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RESUMO

MATTOSO, Thalles Cardoso, M.Sc. Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Marco de 2012. Papel de bactérias ecto-simbiontes
em Acromyrmex subterraneus subterraneus (Forel, 1901) na protecdo contra

fungos entomopatogénicos. Professor Orientador: Richard lan Samuels.

As formigas cortadeiras sdo comumente conhecidas por suas
organizacdes sociais, que lhes conferem uma forte defesa contra organismos
invasores de suas colbnias. Além desse atributo, estes insetos apresentam
caracteristicas morfoldgicas, estruturais e fisioldgicas que reforcam ainda mais a
guarda em seus ninhos. Com a descoberta de bactérias simbiontes presentes no
tegumento destas formigas verificou-se uma nova linha de defesa, porém
considerado especifico para o fungo Escovopsis, parasita dos jardins de fungo
das col6nias. Contudo, em estudos recentes foi levantada a questdo quanto a
especificidade de acdo destas bactérias, pois também sédo capazes de inibir a
germinacdo de outros fungos, inclusive entomopatogénicos. Este trabalho teve
como objetivo investigar a viruléncia dos fungos entomopatogénicos Metarhizium
anisopliae (ESALQ 818) e Beauveria bassiana (CG 24) quando inoculados em
operarias de Acromyrmex subterraneus subterraneus apresentando bactérias no
exoesqgueleto, que receberam dois tipos de pré-tratamento: (1) banhados por

cinco segundos em solucdo de antibiético gentamicina (20% Garamicina®) e (2)
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banhados por cinco segundos em agua destilada autoclavada. As formigas pré-
tratadas foram expostas ao fungo entomopatogénico via contato com papel filtro
impregnado com uma suspensdo de conidios, ou em contato com papel filtro
embebido somente com solucdo de Tween 80 (0,05%). As formigas foram
observadas diariamente, sendo avaliada a sobrevivéncia/mortalidade de cada
grupo durante 10 dias. As formigas do pré-tratamento 1, expostas ao M.
anisopliae, foram mais susceptiveis a infeccdo com um total de 47,7% de
mortalidade. As formigas do pré-tratamento 2 foram menos susceptiveies a
infeccdo com apenas 12,2% de mortalidade. Através de andlise de curvas de
sobrevivéncia e teste de Duncan, o pré-tratamento 1 foi significativamente
diferente do pré-tratamento 2. Nos bioensiaos usando isolado CG 24 de B.
bassiana, ndo foram observadas diferencas significativas na susceptibilidade das
formigas tratadas ou ndo com antibiético e expostas ao fungo, com 61% e 54 %
de sobrevivéncia no décimo dia de avaliacdo respectivamente. Como ndo ha
relatos de cepas de bactérias oriundas de operérias de Acromyrmex subterraneus
subterraneus, bactérias do tegumento dessas formigas cortadeiras foram isoladas
e caracterizadas usando metodologias padrdo. Bactérias cultivAveis e néo
cultivaveis foram identificadas diretamente via pirosequenciamento 454 do gene
16S. Para a obtencdo das bactérias cultivaveis, foram selecionadas operérias
com tegumento visivelmente revestido de bactérias, os quais foram raspados com
o auxilio de um pincel. O material obtido da raspagem foi transferido para placas
de Petri contendo o meio seletivo Agar-Quitina. Apds crescer nesse meio, a
bactéria foi repicada para o meio Agar Nutriente, onde foi realizado um desafio
entre a bactéria e o fungo M. anisopliae ESALQ 818, constatando-se um efeito
inibitério da bactéria sobre o crescimento desse fungo. O tratamento com
antibiético, visualmente reduziu a populacdo de bactérias no tegumento, e
resultou em um aumento na suceptabilidade das formigas a infeccdo pelo fungo
entomopatogénico, além disso, uma cepa de uma bactéria isolada a partir do
tegumento inibiu M. anisopliae in vitro. Isso mostra a importancia das bactérias
simbiontes ndo somente na supressdo de Escovopsis, mas também na defesa

contra patogénos das préprias formigas.

Palavras-chave: Simbiose, Attini, Actinomiceto.



ABSTRACT

MATTOSO, Thalles Cardoso, M.Sc. Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. March, 2012. The role of ecto-symbiotic bacteria in
Acromyrmex subterraneus subterraneus (Forel, 1901) in protection against

entomopathogenic fungi. Professor advisor: Richard lan Samuels.

Ants are well known for their social organizations, which give them a
strong defense against organisms invading their colonies. Besides this attribute,
these insects have morphological, physiological and structural characteristics
reinforcing further the defence of their nests. With the discovery of symbiotic
bacteria present on the integument of leaf-cutting ants, a new line of defense was
proposed, considered specific for the fungus Escovopsis, a parasite of the fungus
gardens. However, in recent studies the question arose as to the specificity of the
action of these bacteria, as they were also found to inhibit the germination of other
fungi including entomopathogenic fungi. This work aimed to investigate the
virulence of the entomopathogenic fungi Metarhizium anisopliae (ESALQ 818) and
Beauveria bassiana (CG 24) when infecting workers of Acromyrmex subterraneus
subterraneus with bacterial bio-films present on the exoskeleton, that were
subjected to two types of pre-treatment: (1) ants dipped in an antibiotic solution for
five seconds (20% Gentamicin Sulfate ®) and (2) ants dipped for five seconds in

sterile distilled water. Pre-treated ants were exposed to entomopathogenic fungi
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by contact with filter paper impregnated with a suspension of conidia, or filter
paper soaked in a solution containing only Tween 80 (0.05%). The ants were
observed daily, and the survival / mortality evaluated in each group over 10
days. Ants in group 1 exposed to M. anisopliae were more susceptible to infection,
with a total of 47.7% mortality. Ants from pre-treatment group 2 were less
susceptible to infection with only 12.2% mortality. From analysis of the survival
curves, ANOVA and Duncan test, group 1 survival was significantly different from
group 2. In bioassays using B. bassiana CG 24, no significant differences were
observed in the susceptibility of ants pre-treated with antibiotics or pre-treated with
water and then exposed to the fungus, with 61% and 54% survival on the tenth
day of evaluation respectively. As there are currently no reports of strains of
bacteria from Acromyrmex subterraneus subterraneus workers, bacteria from the
integument of these ants were isolated and characterized using standard
methodologies. Non-culturable bacteria were identified via 454 pyro-sequencing
of the 16S gene. To obtain the culturable bacteria, workers were selected with
visibly coated with bacteria and the bacterial bio-flms were removed with the aid
of a brush. This material was inoculated onto Petri dishes containing Chitin Agar
selective medium. After initial growth, the bacteria were re-inoculated onto Nutrient
Agar, where bacteria were challenged by the fungus M. anisopliae ESALQ 818, to
observe possible inhibitory effect of bacteria on the growth of this fungus.
Antibiotic treatment visibly reduced the population of bacteria on the integument,
and resulted in an increase in ant susceptibility to entomopathogenic fungal
infection. A bacterial strain isolated from the ant integument inhibited M. anisopliae
in vitro. This shows the importance of these bacterial symbionts not only for the
suppression of Escovopsis, but also in defence against pathogens of the ants

themselves.

Keywords: Symbiosis, Attini, Actinomycete.
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1. INTRODUCAO

As formigas cortadeiras sédo consideradas pragas de grande importancia
na América Latina devido aos prejuizos causados em sistemas de producao
agricola, pecuério e florestal. Apesar da preferéncia por determinadas espécies
de plantas, a maioria das culturas € atacada e danificada pelas formigas, que
cortam folhas e ramos tenros, podendo levar a destruicdo completa das plantas
(Della Lucia, 2003).

Estes insetos pertencem ao grupo das formigas derivadas divididos em
dois géneros: Atta (salvas) e Acromyrmex (quenquéns) (Myrmicinae, Attini), com
15 e 24 espécies descritas, respectivamente. As “quenquéns” se caracterizam por
cortar folhas de hortalicas, algumas frutiferas como videiras, laranjeiras,
pessegueiros (Goncalves, 1961; Della Lucia et al., 1993a), além de Eucalyptus
spp., Pinus spp. e diversas espécies de plantas ornamentais, que s&o
processadas e utilizadas como substrato para o fungo simbionte (Basidiomycetes)
gue Ihes servem de alimento.

O controle biolégico de insetos apresenta algumas vantagens como a
especificidade, o baixo custo e menor impacto ambiental. O controle microbiano,
utilizando fungos entomopatogénicos parece ser promissor no controle de
formigas cortadeiras devido a sua capacidade de infectar diferentes estagios de
desenvolvimento do hospedeiro (Alves et al.,, 1998). Os fungos infectam os
insetos através do tegumento, e durante o processo de colonizacdo do

hospedeiro podem atuar em varios sitios, portanto, relatos sobre resisténcia a



estes patdgenos sdo raros (Tabashnik, 1994; Charnley, 1997). Contudo, no caso
das formigas cortadeiras, estes fungos devem ser capazes de superar ou romper
a organizacao social e as defesas existentes nas col6nias (Santos et al., 2007).

As formigas cortadeiras apresentam defesas comportamentais, como a
limpeza do tegumento (“grooming”), higienizacdo do ninho, mudangas na
atividade, dispersdo, além do abandono da propria colénia (Marinho et al., 2006).
Além disso, estes insetos possuem defesas morfologicas, estruturais e
fisiolégicas, como a presenca de pelos que dificultam o processo de infeccdo de
alguns organismos (Diehl-Fleig, 1995), a secrecao de antibidticos pelas glandulas
metapleurais (Poulsen et al., 2006; Fernandez-Marin et al., 2006), e a associacao
com bactérias simbiontes presentes nos tegumentos das formigas (Currie et al.,
1999).

As bactérias simbiontes isoladas do tegumento de operarias de
Acromyrmex foram inicialmente descritas como pertencentes ao género
Streptomyces, conhecido pela medicina humana por produzir metabdlitos
secundarios com propriedades antibacterianas e antifungicas (Currie et al., 1999).
Posteriormente, através do sequenciamento desta bactéria, verificou-se que na
verdade se tratava do género Pseudonocardia (Cafaro e Currie, 2005). Contudo,
as bactérias presentes nos tegumentos das formigas da espécie Acromyrmex
subterraneus subterraneus Forel (Hymenoptera:Formicidae) ainda ndo foram
identificadas.

Inicialmente a funcédo da bactéria Pseudonocardia foi descrita como um
agente mutualistico, atuando em defesa das colbnias, produzindo antibiéticos
contra fungos parasitas do género Escovopsis (Hypocreaceae, Hypocreales), que
especificamente parasitam o jardim de fungo cultivado pelas formigas (Currie et
al., 1999). A bactéria localiza-se em criptas associadas a glandulas exdcrinas na
cuticula das formigas, sendo que a distribuicdo dessas cavidades varia de acordo
com o género. Esta estrutura especializada indica, portanto, uma antiga relacao
de coevolucdo entre a bactéria, as formigas, o fungo simbionte e, possivelmente,
o fungo Escovopisis (Currie et al., 2006).

Porém, estudos recentes de Sen et al. (2009), reavaliaram a funcéo desta
bactéria, questionando sua especificidade, revelando que esta apresenta uma
ampla acdo contra diversos tipos de fungos como sapréfitos, fitopatogénicos,

patogenos do jardim (Escovopsis) e entomopatogénicos.



Como o controle das formigas cortadeiras através de agentes
entomopatogénicos pode ser dificultado pelos diversos mecanismos de defesa
encontrados nas colbnias, principalmente através das bactérias simbiontes, o
estudo destes microrganismos associado as formigas cortadeiras pode contribuir
para o desenvolvimento de novas estratégias de controle microbiano, que tornem
0s entomopatdgenos mais eficazes, reduzindo assim as populacdes de formigas a
niveis de danos menores as culturas.

Através desta linha de raciocinio, o uso de antibioticos podera ser uma
estratégia eficaz contra a bactéria Pseudonocardia, Streptomyces e/ou outras
presentes no exoesqueleto das formigas, facilitando a infeccdo por fungos
entomopatogénicos como Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana,
aumentando, assim, seu potencial para uso destes agentes no controle biolégico

de formigas cortadeiras.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 As formigas cortadeiras

As formigas em geral sdo insetos eussociais que constituem colbnias de
individuos que estabelecem divisdo de trabalho entre diferentes castas, sejam
reprodutivas ou estéreis. Além disto, se caracterizam pelo cuidado cooperativo
com a prole e sobreposi¢céo de geragdes em um mesmo ninho. Estes insetos séo
pertencentes a ordem Hymenoptera e se agrupam em apenas uma familia,
Formicidae (Holldobler e Wilson, 1990). As formigas sdo abundantes na maior
parte dos ecossistemas terrestres (Wilson, 1971). Contudo, a tribo Attini, que
compreende 0s g@géneros Atta e Acromyrmex, conhecida como formigas
cortadeiras, é exclusiva da regido neotropical. Estas formigas cortam e utilizam
vegetais frescos como substrato para seus fungos simbiontes, sendo capazes de
explorar a maioria das espécies cultivadas, ocupando lugar de destague entre
pragas de diversas culturas agricolas no Neotrépico (Della Lucia, 2003). Suas
associa¢cfes simbiodticas com os fungos Leucocoprineae e Pterulaceae, que lhes
servem como fonte de alimento tiveram inicio ha cerca de 45 a 50 milhdes de
anos (Schultz e Brady, 2008).

Dentro da tribo Attini existem géneros basais que também cultivam fungo,
mas que nao adquiriram a habilidade de cortar e processar material vegetal
fresco, utilizando folhas e frutos secos, além de carcacas de diversos artropodes
como substrato para o fungo. Os géneros sdo: Apterostigma, Cyphomyrmex,

Mycetophylax, Mycocepurus, Myrmicocrypta, Mycetosoritis, Mycetarotes,



Sericomyrmex, Trachymyrmex, e Mycetagroicus (Della Lucia, 2003; Schultz e
Brady, 2008).

No Brasil, ocorrem 20 espécies e nove subespécies taxonémicas aceitas
de Acromyrmex (Della Lucia e Souza, 2011). Este género é encontrado em
praticamente todo o tipo de nicho ecolégico como: florestas subtropicais, tropicais
e equatoriais Umidas ou secas, cerrados, pampas, desertos, caatingas e
restingas, compreendido entre as latitudes 34°N e 41°S da regido Neotropical.
Portanto, sua ocorréncia abrange desde a California até a Patagonia, incluindo
Cuba e Trinidad, porém, na América do Sul, sé ndo ocorrem no Chile (Della Lucia
e Souza, 2011).

A espécie Acromyrmex subterraneus subterraneus é frequentemente
encontrada nos estados de S&o Paulo, Amazonas, Ceara, Rio Grande do Norte,
Minas Gerais, Mato Grosso, Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Rio de
Janeiro (Goncalves, 1961; Mayhé-Nunes, 1991). Seus ninhos sdo subterraneos
ou parcialmente subterrdneos, na maioria das vezes proximo aos sistemas
radiculares de plantas, o que muitas vezes dificulta a sua coleta. O monte de terra
solta pode atingir até dois metros de diametro, independente da idade da colbnia,
onde sob este se encontram duas ou trés camaras de formato irregular com
diametros iguais ou superiores a 80 cm, quase sempre largas e achatadas. Os
ninhos podem alcancar de 3,96 m? até 20 m?, chegando a uma profundidade de
até 90 cm em relac@o ao nivel do solo. Além disso, as colénias de Acromyrmex
podem ser compostas por uma ou mais rainhas (Moreira e Della Lucia, 1993;
Pereira e Della Lucia, 1998; Andrade, 2002).

Ha& uma grande variacdo na arquitetura dos ninhos, provavelmente, em
funcdo do clima e da época do ano. Em ninhos jovens, o fungo fica a mais ou
menos 10 cm da superficie do solo, e aderido a raizes. Geralmente, 0os ninhos
jovens apresentam somente uma camara contendo o fungo, rainha(s) e prole
(Goncalves, 1961).

Em diferentes ecossistemas neotropicais as formigas cortadeiras
participam ativamente na ciclagem de nutrientes do solo, seja por meio das
camaras subterraneas de suas colbnias ou pelas pilhas externas com matérias
depositadas pelas formigas. Estes processos séo responsaveis pela melhoria das
propriedades fisico-quimicas do solo como a modificacdo das estruturas, da

permeabilidade e a disponibilidade de nutrientes em suas camaras de lixo e do



fungo simbionte. Além disso, as formigas cortadeiras podem desempenhar um
papel importante na dispersdo de sementes, dependendo, portanto de seus
comportamentos frente aos diasporos, ao local de deposicdo das sementes, a
taxa de herbivoria de plantulas de sementes germinadas perto do ninho e ao tipo
de ecossistema onde elas ocorrem (Leal et al., 2011).

Apesar de suas fungBes benéficas nos ecossistemas neotropicais,
estudos revelam que as formigas cortadeiras sdo favorecidas em areas
modificadas pela acdo antropica. A modificacdo do ambiente pode reduzir a
populacdo de predadores e parasitas dessas formigas, além de promover a
proliferacdo de vegetais primérios que sdo palataveis e mais faceis de serem
alcancados, reduzindo custo energético na aquisicdo de folhas. Um exemplo
deste beneficio é o aumento da populacdo de formigas cortadeiras em florestas
convertidas a pastos e plantacdes (Della Lucia e Souza, 2011).

Os registros dos danos causados pelas formigas cortadeiras datam desde
o descobrimento do Brasil, sendo pragas de diversas culturas do setor agricola,
pecuario e florestal principalmente, através dos prejuizos a cultura do eucalipto.
Em florestas tropicais, estimou-se que somente o género Atta seja responsavel
pela desfolha de 12 a 17% da producédo neste ecossistema (Cherrett, 1976).
Costa et al. (2008) estimaram que cerca de 17% da vegetacdo do cerrado
brasileiro € cortado pelas salvas, este indice representa duas a trés vezes 0s
danos causados por todos os outros herbivoros do cerrado somados. Portanto, as
formigas cortadeiras sado consideradas pragas importantes e a manutencédo de
suas populacdes abaixo do nivel de dano econdmico é desejavel nas areas de

suas ocorréncias.

2.2 Fungos entomopatogénicos

No controle microbiano de insetos pragas e vetores de doencas séo
utilizados fungos, bactérias, protozoarios, virus e nematéides. Porém, os fungos
entomopatogénicos se destacam dos outros agentes por serem 0S UNICOS
capazes de penetrar 0 exoesqueleto de artropodes durante o processo de
infeccdo. As espécies de fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana

(Balsamo) Vuillemin e Metarhizium anisopliae (Metschnikov) Sorokin



(Deuteromycotina: Hyphomycetes) sao capazes de provocar a morte de seus
hospedeiros, sendo as mais estudadas para o controle de uma gama de espécies
de pragas dentro de variadas ordens de insetos, além de outros artrépodes
(Evans, 1989; Zimmerman, 1993; Hajek e St. Leger, 1994). Recentemente, foram
relatadas infec¢cdes incomuns em rainhas de Acromyrmex octospinosus e Atta
colombica provocadas pelo fungo entomopatogénico Ophiocordyceps
(Ascomycota: Hypocreales), que é a fase sexual da Hirsutella (Hughes et al.,
2009). Os autores mostraram também a habilidade de Ophiocordyceps de alternar
entre hospedeiros de diferentes subfamilias e géneros como: Atta, Acromyrmex,
Sericomyrmex e Apterostigma (Myrmicinae, Attini) e o género Camponotus
(Formicinae). Isto pode indicar uma recente relagéo entre parasita e hospedeiro
na evolucao.

Em regifes temperadas, os entomopatdégenos M. anisopliae e B. bassiana
sdo comumente encontrados no solo podendo estar associados principalmente
aos hospedeiros terrestres, de forma que os insetos que vivem no solo estdo mais
susceptiveis a contaminacao (Bidochka et al., 1998). Existem relatos dos géneros
Beauveria e Metarhizium infectando insetos sociais, porém para estes
hospedeiros os dados ainda sdo escassos (Schmid-Hempel, 1998). Alguns
poucos relatos na literatura mostram a ocorréncia natural de fungos
entomopatogénicos em formigas cortadeiras. Diehl-Fleig et al. (1992), por
exemplo, isolaram B. bassiana de operarias da espécie Atta sexdens piriventris.
Alves (1998) obteve isolados de M. anisopliae var.anisopliae a partir de rainhas de
A. sexdens rubropilosa, enquanto Rodrigues et al. (2005) conseguiram isolar o
mesmo entomopatdgeno a partir do fungo simbionte de ninhos de A. sexdens
rubropilosa. O fato de haver poucos relatos de patégenos atacando colonias de
formigas cortadeiras pode indicar a presenca de um sistema defensivo bem
desenvolvido, ao qual ainda ndo foi completamente distinguido e que merece ser
elucidado.

Poucos estudos tém sido realizados com o objetivo de avaliar a viruléncia
de patdégenos em colbnias de formigas cortadeiras. O trabalho de Jaccoud et al.
(1999), por exemplo, simulou os efeitos da infeccdo de minicolbnias de Atta
sexdens rubropilosa através de duas dosagens (baixa dosagem: 0,05g) e (alta
dosagem: 0,5g) de esporos secos do fungo entomopatogénico Metarhizium

anisopliae com o intuito de investigar sua possivel utilizagdo no controle biolégico



desta espécie de formiga. As operarias se mostraram menos susceptiveis a
infeccdo em baixas dosagens do patégeno, onde foram observados
comportamentos de limpeza e remoc¢do de esporos presentes em suas cuticulas,
que, em seguida, foram depositados nas pilhas de lixo. Contudo, a alta dosagem
foi capaz de causar 100% de mortalidade nas minicolénias. Porém, estas
minicolénias ndo continham rainhas, apresentando apenas operarias de diversos
tamanhos e estadios com o fungo simbionte. Efeitos similares ja& haviam sido
reportados por Diehl-Fleig e Lucchese (1991) em testes realizados com col6nias
naturais de Acromyrmex striatus através de B. bassiana cultivado em grdos de
arroz e também de esporos secos formulados com farinha de casca de laranja.
Em colbnias de Acromyrmex heyeri e de A. striatus mantidas em laboratorio,
comportamentos de reconhecimento de fungos filamentosos também foram
descritos, acompanhados por comportamentos de auto-higiene e limpeza mutua
das operarias quando em contato com esporos secos de fungos
entomopatogénicos (Fritsch e Diehl-Fleig, 1996).

Apesar dos resultados positivos em alguns trabalhos realizados em
laboratorio, ndo se pode assegurar 0 sucesso deste tipo de controle microbiano
em condi¢cbes naturais, tendo em vista que as coldnias de formigas cortadeiras
devem ser encaradas como um superorganismo (Hoélldobler e Wilson, 1990;
Cremer e Sixt, 2009). Neste ninho cada casta e cada fracdo de sua estrutura
fisica possui funcdo especifica, assim como o0s 0rgdos em organismos
multicelulares. Portanto, a falta de um componente da colbnia em testes de
infeccdo por patdgenos pode expressar uma alteracdo nos resultados se
comparado com colbnias naturais no campo (Pagnocca et al.,, 2011). Alguns
poucos estudos utilizando colbnias integras no campo mostram uma baixa
eficiéncia no controle por meio de fungos entomopatogénicos (Kermarrec e
Decharme, 1982; Kermarrec et al., 1986). Esta baixa eficiéncia possivelmente
deve-se aos diversos mecanismos de defesa que fazem parte das colbnias de

formigas cortadeiras.



2.3 Os fungos Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana

A incidéncia de doengas fungicas em insetos € comum e muitas vezes
acaba causando epizootias que dizimam suas populacdes (Alves, 1998). Os
fungos Deuteromicetos M. anisopliae e B. bassiana foram o0s primeiros
entomopatdgenos utilizados no controle biolégico de insetos, além disso, sédo os
mais utilizados no mundo como inseticidas microbianos e deram origem a muitos
produtos comerciais existentes no mercado atual (Alves, 1998; Zimmermann,
2007a e b). Estes fungos sdo cosmopolitas, podem ser isolados a partir de
amostras de solo e ocorrem naturalmente em diversas espécies de insetos de
diferentes ordens, contudo, a gama de hospedeiros de M. anisopliae parece ser
mais restrita se comparada ao de B. bassiana (Zimmermann, 2007a e b).

Ambos os fungos possuem ferramentas para superar as defesas
encontradas nos insetos, produzindo enzimas especializadas na degradacgéo de
quitina, componente integral do tegumento dos insetos (St. Leger et al., 1991; St.
Leger et al., 1996). Durante o processo de infeccéo, esses fungos séo capazes de
produzir substancias que paralisam e blogueiam o recrutamento de células de
defesa (hemdcitos) encontradas na hemocele dos insetos, prejudicando as
reacbfes do sistema imune como a formacdo de nddulos, processos de
reconhecimento de invasores e a fagocitose (Hajek e St. Leger, 1994).

Apesar das semelhancas, esses fungos possuem suas particularidades
frente ao ambiente em que vivem. O fungo M. anisopliae é encontrado com maior
frequéncia em ambientes expostos, ensolarados e com solo distribuido
regularmente como em areas agricultaveis (Bidochka et al., 1998; Meyling e
Eilenberg, 2007). J& o fungo B. bassiana possui maior presenca em ambientes
sombreados e ndo cultivaveis (Bidochka et al., 1998). Com base nessas
observacbes o fungo M. anisopliae, dentro de um programa de controle
microbiano de pragas, seria 0 mais indicado para 0 uso em ambientes
modificados por acédo antrépica, enquanto que o fungo B. bassiana seria melhor
candidato ao uso em areas de conservagcdo como em sistemas agropastoris
(Meyling e Eilenberg, 2007).

Liu et al. (2003) observaram diferencas significativas no tamanho de
conidios, viabilidade de producdo de esporos, velocidade de germinagéo,

crescimento relativo das hifas e sensibilidade a temperatura entre M. anisopliae e
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B. bassiana para o controle de Lygus lineolaris. Hallsworth e Magan (1999)
verificaram que a temperatura 6tima para o crescimento de M. anisopliae em meio
de cultivo SDA é alta (30°C) em relacdo a B. bassiana (25°C). No trabalho de
Hywel-Jones e Gillespie (1990) a taxa de germinacdo dos conidios foi espécie-
dependentes, sendo M. anisopliae com taxa mais rapida que B. bassiana.

Além das diferencas morfolégicas e fisiolégicas encontradas entre
espécies diferentes de fungos, os entomopatégenos podem apresentar viruléncia
distinta entre isolados de uma mesma espécie (Luz et al.,, 1998; Dimbi et al.,
2003).

2.4 Defesas de formigas cortadeiras contra patégenos

A organizacdo social das formigas cortadeiras € considerada uma
estratégia eficiente de defesa contra invasores de suas coldnias, pois estes
insetos constituem um superorganismo, onde seus comportamentos Sao
destinados ao bem de todas as outras componentes, através de cuidados e
cooperacdo como a divisdao de tarefas entre as castas e a sobreposicdo de
geracoes (Wilson, 1971).

Hughes et al. (2002), em trabalho com a espécie Acromyrmex echinator,
verificaram que, quando as formigas sao expostas aos esporos de M. anisopliae,
a taxa de transmissdo da doenca é inversamente proporcional a densidade das
populacdes destes insetos, ou seja, quando juntas, estas formigas apresentaram
uma melhora substancial na taxa de sobrevivéncia frente ao entomopatdégeno.
Currie e Stuart (2001) observaram o comportamento de limpeza das operarias de
Atta colombica frente a contaminacdo de seus ninhos pelos patégenos
Trichoderma viride e Escovopisis, onde dois tipos de atividades foram
observados: grooming (limpeza) dos esporos de patdgenos e a retirada de
substratos infectados (weeding). Além disso, verificaram-se 0s processos de
higiene como: autolimpeza do tegumento (“self-grooming”), limpeza do fungo
simbionte (“fungus-grooming”) e remocédo de partes contaminadas do jardim.
Estes procedimentos ocorreram logo apés a introducao dos patdégenos, indicando
gue esses sao os artificios primarios dentro de uma colbnia infectada. A limpeza

envolve basicamente a lambedura das superficies a serem limpas e



11

armazenamento das particulas indesejadas na cavidade infrabucal, tipica das
formigas (Holldobler e Wilson, 1990). Os residuos da cavidade infrabucal sdo
transportados até as camaras de lixo onde sédo regurgitados como “pellets”
(Pagnocca, 1997).

A divisdo do ninho em compartimentos com areas dedicadas a deposi¢cao
dos materiais indesejados é considerada uma estratégia profilatica adotada pelas
formigas, pois o lixo fica isolado do fungo que lhes serve de alimento (Currie e
Stuart, 2001a; Hart e Ratnieks, 2002). Ballari et al. (2007) notaram a existéncia de
diferencas comportamentais entre operarias que realizavam diferentes tarefas
como a remogao e deposicao do lixo, 0 manejo e manutencdo do fungo simbionte
e o corte e conducéao de folhas frescas em coldnias de Acromyrmex lobicornis. As
formigas destinadas a uma atividade ndo desempenhavam funcdes diferentes.
Além disso, operérias responsaveis pelo manejo do lixo ndo tinham acesso a
camara do fungo, sendo as mesmas impedidas de transitar pela mesma trilha das
formigas que cortavam e transportavam folhas (Hart e Ratnieks, 2002; Ballariet
al., 2007).

Os comportamentos de higiene, limpeza e manejo do lixo, portanto,
aperfeicoam as condi¢cdes de crescimento e protecédo dos jardins de fungo contra
parasitas e competidores (Currie e Stuart, 2001; Bot et al., 2001).

As formigas cortadeiras também apresentam mecanismos fisiol6gicos
como meio de defesa de suas colbnias, através de secrecdes de substancias
pelas glandulas mandibulares, que podem minimizar a acdo de compostos téxicos
como o tanino e terpenoides, além de reduzir a germinacdo de conidios de
fitopatbgenos como Botrytis cinerea (Knapp et al., 1994; Marsaro et al., 2001),
contudo, suas secrecdes ndo foram capazes de interferir na germinacdo dos
fungos E. weberi e M. anisopliae (Rodrigues et al., 2008). Entretanto, outra
glandula comumente encontrada em formigas cortadeiras foi reportada por ser
capaz de secretar substancias com atividade antag6nica ao entomopatdégeno M.
anisopliae. Trata-se da glandula metapleural que, de acordo com o trabalho de
Poulsen et al. (2002b), eram capazes de produzir compostos antifungicos em
operarias de Acromyrmex octospinosus. Neste trabalho, operarias que tiveram
suas glandulas metapleurais tampadas com uma pelicula de esmalte foram mais
susceptiveis a infeccdo por M. anisopliae do que operarias com suas glandulas

nao tratadas. Os compostos secretados pelas glandulas metapleurais podem ser
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lambidos e espalhados para o resto do tegumento no momento da autolimpeza,
sendo que esta atividade foi observada em formigas dos géneros Atta e
Acromyrmex, constatando-se um significativo aumento deste comportamento na
presenca de agentes infecciosos, dentre eles E. weberi e M. anisopliae
(Fernandez-Marin et al., 2006).

Em formigas do género Atta, a glandula metapleural parece desempenhar
um papel mais importante contra patdogenos, tendo em vista o seu maior volume e
a auséncia de bactérias simbiontes visiveis nos seus tegumentos se comparado
com formigas do género Acromyrmex (Currie et al., 2006; Sen et al., 2009;
Fernandez-Marin et al., 2009; Lacerda et al., 2010).

2.5 Bactérias simbiontes associadas ao tegumento de formigas cortadeiras

No final do século XX, o que antes era descrito na literatura como
exsudado cuticular em formigas cultivadoras de fungo da tribo Attini, foi
descoberto que na verdade se tratava de uma bactéria flamentosa presente no
tegumento destes insetos (Mueller et al., 2008). Esta bactéria inicialmente foi
descrita como pertencente ao género Streptomyces, conhecido pela medicina
humana por produzir metabdlitos secundarios com propriedades antibacterianas e
antifangicas (Currie et al., 1999).

Posteriormente, apdés 0 sequenciamento genético desta bactéria,
verificou-se que na verdade a bactéria encontrada na cuticula das formigas se
tratava do género Pseudonocardia (Currie et al., 2003a; Cafaro e Currie, 2005).
Esta bactéria, inicialmente foi caracterizada por estabelecer um terceiro nivel de
simbiose dentro das colbnias de formigas cortadeiras, por esta produzir
substancias especificas que inibem o desenvolvimento do fungo Escovopsis,
parasita do fungo simbionte (basidiomyceto) cultivado pelas formigas da tribo
Attini (Seifert et al., 1995; Currie et al., 1999).

A bactéria simbionte esta presente na cuticula de operarias jovens, sejam
elas grandes ou pequenas, poréem em formigas menores a carga bacteriana
parece ser reduzida (Poulsen et al., 2002a).

Poulsen et al. (2003a), estudaram a biologia da bactéria simbionte no

tegumento de operarias maiores da espécie Acromyrmex octospinosus, e
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observaram que seu aparecimento ocorre poucos dias depois da emergéncia dos
adultos, cobrindo inteiramente seus tegumentos entre 10 a 15 dias de idade. Em
torno de 25 dias ap0s a emergéncia, as operarias amadurecem e comecam a
forragear. Neste periodo, com o envelhecimento das formigas, ha o declinio na
guantidade de bactéria visivel no exoesqueleto dessas formigas.

Poulsen et al. (2003b) investigaram os efeitos das glandulas metapleurais
sobre o crescimento das bactérias mutualisticas Pseudonocardia no tegumento
de operarias de A. octospnosus. Verificou-se, que em formigas que tiveram suas
glandulas metapleurais tampadas, o desenvolvimento das bactérias simbiontes
nado foi afetado na fase exponencial de crescimento, porém na fase de declinio
houve uma reducdo significativa do biofilme bacteriano, sugerindo que a
permanéncia das actinobactérias no tegumento pode ser regulada pela glandula
metapleural.

As bactérias simbiontes Pseudonocardia encontram-se aderidas a
superficie da propleura ou do mesossoma das formigas em cavidades pequenas
denominadas “féveas” que estao associadas a glandulas exdcrinas formadas por
unidades bicelulares, que poderiam secretar nutrientes para a manutencao destas
bactérias (Currie et al., 2006). A distribuicdo dessas cavidades varia, sendo
especifica de acordo com os géneros da tribo Attini (Currie et al., 1999; Zhang et
al., 2007; Mueller et al., 2008). Esta estrutura especializada indica, portanto, uma
antiga relacéo de coevolucédo entre a bactéria e as formigas (Currie et al., 2006).

Recentemente dois modelos de transmissdo das actinobactérias entre
geragOes e entre coldnias de formigas cortadeiras vém sendo bastante discutidos
(Boomsma e Aanen, 2009).

O primeiro modelo de transmissdo das actinobactérias surgiu juntamente
com a descoberta das mesmas no tegumento de operarias, tendo em vista que
estas bactérias também foram encontradas no tegumento de fémeas reprodutivas
(aladas) e rainhas, suportando um modelo de transmisséo vertical desta bactéria,
ou seja, a transmissdo de apenas um isolado bacteriano dos ninhos maternos
para os ninhos descendentes (Currie et al., 1999). Em contrapartida, (Poulsen et
al., 2005) verificaram que linhagens de bactérias simbiontes Pseudonocardia
encontradas no tegumento de operarias de colénias de Acromyrmex octospinosus
e Acromyrmex echinatior que ocupam a mesma area geografica nao

apresentavam variacdo genética indicando um segundo modelo de transmissao
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horizontal destas cepas. Este modelo estabelece que as actinobactérias possam
ser obtidas ou trocadas ao longo das geragcbes através do contato com
integrantes de outras coldénias ou com cepas encontradas no proprio ambiente
(Boomsma e Aanen, 2009). Poulsen et al. (2005) também observaram que varias
linhagens de Pseudonocardia isoladas das formigas Attini sdo filogeneticamente
semelhantes as encontradas habitualmente no solo.

Segundo a teoria evolutiva, a manutencdo de um Unico isolado de
Pseudonocardia seria benéfica para as formigas, uma vez que o cultivo de
diferentes linhagens poderia gerar competicédo e conflito entre elas, prejudicando-
as. Contudo, a manutencdo de um unico isolado de Pseudonocardia, poderia
trazer pouca flexibilidade na defesa do jardim contra infeccdes de isolados
diferentes de Escovopsis (Poulsen et al., 2007).

Outras evidéncias recentes reforcam ainda mais o0 modelo de transmissao
horizontal. As actinobactérias foram isoladas n&o somente de fémeas
reprodutivas, mas também a partir de machos das Attines cultivadoras de fungo,
Cyphomyrmex wheeleri, sustentando a ideia de uma possivel transmisséo
horizontal, entre ninhos vizinhos no periodo de voo nupcial das formigas (Sen et
al., 2009).

Kost e colaboradores (2007) questionaram a possibilidade de transmissao
horizontal da bactéria simbionte, pois multiplas cepas de bactérias actinomicetos
foram isoladas a partir do tegumento das formigas cultivadoras de fungo e
também a partir de suas colbnias. Sen et al. (2009) verificaram ndo apenas a
ocorréncia de Pseudonocardia, mas também bactérias do género Amycolatopsis.
Os mesmos autores também demonstraram que multiplas cepas podem ser
isoladas a partir da cuticula de somente uma formiga. Zhang e colaboradores
(2007) ofereceram as formigas uma escolha entre seu proprio isolado de
actinobactéria e um de outra espécie de formiga, ambas do género Acromyrmex.
Foi observado que 30 a 40% das formigas escolheram as cepas da outra espécie,
indicando uma flexibilidade na aquisi¢ao do simbionte.

Com a finalidade de reavaliar a simbiose entre formigas cortadeiras e
actinomicetos, Mueller et al. (2008) atentaram para alguns pontos de vista
importantes como: (1) o acumulo de microrganismos na superficie cuticular das
Attini sugere adaptagcdao a um sistema aberto ou semiaberto, possibilitando,

portanto, a aquisicdo de microbiota continuamente a partir do ambiente, ao invés
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de uma associacao de longo prazo pelo sequestro de uma populacao especifica
de microrganismos; (2) a localizagdo do actinomiceto na superficie de estruturas
corporais tais como ventre, pernas, gaster, face e placa pro-pleural que indica que
0 sistema esta adaptado para regularmente adquirir ou substituir a microbiota; (3)
a raridade ou auséncia de Pseudonocardia no género Atta.

Outro assunto bastante discutido na literatura € o modelo sugerido por
Currie et al. (1999), onde provas moleculares e ecoldgicas indicariam que as
interagfes entre as formigas e a bactéria Pseudonocardia teriam coevoluido a
favor do fungo simbionte especificamente para o controle de seu parasita, o fungo
Escovopsis (Currie, 2001b). Poulsen e colaboradores (2007) verificaram um
resultado inesperado, onde varias espécies de Pseudonocardia ndo teriam efeito
inibitério contra o fungo Escovopsis, contrariando trabalhos que demonstravam
sempre a producdo de antibiéticos potentes contra o parasita. Sen et al. (2009)
evidenciaram nao somente a auséncia de atividade de linhagens de
Pseudonocardia contra Escovopsis, mas também acdo antagbnica ao fungo
simbionte das proéprias formigas.

Mueller e colaboradores (2008) chamaram atencdo para 0S outros
microrganismos presentes nas colonias de formigas cortadeiras que n&o foram
levados em consideracdo quanto as suas interacdes dentro do modelo de
coevolugcdo com Escovopsis, como: leveduras (Carreiro et al., 1997), bactérias
degradantes de celulose (Bacci et al., 1995) e principalmente, a bactéria
produtora de antibidticos Burkholderia (Santos et al., 2004) que inibiu o
desenvolvimento do Escovopsis, os fungos entomopatogénicos M. anisopliae e B.
bassiana e o saprdfita Verticillium lecanii. No trabalho de Kost e colaboradores
(2007) foram demonstradas varias linhagens de actinomicetos isolados a partir de
Acromyrmex octospinosus e das formigas ndo Attini, Myrmica rugulosa e Lasius
flavus, que também inibiam o parasita Escovopsis.

Recentemente compostos bioativos de bactérias Pseudonocardia,
Streptomyces e Dermacoccus foram isolados e purificados e caracterizados
(Haeder et al., 2009). Destes microrganismos encontrados associados a
Acromyrmex, apenas uma bactéria do género Streptomyces produziu um
metabdlito altamente inibitério contra Escovopsis e foi identificado como uma
candicidina macrolide, que ndo demonstrou atividade inibitoria contra o fungo

simbionte das formigas. Outro trabalho demonstrou um composto obtido a partir
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da Pseudonocardia, isolado da cuticula de Apterostigma dentigerum, chamado
dentigerumicina, capaz de inibir o crescimento de Escovopsis proveniente da
mesma colonia, além de outros microrganismos como Candida albicans, (Oh et
al., 2008; Oh et al., 2009).

Ribeiro (2000) conseguiu isolar varias estirpes de Streptomices presentes
na cuticula de operarias de Atta sexdens. Estas bactérias apresentaram uma
ampla atividade antimicrobiana. Diversas espécies de leveduras foram isoladas
dos jardins de Atta texana e posteriormente testadas contra Escovopsis e outras
espécies de fungos patogénicos e saprofiticos (Rodrigues et al.,, 2009). As
leveduras inibiram o crescimento desses fungos, revelando que aquela espécie
de formiga possui uma arma contra invasores da colbnia diferente das
actinobactérias. No trabalho de Zucchi e colaboradores (2010), espécies de
Pseudonocardia e Streptomices foram isoladas a partir da cuticula de operérias
de A. subterraneus brunneus. Tais bactérias demonstraram inibicdo contra o
Escovopsis, evidenciando que este parasita ndo € inibido especificamente pela
Pseudonocardia.

Sen e colaboradores (2009) avaliaram a atividade inibitéria de uma
variedade de bactérias do género Pseudonocardia frente a outros microrganismos
além de Escovopisis, como os fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana, M.
anisopliae e Acrodontium sp. os fungos saprofitas Cyphellophora sp. e Alternaria
tenuissima, além do fungo simbionte cultivado pelas formigas Leucoagaricus sp.,
manifestando diferentes niveis de inibicdo contra todos os microrganismos. Os
mesmos autores descobriram que ndo somente Pseudonocardia, mas outras
bactérias como Amycolatopsis podem ocupar regides semelhantes no tegumento
das Attini.

Trabalhos recentes tém realizado o sequenciamento de bactérias
presentes no tegumento das Attini, tendo em vista a necessidade se saber da
diversidade de bactérias associadas a essas formigas, bem como suas reais

funcdes dentro de suas colonias (Sen et al., 2009; Mueller et al., 2010).
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3. HIPOTESE

As actinobactérias inibem a germinacdo de outros fungos além do
Escovopsis, portanto poderiam atuar em defesa das formigas contra fungos

entomopatogénicos.

4. JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

O conhecimento das fungbes das bactérias simbiontes presentes no
tegumento das operarias A. subterraneus subterraneus frente aos patégenos M.
anisopliae e B. bassiana, poderd ajudar na determinacdo do nivel de
especificidade destes microrganismos, bem como no desenvolvimento de novas
técnicas que venham a potencializar a acdo dos fungos entomopatogénicos

contra formigas cortadeiras.
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5. OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

Este trabalho tem como objetivo principal investigar o papel das bactérias
simbiontes no tegumento de operarias na protecdo das formigas A. subterraneus

subterraneus aos entomopatdgenos M. anisopliae e B. bassiana.

Objetivos especificos:

1) Identificar e quantificar as bactérias presentes nos tegumentos das

operarias;

2) Verificar a acdo do antibidtico gentamicina sobre as bactérias

simbiontes no tegumento das operarias;

3) Avaliar a influéncia das bactérias simbiontes, sobre os fungos

entomopatogénicos M. anisopliae e B. bassiana.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1 Coleta e manutencao de colbnias de formigas cortadeiras

Para realizagdo dos bioensaios, foi necessario a manutengéo de col6nias
de A. subterraneus subterraneus em laboratorio. Para tanto, necessitou-se coletar
formigueiros em campo, coletando-se toda a col6nia, ou seja, o fungo simbionte
com sua(s) respectiva(s) rainha(s), além das formigas jardineiras e operarias, que
foram encontradas no subsolo em profundidades em torno de 60 cm. A coleta foi
realizada na localidade de Bom Jardim, RJ (22° 09’ 07" S e 42° 25' 10" W).

As colbnias foram levadas para a Unidade de Mirmecologia da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, localizada em Campos
dos Goytacazes, RJ e acondicionadas em salas com ambiente controlado (Figura
1), com temperatura média de 25°C e umidade relativa de 70 £ 10 % conforme
Della Lucia et al. (1993b).
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Figura 1. Formigueiros mantidos em ambiente controlado na Unidade de

Mirmecologia.

6.2 Selecao das formigas

Para realizagdo dos bioensaios, foram utilizadas formigas de uma mesma
colénia. Foram selecionadas formigas operarias apresentando tegumentos
cobertos com as bactérias simbiontes (Actinomicetos). Estas operarias foram
caracterizadas pela distinta coloragdo branca de suas cuticulas (Figura 2). As
formigas foram selecionadas seguindo o “Score 12” estabelecido no trabalho de
Poulsen e colaboradores (2003a), que representa a maxima cobertura bacteriana
do tegumento das operarias encontradas dentro das coldnias. Além disto, foi
estabelecido um padrdo de tamanho das formigas utilizadas nos testes, portanto,
antes dos testes, foram coletadas operarias de tamanhos semelhantes cujas
capsulas cefélicas variaram entre 2,0 e 2,2 mm. Estas medidas foram realizadas
através de uma régua microscOpica com auxilio de um microscépio
estereoscopico. O tamanho médio obtido foi utilizado como gabarito para coleta

das formigas dentro da colénia.
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A coleta foi realizada utilizando-se uma pinca esterilizada, sendo
necessérias 120 formigas por repeticdo no total (60 para os tratamentos e 60 para
0 grupo controle). As formigas foram transferidas para um recipiente plastico e

transportadas ao laboratério, onde foram realizados os bioensaios.

Figura 2. Vista superior de uma operaria de A. subterraneus subterraneus coberta

pelas bactérias simbiontes.

6.3 Cultivo dos fungos entomopatogénicos

Para os testes de viruléncia, foi utilizado um isolado de M. anisopliae
(ESALQ 818), proveniente da cole¢cdo do ESALQ Sao Paulo e um isolado de B.
bassiana (CG24), proveniente da colegdo do CENARGEN/EMBRAPA.

Os isolados de fungo foram mantidos em placas de Petri contendo meio
SDA (Sabouraud Dextrose Agar), composto por dextrose 10g; peptona 2,5¢;
extrato de levedura 2,5¢g; agar 20g e agua destilada 1L, em camara BOD a 26°C.
Apés 15 dias de cultivo, os conidios foram retirados do meio de cultura com uma
espatula estéril e transferidos para arroz esterilizado dentro de erlenmeyers.

Para o preparo do meio de arroz foram despejados 25 g de arroz cru e 10
mL de agua destilada dentro do erlenmeyer, que foi vedado por algoddo e

autoclavado por 20 minutos a 120°C.
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Apés a inoculacdo em arroz com o0s conidios dos isolados, os
erlenmeyers foram mantidos sem camara BOD a 26°C, onde permaneceram por
15 dias, tempo necessario ao desenvolvimento e producdo de novos conidios

pelo fungo.

6.4 Preparo das suspensdes dos fungos entomopatogénicos

O preparo das suspensdes dos conidios foi realizado utilizando-se agua
destilada autoclavada com 0,05% de Tween 80 (TW), em camara de fluxo.

A quantificagdo dos conidios foi feita através de uma camara de
Neubauer, conforme descricdo de Goettel e Inglis (1997), fazendo-se diluicdes
até obtencdo de suspensdes de 1,0 x 10® (M. anisioplaie) e 1,0 x 10° (B.
bassiana) conidios/mL, que foram utilizadas para infeccdo das formigas nos
testes. As suspensdes utilizadas para cada espécie de fungo entomopatogénico
foram determinadas através de teste prévio de sobrevivéncia, em que se foi

procurado qual resultava em uma curva de sobrevivéncia melhor definida.
6.5 Montagem dos testes de sobrevivéncia das formigas cortadeiras

Os bioensaios de sobrevivéncia foram compostos por trés repetigoes.
Cada uma delas foi dividida em duas etapas com tratamentos distintos apontados
agui como pré-tratamento e pos-tratamento.

Pré-tratamentos:

a) Formigas submersas em solucdo de antibiético gentamicina (GENT):

Neste pré-tratamento as formigas foram submersas, uma a uma, em solucdo de
gentamicina 20% (Garamicina® 40mg fabricado pela Schering-Plough) por cinco

segundos, com auxilio de pinga fina.
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b) Formigas submersas em agua destilada esterilizada (ADE): As

formigas foram submersas, com auxilio de pinca fina, em agua destilada

esterilizada por cinco segundos.

Ap6és uma hora da realizacdo dos pré-tratamentos descritos
anteriormente, os insetos foram expostos aos conidios dos fungos
entomopatogénicos M. anisopliae (MET) ou B. bassiana (BB). Neste tratamento,
foram utilizadas 30 formigas de cada pré-tratamento, distribuidas em seis placas
de Petri contendo cinco formigas em cada placa.

As formigas foram expostas aos fungos em placas de Petri forradas com
papel de filtro autoclavado, anteriormente impregnados com 750 puLde suspensao
de conidios (1,0 x 10® conidios/mL para M. anisopliae e 1,0 x 10° conidios/mL
para B. bassiana), com auxilio de uma pipeta.

As formigas do grupo controle ndo entraram em contato com 0s conidios
dos fungos entomopatogénicos, depois de passar pelos pré-tratamentos GENT e
ADE. Para realizacdo dos ensaios do grupo controle, foram pipetados 750 pL de
solucdo TW nas placas de Petri contendo papel filtro autoclavado. Neste grupo,
de cada pré-tratamento, foram usadas 30 formigas, distribuidas em seis placas,
contendo cinco insetos em cada placa.

As placas contendo as formigas dos dois grupos foram identificadas de
acordo com os pré-tratamentos recebidos e colocadas em camara umida por um

periodo de 24 horas.

Tabela 1. Esquema da distribuicdo das formigas dentro dos tratamentos

P6s-tratamentos

Pre-
Metarhizium anisopliae Beauveria bassiana
tratamentos
(1,0 x 10° conidios/mL+ | (1,0 x 10°conidios/mL + TW (controle)
TW) TW)
GENT 30 formigas 30 formigas 30 formigas

ADE 30 formigas 30 formigas 30 formigas
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6.6 Avaliacdo de sobrevivéncia

ApoGs 24 h em camara Umida, as formigas foram transferidas para outras
placas de Petri autoclavadas, contendo dois chumacos pequenos de algodao
autoclavados, um umedecido em &agua destilada e o outro em solucdo de
sacarose 10%. As placas foram entdo identificadas, numeradas e mantidas em
camara BOD a 26°C. A agua e sacarose foram trocadas de dois em dois dias até
o final das avaliagdes.

Diariamente, todas as placas de Petri foram verificadas, contabilizando-se
a quantidade de formigas mortas em cada placa durante 10 dias. Através dos
dados de mortalidade, foram obtidas as porcentagens de sobrevivéncia diarias e
as médias de sobrevivéncia para analise dos resultados.

Os insetos mortos foram retirados diariamente e colocados em placas de
Petri autoclavadas com papel filtro umedecido que foram mantidos em camara
Umida para posterior observacdo de conidiogénese. Desta forma foi feita a
confirmacdo da infeccdo das formigas mortas pelos respectivos fungos

entomopatogénicos.

6.7 Avaliacdo comportamental das formigas

Para avaliar diferencas no comportamento locomotor das formigas A.
subterraneus subterraneus nos diferentes grupos de tratamento, foram realizados
ensaios de avaliacdo comportamental das operarias. Para tanto, foi utilizado uma
operaria por placa de Petri que recebeu os tratamentos GENT/MET, GENT/TW,
ADE/MET e ADE/TW. As placas de Petri usadas tinham nove centimetros de
didmetro, sendo as mesmas utilizadas nos testes de sobrevivéncia. Para os
controles GENT/TW e ADE/TW, foram empregadas 10 repeticbes, e para 0s
tratamentos GENT/MET e ADE/MET foram feitas 15 repeti¢des.

Apés a aplicacdo dos tratamentos as operarias foram aclimatadas em
laboratorio por 3 horas, onde posteriormente foram realizadas filmagens das
formigas dentro das placas de Petri. As filmagens tiveram a duracdo de dez
minutos cada, sendo a analise comportamental realizada através do software

Ethovision, respeitando-se a area delimitada dentro de cada placa de Petri.
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Através disso, foi possivel se obter a distancia percorrida pelas operarias em

centimetros de acordo com cada grupo de tratamento.

6.8 Identificacdo das bactérias do tegumento

Para identificar as bactérias existentes no tegumento das operarias de A.
subterraneus subterraneus, foram realizados dois procedimentos. O primeiro
consistiu na tentativa de isolamento de bactérias em meio de cultivo, através da
selecdo de 10 operérias contendo bactérias no tegumento e provenientes da
mesma colbnia utilizada nos testes de sobrevivéncia. Estas operarias foram
introduzidas dentro de um tubo de 1,5 mL contendo 0,5mL de solucdo de TW e
agitada em vértex por um minuto. O material sobrenadante foi pipetado e
introduzido em placas de Petri contendo o meio Agar-quitina, rico em carbono
complexo e ideal para o crescimento das actinobactérias, que foram vedadas e
mantidas em camara de germinacédo a 26°C por 15 dias. Apds este periodo, as
bactérias obtidas foram re-isoladas em meio Agar-nutriente. No segundo método,
também foram selecionadas 10 operarias da coldnia utilizada nos bioensaios. As
formigas tiveram seus tegumentos raspados com auxilio de um pincel estéril e o
material raspado foi introduzido em um tubo de 1,5 mL contendo 0,5mL de
solucéo de TW. O tubo com o material raspado foi armazenado em um freezer a -
4°C por quatro dias. ApoOs este periodo, foi realizada a transferéncia de apenas
uma das cepas bacterianas mantidas em meio de cultura para um tubo de 1,5 mL
contendo 0,5 mL de TW. Os tubos com o material raspado e com o material
isolado em meio de cultivo foram congelados em nitrogénio liquido e liofilizados.
Este material foi entdo enviado para a empresa MR DNA situada no Texas (EUA)
que realizou o0 sequenciamento das bactérias através do método de
pirosequenciamento 454.

6.9 Interacao entre gentamicina e M. anisopliae

Na intencdo de realizar testes de interacdo entre o antibidtico gentamicina

e o fungo M. anisopliae, foram preparadas placas de Petri contendo 0 meio de
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cultivo SDA 1/4. Preparou-se uma suspensao de 1,0 x 10 conidios/mL do isolado
ESALQ 818 ao qual 10uL foram pipetados e espalhados na superficie do meio
SDA 1/4 com o auxilio de uma alca de drigalski estéril. As placas foram mantidas
em camara de fluxo com a ventilacdo ligada até que a superficie do meio de
cultivo secasse. ApoOs este procedimento, foram introduzidos circulos de papel
filtro de 0,5 cm de diametro embebidos em solugcdo de gentamicina 20% em
contato com o meio de cultura nas placas de Petri. As placas foram entdo

vedadas e mantidas em camara de germinacéo a 26°C por 15 dias.

6.10 Interacdo entre a actinobactéria e M. anisopliae

Para a realizacdo dos testes de interacdo entre bactéria simbionte
presentes no tegumento de operarias e M. anisopliae, foi necessario o isolamento
de bactérias em meio de cultivo. Para tanto, foram retiradas 10 operarias da
mesma coldnia utilizada nos testes de sobrevivéncia, todas apresentando
bactérias no tegumento. As formigas foram colocadas dentro de um tubo de 1,5
mL contendo 0,5 mL de TW que foi levado ao vortex por um minuto. O material
sobrenadante foi transferido com auxilio de uma pipeta para placas de Petri
contendo o meio de cultura Agar-quitina que foram mantidas por 15 dias em
camara de germinacao a 26°C. ApGs este periodo as bactérias obtidas foram re-
isoladas para placas contendo o meio Agar-nutriente que permaneceram outros
15 dias em camara de germinacéo. Apenas uma cepa bacteriana foi obtida para o
teste de interagdo com o fungo M. anisopliae.

Os testes de interacdo foram realizados em placas de Petri contendo o
meio Agar-nutriente. Em cada placa de Petri foi introduzido um fragmento da cepa
bacteriana com auxilio de uma alca de platina estéril. Estas placas foram
mantidas por 15 dias em camara de germinacéo a 26°C para o desenvolvimento
bacteriano. Ap6s este periodo, foi preparada uma suspensdo de 1,0 x 108
conidios/mL de M. anisopliae, onde, uma aliquota de 10uL foi transferida, através
de uma pipeta, para cada placa de Petri contendo as bactérias. Estas aliquotas
foram espalhadas no meio de cultivo com o auxilio de uma al¢a de drigalski ao
redor da populagdo bacteriana. As placas foram mantidas em camara de

germinacao por mais 15 dias para o crescimento do fungo M. anisopliae.
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6.11 Analise estatistica dos bioensaios de sobrevivéncia

Os dados de sobrevivéncia dos tratamentos dentro dos grupos tratamento
e controle foram transformados em curvas de sobrevivéncia através do programa
GraphPad Prism 5°, onde foram feitos testes de Log Rank para comparacdo das
curvas. Além disso, os dados de sobrevivéncia foram analisados pelo programa
SPSS®, usando ANOVA com teste post-hoc de Duncan.
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7. RESULTADOS

7.1 Testes de sobrevivéncia com o fungo M. anisopliae

As curvas de sobrevivéncia das operarias pré-tratadas com GENT ou
ADE seguidas pela exposicdo a M. anisopliae, além dos seus respectivos
controles, sdo mostrados na figura 3. Durante as trés repeticbes observaram-se
diferencas significativas entre as curvas de sobrevivéncia dos grupos tratados
com M. anisopliae (GENT/MET e ADE/MET) e controle (GENT/TW e ADE/TW)

(Figuras 4 A, B e C).
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Figura 3. Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. subterraneus subterraneus

pré-tratadas com gentamicina (GENT) ou agua destilada autoclavada (ADE) antes
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de serem expostas ao entomopatdégeno M. anisopliae (MET). Os controles foram

pré-tratados com GENT ou ADE e, posteriormente, expostos a Tween (TW).
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Figuras 4 A, B e C. Curvas de sobrevivéncia de operarias A. subterraneus

subterraneus em contato com conidios de M. anisopliae (MET) mostrando cada

repeticéo.
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O pré-tratamento com GENT aumentou significativamente a
susceptibilidade das formigas a infeccdo pelo fungo entomopatogénico,
resultando em uma média de 15,5% de sobrevivéncia (s.e.m. £ 8,9) no décimo dia
de avaliacdo, em contraste com a média de sobrevivéncia de 49,9% (+ 8,8)
observado em operérias pré-tratadas com ADE e expostas a M. anisopliae.

Através da realizagdo da ANOVA de duas vias, verificou-se que houve
efeito dos tratamentos (F3g = 17,10; p<0,01), mas nao existiu efeito da unidade
experimental (placas de Petri; Fs 30 = 0,83; p = 0,54) e nenhuma interagédo entre os
tratamentos e a unidade experimental (Fis540 = 1,04; p = 0,44). O teste de Duncan
mostrou que o grupo GENT/MET teve o menor percentual de sobrevivéncia
gquando comparado com os outros grupos (p<0,05). Além disso, os resultados
mostraram que ADE/MET apresentou uma percentagem de sobrevivéncia inferior
aos dos grupos GENT/TW e ADE/TW (p<0,05). Ndo houve diferenca entre
GENT/TW e ADE/TW (p>0,05). As percentagens de sobrevivéncia do controle
foram 94,4% (+2,2) em formigas pré-tratadas com ADE e 96,6% (+3,3) para
operarias pré-tratadas com GENT.

A avaliacdo da conidiogénese demonstrou que apesar da menor
susceptibilidade do grupo ADE/MET a infeccdo por M. anisopliae, o fungo
entomopatogénico foi o causador da morte de todas as operarias neste grupo
com 100% de ocorréncia de esporulagdo. No grupo GENT/MET o fungo M.
anisopliae também foi responsavel pela morte de todos os individuos com 100%
de esporulacdo em operarias mortas (Fig. 5). Os insetos mortos nos grupos
GENT/TW 66,6% nao apresentaram a presenca de infeccdo enquanto 33,3%
apresentaram a presenca de fungos sapréfitos. Em ADE/TW 60% das operarias
nao apresentaram nenhum sinal de infeccdo, enquanto 40% apresentaram

saprofitos.
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Figura 5. Operéria do grupo GENT/MET infectada pelo fungo M. anisopliae.

7.2 Testes de sobrevivéncia com o fungo B. bassiana

As curvas de sobrevivéncia de operarias pré-tratadas com GENT e ADE e
posteriormente tratadas com B. bassiana (BB) ou TW sdo mostradas na figura 6.
Nas trés repeticdes observou-se diferenca significativa entre as curvas dos grupos
tratados com B. bassiana (GENT/BB e ADE/BB) e as curvas dos controles
(GENT/TW e ADE/TW) (Fig. 7 A, B e C).
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Figura 6. Curvas de sobrevivéncia de operarias A. subterraneus subterraneus pré-
tratadas com gentamicina (GENT) ou agua destilada autoclavada (ADE) antes de
serem expostas ao entomopatdgeno B. bassiana (BB). Os controles foram pré-

tratados com GENT ou ADE e posteriormente expostos a Tween (TW).

Ambas as operérias pré-tratadas com GENT e ADE foram susceptiveis a
infeccdo pelo entomopatdégeno B. bassiana com médias de 61,1% e 54,4% de
sobrevivéncia no décimo dia de avaliacdo respectivamente, ndo havendo
diferenca significativa entre as curvas.

O teste de Duncan mostrou que os grupos GENT/BB e ADE/BB
apresentaram 0s menores percentuais de sobrevivéncia se comparado com o0s
grupos controle GENT/TW e ADE/TW (p<0,05). Nao houve diferenca entre os
percentuais de sobrevivéncia dos tratamentos com B. bassiana GENT/BB e
ADE/BB (p>0,05). Também ndo houve diferenca entre os controles GENT/TW e
ADE/TW (p>0,05).

A ocorréncia de conidiogénese mostrou que todos os individuos mortos
tanto em GENT/BB quanto em ADE/BB foram infectados pelo fungo B. bassiana
apresentando 100% de esporulacdo (Fig. 8). No controle GENT/TW verificou-se a
ocorréncia de 25% de operarias com saprofitos e 75% sem contaminacao
aparente. Em ADE/TW foram observados sapréfitos em 50% dos individuos,
engquanto que os outros 50% nédo apresentaram agentes infecciosos na inspecao

visual.
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Figuras 7 A, B e C. Curvas de sobrevivéncia das operarias em contato com

conidios de B. bassiana (BB) mostrando as trés repeti¢cdes individuais.
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Figura 8. Operaria do grupo GENT/BB infectada com B. bassiana.

7.3 Populagéo bacteriana no tegumento de operérias ap0s pré-tratamentos

O tratamento com GENT reduziu visivelmente a populacdo de bactérias
na cuticula das operarias (Figura 9a: antes do tratamento com antibidtico; Figura
9b: posteriormente ao tratamento com antibiético), entretanto o pré-tratamento
com ADE n&o demonstrou nenhum efeito visivel sobre o biofilme bacteriano

(Figura 9c).
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Figura 9. Efeitos dos tratamentos com antibiotico e dgua estéril sobre o biofilme
bacteriano: (a) operarias maiores de A. subterraneus subterraneus contendo
biofiilme bacteriano antes do tratamento com antibiético; (b) tratamento com

antibiético; (c) tratamento com agua estéril. Escala da barra: 2mm.

7.4 Identificacdo e quantificacdo das popula¢cdes bacterianas

O resultado da identificacdo e quantificacao das bactérias, cultivaveis ou
nao cultivdveis em meio de cultura, presentes no tegumento das formigas A.
subterraneus subterraneus através de pirosequenciamento 454 é mostrado na

tabela 2.
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Tabela 2. Percentagens das populacdes bacterianas presentes no tegumento das

operarias de A. subterraneus subterraneus da colénia AsC1, e percentagem das

cepas bacterianas, isoladas a partir do tegumento de operéarias da colénia AsC1

em meio de cultivo, de onde foi obtida a amostra CiA. Dados obtidos através de

pirosequenciamento 454

Espécies AsCl CiA
Aguamicrobium (espécie desconhecida) 0,0076 0
Dermacoccus (espécie desconhecida) 0,2596 0
Friedmanniella (espécie desconhecida) 0,0305 0
Microbacterium esteraromaticum 0,1451 0
Pseudonocardia halophobica 0,4200 0
Pseudonocardia sulfidoxydans 96,0369 0,1337
Pseudonocardia yunnanensis 3,0773 0
Streptomyces flavoviridis 0 99,6857
Streptomyces lanatus 0 0,0201
Streptomyces rochei 0 0,0736
Tsukamurella inchonensis 0,0229 0
Wolbachia endosimbionte de Chorthippus
parallelus 0 0,0736
Wolbachia endosimbionte de Culex
quinquefasciatus 0 0,0134
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A coldnia utilizada durante os bioensaios de sobrevivéncia (AsC1l)
apresentou trés espécies diferentes de Pseudonocardia, porém a espécie
Pseudonocardia sulfidoxydans correspondeu a maior populacdo encontrada no
tegumento das operarias com 96,03% do total encontrado na amostra analisada.
A populagdo da bactéria P. yunnanensis, apesar de bastante inferior a da bactéria
P. sulfidoxydans, foi a secunda maior encontrada no tegumento das operarias
com 3,07%. Além disto, a populacdo de outra espécie P. halophobica, foi
encontrada em quantidade infima (0,42%), porém, isto indica a ocorréncia de
mais de uma espécie de Pseudonocardia na cuticula de operéarias de uma mesma
colbnia.

A bactéria isolada em meio de cultivo (CiA) que foi confrontada com o
fungo M. anisopliae correspondeu a espécie Streptomyces flavoviridis, porém a
mesma nao foi encontrada durante o pirosequenciamento de amostras da colbénia

AsC1 utilizada nos bioensaios de sobrevivéncia.

7.5 Avaliacdo comportamental

Segundo a ANOVA de um fator, ndo houve diferenca significativa no
comportamento de locomocéo entre os diferentes tratamentos (Fz 49 = 0,036; p>
0,05) (Figura 10). Isso mostrou que a presenca de conidios no tegumento das
formigas ndo alterou a locomocéo e igualmente a remocao das bactérias nao teve

efeito nesse comportamento.
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Figura 10. Distancia total percorrida em centimetros pelas operarias dentro de

placas de Petri apos os diferentes tratamentos. As filmagens foram analisadas

usando o programa EthoVision (Noldus, Hollanda).

7.6 Testes de interac6es em meio de cultivo

O antibidtico gentamicina ndo mostrou efeito sobre M. anisopliae em
bioensaios de desafio. Discos de papel filtro impregnados em solucdo de
gentamicina colocados no centro de placas de Petri ndo afetaram o crescimento
de M. anisopliae em meio de cultivo SDA, ou seja, ndo houve inibicdo de

crescimento (Figura 11).
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Figura 11. (A) disco de papel filtro impregnado com gentamicina; (B) M. anisopliae

em desenvolvimento.

Nos testes de interacdes entre M. anisopliae e a bactéria Streptomyces
flavoviridis isolada a partir do tegumento de operarias de A. subterraneus
subterraneus verificaram que compostos antifingicos liberados por esta bactéria
foram capazes de inibir o crescimento do fungo entomopatogénico, formando

halos de inibigdo (Figura 12).
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Figura 12. (A) Streptomyces flavoviridis isolada a partir do tegumento de

operarias; (B) M. anisopliae. Na intercessdo entre 0s dois microrganismos,

observa-se a formacao de halo de inibigo.
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8. DISCUSSAO

Durante a fase adulta, com 12 a 15 dias de idade, o tegumento de
operarias de A. subterraneus subterraneus fica repleto de uma crescente e
extensiva cobertura bacteriana (Poulsen et al., 2003a). Poulsen e colaboradores
(2003a) na tentativa de avaliar o custo-beneficio das bactérias simbiontes para as
operarias de A. octospinosus, verificaram as taxas respiratorias das formigas
pinceladas com &gua (controle) ou solugcdo de antibiético a base de penicilina e
streptomicina. O tratamento com antibiético promoveu a reducdo da taxa
respiratoria das operarias, 0 que pode estar associado a retirada das bactérias
presentes na cuticula. A remocédo deste biofilme bacteriano resultou no aumento
de incidéncia do parasita Escovopsis infestando os jardins de fungo simbionte
(Currie et al., 1999). Contudo, estas bactérias podem desempenhar funcbes
protetoras as colbnias contra outros microrganismos patogénicos.

Currie et al. (2003b) discutiram a possibilidade do biofilme bacteriano
servir como uma barreira fisica que previne o contato entre o exoesqueleto do
inseto e os esporos dos fungos entomopatogénicos. No presente trabalho a
aplicagcéo de antibiotico reduziu visivelmente o biofilme bacteriano e aumentou a
susceptibilidade das operarias de A. subterraneus subterraneus a infec¢ao pelo
fungo entomopatogénico M. anisopliae ap0s o0 contato com seus conidios.
Portanto, a retirada do biofilme bacteriano reduz a concentracdo de compostos
antifingicos na superficie da cuticula, aumentando as chances de germinacao
dos conidios ou formacgéo do tubo germinativo, resultando no aumento da taxa de

infeccéo.
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O resultado do bioensaio com M. anisopliae da suporte a hipétese de Sen
et al. (2009) de que as bactérias simbiontes no tegumento das formigas Attini ndo
sao especializadas no combate do fungo parasita Escovopisis, podendo entdo ser
utilizadas para defender as formigas contra diversos patdgenos invasores dentro
das colonias.

Apesar do resultado encontrado com M. anisopliae, a remocao do biofilme
bacteriano pela acdo do antibiético ndo alterou a susceptibilidade das operarias a
infeccdo pelo fungo B. bassiana. Contudo, vale ressaltar que as duas espécies de
fungo entomopatogénico utilizados neste trabalho possuem caracteristicas
morfologicas distintas (Liu et al., 2003), além de ocorrer e se desenvolver em
ambientes diferenciados (Bidochka et al.,, 1998; Meyling e Eilenberg, 2007).
Shimazu et al. (2002) verificaram que a introdu¢do de B. bassiana no solo néo
afeta a densidade populacional das actinobactérias, porém, pouco se sabe sobre
os efeitos destas bactérias sobre a densidade do fungo B. bassiana. Testes de
inibicdo em meio de cultura realizados por Sen et al. (2009) demonstraram que
algumas linhagens de actinobactéria Pseudonocardia inibiam ou ndo o
desenvolvimento de linhagens diferentes de B. bassiana. No mesmo trabalho,
uma linhagem de actinobactéria foi observada inibindo o entomopatégeno M.
anisopliae, enquanto que o fungo B. bassiana era pouco inibido, portanto,
diferencas nas interacdes entre diferentes estirpes de organismos séo passiveis
de ocorrer.

Testes de interacdo em placas de Petri, contendo meio de cultura,
mostraram que a bactéria S. flavoviridis, isolada a partir do tegumento de
operarias provenientes da mesma colbnia, produz compostos antifingicos que
inibem o desenvolvimento do fungo M. anisopliae. Apesar desta bactéria ndo ter
sido encontrada nos resultados de pirosequenciamento (454) das amostras de
raspagem do tegumento das formigas usadas nos bioensaios, € sabido que
bactérias do género Streptomyces estdo associadas as coldnias de formigas
cortadeiras como um importante simbionte (Haeder et al., 2009), assim como a
bactéria do género Burkholderia em colonias de A. sexdens rubropilosa (Santos et
al., 2004).

Os simbiontes Streptomyces sp. utilizam os gongylidios produzidos pelo
fungo basidiomiceto como fonte de lipidios e carboidratos em colbnias de A.

octospinosus. Em troca, as colonias utiizam os compostos antifungicos
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produzidos pelos Streptomyces e outros actinomicetos para defesa dos jardins de
fungos contra parasitas (Seipke et al., 2011). As bactérias Streptomyces sao
reportadas por produzir compostos antibiéticos como Antimicinas, Valinomicinas,
Actinomicina e Candicidina, que podem estar presentes no tegumento das
operarias e sdo capazes de apresentar efeitos sinérgicos na inibicdo do
crescimento de diversos microrganismos patogénicos, incluindo os fungos M.
anisopliae e B. bassiana em meio de cultivo (Haeder et al., 2009; Schoenian et al.,
2011).

O fungo B. bassiana € comumente encontrado no solo, enquanto M.
anisopliae ja foi observado nos jardins de fungos e nas camaras de lixo de
colonias de formiga cortadeiras (Hughes et al., 2004; Rodrigues et al., 2005). Isto
pode implicar na necessidade das formigas se defenderem constantemente
contra patdgenos em suas colbnias, e 0 uso de substancias antibitticas
provenientes de organismos simbiontes pode ajudar a superar esses desafios.

O papel dos antibiéticos secretados pela glandula metapleural merece ser
destacado neste trabalho, pois diferentes espécies de formigas Attine parecem
depender das secre¢fes da glandula metapleural ou do biofilme bacteriano
tegumentar como defesa primaria contra entomopatdgenos. Fernandez-Marin et
al. (2009) demostraram que operarias de Atta e Sericomyrmex, sem biofilme
bacteriano visivel, responderam a desafios dos patégenos aumentando as taxas
de lambedura das glandulas metapleurais em resposta as infeccdes, enquanto
Acromyrmex e Trachymyrmex (que possuem biofilme bacteriano abundante)
exibiram taxas menores de lambedura desta glandula em retorno as infeccdes.

Segundo Poulsen et al. (2003b), a secrecdo obtida pela glandula
metapleural parece prolongar a permanéncia da bactéria Pseudonocardia no
tegumento de A. octospinosus durante o periodo de declinio da carga bacteriana
tegumentar, podendo esta glandula regular a quantidade de bactérias no
exoesqueleto de formigas maduras. No mesmo trabalho, operarias que tiveram as
glandulas metapleurais fechadas com esmalte foram mais susceptiveis a infec¢éo
pelo fungo M. anisopliae (97,7% de mortalidade) se comparadas ao controle
(14,2%). Portanto, a interferéncia na secrecdo desta glandula possivelmente
impediu a manutencdo das bactérias Pseudonocardia no tegumento das
operarias, reduzindo as populacdes bacterianas, e tornando as operérias mais

susceptiveis a infeccoes.
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As operarias mais jovens servem as necessidades da colbnia protegendo-
a por um longo periodo de tempo, oferecendo o melhor retorno ao investimento
na defesa contra doencas. Contudo, operarias recém-emergidas podem estar
particularmente vulneraveis a infeccdo como (I) o tegumento tem ainda que
desenvolver todas as suas camadas protetoras (Reynolds e Samuels, 1996); (II) o
sistema imune em formigas mais jovens esta pouco ativo (Armitage e Boomsma,
2010); e a glandula metapleural de formigas jovens pode ndo secretar antibioticos
imediatamente (Poulsen et al., 2003b). Assim, a extenséo do biofilme bacteriano
presente durante as primeiras semanas da vida do adulto pode apresentar um
custo-beneficio especifico para protecdo dos membros mais vulneraveis da
colbnia.

Como ja visto em alguns trabalhos, a presenca de conidios de fungos
entomopatogénicos pode alterar o comportamento das formigas cortadeiras,
aumentando as taxas de limpeza do tegumento, porém, pouco se sabe sobre a
alteracdo em suas locomocdes frente a esses patdégenos (Currie e Stuart, 2001;
Ferndndez-Marin et al., 2009). Neste trabalho, verificou-se que a presenca de
esporos de M. anisopliae ndo alterou a distancia total percorrida das formigas,
mesmo quando as bactérias simbiontes eram removidas pela acdo do antibi6tico
gentamicina. Tendo em vista que, quanto maior o percurso de uma formiga sobre
uma superficie contaminada maior serd a chance desta se infectar, os resultados
agui podem demonstrar que nenhum tratamento alterou a locomocdo das
operarias.

Os resultados do pirosequenciamento 454 deste trabalho revelaram que
diferentes espécies de Pseudonocardia (P. sulfidoxydans, P. halophobica e P.
yunnanensis) podem co-ocorrer em operarias de uma mesma colbnia. Sen et al.
(2009) observaram a ocorréncia de mais de uma linhagem de Pseudonocardia em
formigas da tribo Attini. Haeder et al. (2009) obtiveram cinco linhagens de
Pseudonocardia a partir de operarias de A. octospinosus, A. echinator e A.
volcanus. Isto sustenta a possibilidade das formigas adquirirem varios isolados a
partir do ambiente, contradizendo o modelo de coevolugéo proposto por Currie e
colaboradores em 1999, onde apenas uma cepa bacteriana seria transferida de
uma colbnia para as colbnias descendentes via transmissédo vertical (Sen et al.,
2009).
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Diversos trabalhos utilizaram o antibiotico gentamicina para compor o
meio de cultura de crescimento do fungo entomopatogénico M. anisopliae na
intencdo de impedir a contaminacdo por bactérias, portanto, a ndo formacao de
halo quando M. anisopliae foi confrontado com discos impregnados com
gentamicina ja era esperado, comprovando a nao interferéncia sobre tal fungo
durante os ensaios.

Os resultados aqui apresentados apoiam o papel das actinobactérias
como uma primeira linha de defesa contra o ataque de fungos patogénicos em
colonias de formigas cortadeiras. O tegumento é conhecido por ser uma barreira
eficaz contra pesticidas, predadores e agentes patogénicos. No caso de
Acromyrmex, esta barreira defensiva € reforcada por bactérias do género
Pseudonocardia, secretoras de compostos antifingicos. Além das bactérias
presentes no tegumento, estas formigas apresentam outros simbiontes do género
Streptomyces associados as suas colonias que podem ajudar a combater
diversos patdgenos, incluindo fungos entomopatogénicos. A avaliacdo dos
resultados deste trabalho vai de encontro ao modelo de coevolucdo, abrindo a
discussdo quanto a especificidade de acdo das actinobactérias, o que nao
descarta a importancia de seus papéis frente ao parasita dos jardins de fungo

Escovopsis.
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9. CONCLUSOES

Este trabalho reforca os resultados de Sen et al. (2009), levando ao
entendimento de que as actinobactérias ndo atuam somente contra o fungo

parasita Escovopsis (Currie et al., 1999);

A remocéao do biofilme bacteriano no tegumento das operarias aumentou
consideravelmente a susceptibilidade das operarias a infeccdo pelo fungo

M. anisopliae;

O tratamento com antibidtico Gentamicina reduziu a populacédo bacteriana

visivel no tegumento das operarias;

O antibidtico Gentamicina ndo possui efeitos antagdnicos ao fungo M.

anisopliae;

As actinobactérias podem atuar ndo somente em prol das colbnias, mas

também das proprias operarias;

As bactérias presentes no tegumento das operarias pertencem ao género
Pseudonocardia, e participam na reducao das taxas de infecgéo pelo fungo

M. anisopliae;
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+ Apesar das bactérias Streptomyces ndo estarem presentes no tegumento

das operérias, estas podem estar associadas ao sistema de defesa das

colonias de A. subterraneus subterraneus contra patégenos.
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10. PESPECTIVAS FUTURAS

Como as respostas de interacdo entre 0s microrganismos podem variar
de acordo com as linhagens estudadas, verifica-se a necessidade da realizacéo
de novos bioensaios de sobrevivéncia utilizando-se colonias distintas, bem como
o emprego de outros isolados de fungos entomopatogénicos diferentes dos
utilizados neste trabalho.

A identificacdo e quantificacdo das bactérias cultivAveis contidas no
tegumento das formigas se faz necesséria para o reconhecimento de suas
importancias dentro das colbnias, portanto, € preciso realizar outros testes de
inibicdo com outras bactérias assim como com outros patégenos.

Como a alteracdo das populagbes de bactérias na cuticula das formigas
pode torna-las susceptiveis a infeccdo, seria interessante a realizacdo de estudos
de comportamento das col6nias frente a aplicacdo de antibiéticos comerciais, o
gue pode contribuir para o surgimento de novas técnicas de controle de formigas

cortadeiras.
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