicrobianos, que representa 38% do todas as respostas
defensivas atribuidas durante o levantamento (Figura 4). Os principais métodos utilizados no
estudo desse tema sdo andlise de sobrevivéncia, analise quimica e estudos microbioldgicos,
que representam 16%, 15% e 7% dentre todos os métodos definidos nesta busca,
respectivamente (Figura 5). Portanto, esse tem sido um tema de destaque no meio cientifico
quando se trata dos mecanismos de defesa utilizados pelas formigas contra patdgenos.
Estudos ainda sdo necessarios para compreender o potencial defensivo de glandulas exdcrinas

que ndo a metapleural, visto que 44% dos trabalhos trataram dessa glandula (Figura 9).

Figura 9 - Distribuic@o percentual dos artigos relacionados & estudos com quatro diferentes glandulas de
Formicidae.

Glandulas relacionadas a defesa

m Metapleural mVeneno m Mandibular m Dufour

4.3. Defesa mediada por simbiontes

Dentre os Hymenoptera, Formicidae é frequentemente relacionada a presenca de
endossimbiontes. A composicdo desta comunidade bacteriana varia entre os taxons de
formigas e sabe-se que fatores fisioldgicos e ambientais influenciam na colonizacdo. Muitas
das bactérias simbioticas das formigas sdo encontradas em seu trato digestorio, que é habitado
por uma gama de microrganismos. O importante papel dos simbiontes na evolucdo das
formigas, diz respeito a aquisicdo de nutrientes, e também a respostas defensivas e resisténcia
a doencas. Apesar das formigas apresentarem uma das mais complexas simbioses
microbianas, pouco se conhece sobre a biologia desta relagdo (RUSSELL et al., 2009;
ZIENTZ et al., 2005; SAPOUNTZIS et al., 2015; KELLNER et al., 2015).
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A utilizacdo da tecnologia NGS (“next generation sequencing”) viabiliza a
caracterizacdo da comunidade bacteriana associadas a diversas formigas. Entre as Attina,
desde espécies basais cultivadoras de fungos como Mycocepurus smithii, até aquelas
derivadas, como Acromyrmex sp., A. texana e A. sexdens tiveram suas comunidades
bacterianas caracterizadas. Mas muitos estudos ainda visam a caracterizagdo nessas espécies,
ja que novos simbiontes sdo comumente descobertos no mesmo hospedeiro, que pode estar
competindo ou cooperando no organismo (LOMBARDO, 2008; KELLNER et al., 2015;
SAPOUNTZIS et al., 2015; MEIRELLES et al., 2016; VIEIRA et al., 2017; RAMALHO et
al., 2017).

Apesar do papel desses microrganismos na defesa contra patdégenos continuar a ser um
beneficio subestimado destas associagcfes, alguns géneros de bactérias tém sido associados a
defesa das formigas cultivadoras de fungo. Na trajetéria evolutiva, as Attina adquiriram
modificacOes cuticulares complexas selecionadas para manutencdo de bactérias benéficas em
suas cuticulas. As actinobactérias do género Pseudonocardia e Streptomyces, que estdo
associadas a cuticula das formigas, protegem os individuos e o jardim de fungo contra
patdgenos. Essas apresentam atividade antagbnica ao fungo Escovopsis, frequentemente
isolado em colonias de formigas-cortadeiras. Esses microrganismos variam seus efeitos contra
fungos filamentosos e apresentam potencial contra varias espécies de fungos patdgenos, além
de serem importantes para a saude individual das operarias e conferir protecdo as jovens
operarias até a maturacdo do sistema imune (VAUTRIN et al., 2008; SEN et al., 2009;
MUELLER et al., 2001; MATTOSO et al., 2012; de SOUZA et al., 2013; KELLNER et al.,
2015; DANGELO et al., 2016; LI et al., 2018).

Dentre os patdgenos, Escovopsis spp. sdo considerados micoparasitas especializados e
muito frequentes nos jardins de fungos de formigas-cortadeiras. Sabe-se que o parasitismo por
Escovopsis do jardim do fungo de Attina teve uma Unica origem evolutiva, que € congruente
com a evolucdo das formigas e seus cultivares fangicos. Porém, durante a trajetdria evolutiva
das actinobactérias, ocorreu uma perda secundaria, pois estdo ausentes na cuticula das Attini
cortadeiras de folhas do género Atta e parcialmente nas Acromyrmex (CURRIE et al., 2003).
E ndo se conhece qual é o mecanismo que controla o desenvolvimento do Escovopsis nos
ninhos dos génerosderivados das Attina, onde é frequentemente encontrado (MUCHOVEJ;
DELLA LUCIA, 1990; CURRIE et al., 1999b; TAERUM et al., 2007; RODRIGUES et al.,
2008; HAIFIG, 2014; LI et al., 2018).

A protecdo mediada por simbiontes ainda tem seus mecanismos de agdo pouco

conhecidos, mas o fato de aumentar a capacidade do hospedeiro de se defender contra
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infeccdo ou predacéo a caracteriza como sistema defensivo adicional dos insetos. Na maioria
dos casos, a protecdo resulta da producéo de toxinas e antibidticos que reduzem os efeitos dos
patdgenos e buscam elimina-los. Os Streptomyces, por exemplo, produzem metabolitos
antifungicos potentes que sdo alvo-especificos que inibem o crescimento do parasita
Escovopsis. Macrddilos de candicidina foram identificados em estirpes de Streptomyces sp.
isoladas de trés espécies do género Acromyrmex, além de compostos de antimicina maltiplos
e antibidticos do tipo gramicidina e mannopeptimicina eficazes contra patdgenos
(SCHNEIDER; CHAMBERS, 2008; DEGNAN; MORAN, 2008; HAEDER et al., 2009;
SCHOENIAN et al., 2011; SEIPKE et al., 2011).

Endossimbiontes encontrados no trato digestorio das formigas também tém importante
participacdo no desenvolvimento das col6nias e sua estabilidade, como por exemplo o género
Blochmannia, simbionte obrigatério das formigas do género Camponotus. Coldnias
incipientes de Camponotus sp. quando tratadas com antibi6tico, para reduzir o nimero de
bactérias endossimbiontes, apresentam numero reduzido de operérias e imaturos, reducdo no
tamanho corporal e reducdo das coldnias, demonstrando o importante papel desse simbionte
no crescimento e desenvolvimento da col6nia (de SOUZA et al., 2009; SINOTTE et al.,
2018).

Em estudos imunol6gicos com uso de antibidticos, a auséncia da Blochmannia nas
operarias aumentou sua resposta de encapsulacéo e melanizacao da cuticula, sugerindo que as
formigas precisam aumentar sua resposta efetiva de defesa interna quando ndo colonizada e,
por isso, que a presenca do simbionte melhora sua resisténcia. Por outro lado, em situacéo
similar, a taxa de melanizacdo cuticular foi reduzida quando havia niveis baixos desse
simbionte e as operarias apresentaram maior resisténcia contra o fungo Metarhizium
brunneum, sugerindo que o simbionte reduz a capacidade das formigas de combater a
infecgdo e gera um trade-off critico. Portanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar a
participacdo do simbionte nos mecanismos de acdo do sistema imune (de SOUZA et al., 2009;
de SOUZA et al., 2011; SINOTTE et al., 2018).

O género Burkholderia também tem sido alvo de pesquisas nesse tema. Em A.
sexdens, a presenca desse endossimbionte se mostrou importante na inibicdo do fungo
patogénico B. bassiana, quando testado em ensaio microbioldgico. Esse microrganismo
também segrega compostos antimicrobianos que inibem a germinacdo de M. anisopliae,
Verticillium lecanii e E. weberi. Os compostos cepacidina A e o lipopeptidico AFC-BC11

foram identificados como produtos dessa espécie bacteriana e estdo relacionados a capacidade
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desta bactéria de controlar infeccdes (LIM et al., 1994; KANG et al., 2004; SANTOS et al.,
2006).

As bactérias lacticas também presentes em algumas espécies de formigas podem
contribuir para o potencial defensivo da mesma. Essas bactérias secretam o &cido latico, que
modifica as condi¢bes do ambiente, acidificando-o e o tornando intoleravel para outras
bactérias e fungos, desempenhando, portanto, importante funcdo contra patdégenos. Esse papel
de defesa pela producdo de antimicrobianos ou mudanca de pH foi sugerido em cupins
cultivadores de fungo. Lactobacillus é um dos géneros em que estdo incluidas bactérias
lacticas, ele foi encontrado em géneros de formigas como Mycocepurus, Polyhachis e Atta,
mas ainda tem sua funcdo pouco elucidada nesses e em outros grupos (KELLNER et al.,
2015; RAMALHO et al., 2017; VIEIRA et al., 2017).

A defesa mediada por simbiontes foi o terceiro mecanismo com maior nimero de
artigos, correspondendo a 17% do total (Figura 3). Os artigos que trataram desse subtema
apresentam, principalmente, respostas defensivas relacionadas a melanizacao, encapsulacéo e
secrecdo de antimicrobianos, que correspondem a 1%, 9% e 40% respectivamente do total
analisado (Figura 4). Os principais métodos utilizados pelos autores foram: ensaio
microbioldgico (18%), analise quimica (15%) e biologia molecular (11%) (Figura 5). Esse é
um tema de destaque no meio cientifico e as novas tecnologias de NGS tém contribuido para
despertar o interesse acerca da comunidade bacteriana simbionte de diversos grupos de
formigas, a funcdo desses microrganismos quanto a nutri¢do e defesa, sua transmisséo entre as

geragdes e como eles tém coevoluido para se manter nos géneros de formigas.

4.4, Defesa imune interna

A defesa imune interna dos insetos, quando comparada ao sistema imunologico dos
vertebrados, é considerada um sistema imune inato com células de defesa, enzimas e padrdes
que evoluiram com a pressao do ambiente. Em insetos pode ser dividida em defesa celular e
humoral. Esses mecanismos sdo mediados atraves de varias vias de sinalizacdo ainda pouco
conhecidas, os hemdcitos sdo os principais mediadores da defesa celular e participam de
processos como fagocitose, encapsulamento e melanizagdo. Técnicas como o silenciamento
de genes de RNA de interferéncia possibilitaram a identificacdo de alguns receptores e
moléculas de sinalizacdo intracelular em estudos sobre o reconhecimento microbiano e
ativagdo de hemdcitos (MARMARAS; LAMPROPOULO, 2009; FELDHAAR; GROSS,
2008).
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A defesa humoral inclui peptideos antimicrobianos, cascatas que regulam a
coagulacdo e melanizacdo da hemolinfa e a producdo de reativos intermediarios como o
sistema de profenoloxidase (proPO-AS). A enzima fenoloxidase (PO), produzida nesse
sistema, tem amplo espectro de agdo e tempo de resposta rapida sendo, portanto, um
constituinte fundamental da defesa inata das formigas. As respostas de defesa humoral e
celular parecem atuar de maneira coordenada com o sistema nervoso e, por isso,
desempenham importante papel na regulacdo de respostas inflamatorias durante a infeccéo.
Fatores ambientais modulam os investimentos em defesas imunes, 0s quais representam altos
custos, principalmente dentre os insetos sociais (DAVILA et al., 2015; LAVINE; STRAND,
2002).

A divisdo em castas, a idade dos individuos e a estrutura social da colénia podem ser
fatores determinantes na alteracdo do nivel de atividade enzimética da PO ou na taxa de
encasulamento. Em formigas-cortadeiras, a vida em grupo apesar de ndo alterar os niveis de
PO é considerada uma medida profilatica de suma importancia contra doencas. E 0s
individuos mais suscetiveis ou 0s que estdo mais expostos ao parasitismo tendem a apresentar
maiores niveis de respostas inflamatdrias. Individuos mais velhos, ou seja, imunosenescentes
e operérias do jardim de fungo que realizam atividades internas no ninho apresentaram
maiores taxas de PO ativo e de encapsulamento, respectivamente. Ja os machos tém resposta
imune de encapsulamento muito menor do que operarias e rainhas, 0 que sugere baixo
investimento em imunidade em castas de curta duracdo. Isso demonstra que a atividade do
individuo e sua longevidade podem modular as defesas imunes internas com respostas
adaptativas (VAINIO et al., 2004; BAER et al., 2005; ARMITAGE; BOOMSMA, 2010;
RIBEIRO et al., 2011).

A regulacdo do sistema imunoldgico é crucial para o bem-estar da col6nia e eventos
de reproducdo também sdo estudados quanto a modulacdo desse mecanismo. Em col6nias
endogamicas, aquelas em que ha acasalamento entre aparentados, as taxas de encapsulamento
sdo maiores em fémeas reprodutivas (ginas) quando comparadas a fémeas geradas sem
endogamia. Esse efeito pode ser devido ao estresse genético da endogamia e demonstram que
a composicdo genética afeta de forma efetiva as linhas de defesa celular. Em rainhas, dados de
atividade enzimética da PO revelam que a regulagdo dos niveis de PO ativo pode variar em
diferentes tecidos, o que é decorrente de uma resposta adaptativa evolutiva. Como por
exemplo, em diferentes espécies de formigas ndo ha producdo de PO em orgdo de

armazenamento de esperma, o que possibilita 0 armazenamento desse conteddo por toda vida
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da formiga sem que haja uma reagdo imunitaria de rejeicio (VITIKAINEN; SUNDSTROM,
2011; DAVILA et al., 2015).

N&o ha davidas que outras vias de regulacao e fatores ambientais estdo envolvidos na
modulagio do sistema imune inato das formigas. E possivel perceber que a regulacio das
respostas imune depende da historia de vida do individuo, suas interagfes sociais na col6nia e
sua longevidade. Além disso, é preciso salientar que a exposi¢do repetitiva a um patégeno
pode levar a aquisi¢do de uma “memoria imune celular” que melhora a resisténcia contra
doencas e diminui o tempo de rea¢do imune quando hd uma re-infecgdo (BAER et al., 2005;
KONRAD et al., 2012).

No metodo de busca utilizado apenas 8% dos trabalhos estavam relacionados ao
mecanismo de defesa imune interno, verificamos que esse tema passou a ser abordado nas
pesquisas cientificas no final da década de 90 (Figura 2 e 3). Quanto as “respostas defensivas”
encontradas para esse subtema em relacdo ao total de trabalhos 9% citou a taxa de
encapsulacdo, 6% tratavam da enzima fenoloxidase e apenas 1% dos eventos de melanizagéo
(Figura 4). As principais metodologias utilizadas em artigos que tratam desse assunto sao a
insercdo de fio de nylon e ensaios de atividade enzimatica que correspondem a 9% e 4%,
respectivamente, de todas as metodologias levantadas nessa analise (Figuras 5).

Os dados demonstram que ainda ha poucos estudos que verificam a capacidade
imunitaria celular das formigas em comparacdo a outros mecanismos estudados. Muitos
autores tém descrito esse sistema de defesa em insetos em geral, ndo em especialmente de
formigas, estes ndo foram considerados nas porcentagens (LAVINE; STRAND, 2002;
FELDHAAR; GROSS, 2008; MARMARAS; LAMPROPOULO, 2008; ARDIA et al., 2012;
HARPUR; ZAIED, 2013).

4.5. Ambiente do ninho

Embora se saiba que as fun¢des imunoldgicas dos insetos estdo relacionadas com a
condicdo corporal, condi¢gdo ambiental, recursos alimentares e o micro-ambiente do ninho, a
associacdo entre as variaches externas e as repostas defensivas ainda é amplamente
desconhecida. Um exemplo dessa associacdo é o efeito negativo do desmatamento da floresta
na taxa de encapsulacdo de rainhas e operarias de Formica aquilonia, que indica que o
estresse ambiental pode aumentar a suscetibilidade das formigas a doencas em habitats
pertubados (SORVARI et al., 2008).

Para minimizar estresses bidticos e abioticos, as formigas-cortadeiras, por respostas

comportamentais, escolhem locais adequados para alocacdo de seus ninhos. O ambiente
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subterraneo, onde estdo alocados os ninhos dessas formigas, aléem de proteger seu fungo
simbionte do estresse térmico e dessecativo, apresenta condi¢des hipoxicas (baixo oxigénio) e
hipercapnicas (alto dioxido de carbono). As rainhas fundadoras de coldnias utilizam a
concentracdo de CO> como sinal de orientacdo para selecionar locais adequados para o
crescimento de seu fungo. Elas preferem niveis intermediérios de CO3, entre 1 e 3%, evitando
niveis atmosféricos e niveis elevados de CO>. Pode ser que essas condigdes, além de favorecer
0 crescimento do simbionte, evite a proliferacdo de microrganismos aerdbicos, ja que se sabe
que condigdes fisico-quimicas, como temperatura, pH, pressdo atmosférica e concentracao de
gases, exercem influéncia no crescimento de microrganismo. Mas ainda pouco se conhece de
como as formigas controlam essas condicbes e se fazem isso para evitar contaminacdes
(ROMER et al., 2017).

Em outro aspecto, a oferta de material no ambiente externo pode favorecer o
estabelecimento de um ambiente livre de patdgenos dentro do ninho. A formiga-da-madeira
(Formica paralugubris) reduz a densidade de patdgenos e protege suas colénias com a coleta
de resina solida de arvores coniferas, em que constroi seus ninhos. A presenca de resina gera
no ninho um ambiente desfavoréavel para a proliferacdo de microrganismos e, por isso, trata-se
de uma medida de defesa profilatica, ou seja, que previne a coldnia contra doencas. Essa
medicacdo coletiva, proveniente da coleta de resina, diminui a atividade antibacteriana
individual das operarias, ja que se trata de um eficiente mecanismo e permite reduzir o uso de
outras frentes de defesa. O que foi mostrado pela atividade reduzida da profenoloxidase dessa
espécie (CASTELLA et al., 2008).

Ainda quanto a coleta de materiais do ambiente externo que favorecem a estabilidade
da colbnia, é importante citar a capacidade das formigas de se automedicar, alterando suas
preferéncias de forrageamento para incluir a ingestdo de substancias que possam melhorar a
sobrevivéncia dos individuos e assepsia do ninho. Formica fusca aumenta o uso de espécies
reativas de oxigénio (ROS) quando expostas a fungos patogénicos, antes da infeccdo real
(medicacdo profilatica) e apds a infeccdo (automedicagdo terapéutica). O ROS ingerido €
prejudicial ao parasita e esse efeito prejudicial aumenta a aptiddo do hospedeiro, ja que as
formigas infectadas sobrevivem mais quando o ROS esta presente em sua dieta. 1sso se trata
de um padrdo comportamental adaptado para aumentar a resisténcia da colonia a doencas
(BOS et al., 2015).

A categoria definida como ambiente do ninho foi 0 mecanismo de defesa que se
obteve menor nimero de artigos durante o levantamento e representa apenas 2% do total

(Figura 3). Isso porque os autores abordam principalmente a biologia, fisiologia e
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comportamento das formigas e pouco abordam o sistema complexo de um formigueiro que,
em algumas especies, inclui o fungo simbionte. Espera-se que os trabalhos acerca do ambiente
do ninho tratem das condicdes fisico-quimicas estabelecidas no interior da colonia e de como
sd&o mantidas pelos individuos e pelas associagdes desses com 0 ambiente externo e, por isso,
mais estudos sdo necessarios sobre o tema. Os métodos utilizados nos artigos selecionados
tema foram estudo comportamental e insercéo de fio de nylon que representam 25% e 8% do
total, respectivamente. E as respostas defensivas estdo relacionadas a encapsulacdo (9%) e
dieta (2%) (Figuras 4 e 5).

4.6. Outros mecanismos

A categoria “outros mecanismos” reuniu artigos que tratam da defesa das formigas,
mas que ndo se encaixam as categorias pre-estabelecidas na Tabela 1. Os trabalhos
selecionados nessa categoria tratam da defesa relacionada a fatores da reproducéo e da defesa
quimica mediada por secre¢des que ndo sao de glandulas exdcrinas, que correspondem a 5% e
1% do total, respectivamente (Figura 3). Os métodos de pesquisa utilizados nesses estudos
foram a insercdo de fio de nylon, para verificar a taxa de encapsulacdo, analises quimicas e
estudos microbioldgicos, que representam 9%, 15 % e 18% do total, respectivamente (Figura
4ebh).

A maioria dos estudos sobre sistema imune e mecanismos de defesa em formigas é
realizado com operarias, mas alguns estudos demonstram que as castas reprodutivas (machos
e fémeas) apresentam respostas imunes variadas, como a expressdo diferencial de genes
envolvidos na defesa imunoldgica entre operarias, fémeas reprodutoras e machos. Os machos
apresentam resposta imune muito menor do que as operarias, sugerindo uma suscetibilidade
hapldide ou reducdo do investimento na imunidade de machos que tem curta duracdo de vida
(BAER et al., 2005; KOCH et al., 2013).

Algumas dessas variagfes na resposta imune podem estar diretamente relacionadas
com eventos reprodutivos como, por exemplo, 0 armazenamento de espermatozoides que tem
custo significativo e reduz a resposta de encapsulagdo em fémeas reprodutoras apos a
fundacéo da colbnia. Esse impacto causado pelo armazenamento do conteddo na espermateca
é maior quando mais machos depositam o esperma durante o acasalamento. Por outro lado, a
endogamia (acasalamento entre individuos aparentados) provoca estresse genético alterando
as taxas de encapsulamento em rainhas, de forma que a reducdo da diversidade genética
compromete a estabilidade imunolégica de toda a colonia. O “status” de acasalamento parece

ter importancia na resisténcia imune das fémeas reprodutoras, que quando acasaladas
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apresentam priming imunolégico maior do que as ndo-acasaladas, 0 que sugere que O
acasalamento desencadeia regulacdo do sistema imunoldgico (BAER et al., 2006; UGELVIG
etal., 2010; VITIKAINEN; SUNDSTROM, 2011; GALVEZ; CHAPUISAT, 2014).

Durante o cultivo do fungo simbionte, as formigas-cortadeiras aplicam seu fluido fecal
sobre o jardim de fungo e o substrato preparado para incorporacdo no jardim. O significado
bioquimico desse comportamento foi associado a fung¢Bes nutritivas, ja que o material fecal
contém enzimas proteoliticas que auxiliam na decomposicéo de polissacaridios das plantas e
componentes nitrogenados que facilita o crescimento inicial do fungo. Porém, foi mostrado
que o liquido fecal de Atta sexdens tem efeito inibitorio significativo na germinacdo de
esporos de Fusarium solani. O que também ja foi visto em cupins Zootermopsis angusticollis,
em que o pellets fecais utilizados para constru¢do dos ninhos exercem protecdo biogquimica,
reduzindo o risco de infeccdo fungica (MARTIN, 1970; ROSENGAUS et al., 1998;
RODRIGUES et al., 2008).

Os estudos conduzidos sobre o liquido fecal de espécies de formigas realizam anélises
quimicas do conteudo fecal e relacionam os componentes as funcdes. As formigas do género
Neivamyrmex que possuem um “odor fecal” caracteristico contém em seu liquido fecal o
composto escatol, que inibe o crescimento da bactéria (Escherichia coli) e do fungo
(Aspergillus parasiticus) em culturas de laboratério. Em Solenopsis invicta foi identificada a
presenca de acido fosfdrico no liquido fecal, composto que pode atuar na manutencdo do pH
do ambiente do ninho pela producdo de sais acidos, neutros e alcalinos (BROWN et al.,
1979; CHEN et al., 2005). Pouco se sabe sobre o tema, mas é possivel que a aplicacdo do
material fecal no ninho seja um mecanismo alternativo de defesa e, por isso, mais estudos sao

necessarios para desvendar o papel do liquido fecal em relacéo a defesa imune externa.

5. Consideracoes finais

Os temas explanados nessa revisao reinem os conteldos conhecidos no meio cientifico
acerca dos mecanismos de defesa imune de diferentes espécies de formigas. As formigas, de
maneira geral, combinam padrfes comportamentais e caracteristicas hereditarias para o
estabelecimento de um ambiente livre de patdgenos e o aumento da resisténcia de toda a
colénia as doencas. N&do se trata de um controle central contra patdgenos e, sim, da
participacdo de mecanismos individuais e sociais que exercem influéncia e se relacionam na
manutencdo de um ambiente asséptico no ninho. Nossos resultados apontam para uma
caréncia de estudos com espécies de todas as subfamilias de Formicidae, uma vez que a

maioria dos trabalhos foram realizados com Myrmicinae e Formicinae. Estudos comparativos
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acerca dos mecanismos de defesa de diferentes espécies de formigas relacionando-o0s ao modo
de vida dos individuos podem enriquecer os conhecimentos nessa area.

Além disso, os genes envolvidos nos processos imunoldgicos ainda representam uma
lacuna no conhecimento cientifico sobre a defesa das formigas. Os avancos na tecnologia da
biologia molecular possibilitam a realizacdo de uma anélise ampla dos genes relacionados a
imunidade, para entdo associar a expressao desses genes as condicGes externas,
comportamentos e o status reprodutivo.

O estudo da participacdo de secrecdes, que ndo as produzidas por glandulas exdcrinas,
também se mostra pertinente e pode gerar a descoberta de compostos produzidos durante
processos metabolicos que apresentam potencial antimicrobiano e importante participacdo na
assepsia do ninho. Sugerimos que futuras linhas de pesquisas busquem relacionar informacdes
a nivel celular e molecular a fisiologia e ecologia das formigas e seus patégenos, como a
analise dos genes, das glandulas e dos comportamentos envolvidos aos mecanismos de defesa

imunoldgica das formigas, para assim uma compreensao abrangente acerca do tema.
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RESUMO

As formigas-cortadeiras cultivadoras de fungo do género Atta e Acromyrmex sdo herbivoros
dominantes na Regido Neotropical e comumente encontradas em &reas agricolas, onde
ocasionam grandes perdas econémicas devido a atividade de corte de folhas. A coleta de
material vegetal possibilita o cultivo de seu fungo simbionte, que é fonte alimentar da col6nia.
O desafio de realizar o controle biolégico dessas formigas € devido principalmente a sua
capacidade de reconhecer e remover patégenos do jardim de fungo e de seus companheiros de
colbnia. Para isso, elas combinam diferentes mecanismos de defesa que sdo: a defesa interna
(inata e adquirida) e a defesa externa (fisica e quimica). A presente pesquisa investigou a
defesa externa quimica mediada pelas secre¢des da glandula mandibular e do liquido fecal de
Atta sexdens. Os resultados indicam que essas secrecOes participam direta ou indiretamente da
capacidade defensiva da colonia dessa espécie de formiga. Isso porque, quando presentes as
secrecOes alteraram a taxa de germinacdo de fungos patdgenos e antagonistas. A secrecdo da
glandula mandibular se mostrou mais eficiente na inibicdo dos esporos fungicos, ja que inibiu
totalmente a germinacdo de quatro dos cincos fungos avaliados. O liquido fecal, apesar de
pouco alterar a taxa de germinacdo dos esporos fungicos, é frequentemente depositado no
jardim de fungo e a sua deposicdo pode colaborar para assepsia do ninho. Compostos com
capacidade antimicrobiana como o agente oxidante peroxido de hidrogénio e o &cido latico
foram identificados nas amostras de liquido fecal e do jardim de fungo e podem estar
relacionados ao estabelecimento de um microambiente asséptico e tamponado no ninho.
Também foi verificada a presenca do peréxido de hidrogénio na secrecdo da glandula
mandibular e é possivel que essa secrecdo exerca papel de antisséptico em locais
contaminados, inativando os microrganismos e reduzindo a infec¢do. Varios outros fatores,
internos e externos, podem ser associados a capacidade imunolégica das formigas-cortadeiras.
Estudos adicionais que envolvam a andlise quimica dos peptideos antimicrobianos dessas e
outras secrecdes podem contribuir para o esclarecimento das estratégias defensivas adquiridas
pelas formigas.

Palavras-chave: agentes antimicrobianos, defesa quimica, liquido fecal, glandula mandibular,
assepsia.
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1. Introdugéo

As formigas-cortadeiras coletam diversos materiais vegetais que sdo substrato para o
cultivo de seu fungo simbionte. A intensa atividade de corte de folhas ocasionada por essas
formigas em lavouras as caracterizam como pragas agricolas, e muitos estudos tém sido
realizados na busca de métodos eficazes no controle de formigas dos géneros Atta e
Acromyrmex. Elas sdo consideradas de dificil controle devido aos mecanismos fisioldgicos e
comportamentais que Ihes permitem resistir a acdo de diferentes métodos de combate, dentre
outros fatores. Até o momento, o controle quimico € o mais utilizado por apresentar
resultados répidos e eficazes, porém alguns inseticidas (como os organoclorados) foram
proibidos em paises da América Latina por causa de sua toxicidade ndo seletiva (MARINHO
et al. 2006; GIRALDO-ECHEVERRI, 2009; MONTOYA-LERMA et al., 2012; DELLA
LUCIA, 2014).

Dentre as alternativas ao controle quimico estd o controle bioldgico, realizado com o
uso de microrganismos entomopatogénicos e formulacdo de iscas tdxicas combinadas de
extratos de plantas e agentes patogénicos. Apesar de se tratar de um método de controle em
crescente no controle de pragas, principalmente para outros insetos, eles ndo tém se mostrado
eficazes no combate as formigas-cortadeiras. A principal limitacdo do controle bioldgico é a
capacidade das formigas-cortadeiras de detectar e se recuperar contra agentes patégenos em
condi¢cdes naturais (BOARETTO; FORTI, 1997; ALMEIDA et al., 2007; MONTOYA-
LERMA et al., 2012).

Para se defender de patdgenos tanto no corpo como no ninho, as formigas combinam
diferentes padrdes defensivos. Dentre os mecanismos de defesa desses insetos ocorre a
producdo de antibidticos por actinomicetos da cuticula e a secrecdo de compostos
antimicrobianos advindos de glandulas exdcrinas, como a metapleural e a &cida. Os
comportamentos de limpeza entre os individuos da colbnia e de assepsia do ninho também
contribuem para a resisténcia do grupo a doencas. Discute-se se ha outros mecanismos que
ajudam a manter a estabilidade da col6nia por longo periodo de tempo e que criam um
microambiente peculiar no ninho com 6timas condic¢Bes para a vida em sociedade, excluindo
a presenca de patdgenos antagonistas (SCHULTZ, 1999; MUELLER et al., 2001; TRAGUST
etal., 2013; OTTlI et al., 2014).

Os mecanismos complementares de defesa podem estar relacionados a secrecdes
produzidas pelas formigas-cortadeiras que estdo em contato direto com o jardim de fungo,

como o liquido fecal e a secrecdo da glandula mandibular. O liquido fecal, produto dos
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processos digestivos, é armazenado no lumen retal de formigas-cortadeiras e apresenta uma
variedade de atividades enzimaéticas, como a alfa-glucosidase (ERTHAL et al., 2004), e
enzimas hidroliticas que, quando depositadas no jardim de fungo, auxiliam na decomposicao
de polissacaridios das plantas e poderiam atuar como barreira defensiva contra fungos
antagonistas (MARTIN et al., 1970; RODRIGUES et al., 2008).

A secrecdo das glandulas mandibulares € conhecida por conter importantes
feromdnios como o de alarme e de reconhecimento da colénia (HERNANDEZ et al., 2002),
porém pelo fato de estarem localizadas proximas a mandibula, estrutura utilizada no corte de
folhas e na incorporacdo do material vegetal no fungo simbionte, alguns estudos investigam
propriedades antimicrobianas presentes na secrecdo. A remocao fisica de patdgenos, realizada
com uso da mandibula e da glossa durante a atividade de “grooming”, também pode ser
associada com a aplicacdo da secrecdo da glandula mandibular sobre os individuos e o fungo
simbionte contaminado (MARSARO et al., 2001; RODRIGUES et al., 2008).

Por esses motivos, justifica-se que a realizacdo de estudos adicionais sobre o0s
mecanismos complementares de defesa das formigas-cortadeiras pode trazer avangos sobre o
atual conhecimento acerca da defesa imune externa desempenhada por esses insetos. A
investigacdo do potencial defensivo de secrecfes que sdo depositadas no ninho, como as
secrecOes da glandula mandibular e do liquido fecal, pode esclarecer as estratégias utilizadas
pelas formigas-cortadeiras contra fungos patogénicos invasores e sua capacidade imunoldgica

individual e social.

2. Objetivos

A presente pesquisa teve por objetivo investigar o potencial defensivo de secrecfes da
formiga-cortadeira Atta sexdens. Para tal, o liquido fecal e a secre¢do da glandula mandibular
foram analisados para verificar se 0s compostos presentes colaboram para o estabelecimento

de um ambiente livre de patdgenos no ninho. Especificamente, buscou-se:

1- Analisar se as secrecOes da glandula mandibular das formigas e o liquido fecal séo
capazes de inibir in vitro a germinacdo de fungos patogénicos.

2- Investigar a presenca nas secrecdes de compostos secundarios do metabolismo que
atuam na manutencdo do pH e para o estabelecimento de um microambiente asséptico no

interior dos ninhos.
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3. Material e métodos
3.1. Coleta da espécie

As operarias médias de A. sexdens utilizadas nos experimentos, foram coletadas de
uma coldnia de treze anos mantida no Laboratorio de Formigas-cortadeiras do Centro de
Estudos de Insetos Sociais do Instituto de Biociéncias do Campus de Rio Claro — UNESP Rio
Claro — SP. A col6nia possui aproximadamente 130 litros de jardim de fungo e é alimentada

com folhas de Eucalyptus sp., Hibiscus sp., Mangifera indica e aveia.

3.2. Teste de inibicao de fungos

A fim de verificar o potencial antimicrobiano da secrecdo da glandula mandibular
(SGM) e do liquido fecal (LF), testamos in vitro o efeito desses compostos na germinagéo de
cinco fungos patogénicos e/ou antagonista do fungo mutualista das formigas: B. bassiana, M.
anisopliae, T. harzianum, Syncephalastrum sp. e Escovopsis sp. Para isso, as secre¢es foram
coletadas de 150 operarias de tamanho médio e preparadas trés concentracdes a partir de sua
dilui¢do em agua destilada: D1: “in natura”; D2: diluicdo 50% de D1; D3: diluicdo 50% de
D2, D2 e D3, sendo, portanto, D1 a amostra mais concentrada.

Para obtencdo da secrecdo da glandula mandibular as operarias tiveram suas cabecas
dissecadas com pingas entomologicas e a secrecdo foi coletada com o auxilio de uma
micropipeta. Para obtencdo do liquido fecal, as formigas tiveram seus gasteres levemente
pressionados por uma pinca até a eliminacdo da gota fecal que foi coletada com uso de uma
micropipeta (RODRIGUES et al., 2008). As amostras de 150 operérias foram dissolvidas em
1000 pL de agua destilada e sofreram diluicdo seriada (1:1) para obtencdo das outras
concentracdes. Essas amostras foram armazenadas em geladeira, protegidas da luz e foram
extraidas no maximo um dia antes da montagem do bioensaio.

As amostras foram filtradas com membrana filtrante de 0,22 um Millex® antes de
receberem os esporos fungicos. A suspensdo de esporos com concentragdo 6 x 10° foi
preparada nas amostras de LF e SGM, com excecdo do controle em que se utilizou &gua
destilada. A contagem de esporos se deu com uso da camara de Neubauer. Apos o preparo da
suspensdo de esporos, essa foi submetida a filtragem utilizando-se de uma pipeta de vidro de
10 mL e algodao estéril, a fim de retirar as hifas dos fungos e garantir que apenas 0s esporos
fossem utilizados no ensaio. As amostras contendo os esporos foram incubadas por 1 hora em

temperatura ambiente e protegidas da luz.
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Posteriormente, aliquotas de 150 pL da suspensdo de esporos foi semeada em placas
contendo meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) para todos os fungos, com excec¢do do
Escovopsis sp. que mostrou ter melhor crescimento em meio agar malte e por isso optou-se
por utilizar esse meio para cultura desse fungo. As amostras foram espalhadas em placas de
cultivo com uso da alca de Drigalsk pelo método esgotamento e em triplicatas. As placas
foram mantidas em B.O.D a 25°C antes de serem fotografadas no microscopio invertido
Primovert Zeiss® para contagem dos esporos. Para garantir distribuicdo aleatdria das fotos,
cada placa foi dividida em seis partes e de cada parte foram fotografadas duas regides,
totalizando 12 fotografias por placa.

Um ensaio piloto foi conduzido anteriormente para determinar o tempo de germinacéo
em meio solido para todos os fungos utilizados. Nesse ensaio a suspensio de esporos 6 x 10°
em &gua destilada também foi filtrada com pipeta de vidro contendo algodao estéril, a fim de
manter apenas os esporos fungicos. As placas com meio de cultura contendo a suspensdo
foram mantidas em B.O.D a 25°C e observadas periodicamente em microscopio invertido até
0 inicio da germinacdo dos esporos. O tempo necessario para inicio da germinacdo dos
esporos dos diferentes fungos foi de 8 horas, 12 horas, 16 horas, 17 horas e 48 horas para T.
harzianum, M. anisopliae, Syncephalastrum sp., B. bassiana e Escovopsis sp.,
respectivamente.

Para analise da taxa de germinacdo dos fungos, foram utilizadas 12 fotografias por
placa, obtidas no microscépio invertido, para contagem dos esporos germinados (EG) e nao-
germinados (EN). Foram considerados germinados os esporos que continham inicio do
crescimento de hifas (Figura 4). Foi determinado um indice de germinacdo para cada

tratamento utilizando a seguinte equacao:

I EG
" EG+EN
3.3. Analise da presenca de peroxido de hidrogénio

Nesse item estdo agrupados os ensaios realizados para quantificacdo do perdéxido de
hidrogénio (H20.). Esse composto inorganico, metabdlito natural na maioria dos organismos,
é receptor de elétrons durante a reagdo de peroxidacdo, mediada pela enzima peroxidase. A
peroxidase participa da oxidorreducdo dos &cidos graxos de cadeia curta removendo 0S
atomos de H+, os quais séo transferidos para o0 H20.. O H20> por apresentar oxigénio reativo

é danoso a celula e, por isso, eficiente na inativacdo de microrganismos (ALBERTS et al.,
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2010; VIEIRA; BUENO, 2014). A presenca de peroxido, um agente oxidante, em grande
quantidade no organismo da formiga pode favorecer sua defesa contra patdgenos e resisténcia
a doencas (BOS et al., 2015) e por isso, esse componente foi investigado na presente
pesquisa.

Os ensaios foram conduzidos com amostras da secre¢do da glandula mandibular,
liquido fecal e fungo simbionte Leucogaricus gongylophorus. As operéarias tiveram suas
cabecas dissecadas para coleta da secrecdo da glandula mandibular (SGM) e para obtencdo do
liquido fecal (LF), os gasteres das operarias foram levemente pressionados com uma pinga
estéril e a gota fecal coletada com uso de uma micropipeta, seguindo recomendacGes de
Rodrigues et al. (2008). No ensaio em que utilizamos o fungo simbionte L. gongylophorus
(colorimétrico), duas amostras foram consideradas: a esponja de fungo retirada das panelas do

formigueiro (FF) e o cultivo do fungo em placa com meio agar aveia (FP).

3.3.1. Teste colorimétrico

As amostras foram submetidas ao teste colorimétrico MQuant® Peroxide Test (cat.
1.10011.0001) para quantificagdo do perdxido de hidrogénio. Nesse método a peroxidase,
contida na tira de teste, quando inserida na amostra transfere o oxigénio do perdxido a um
indicador redox orgéanico, formando-se um produto de oxidacdo de cor azul. A concentracdo
de peroxido se determina semi-quantitativamente por comparacao visual da zona de reacdo da
tira de teste com zonas de uma escala colorimétrica. O intervalo de medi¢do esta entre 0,5 e
25 mg/l de H20,. Uma amostra controle foi utilizada seguindo recomendacdes do folheto de
informacBes sobre o produto: medimos 5 mL de Perhydrol® (H202 30%) diluido em &agua
destilada, o valor determinado pelo teste foi de 10 mg/l, como esperado.

Todas as amostras (SGM, LF, FF e FP) que foram submetidas a esse teste estavam
diluidas em &gua destilada e foram medidas em triplicatas. O LF e SGM coletados de 100
operarias foram diluidos em 1 mL de agua destilada e medidos com a tira de teste logo em
seguida. Para preparo da amostra FF foi determinado um volume de coleta da massa de fungo
equivalente a 10 mL (em um béquer) que foi diluida em 10 mL de agua destilada e
homogenizado. A amostra FP foi coletada com alca descartavel estéril e diluida 1:1 em agua
destilada. Medimos também amostras do jardim de fungo ap6s contaminagdo do formigueiro
em duas condicGes: contaminacdo por Escovopsis sp. (ndo induzida) e contaminagdo por
carregamento de iscas toxicas oferecidas na panela de alimentacao.

Todo procedimento de preparacdo das amostras e medicéo foi realizado em ambiente
protegido da luz, para evitar degradacdo do perdxido de hidrogénio. O pH das amostras
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também foi avaliado durante o ensaio, com uso do teste colorimétrico McolorHast® pH-
indicator strips (Merck).

3.3.2. Kits de anélise enziméatica

As amostras LF e SGM de 100 operérias foram diluidas em &gua destilada e
preparadas segundo protocolo do fabricante dos Kits enzimaticos: Amplex® Red Hydrogen
Peroxide/Peroxidase Assay Kit (cat. A22188 Invitrogen) e Spectroquant® Hydrogen Peroxide
Test (cat. 1.18789.0001 Merck). Apesar do primeiro kit de analise (Amplex Red) possibilitar
a quantificacdo de peroxidase, apenas o peroxido de hidrogénio foi quantificado nessa etapa
metodoldgica, uma vez que a atividade enzimatica da peroxidase nas secrecdes das formigas
ndo foi alvo de estudo.

Para quantificagdo do perdxido de hidrogénio contido nas amostras, uma curva padrdo
foi preparada utilizando os produtos presentes nos kits de anélise. Cinquenta microlitro das
amostras foi utilizado para o ensaio em placas de 96 pocgos e cada amostra foi lida em
triplicata, a fim de reduzir erros de medicdo. Os ensaios foram realizados de acordo com o
protocolo do fabricante em espectrofotdmetro Infinite 200 Pro Tecan quando utilizamos o
Amplex® Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit (530-560 nm) e no
espectrofotbmetro BioTrak Il Amersham Bioscience quando utilizamos o Spectroquant®
Hydrogen Peroxide Test (445-485 nm). Todo procedimento de preparacdo foi realizado
mantendo as amostras em temperatura ambiente e protegidas da luz, para minimizar a
degradacéo de perdxido de hidrogénio.

O liquido fecal de 100 operarias médias, coletado segundo método descrito e diluido
em 100 pL de &gua destilada, apresentou valor de absorbancia baixo quando submetida a
leitura por espectrofotdmetro. Isso porque, a alta concentracdo de H>O> nessa amostra saturou
a enzima da solucdo de trabalho do kit de andlise e ndo pdde ser inserida no intervalo de
leitura do equipamento. Para comprovar essa hipotese, realizamos uma dilui¢do seriada da
amostra de liquido fecal até encontrar o valor 6timo que esta dentro do intervalo de leitura.
Outros ensaios revelaram que esse valor 6timo corresponde a quantidade de amostra de 10
operarias. Portanto, os ensaios enzimaticos foram realizados com amostras do liquido fecal de
10 formigas. O nimero de operarias utilizadas para coleta da glandula mandibular foi mantido
(100 operérias), ja que a concentracdo nessa amostra esta dentro do intervalo de leitura.

Os dados foram submetidos a uma analise de regressao e os valores de absorbancia
foram quantificados em mg/l, utilizando equagdo da reta (R?>= 0,998) proveniente das curvas
padrdes dos produtos utilizados.
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3.4. Analise da presenca de acido latico

Esta andlise foi realizada para identificacdo de um composto organico, o acido latico,
nas amostras do liquido fecal (LF) e do fungo simbionte L. gongylophorus em duas
condigdes: retirado do jardim de fungo de um formigueiro ativo (FF) e cultivado em placa de
cultura com meio agar aveia (FP). O acido latico pode apresentar atividade antimicrobiana, ja
em sua forma ndo dissociada € capaz de atravessar a membrana celular microbiana reduzindo
o pH intracelular, o que ira interferir com importantes funcdes metabdlicas como a
translocacéo de substratos e a fosforilagdo oxidativa (BARBOSA et al., 2011).

Utilizamos a técnica de cromatografia gasosa para identificacdo desse composto nas
amostras. A analise de amostras do fungo simbionte em duas condi¢cdes objetivou investigar
se esse composto esta presente no ninho devido a deposicdo de liquido fecal no jardim de
fungo, ou se o fungo L. gongylophorus também produz o &cido latico. As amostras do fungo
foram coletadas, tanto do jardim quanto da placa de cultivo, e diluidas em 1 mL de agua
destilada. O liquido fecal de 100 formigas foi coletado e diluido também em 1 mL de agua
destilada.

Para uso de amostras liquidas na cromatografia gasosa é necessario que essas sejam
totalmente volatilizadas dentro da coluna. Analitos no estado gasoso, a partir de amostras
liquidas, podem ser gerados a partir de técnicas de derivatizacdo. A derivatizacdo por BSTFA
adiciona grupos trimetilsilil, substituindo os hidrogénios nas hidroxilas. Os oxigénios, como
sdo mais estaveis, € dificil retirar o hidrogénio da molécula, mas quando adicionamos esses
grupos maiores, essas ligacdes sdo quebradas mais facilmente (CAMPOS; GRIMBERG,
2001; SCHUMMER et al., 2009).

3.4.1. Derivatizacdo por BSTFA

Em um tubo de microrreacdo (1 mL) foram adicionados 80uL de amostra (LF, FF e
FP) previamente diluida em &gua, essas foram secas em estufa a 82°C por aproximadamente 3
horas. Depois de secas, foram adicionados 100puL de BSTFA + TCMS 1% (Sigma-Aldrich) e
60uL de acetonitrila (catalisador da reacéo). Os tubos foram fechados e mantidos em estufa a
60°C por 30 min. Apoés este periodo, as amostras foram retiradas e resfriadas a temperatura
ambiente. O volume foi completado para 1mL com acetona e posteriormente filtrado em filtro
de PTFE 22,0 um em seringa de plastico de volume 3,0 mL para um vial de 1,5 mL.

Para a andlise das solugdes obtidas na etapa de preparo de amostras foi injetado 1 uL

de amostra em uma coluna Rtx-5 MS (5% difenil / 95% dimetil polisiloxano; 30,00m x
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0,25mm id x 0,25 um de recobrimento; Restek, Bellefonte, PA, EUA) no Cromatografo a Gas
Shimadzu 2010 AF-Plus com injetor AOC-5000 e detector Espectrometro de Massas
Sequencial TQ-8040 (CG-EM/EM), o qual foi programado com os parametros de gradiente de
temperatura apresentados na Tabela 1.

O modo de ionizacdo selecionado foi ionizagdo por elétrons operando com uma
energia de 70 eV. O detector de massas foi programado para registrar 0s espectros no modo
SIM (Q3) com os ions selecionados 117 e 147, a partir de 3,0 min. A escolha do método SIM
(“selected ion monitoring”) se deu pelo fato da amostra vir de uma matriz complexa, ou seja,
possuir diversos compostos que podem interferir na anélise e diminuir o sinal do analito, que
€ 0 nosso composto de interesse. Os ions selecionados foram escolhidos por comparagéo com

0s ions mais intensos em amostra padrdo de acido latico (Figura 1).

Tabela 1 - Pardmetros de temperatura definidos no cromatografo a gas.

Temperatura (°C)

Auto Injetor 280
Fonte de ions 290
Interface 290

Split 1.5

Vazéo de He (mL.mint) 1,00

Taxa (°C.min'1) Temperatura (°C)

Tempo de espera

(min)
- 70 4
25 290 1
Tempo total do 13,80

programa (min)

Figura 1 - Picos selecionados para andalise cromatografica a partir do padréo de acido latico.
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3.4.2. Andlise de dados

Os dados obtidos nos cromatogramas foram analisados comparando-se o percentual do
composto de interesse em relacdo ao total de compostos presentes em cada amostra
(abundéancia relativa) e, também comparando o valor de acido latico presente em cada amostra
a partir da injecdo de um padrdo interno (proporcéo por amostra). Para o calculo da proporcao
do &cido latico por amostra, utilizou-se o mentol como padrdo interno, o qual ndo esta
presente nas amostras de LF, FF e FP. A adicdo de um padrdo interno de concentracdo
conhecida normaliza a area do analito e possibilita comparar proporcionalmente a area do
pico obtido para o padrdo interno (mentol) e a area dos picos obtidos para as amostras. Foram
utilizados nessa anélise 10uL de amostra, 60uL de piridina e 100uL de BSTFA e mentol na
concentracdo 1 ppm, os pardmetros utilizados no cromatografo foram os mesmos descritos no

item 3.4.1. Os tempos de retencdo foram 6,6 min para o acido latico e 8,4 min para o mentol.

4. Resultados
4.1. Testes de inibicdo de fungos

Os valores da contagem dos esporos germinados em placa sugerem que as amostras LF e
SGM alteram o indice de germinacdo de todos os fungos, inibindo a germinacdo de esporos.
Em todos os fungos testados SGM foi mais eficiente na inibicdo de esporos. A SGM na
diluicdo D1 apresentou melhores resultados e inibiu completamente, em quatro fungos, a
germinacdo de esporos. Em alguns fungos, o LF pouco interferiu a germinacdo fungica,
atingindo 96% de germinacdo no T. harzianum na concentracdo D1; em outros fungos como

B. bassiana a taxa foi menor nessa concentragdo, de 87% (Figura 2).
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Figura 2 - Taxa de germinacdo dos esporos (%) das cinco espécies de fungos selecionadas para tratamento com
secrecdo do liquido fecal (LF — D1) e glandula mandibular (SGM — D1) de Atta sexdens. C: controle. Bb:
Beauveria bassiana; Tc: Trichoderma harzianum; Mt: Metarhizium anisopliae; Sc: Syncephalastrum sp.; Esc:
Escovopsis sp.
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A Tabela 2 apresenta os valores de IG obtidos nos tratamentos com LF e com SGM
nas trés diluicdes testadas. O IG calculado para D3 de LF e SGM foram préximos ao controle,
com excec¢do de B. bassiana que, mesmo na amostra mais diluida de SGM, apresentou 76%
de germinacdo. T. harzianum &, dentre os fungos selecionados, o que menos sofreu inibicédo
na germinacdo de esporos tanto com LF quanto com SGM. Ja o Escovopsis sp. foi o que
apresentou a maior reducdo dos valores de IG, tanto no tratamento com LF quanto com a

SGM, em todas as concentragdes (Figura 2).

O Escovopsis sp. apresenta baixo indice de germinacdo quando cultivado em meio de
cultura (ZAMUNER, 2015; REYNOLDS; CURRIE, 2004; CURRIE et al., 1999a) e por isso
testes preliminares foram realizados para definir a taxa de germinacdo desse fungo, que foi
cerca de 10%. Para analise dos dados desse fungo consideramos como germinagdo maxima o
valor encontrado no controle de 13% (equivalente a 100% de germinacéo). Assim, os valores
de IG para as placas tratadas com LF e SGM foram calculados considerando 100% de

germinacdo no grupo controle.
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Tabela 2 - Indice de germinacéo (1G) dos cinco fungos analisados. C: grupo controle; LF: suspensio de esporos
preparada com liquido fecal; SGM: suspenséo de esporos preparada com secre¢do da glandula mandibular; D1 —
“in natura”, D2 — diluicdo 50% de D1e D3 — diluigdo 50% de D2.

IG (%) B . bassiana T. harzianum M. anisopliae | Syncephalastrum | Escovopsis
sp. sp.
LF SGM LF SGM LF SGM LF SGM LF SGM
D1 87 0 96 50 89 0 87 0 43 0
D2 100 39 100 86 93 58 92 67 64 5
D3 100 76 100 96 97 96 99 90 79 24
C 100 100 100 100 100

A inibicdo da germinacdo de esporos foi maior a medida que utilizamos maiores

concentracdes de LF e SGM. O padréo de inibicdo ndo diferiu graficamente entre os fungos e

por isso apenas a curva construida com os dados de B. bassiana € apresentada (Figura 3). As

imagens obtidas em microscépio invertido possibilitam visualizar a modifica¢do no padrdo de

germinacdo dos esporos entre os tratamentos (C, LF e SGM) e entre os fungos selecionados

(Figura 4) e, também, é possivel notar a diferenca morfoldgica dos esporos dos diferentes

fungos. E preciso salientar que a contagem total de EG e EN foi realizada somando-se 0s

valores das 12 fotos de cada placa.

Figura 3 - Curva de inibicdo da germinagdo de esporos de Beauveria bassiana apés tratamento com secrecdo do
liquido fecal (LF) e glandula mandibular (GM) de Atta sexdens. Eixo x: trés dilui¢bes e o controle (valores das
concentragdes em logaritmo); Eixo y: indice de germinacéo (1G).
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Figura 4 - Imagens das placas de cultivo dos cinco fungos selecionados para tratamento com secre¢éo do liquido
fecal (LF, primeira diluicdo D1) e glandula mandibular (GM, primeira diluicdo D1) de Atta sexdens. Bb:
Beauveria bassiana; Tc: Trichoderma harzianum; Mt: Metarhizium anisopliae; Sc: Syncephalastrum sp.; Esc:
Escovopsis sp. Circulado em vermelho: esporos ndo germinados; circulado em azul: esporos germinados; ponta
da seta azul: esporos no inicio da germinacdo. A: 200x.

C M1 L1
) ---

4.2. Anélise da presenca de perédxido de hidrogénio

4.2.1. Teste Colorimétrico

Os dados obtidos no teste colorimétrico estdo descritos nas Tabelas 3 e 4. Os valores
indicam que a amostra LF é a mais rica em peroxido de hidrogénio e possui carater acido,
assim como as outras amostras. A concentracdo de peroxido no FF foi cinco vezes maior
comparada a do FP, o que sugere que a participacdo das formigas no cultivo do fungo L.
gongylophorus interfere na concentracdo de peroxido do jardim. Nas amostras FF apos

contaminagdo do formigueiro (Tabela 4) notamos um aumento no pH e na quantidade de
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peroxido do jardim de fungo contaminado com Escovopsis sp, 0 FF contaminado com isca
manteve o pH em 4,5 e apresentou diminui¢do na quantidade de perdxido no decorrer dos dias
de contaminacéo.

Tabela 3 - Dados dos testes colorimétricos para quantificagdo de perdxido e pH das amostras de liquido fecal

(LF) e glandula mandibular (SGM) de Atta sexdens e amostras do fungo Leucogaricus gongylophorus do jardim
de fungo (FF) e cultivado em meio de cultura (FP).

Amostra peréxido (mg/l) pH
LF 25 5
SGM 5 4,5
FF 10 4,5
FP 2 45

Tabela 4 - Dados dos testes colorimétricos para quantificacdo de perdxido e pH no jardim de fungo (FF) de Atta
sexdens ap6s contaminagdo com Escovopsis sp. e iscas toxicas.

FF perdxido (mg/l) pH
Escovopsis sp. 25 5
Isca 24h 10 4,5
Isca 48h 5 4,5
Isca 72h 2 4,5

Por se tratar de uma andlise semi-quantitativa baseada em escala colorimétrica, é
possivel que a cor da amostra interfira na confiabilidade da analise. Notamos isso nos testes
realizados com LF, em que a tira de teste apresentou coloracdo verde ap0os ser mergulhada na
amostra, e ndo azul. O LF possui coloragdo marrom o que pode ter interferido na tonalidade
observada na tira de teste. Sendo assim, consideramos que essa € as outras amostras contém
peréxido de hidrogénio, mas utilizamos outros métodos para quantifica-lo de maneira

confiavel.
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4.2.2. Amplex® Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit

Os valores de absorbancia obtidos durante a analise em espectrofotdmetro apontam a
presenca de peroxido de hidrogénio nas amostras LF e SGM (Figura 5). A curva padrdo, que
corresponde a relacdo grafica entre os valores de absorbancia (ABS) e os de concentragdo, foi
construida de acordo com as informacdes cedidas pelo fabricante do kit de ensaio, no
intervalo de 0 a 40 uM de peroxido de hidrogénio. Os dados foram submetidos a uma analise
de regressdo que gerou uma equagao da reta com R?= 0,998.

Figura 5 - Curva padrdo de peréxido de hidrogénio (0 a 40 uM) e dados das amostras de liquido fecal (LF) e
secrecdo da glandula mandibular (SGM) de Atta sexdens (Amplex Test).
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A equacdo da reta aplicada aos valores de absorbancia das amostras LF e SGM
resultou na concentracdo (mg/l) do composto de interesse presente na amostra (Tabela 5). A
amostra LF apresentou concentracdo média de peroxido de hidrogénio aproximadamente
cinco vezes maior que a SGM, a mesma propor¢do encontrada no teste colorimétrico (Tabela

4) ainda que esse ndo tenha sido considerado para quantificagdo das amostras.
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Tabela 5 - Valores de absorbancia e concentracdo média de peréxido de hidrogénio nas amostras de liquido fecal
(LF) e secrecdo da glandula mandibular (SGM) de Atta sexdens (Amplex Test).

Amostra ABS UM mg/l
LF 19210 11,59 0,39
SGM 4269 2,10 0,07

4.2.3. Spectroquant® Hydrogen Peroxide Test

A andlise dos dados obtidos pelo Spectroquant® Hydrogen Peroxide Test foram
semelhantes aquelas conduzidas para o Amplex® Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay
Kit. Porém, a curva padrdo utilizada para relacionar graficamente os valores de absorbancia
(ABS) e os de concentracdo das amostras foi construida no intervalo de 0 a 2 mg/l de
peréxido de hidrogénio, de acordo com a sugestdo contida no protocolo do fabricante. A
equacdo da reta, obtida por andlise de regressdo dos dados, foi aplicada aos valores de
absorbancia das amostras LF e SGM e indicam a presencga de peréxidos nas duas amostras
(Figura 6).

Figura 6 - Curva padrdo de peroxido de hidrogénio (0 a 2 mg/l) e dados das amostras de liquido fecal (LF) e
secrecdo da glandula mandibular (M) de Atta sexdens (Spectroquant Test).
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A amostra LF apresentou maior concentracdo de peroxido de hidrogénio do que a
amostra SGM. Porém, os valores de concentracdo (mg/l) das amostras diferiram em

proporcdo quando comparados ao outro teste enzimatico (Tabela 5 e 6), sendo que neste teste
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a concentracdo de peroxido de hidrogénio na amostra SGM foi préximo ao valor encontrado
para a amostra LF.

Tabela 6 - Valores de absorbancia e concentracdo de perdxido de hidrogénio nas amostras de liquido fecal (LF) e
secre¢do da glandula mandibular (SGM) de Atta sexdens (Spectroquant Test).

Amostra ABS mg/l
LF 0,241 0,544
SGM 0,155 0,340

4.3. Analise da presenca de acido latico

Os dados da analise indicam a presenca de acido latico em todas as amostras, com
tempo de retengdo de 6,6 minutos. Os resultados sdo apresentados nos cromatogramas a
seguir, as setas em vermelho indicam o pico de acido latico na amostra:

Figura 7 - Cromatograma da amostra de liquido fecal que mostra a abundéncia relativa do 4cido latico no tempo
de retencéo 6,6 min (seta).
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Figura 8 - Cromatograma da amostra do fungo do formigueiro que mostra a abundancia relativa do acido latico
no tempo de retencdo 6,6 min (seta).
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Figura 9 - Cromatograma da amostra do fungo da placa de cultura que mostra a abundancia relativa do acido
latico no tempo de retengdo 6,6 min (seta).
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O valor de abundéancia relativa diz respeito ao percentual do composto de interesse em
relagdo ao total de compostos presentes na amostra. A amostra de liquido fecal (12%)
apresentou maior abundancia relativa de acido latico em compara¢do com as amostras do
fungo simbionte, tanto da placa quanto do formigueiro, que apresentaram 4% e 2%,
respectivamente. Os valores de “propor¢do por amostra” obtidos a partir da injecdo de um
padréo interno foram 0,060 para o LF, 0,035 para o FF e 0,029 para o FP. Esses valores
corroboram aos dados de abundancia relativa e mostram que o LF €, dentre as trés, a amostra

gue apresentou maior quantidade de cido latico.
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5. Discussao

Os resultados encontrados indicam que as secre¢fes da glandula mandibular e do
liquido fecal de Atta sexdens tém participacdo na defesa do individuo e da colénia contra
fungos patogénicos e antagonistas do fungo mutualista das formigas. I1sso porque, a presenca
das secrecdes alterou a taxa de germinacdo de cinco fungos em ensaios com placas de cultivo
(Figura 2). A hipotese inicial de que metabdlitos naturais contidos nas secre¢des da formiga-
cortadeira sdo eficazes na inativacdo de microrganismos foi comprovada, uma vez que ha
presenca do peroxido de hidrogénio, agente oxidante, que em grande quantidade favorece a
defesa contra patégenos como sugerido por BOS et al. (2015).

Além disso, o &cido latico, identificado nas amostras de liquido fecal e do fungo
simbionte (Figuras 7 e 8), desempenha importante funcéo contra patdgenos, ja que modifica o
pH dos microrganismos ou pH do meio que rompe sua parede celular (NAIDU et al.,1999;
BARBOSA et al.,, 2011). Esse composto é secretado por bactérias lacticas do género
Lactobacillus, endossimbiontes de A. sexdens (VIEIRA et al., 2017).

Apesar da deposicao continua do acido latico no ambiente do ninho, foi verificado que
tanto o liquido fecal, quanto o fungo simbionte apresentam pH com baixo grau de acidez em
diferentes situacdes (Tabela 3 e 4). O ninho €, portanto, um ambiente tamponado, ou seja, que
nédo sofre ampla variacdo do pH. A identificagdo do composto (AL) nas duas amostras de L.
gongylophorus sugere que o fungo produz acido latico mesmo quando cultivado em placa de
cultura, mas que a aplicacdo do liquido fecal pelas formigas no jardim de fungo deve
aumentar a quantidade do &cido no ninho, uma vez que o fungo do jardim apresentou maior
abundancia relativa (Figuras 8 e 9).

As operarias estdo frequentemente depositando as secrecdes da glandula mandibular e
do liquido fecal no ninho, seja durante a atividade de corte, incorporacdo do material vegetal,
cultivo do fungo ou comportamento de limpeza. A presenca de agentes antimicrobianos
nessas secrecfes sugere que a sua deposicdo esta participando direta ou indiretamente da
estabilidade imunolégica e manutencdo do pH da col6nia e, portanto, pode representar um
mecanismo complementar de defesa.

As formigas combinam padrbes comportamentais, adaptagdes fisioldgicas e quimicas
para eliminacdo de microrganismos com potencial para prejudicar a colonia. Discute-se que
0s mecanismos comuns e complementares ajudam a manter a estabilidade da colénia por
longo periodo de tempo e criam um microambiente peculiar no ninho com 6timas condigdes

para a vida em sociedade, excluindo a presenca de patdgenos e antagonistas (SCHULTZ,
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1999; MUELLER et al., 2001; TRAGUST et al., 2013; OTTI et al., 2014). Esses mecanismos
podem ser divididos em defesa interna (inata e adquirida) e defesa externa (fisica e quimica) e
estdo amplamente relacionados.

Séo consideradas do sistema imune inato as células de defesa (hemacitos), enzimas e
padrbes fisiologicos que evoluiram com a pressdo do ambiente. (FELDHAAR; GROSS,
2008). Ja a defesa imune externa esta relacionada as atividades dos individuos no ambiente do
ninho que promovem a protecdo da coldnia contra doencas. A remocéo fisica de patdgenos é
realizada com uso da mandibula e glossa durante o comportamento de limpeza e também nas
atividades de cultivo do fungo simbionte. O contato fisico esta associado a aplicacdo das
secrecdes das glandulas exdcrinas sobre os individuos e o jardim de fungo, algumas com
propriedades antimicrobianas que sdo utilizados na defesa da col6nia (MARSARO et al.,
2001; CREMER et al., 2007; RODRIGUES et al., 2008; OTTI et al., 2014).

Dentre as glandulas exdcrinas estdo: a glandula mandibular, de veneno, de Dufour e a
metapleural (VIEIRA et al., 2012; TRANTER et al., 2014; FERNANDEZ-MARIN et al.,
2015). Outras glandulas exocrinas como a hipofaringea, pds-faringea e salivar do térax ainda
ndo tiveram seus compostos investigados quanto a funcdo defensiva.

Os simbiontes bacterianos também representam um mecanismo defensivo das
formigas e, apesar de ndo ter seus modos de acdo bem esclarecidos sabe-se que sua
colonizacdo aumenta a capacidade defensiva do hospedeiro e a resisténcia contra doencgas. Na
maioria dos casos, a protecdo resulta da producdo de toxinas e antibi6ticos que reduzem os
efeitos dos patdgenos e buscam elimind-los (DEGNAN; MORAN, 2008).

Os comportamentos de limpeza entre os individuos e de assepsia do ninho sdo comuns
ao cotidiano das formigas, mas podem se tornar mais frequentes quando a colénia se encontra
ameacada pela presenca de contaminantes. Porém, os cuidados mutuos dentro da col6nia
durante a imunizacdo social ndo eliminam a necessidade de respostas imunoldgica a nivel
individual. (ARMITAGE; BOOMSMA, 2010; RIBEIRO et al., 2011; ROSENGAUS et al.,
2013; LACERDA et al., 2014).

As respostas comportamentais adaptadas nas formigas também dizem respeito a
escolha de locais adequados para alocagdo de seus ninhos. Os ninhos de Atta estdo sempre
localizados em ambiente subterraneo que, além de proteger o fungo simbionte de estresse
término e dessecativo, apresenta condi¢des hipoxicas (baixa concentracdo de oxigénio) e
hipercapnicas (alta concentracdo de dioxido de carbono) (ROMER et al., 2017). Essas
caracteristicas do microambiente do ninho também sdo estratégias de defesa dessas formigas e

a unido de outros fatores, como o controle do pH e assepsia do ninho com uso de secrecdes
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antimicrobiana, torna o ninho um ambiente desfavoravel para proliferacdo de microrganismos
contaminantes.

A automedicacdo da espécie Formica fusca com uso de espécies reativas de oxigénio
(ROS) também desperta curiosidade. As operarias alteram suas preferéncias de forrageamento
para incluir a ingestdo de substdncias que melhoram a sobrevivéncia dos individuos,
aumentando o uso de ROS em sua dieta antes (medicacdo profilatica) e apos (medicacao
terapéutica) a infeccdo real por patdgeno. As principais espécies reativas de oxigénio sdo o
anion radical superéxido (O2) e o perdxido de hidrogénio (H202) e sdo produzidas nas
reacO0es de reducdo do metabolismo de plantas e animais. Por serem agentes oxidantes,
danificam estruturas celulares e por isso sdo eficazes na ativacdo de microrganismos (BOS et
al., 2015).

O presente trabalho evidenciou que secrecdes de A. sexdens, depositadas no ambiente
do ninho e eficazes na inibicdo de microrganismos invasores, apresentam o peroxido de
hidrogénio em sua composicéo. E possivel que essas formigas utilizem o composto oxidante
(H20.) produzido em seu metabolismo anaerobico para melhorar sua resisténcia a doencas.
Aumentar a resisténcia da colonia pode incluir: fazer a assepsia do ninho, ou seja, tomar
medidas profilaticas para evitar a chegada de contaminantes; ou aplicar composto antisséptico
sobre a contaminacéo, procurando minimiza-la. O habito alimentar dessa espécie voltado para
coleta de materiais vegetais pode ser explorado ja que, apesar de generalistas, essas formigas
apresentam preferéncia por algumas espécies vegetais. A composi¢cdo do material vegetal
carregado pela operdria pode interferir na producdo de compostos secundarios
antimicrobianos dentro do ninho e a ingestdo de seiva pela operaria também deve ser
considerada.

Pressupde-se que a deposicdo continua do liquido fecal sobre o jardim de fungo e
ambientes do ninho como atividade de assepsia realizada pelas formigas para manutencédo de
um ambiente livre de patdgenos (asséptico). Por outro lado, em casos de contaminacdo do
jardim de fungo ou a presenca de patdgenos no material vegetal, por exemplo, sugere-se que
as formigas utilizam um composto antisséptico, ou seja, desinfetante que impede a
proliferacdo do microrganismo e reduz a contaminagdo. A essa fun¢do associamos a secre¢io
da glandula mandibular.

As andlises de quantificacdo do liquido fecal apresentaram maior concentracdo de
peroxido de hidrogénio do que a encontrada na secrec¢do da glandula mandibular (Figura 5 e
6), mas ndo foi eficiente na inibicdo dos esporos fungicos. Outros compostos da secrecdo da

glandula mandibular, como o citral, também exerce importante papel na inibi¢cdo dos esporos,
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ja que, apesar de apresentar menor concentracdo de perdxido, ela inibiu totalmente a
germinacdo de quatro dos cinco fungos analisados (Figura 2) (BROUGH, 1983). Deve ser
salientado que amostras do jardim de fungo de ninhos contaminados com Escovopsis sp. e
com iscas toxicas apresentaram maior concentracdo de peroxido de hidrogénio no teste
colorimétrico nas primeiras 24h (Tabela 4). Portanto, é possivel que as operérias tenham
aumentado a deposicdo da secrecdo da glandula mandibular nas primeiras horas de
contaminacéo.

Diante do exposto, € possivel concluir que a defesa das formigas-cortadeiras contra
patdgenos e antagonistas ao fungo mutualista é multifatorial e nem todos os fatores sdo ainda
conhecidos. Sua capacidade defensiva combina padrfes comportamentais, evolutivos e
fisioldgicos e inclui a defesa interna e externa (fisica e quimica). A defesa externa quimica
pode desempenhar papel profilatico, ou seja, que evita a chegada de contaminantes ou
terapéutico que busca eliminar um patogeno ja estabelecido no ambiente. Os cuidados com 0
jardim de fungo e entre os individuos buscam sempre a manutencdo de um ambiente asséptico
e livre dos riscos de contaminacao.

A continuidade de investigacdo nessa linha de pesquisa se faz necessaria para o
esclarecimento de outros fatores envolvidos na defesa imune das formigas-cortadeiras. A
exploracdo do papel de outras glandulas exdcrinas pouco estudadas como a glandula
hipofaringea, pds-faringea e salivar do térax poderia evidenciar a participacdo de secregdes
antimicrobiana dessas glandulas durante a lambedura e incorporagcdo do material vegetal.
Além disso, a identificacdo dos peptideos antimicrobianos presentes nas secrecdes das
glandulas exdcrinas e do liquido fecal fortaleceria a hipGtese de que essas secrecfes estdo

envolvidas mais intensamente com a defesa quimica das formigas.

6. Conclusao

A presente pesquisa investigou a defesa externa quimica de Atta sexdens, uma
estratégia fisioldgica dessa espécie para manter asseptico o ambiente do ninho. Os resultados
encontrados sugerem que as secre¢des da glandula mandibular e do liquido fecal, depositadas
sobre o jardim de fungo, tém participacdo na assepsia do ninho e na inibi¢do de patdgenos. A
secrecdo da glandula mandibular se mostrou mais eficiente na inibi¢éo de esporos fungicos do
que o liquido fecal nos ensaios microbioldgicos, inibindo totalmente a germinacao de quatro
dos cincos fungos testados.

No presente trabalho foi verificada a presenca de perdxido de hidrogénio nas secre¢des

da glandula mandibular e do liquido fecal. Esse composto oxidante € produto do metabolismo
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anaerobio das formigas e é utilizado tanto na assepsia quanto na profilaxia da colénia. Além
disso, o acido latico, também ¢ produzido pelas formigas e atua tornando o ambiente do ninho
tamponado. Assim como outros fatores, esses estdo envolvidos no estabelecimento de um
microambiente asséptico no ninho, mantido no solo sob condi¢es fisicas controladas como
temperatura, concentracdo de gases (hipoxia) e manutencdo do pH &cido em ambiente
tamponado.

O processo de defesa dos ninhos de formigas-cortadeiras € multifatorial e combinam
fatores fisico-quimicos, comportamentais e adaptativos. Estudos complementares acerca dos
peptideos antimicrobianos contidos nas secre¢Bes das formigas e a investigacdo de outras
glandulas exdcrinas como a hipofaringea, pds-faringea e salivar de térax podem contribuir
para o esclarecimento dos mecanismos de defesa das formigas-cortadeiras contra patdgenos e

antagonistas de seu simbionte.
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RESUMO

As formigas-cortadeiras do género Atta desempenham intensa atividade de corte de materiais
vegetais para o cultivo de seu fungo mutualista e isso as caracterizam como pragas agricolas.
O controle bioldgico, apesar de promissor, ainda nao € eficiente no controle dessas formigas,
uma vez que elas apresentam grande capacidade de reconhecer e eliminar patdgenos
potenciais. Os mecanismos de defesa contra patdgenos envolvem comportamentos de
limpeza, secrecdes antimicrobianas e células da defesa imune interna. Outras secrecdes
frequentemente depositadas no ninho pelas operarias, como o liquido fecal e da glandula
mandibular, podem representar um mecanismo complementar de defesa, j& que sdo capazes
de inibir a germinacdo de fungos entomopatogénicos e antagonistas do fungo mutualista. No
presente estudo, o perdxido de hidrogénio (H20.) e o &cido latico (AL), identificados
previamente nessas secrecOes, tiveram seu potencial antimicrobiano avaliado, a partir de
testes de inibicdo de fungos. Para isso, foram utilizadas suspensdes de esporos de cinco
espécies fungicas, frequentemente encontradas em ninhos de Atta sexdens, em diferentes
concentracdes de H>O, de 0 a 50mM. Outros ensaios foram conduzidos utilizando uma
suspensdo de esporos de Beauveria bassiana preparada com diferentes concentracfes de AL,
tampé&o lactato e a solucdo de H>O2 e tampdo lactato. Os resultados indicam que o H20:
apresenta alto potencial antimicrobiano, uma vez que inibiu totalmente a germinacdo dos
cinco fungos avaliados. Trichoderma harzianum se mostrou mais suscetivel a acdo do
composto e teve 50% dos esporos inibidos mesmo nas menores concentracdes de H.O2 (0,5 e
1mM). O AL também alterou a taxa de germinacéo dos esporos, mas os melhores resultados
de inibicdo ocorreram nas maiores concentraces (20 e 50 mM). Por outro lado, o tampédo
lactato alterou muito pouco a taxa de germinacao de esporos, mas quando em solugdo com o
H>0O> inibiu totalmente a germinacéo a partir da concentracdo 5mM. O efeito sinérgico desses
dois componentes simula a composi¢do do liquido fecal da formiga e, portanto, corrobora o
potencial antimicrobiano dessa secrecdo. Os resultados das avaliacBes das secrecdes das
formigas revelam os efeitos inibitérios de seus compostos sobre 0s fungos entomopatogénicos
e antagonistas do mutualista, e desta forma devem ser incluidos no rol de atividades que
compreende a defesa imune externa da formiga-cortadeira Atta sexdens.

Palavras-chave: perdxido de hidrogénio, acido latico, defesa quimica, liquido fecal, secrecdo
da glandula mandibular, agentes antimicrobianos.
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1. Introdugéo

A Tribo Attini compreende 45 géneros, dentre eles estdo 17 géneros (Subtribo Attina)
de formigas cultivadoras de fungo (WARD et al., 2014; WARD AntWeb, 2018). Essas
formigas cultivam em seus ninhos o fungo mutualista que é base alimentar das coldnias e,
para isso, coletam diversos materiais vegetais que servem com o substrato para o crescimento
do fungo. O género Atta compreende espécies de formigas-cortadeiras que cultivam em seu
jardim o fungo mutualista Leucoagaricus gongylophorus e sdo consideradas pragas agricolas,
pois realizam intensa atividade de corte de material vegetal fresco (HOLLDOBLER;
WILSON, 1990; MUELLER et al., 2001).

Diversos estudos investigam métodos de controle capazes de minimizar os prejuizos
causados pelas formigas-cortadeiras, dentre eles estdo o controle quimico, controle mecanico
e 0 controle bioldgico, esse ultimo utiliza fungos entomopatdgenos e antagonistas do fungo
mutualista da formiga. Apesar de ter se mostrado promissor, o controle biolégico apresenta
limitacdes no controle de formigas-cortadeiras. A principal delas é a capacidade dessas
formigas de detectar e se recuperar acdes de agentes patogénicos em condi¢fes naturais
(MONTOYA-LERMA et al., 2012; DELLA-LUCIA, 2014; BRITTO et al., 2016).

Os mecanismos de defesa das formigas envolvem padrGes comportamentais de
limpeza, concomitante a secrecdo de compostos antimicrobianos pelas glandulas exdcrinas e
simbiontes bacterianos e as celulas da defesa imune interna. A combinagdo multifatorial
desses mecanismos proporciona o estabelecimento de um microambiente asséptico no ninho e
gera uma profilaxia social entre os individuos da colénia (MARSARO et al., 2001;
RODRIGUES et al., 2008; CREMER et al., 2007, KONRAD et al., 2012, TRAGUST et al.,
2013, OTTI et al., 2014). Mecanismos complementares de defesa relacionados as secrecoes
glandulares e ndo glandulares produzidas pelas formigas-cortadeiras, ainda s&o pouco
investigados.

TRAGUST (2016) realizou analises sobre a evolugcdo da defesa imune externa das
formigas e se ela favoreceu os insetos sociais devido ao seu estilo de vida (eussociais).
Especificamente explorou os compostos presentes nas glandulas metapleural e glandula de
veneno com potencial de agir na defesa imune externa.

Também é passivel de discusséo se outas secrecdes que entram em contato direto com
o0 jardim de fungo, como o liquido fecal e a secrecdo da glandula mandibular, fazem parte da
defesa imune externa das formigas, participando direta ou indiretamente do estabelecimento

de um ambiente livre de patdgenos no ninho. Avaliar como compostos presentes nessas
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secrecOes interferem na contaminacdo por fungos entomopatogénicos e antagonistas pode
colaborar para compreensdo dos mecanismos de defesa imune externa das formigas-
cortadeiras e corroborar seu potencial antimicrobiano.

Na presente pesquisa, o potencial defensivo de dois compostos, tanto peroxido de
hidrogénio (H202) quanto o &cido latico (AL) foi avaliado, presentes nas secrecdes das
formigas (Ver capitulo 2).

O H202 é uma especie reativa intermediaria do oxigénio (ROS), assim como o radical
superoxido e os radicais hidroxila. Essas espécies de oxigénio ndo completamente reduzidas
sdo conhecidas como toxicas, devido a produtos de varios processos redox celulares
consumidores de O responsaveis por causar sintomas de dano oxidativo, caso a producéo de
ROS exceda a capacidade de reacbes (GUTTERIDGE; HALLIWEL, 1989; CHEN;
SCHOPFER, 1999). Os danos oxidativos causados por moléculas como o H20: o torna eficaz
na inativagdo de microrganismos.

Acidos organicos de cadeia carbonica curta, como o &cido latico, também apresentam
carater antimicrobiano, uma vez que podem desencadear tanto efeitos fungistatico como
fungicida. Os compostos produzidos pelas bactérias lacticas, como o &cido latico, causam
alteracGes de pH que influenciam no crescimento de microrganismos, podendo ser suficientes
para provocar a total inibicdo de leveduras ou outras bactérias (NEAL et al., 1965; PIARD et
al., 1991). Concentracdes crescentes de acido lactico reduzem exponencialmente a taxa de
crescimento do Saccharomyces cerevisiae (NARENDRANATH et al., 2001).

2. Objetivos

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial antimicrobiano de dois
compostos encontrados nas secrecGes da formiga-cortadeira Atta sexdens, o perdxido de
hidrogénio e o acido latico, a fim de verificar suas participacdes na defesa imune externa da
formiga. Para tal, foram utilizados os fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae e os fungos antagonistas do mutualista das formigas Trichoderma
harzianum, Syncephalastrum sp. e Escovopsis sp.

Especificamente, buscou-se:

1- Verificar se o perdxido de hidrogénio e o &cido latico, em diferentes concentragdes,
sdo capazes de inibir a germinacdo de esporos de fungos patogénicos e antagonistas do
mutualista das formigas.

2- Verificar o potencial do acido lactico e da solugdo de tampéo lactato e peroxido de

hidrogénio na inibicdo da germinacéo de esporos flngicos.
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3- Avaliar se a presenca de um agente redutor junto ao peréxido de hidrogénio altera o

indice de germinacdo dos esporos fungicos, a fim de comprovar seu potencial antimicrobiano.

3. Material e métodos
3.1. Germinacao dos esporos fungicos

Cinco fungos entomopatogénicos ou antagonistas do fungo mutualista das formigas-
cortadeiras foram utilizados na presente anélise: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,
Trichoderma harzianum, Syncephalastrum sp. e Escovopsis sp. As culturas puras dos fungos
foram cedidas por empresas do setor de controle bioldgico ou fornecidas pelo banco de
microrganismos do Laboratério de Microbiologia - Central de Recursos Microbianos da
UNESP (CRM-UNESP), Rio Claro

Um ensaio piloto foi conduzido para determinar o tempo de germinacdo em meio
solido para todos os fungos utilizados. Para isso, preparou-se uma suspensdo de esporos em
agua destilada com 6 x 10° esporos /ml para cada fungo. A padronizacgdo da concentragio de
esporos foi realizada utilizando a cadmara de Neubauer. A suspensdo de esporos foi
homogeneizada em vortex e filtrada com auxilio de uma pipeta de vidro de 10 ml contendo
algoddo estéril, a fim de retirar as hifas da solucdo e manter apenas os esporos fungicos.
Posteriormente, 150 uL dessa suspensao foram plaqueados em placas de Petri contendo meio
de cultura.

Para quatro dos cinco fungos utilizou-se meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar) e
para 0 Escovopsis sp. optou-se por utilizar o meio 4gar malte. Ambos meios de cultura foram
preparados conforme as especificaces do fabricante e autoclavados a 120°C por 20 minutos.
Utilizou-se 3 ml de meio de cultura em cada placa de Petri, nas quais 0s esporos foram
inoculados e, com uma alca de Drigalski, fez-se o espalhamento sobre a superficie do meio de
cultura. O ensaio foi realizado em triplicatas, as placas foram incubadas em B.O.D a 25°C e
observadas periodicamente em microscopio invertido Primovert Zeiss® até o inicio da
germinacao dos esporos.

O inicio da germinacdo foi considerado quando pelo menos 10% dos esporos contidos
no campo de visdo da objetiva de 200x do microscépio apresentavam desenvolvimento de
hifas, como ilustrado na Figura 1. O tempo de inicio da germinagdo de cada espécie fungica

foi utilizado durante os ensaios de inibi¢cdo como sendo o tempo inicial de incubacao.
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Figura 1: Micrografia de esporos de Beauveria bassiana em inicio de germinag&o. Circulo vermelho: esporo ndo
germinado; circulo verde: esporo germinado. A: 200x.

3.2 Inibicdo da germinacdo de fungos

O potencial antimicrobiano do perdxido de hidrogénio e do &cido latico foi avaliado
por intermedio de testes in vitro, verificando o efeito desses compostos sobre a germinacao
dos cinco fungos entomopatogénicos ou antagonistas do fungo mutualista das formigas.
VariagOes do teste inicial foram realizadas somente com a B. bassiana, utilizando o tampé&o
lactato de s6dio pH 4 (TL) e de tiossulfato de sodio (TS).

Inicialmente foi estabelecida uma curva de inibicdo utilizando compostos comerciais:
no caso do peroxido de hidrogénio (H20.) utilizou-se o Perhydrol 30% EMSURE® (cat.
107209 Merck) nivel analitico e o é&cido latico (AL) nivel cromatografico. Ambos
permaneceram armazenados em geladeira e protegidos da luz durante a montagem do
bioensaio.

Para os testes de inibicdo, realizados em triplicata, os compostos foram diluidos em
agua destilada nas concentraces: 0,5, 1, 2, 5, 10, 20 e 50 mM. O perdéxido nessas
concentracfes foi utilizado em testes de inibicdo com as cinco espécies de fungos. Ja as
concentracdes de acido lactico foram utilizadas em teste de inibicdo apenas para B. bassiana.
Optou-se pelo uso deste fungo nos testes com acido lactico e demais compostos por se tratar
de um fungo entomopatogénico, amplamente utilizado na agricultura como agente de controle
bioldgico e que, preliminarmente, apresentou bons resultados no cultivo em laboratério e
tempo de germinac&o satisfatorio para realizacdo dos ensaios biologicos.

Uma suspensdo de esporos com concentragdo 6 x 10° esporos/ml foi preparada
utilizando os compostos (H202 e AL) em diferentes concentra¢Bes. Para 0 grupo controle, a
suspensdo de esporos utilizou apenas dgua destilada. O método utilizado foi 0 mesmo descrito
para o teste de tempo de inicio da germinacédo (Item 3.1.) e, portanto, a suspensdo de esporos

foi submetida a homogeneizagdo em vortex, seguido da filtragem utilizando-se de uma pipeta
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de vidro de 10 ml e algod&o estéril. As amostras contendo os esporos foram incubadas por 1
hora em temperatura ambiente e protegidas da luz e, posteriormente, aliquotas de 150 ul da
suspensdo de esporos foi semeada em placas contendo meio de cultivo BDA (batata-dextrose-
agar) para todos os fungos, com excecdo do Escovopsis sp. em que se utilizou o meio de
cultivo agar malte

As amostras foram espalhadas em placas de cultivo com uso da alca de Drigalski em
triplicatas. As placas foram mantidas em B.0.D a 25°C pelo periodo determinado como
tempo de inicio da germinacdo dos esporos, entdo, foram fotografadas no microscopio
invertido Primovert Zeiss® para contagem dos esporos. Para realizar uma distribuicdo
equitativa das fotos, cada placa foi dividida em seis partes e de cada uma delas foi fotografada
em duas regides, totalizando 12 fotografias por placa.

Para determinar o indice de germinacdo dos fungos, foram realizadas as contagens dos
esporos germinados (EG) e ndo germinados (EN). Foram considerados germinados 0s esporos
gue continham inicio do crescimento de hifas (Figura 1). Posteriormente, os valores foram

acumulados e determinado o indice de germinacao (IG) utilizando a seguinte equacao:

EG

6 =57 EN

Os valores obtidos de indice de germinacdo foram submetidos a analise de regressao
ndo linear utilizando o “software” Graphpad Prism 7.0.4, obtendo-se assim as curvas de
inibicdo. Para a analise foram utilizados os valores de log das concentra¢fes dos compostos.

As variacOes do teste de inibicdo do fungo B. bassiana foram realizadas com uso de
tampdo lactato de s6dio pH 4 (TL) e de tiossulfato de sodio (TS). Justifica-se estas analises
pelo fato de que a colocacdo de liquido fecal no interior do ninho € praticamente constante e
mesmo assim o pH ndo é alterado. Isto sugeriu que o interior do ninho poderia estar
tamponado com o lactato. Para verificar esta hipétese, testes de inibi¢do foram realizados com
0 TL e a ele acrescido da H202. A contraprova do teste foi realizada utilizando o TL,
acrescido do TS, composto redutor com potencial de inibir a acdo da H>O».

Foram realizados testes de inibicdo da germinacdo de B. bassiana com as seguintes
solucBes: TL e TL+ H2O2 (0,5 a 50 mM); TS e TS + H202 (10, 20 e 50 mM). O método

utilizado para realizagéo do teste em placas foi 0 mesmo descrito anteriormente no item 3.1.
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4. Resultados

4.1. Germinacao dos esporos fungicos

A observacdo periodica das placas em triplicatas de cada fungo permitiu determinar o
tempo de inicio de germinacdo (TG) para as varias espécies. Esse dado foi utilizado como
tempo de incubacao das placas em B.O.D em todos os ensaios microbiologicos realizados.

Tabela 1: Tempo de inicio de germinacdo (TG) dos esporos utilizados nos ensaios de inibicéo.

Espécie fungica TG
Trichoderma harzianum 8 horas
Metarhizium anisopliae 12 horas

Syncephalastrum sp. 16 horas
Beauveria bassiana 17 horas

Escovopsis sp. 48 horas




4.2. Inibicdo dos esporos fungicos com peroxido de hidrogénio

Os resultados obtidos nos testes de inibicdo sugerem que o peroxido reduz as taxas de
germinacdo dos esporos das cinco espécies de fungos analisadas. Essa reducdo foi
proporcional a concentragdo do H20., de forma que a maior delas (50 mM) inibiu
completamente a germinacédo de todos os fungos. As curvas de inibi¢do construidas utilizando

a média dos valores dos esporos germinados em cada concentragdo mostram como o H20>

altera o indice de germinacdo dos fungos.

A Tabela 2 apresenta dados da analise de regressdo ndo linear, destacando o logeC50,

valor no qual a inibicdo da germinacdo de esporos foi de 50%. As figuras de 2 a 6

representam as curvas de inibi¢do provocadas pelos diferentes fungos.

Tabela 2: Valores de logEC50 obtidos da andlise de regressdo realizada com os dados dos testes de inibicdo de

cinco espécies fungicas. Concentracdo (mM) de H,O; correspondente ao log.

Fungo (espécie) Log EC50 mM aprox.
Beauveria bassiana - 2,509 5-10 mM
Metarhizium anisopliae - 2,427 5-10mM
Trichoderma harzianum - 3,523 05-1mM
Escovopsis sp. - 2,628 5-10mM
Syncephalastrum sp. - 2,078 10-20 mM
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Figura 2: Curva de inibicdo da germinagdo de esporos de Beauveria bassiana apos tratamento com H,0, em
diferentes concentrac@es. IG: indice de germinacdo. Eixo x: valores de concentracdo (mM).
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Figura 3: Curva de inibicdo da germinacgdo de esporos de Metarhizium anisopliae apds tratamento com H,0, em
diferentes concentracgdes. I1G: indice de germinacéo. Eixo x: valores de concentracdo (mM).
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Figura 4: Curva de inibicéo da germinagdo de esporos de Trichoderma harzianum apds tratamento com H,O, em
diferentes concentrac@es. IG: indice de germinacdo. Eixo x: valores de concentracdo (mM).
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Figura 5: Curva de inibicdo da germinagdo de esporos de Escovopsis sp. apds tratamento com H;O, em
diferentes concentrac@es. I1G: indice de germinacédo. Eixo x: valores de concentracdo (mM).
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Figura 6: Curva de inibicdo da germ
diferentes concentracdes. IG: indice d
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inagdo de esporos de Syncephalastrum sp. ap6s tratamento com H.O2 em
e germinacdo. Eixo x: valores de concentracdo (mM).
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¢des ocorridas no padrdo de germinacdo dos esporos fangicos

quando o perdxido foi adicionado ao meio em diferentes concentragdes.
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Figura 7 Fotografias obtidas das placas de cultivo dos cinco fungos tratados com H,O, em diferentes
concentragdes. Bb: Beauveria bassiana; Tc: Trichoderma harzianum; Mt: Metarhizium anisopliae; Sc:
Syncephalastrum sp.; Esc: Escovopsis sp. C: controle. A: 200x.
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4.3. Inibic&o dos esporos fungicos com &cido latico

Os testes de inibicdo dos esporos flungicos de B. bassiana na presenca do AL em
diferentes concentracBes indicam que, da mesma forma que o H.O, apresenta atividade
antimicrobiana. A Figura 8 contem a curva de inibicao e a Figura 9 as fotografias dos esporos

nas diferentes concentragdes.
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Figura 8: Curva de inibicdo da germinacédo de esporos de Beauveria bassiana ap6s tratamento com &cido latico
(AL) em diferentes concentragdes. 1G: indice de germinagdo. Eixo x: valores de concentracdo (mM).
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Figura 9: Fotografias dos esporos de Beauveria bassiana em placas de cultivo ap6s tratamento com diferentes
concentragdes de cido latico (AL). C: controle. A: 200x.

-

4.4, Inibicdo dos esporos fungicos com outros compostos

4.4.1. Tampao lactato de sodio (TL)
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O teste de inibicdo dos esporos fungicos realizados com o TL (pH 4) utilizou as
mesmas concentracdes definidas nos ensaios com H.O; e AL. E foi conduzido de duas
maneiras: somente o TL foi utilizado para preparo da suspenséao de esporos; TL e H.O> foram
utilizados durante o preparo da suspensdo. Os resultados mostram que o TL ndo inibiu
totalmente a germinacdo dos esporos de B. bassiana em nenhuma concentracdo (Figura 10),
mas alterou o indice de germinacao na concentracdo 50 mM (Figura 11). Além disso, quando
utilizamos o TL no cultivo das placas observamos um atraso no tempo de germinacdo dos

esporos de aproximadamente uma hora.

Figura 10: Imagens dos esporos de Beauveria bassiana em placas de cultivo apds tratamento com diferentes
concentragdes de tampao lactato de sodio pH 4 (TL). C: controle. A: 200x.

Figura 11: Curva de inibi¢do da germinacdo de esporos de Beauveria bassiana ap6s tratamento com tampédo
lactato de sddio (TL) pH 4 em diferentes concentragfes. 1G: indice de germinacdo. Eixo x: valores de
concentragdo (mM).
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Quando em solugéo com o H>O», o TL alterou a germinacéo dos esporos, inibindo-a
totalmente ja na concentracdo 10mM (Figura 12), a acdo dos dois compostos foi capaz de

reduzir o indice de germinacdo mesmo nas menores concentracdes (Figura 13).

Figura 12. Fotografias dos esporos de Beauveria bassiana em placas de cultivo ap6s tratamento com diferentes
concentragdes de tampao lactato de s6dio pH 4 com perdxido de hidrogénio (TL+H202). C: controle. A: 200x.

Figura 13: Curva de inibicdo da germinacdo de esporos de Beauveria bassiana apds tratamento com TL+H,0,
em diferentes concentrag@es. I1G: indice de germinagdo. Eixo x: valores de concentragdo (mM).
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4.4.2. Tiossulfato de sodio (TS)

O ensaio de inibicdo acrescido de TS foi conduzido em trés situacdes realizadas
concomitantemente para facilitar a analise comparativa: somente TS; somente H20. e TS+
H20». Esses compostos foram utilizados nas concentragdes 10, 20 e 50mM. As imagens
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obtidas em microscopio invertido mostram que o TS ndo revelou atividade antimicrobiana e
por isso ndo inibiu a germinacao dos esporos de B. bassiana mesmo na maior concentracéo. O
H>O> inibiu da mesma forma que os testes anteriores, mas por se tratar de um agente redutor,
mas quando colocado junto com o H:O alterou os resultados, neutralizando sua agéo
antimicrobiana (Figura 14).

Figura 14: Imagens dos esporos de B. bassiana em placas de cultivo apds tratamento com trés concentracGes de

tiossulfato sédio (TS), peréxido de hidrogénio (H20) e a misturas dos dois compostos (TS+H,0,). C: controle.
A: 200x.
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O indice de germinacdo pouco sofreu alteragdes nos tratamentos com TS+ H.O>

qguando comparados ao controle na curva de inibicdo (Figura 15).

Figura 15: Curva de inibicdo da germinacdo de esporos de Beauveria bassiana apés tratamento com TS+H,0-
em diferentes concentrag@es. I1G: indice de germinagdo. Eixo x: valores de concentragdo (mM).
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5. Discussao

O peroxido de hidrogénio (H202) e o &cido latico (AL), compostos encontrados nas
secre¢des da glandula mandibular e do liquido fecal de Atta sexdens (Capitulo 2),
apresentaram atividade antimicrobiana contra fungos entomopatdgenos e/ou antagonistas do
fungo mutualista Leucoagaricus gongylophorus. A presenca desses compostos alterou os
indices de germinacdo dos esporos fungicos em todos os ensaios realizados (Figuras 2 a 8), e
0 peroxido apresentou maior potencial de inibicdo da germinacdo de esporos do que o acido
latico.

O H202 é um composto inorganico, metabdlito de ocorréncia natural na maioria dos
organismos que recebe elétrons durante a reacdo de peroxidacdo, mediada pela enzima
peroxidase. A peroxidase participa da oxidorreducdo dos &cidos graxos de cadeia curta
removendo os atomos de H+, os quais sdo transferidos para o H20., O oxigénio reativo
contido no H2O; é danoso a célula e, por isso, eficiente na inativacdo de microrganismos
(ALBERTS et al., 2010; VIEIRA; BUENO, 2014). Um estudo conduzido por BOS et al.
(2015) mostrou pela primeira vez que operarias da formiga Formica fusca alteram seus

padrdes de forrageamento quando expostas a fungos patogénicos a fim de aumentar a



102

quantidade de ROS em seu alimento. A maior ingestdo de ROS mostrou aumentar a aptidao
do hospedeiro, ja que é prejudicial ao patégeno.

Para comprovar o potencial antimicrobiano do H20>, esse composto foi utilizado para
o0 cultivo de B. bassiana em ensaio microbioldgico e inibiu significativamente a germinacao
dos esporos (BOS et al., 2015). Na presente pesquisa testou-se a agdo antimicrobiana do H20>
no cultivo de cinco fungos: B. bassiana, M. anisopliae, T. harzianum, Syncephalastrum sp. e
Escovopsis sp., espécies fungicas frequentemente encontradas em ninhos de formigas-
cortadeiras. O H20O2 em todos 0s ensaios inibiu totalmente a germinacdo dos esporos fungicos
na concentracdo 50mM. A inibico teve inicio na concentragdo 5mM de H»O-, que reduziu a
quantidade de esporos germinados em aproximadamente 50% em quatro dos cinco fungos,
com excecdo do T. harzianum que apresentou reducdo de 50% na taxa de germinagdo nas
menores concentragdes (0,5 — 1mM) (Tabela 2).

O AL se mostrou menos eficiente na inibicdo dos esporos de B. bassiana quando
comparado a agdo do H>O3, ja que na concentragdo 5mM inibiu apenas 16% da germinacéao
(IG = 84%) (Figura 8). Mas, a concentracdo 20mM de AL utilizada nesse ensaio reduziu
drasticamente 0 1G de 80% a 11%, o qual chegou a zero na concentracdo 50 mM de AL.

O é4cido latico é um composto organico simples que em sua forma ndo dissociada é
capaz de atravessar a membrana celular microbiana reduzindo o pH intracelular e por isso
apresenta atividade antimicrobiana (BARBOSA et al., 2011). Bactérias laticas, como as do
género Lactobacillus, presentes no trato digestorio das formigas, produzem o acido (HU et al.,
2016; RAMALHO et al., 2017) e resultados anteriores sugerem que o acido latico presente no
liquido fecal das formigas-cortadeiras e, também produzido pelo seu fungo simbionte
desempenha importante papel na manutencdo do pH do ninho (Capitulo 2 — item 4.3).

O fato do liquido fecal da formiga estudada apresentar baixa variacéo do pH (Capitulo
2 — item 4.3) sugere que o AL identificado nessa secrecdo pode estar na forma de tamp&o com
o lactato de sodio. Sendo assim, o potencial antimicrobiano do tampéo lactato de sodio pH 4
também foi testado contra o fungo B. bassiana. Os resultados indicam que o TL possui pouca
acao antimicrobiana quando testado separadamente, ja que pouco alterou a taxa de
germinacdo dos esporos e em sua maior concentracdo (50mM) reduziu o IG a 40% (Figura
11). Entretanto, a presenca de TL na placa de cultivo atrasou a germinacdo dos esporos,
indicando que o produto interfere na germinacgdo e pode desempenhar acéo fungistatica.

O teste realizado com a solugdo TL+ H20: apresentou os melhores resultados de

inibicdo dos esporos de B. bassiana, inibindo totalmente a germinagdo na concentracdo 5 mM
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(Figura 13). Evidencia que a acao sinérgica desses dois compostos no teste in vitro simula a
composicao do liquido fecal de Atta sexdens, ja que estdo presentes nessa secrecao.

A utilizacdo do tiossulfato de sodio (TS) nos testes de inibicdo dos esporos de B.
bassiana comprovaram a hipotese de que o H202 apresenta atividade antimicrobiana. O TS é
um agente redutor capaz de neutralizar a agdo do H>O» Quando se utilizou TS+ H202 nas
concentragdes 10, 20 e 50 mM contra o fungo B. bassiana, 0s esporos germinaram
semelhante ao controle, mostrando que o potencial do H202 para inibir a germinacdo de
esporos fangicos foi reduzido pela presenca do TS (Figura 14).

As operérias de A. sexdens estdo frequentemente depositando as secrecfes da glandula
mandibular e do liquido fecal no interior do ninho, seja durante a atividade de corte, da
incorporacdo do material vegetal, do cultivo do fungo ou comportamento de limpeza. Pela
primeira vez que esta demostrado que compostos presentes nessas secre¢des, como 0 acido
latico e o perdxido de hidrogénio, apresentam acdo antimicrobiana e sdo capazes de inibir in
vitro a germinacdo de esporos de fungos patogénicos ou antagonistas do mutualista das
formigas-cortadeiras. Portanto, participam da assepsia e na manutencdo do pH no ninho.
Outros estudos se fazem necesséarios para elucidar as rotas metabdlicas desses compostos e

seu modo de acdo na inativagdo de microrganismos.

6. Concluséo

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 tragar 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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