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SINOPSE

Este trabalho relacionou a incidéncia luminosa com o local de morte de formigas
Camponotus atriceps infectadas pelo fungo parasita Ophiocordyceps camponoti-atricipis.
As regides onde sao encontrados muitos caddveres de formigas parasitadas, chamados de
cemitérios, foram utilizadas para o delineamento das 10 parcelas. A intensidade luminosa foi
reduzida em metade da area das parcelas através de uma tela de sombreamento. As novas
formigas parasitadas foram monitoradas semanalmente em relag@o a area, altura e orientagéo

dos locais de morte durante 6 meses de coleta.

Palavras-Chave: Formigas zumbis, intera¢do parasita-hospedeiro, fungos parasitas,

luminosidade, manipula¢do de comportamento, Amazdnia.
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Now I'm back in the ring to take another swing
Cause the walls were shaking the earth was quaking
My mind was aching

And we were making it

And

You shook me all night long...

Angus Young, Malcolm Young and Brian Johnson
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Resumo

Parasitas especializados podem modificar o comportamento de seus hospedeiros para
aumentar as chances de se reproduzir. Esse comportamento € considerado um exemplo
do fendtipo estendido do parasita. Neste trabalho, nds estudamos a relagéo entre o fungo
Ophiocordyceps camponoti-atricips, um parasita especializado, e as formigas carpinteiras
Camponotus atriceps. Uma vez infectadas por O. camponoti-atricipis, as formigas
morrem em locais onde a temperatura e umidade sdo mais estaveis. Esses locais
aumentam o sucesso reprodutivo do parasita. Entretanto, a luz € responsavel por controlar
a reproducdo de diversas espécies de fungos de vida livre, e pode ter um papel importante
na fase terminal da infeccdo de fungos parasitas. Neste trabalho, nos avaliamos o efeito
da luminosidade na selecdo dos locais de morte de C. atriceps infectadas. Em 10
cemitérios (locais proximos as trilhas de forrageio de C. atriceps onde sdo encontradas
muitas formigas mortas infectadas), a luminosidade foi reduzida através de telas de
sombreamento de 80% em metade da area das parcelas. Nés identificamos os cadaveres
de C. atriceps com fitas de marcacdo coloridas durante 6 meses de trabalho de campo. As
formigas infectadas que morreram apds o estabelecimento das parcelas foram
monitoradas nesse periodo. O nimero de cadaveres que produziram corpos de
frutificacdo, a altura em relacdo ao nivel do solo e a orientacdo das formigas parasitadas
foram mensurados. As areas sombreadas receberam 53 formigas, representando 32,7 %
do total, em comparacdo a area controle adjacente, onde foram encontradas 109 formigas
mortas. Além disso, nas areas sombreadas apenas 15 cadaveres produziram ascomas ou
corpos de frutificacdo. Ja nas areas controle 41 cadaveres desenvolveram os ascomas. As
C. atriceps infectadas também morreram em locais mais altos nas areas sombreadas (140
cm) em relacdo as areas controle (110 cm). Nossos resultados sugerem que a luz pode
atuar no local da morte das formigas C. atriceps parasitadas e por consequéncia
desempenhar um papel importante no ciclo reprodutivo do fungo O. camponoti-atricipis.



Abstract

Specialized parasites can modify the behavior hosts to increase chances of reproduction.
This behavior is considered an example of extension phenotype of the parasite. We
study the relationship of the fungus Ophiocordyceps camponoti-atricips, a specialized
parasite, with the carpenter ants Camponotus atriceps. Once infected by O. camponoti-
atricips, the ants dies in places with stable temperature and relative humidity. The
reproduction of the parasite is locally increased on these areas. However, light is
responsible for controlling the reproduction of several species of free-living fungi, and
may play an important role in the terminal phase of parasitic fungal infection. On this
work, we evaluate the effect of luminosity in selected sites of dead infected C. atriceps
ants. In 10 graveyards (sites near of foraging trails with many infected dead ants), the
luminosity was reduced 80% through shading screens in half of the plots area. We
identified dead infected C. atriceps using colored marking ribbons over 6 months of
fieldwork. The infected ants that died after establishment of the plots were monitored.
We measured the number of fruiting bodies, height above ground and the orientation of
infected ants in the field. The selected sites of infected C. atriceps shows strong
influence by experimental light reduction. The shaded areas received 53 ants (32, 7%)
in comparison to the adjacent control area, with 109 (67, 3%) ants. In addition, in the
shaded areas only 15 dead ants produced fruiting bodies. In the control areas, 41 dead
ants developed fruiting bodies. The infected C.atriceps also died at higher sites in the
shaded areas (140 cm) in relation to the control areas (110 cm). Our findings suggest
that light may have act in the place death of parasitized C.atriceps ants and therefore
play an important role on reproductive cycle of the fungus O. camponoti-atricips.
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Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi relacionar o efeito da redugédo da luminosidade
incidente nos cemitérios com o local de morte das formigas Camponotus atriceps
infectadas com o fungo Ophiocordyceps camponoti-atricipis. Mais especificamente,
como a reducdo da luminosidade das areas sombreadas, nas 10 parcelas monitoradas,

em comparagdo as areas controle, modificou 0s seguintes caracteres mensurados:

(1) Ndmero de cadaveres de formigas infectadas;

(2) NUmero de ascomas ou corpos de frutificacéo;

(3) A altura dos cadaveres das formigas infectadas em relacdo ao nivel do solo;
(4) A orientacdo dos cadaveres das formigas infectadas em relacdo ao local de

morte.
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Capitulo I.

Andriolli, F.S.; Kazue, N.I, Baccaro, F.B.; Zumbis buscam a luz? Camponotus atriceps
infectadas por Ophiocordyceps camponoti-atricipis morrem em locais mais iluminados na

Amazonia Central Brasileira. Manuscrito em preparacdo para submissdo para Behavioral
Ecology and Sociobiology.
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Abstract

Specialized parasites can modify the behavior hosts to increase chances of reproduction.
This behavior is considered an example of extension phenotype of the parasite. We
study the relationship of the fungus Ophiocordyceps camponoti-atricips, a specialized
parasite, with the carpenter ants Camponotus atriceps. Once infected by O. camponoti-
atricips, the ants dies in places with stable temperature and relative humidity. The
reproduction of the parasite is locally increased on these areas. However, light is
responsible for controlling the reproduction of several species of free-living fungi, and
may play an important role in the terminal phase of parasitic fungal infection. On this
work, we evaluate the effect of luminosity in selected sites of dead infected C. atriceps
ants. In 10 graveyards (sites near of foraging trails with many infected dead ants), the
luminosity was reduced 80% through shading screens in half of the plots area. We
identified dead infected C. atriceps using colored marking ribbons over 6 months of
fieldwork. The infected ants that died after establishment of the plots were monitored.
We measured the number of fruiting bodies, height above ground and the orientation of
infected ants in the field. The selected sites of infected C. atriceps shows strong
influence by experimental light reduction. The shaded areas received 53 ants (32, 7%)
in comparison to the adjacent control area, with 109 (67, 3%) ants. In addition, in the
shaded areas only 15 dead ants produced fruiting bodies. In the control areas, 41 dead
ants developed fruiting bodies. The infected C.atriceps also died at higher sites in the
shaded areas (140 cm) in relation to the control areas (110 cm). Our findings suggest
that light may have act in the place death of parasitized C.atriceps ants and therefore

play an important role on reproductive cycle of the fungus O. camponoti-atricips.
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Introducéo

Parasitas especializados podem causar modificacbes morfoldgicas, fisiologicas e
comportamentais em seus hospedeiros aumentando as suas chances de reproducao
(COMBES, 2001; THOMAS, 2010). Essas alteracGes beneficiam os parasitas através da
liberacdo de propagulos em ambientes mais adequados e por consequéncia aumentam as
chances de infeccdo de novos hospedeiros (BIRON et al., 2005). As modificacdes
comportamentais de uma espécie infectada que favorecem a propagacao dos genes do
parasita, € um exemplo da manifestacao do fenotipo estendido (DAWKINS, 1982). Os
beneficios dessas relacdes sdo evidéncias de que o parasitas podem ter sido selecionados
ao induzir essas modificacbes no comportamento dos hospedeiros (LEFEVRE et al.,
2009). Entretanto, se a manipulacdo de comportamento € induzida especificamente pelo
parasita, ou se € um simples efeito colateral da infeccdo é um paradoxo de dificil
resposta, fascinante e controverso ao mesmo tempo (TALARICO et al., 2017).

Formigas infectadas com fungos parasitas do complexo Ophiocordyceps
unilateralis s.l. apresentam alteracGes de comportamento que ndo ocorrem em
individuos saudaveis (HUGHES et al., 2011). A contaminagdo acontece através do
contato direto dos esporos com a superficie externa do corpo da formiga. Apos o
estabelecimento da infeccdo, o crescimento do fungo € proporcionado pelo consumo das
estruturas musculares da formiga enguanto ela mantém suas atividades normais de saida
e retorno para o ninho (EVANS,1989; HUGUES et al., 2011). O crescimento interno do
micélio atinge o sistema nervoso central da formiga entre uma a duas semanas apos 0
inicio da infec¢do. Nesse periodo elas apresentam movimento trémulo e errético,
escalando e caindo dos arbustos devido a convulsdes (ANDERSEN et al., 2009;
HUGHES et al., 2011). A morte da formiga ocorre depois de fixar as mandibulas na
lateral de uma folha (death grip), ou em outra regido da planta (espinhos, galhos etc.)

(ANDERSEN et al., 2009). Em uma a duas semanas ap06s a morte da formiga, o fungo
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produz o ascoma ou corpo de frutificacdo fora do corpo da formiga, onde 0s esporos sdo
produzidos e liberados para o ambiente (DE BEKKER; MERROW; HUGHES, 2014;
EVANS; ELLIOT; HUGHES, 2011; EVANS; SAMSON, 1984). Ao atingir o solo, 0s
esporos podem entrar em contato com novas formigas néo infectadas reiniciando o ciclo
de vida do parasita (ANDERSEN et al., 2009; EVANS; SAMSON, 1984). O
comportamento atipico das formigas infectadas na fase terminal da infecdo foi utilizado

para compara-las ao comportamento de zumbis (HUGHES et al., 2011).

Os registros de parasitismo do complexo Ophiocordyceps unilateralis s.1.
pertencem as formigas da tribo Camponotini. Atualmente acredita-se que os fungos
parasitas do género Ophiocordyceps possuem uma relacdo especifica com seus
hospedeiros, em que cada espécie de fungo infecta apenas uma espécie de formiga
(EVANS; ELLIOT; HUGHES, 2011). Os cadaveres das formigas infectadas podem ser
encontrados em grande quantidade (mais de 26 individuos/m2 para Camponotus
leonardi na Tailandia) em locais chamados de cemitérios (PONTOPPIDAN et al.,
2009). Nestes cemitérios, a maior parte das formigas infectadas sdo encontradas mortas
a 25 cm de altura em relacéo ao nivel do solo (ANDERSEN et al., 2009). A realocacéo
de cadaveres de formigas sugere que nessa altura, a temperatura e a umidade variam
menos em comparacgdo as areas mais altas da floresta, favorecendo o desenvolvimento,

liberacdo e dispersdo dos esporos do fungo (ANDERSEN et al., 2009).

Estudos recentes com outras interagdes entre parasitas e hospedeiros, como
lagartas infectadas por baculovirus (HOOVER et al., 2011) e grilos infectados por
nematomorphos (THOMAS et al., 2002), sugerem forte influéncia de um
comportamento fototactico positivo do hospedeiro mediado pelo parasita (PONTON et
al., 2011; VAN HOUTE et al., 2015; VAN HOUTE; ROS; VAN OERS, 2013). E bem

conhecido que as formigas podem utilizar referéncias espaciais como a luz e a posigado
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solar como orientagdo para forrageio e retorno para o ninho (WEHNER, 1984,
WYSTRACH; GRAHAM, 2012) entretanto, a utilizacdo da luminosidade como
orientacdo para formigas infectadas por fungos parasitas € um assunto recente. Alguns
estudos, com diferentes abordagens, sugerem que a luz solar também pode influenciar o
comportamento de formigas zumbis (CHUNG et al., 2017; DE BEKKER; MERROW,;
HUGHES, 2014; HUGHES et al., 2011). Em formigas Camponotus americanus
infectadas com O. unilateralis s.1., em laboratorio, o biting behavior (ato de morder a
folha) aconteceu no periodo da manha e a morte dos hospedeiros (death grip) aconteceu
no inicio da tarde (DE BEKKER; MERROW; HUGUES 2014). Para Camponotus
leonardi, infectadas com O.unilateralis s.I., também foi registrado sincronismo entre o
horario de fixa¢do das mandibulas (biting behavior) ao meio dia, e morte no final da
tarde, em observagdes focais em floresta da Tailandia (HUGHES et al., 2011).
Entretanto, o conhecimento sobre os possiveis efeitos da luz no comportamento
modificado das formigas parasitadas é ainda incipiente. Neste trabalho, o local de morte
(death grip) de C. atriceps infectadas por O. camponoti-atricipis foi investigado através

de um experimento de campo em que a luminosidade foi majoritariamente reduzida.

Métodos
Area de estudo

O trabalho de campo foi realizado na Reserva Florestal Adolpho Ducke
localizada ao norte da cidade de Manaus-AM (02°55° S, 59°59” W). A Reserva possui
100 km? de &rea e é representada por Floresta Tropical Umida de Terra Firme
(ALENCAR, 1986). O clima na regido de acordo com a classificacdo de Képpen é do
tipo Afi, tropical com pouca amplitude térmica sem inverno e verdo bem definidos
(RIBEIRO, 1976). A temperatura média anual é de 26 °C e a precipitacdo varia entre

1750 mm a 2500 mm de chuva por ano com o periodo de maior intensidade de
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novembro a maio e o periodo menos chuvoso de junho a outubro. O solo é
predominantemente argiloso nas regides mais altas (platos de 80 m a 140 m de altitude)
e a porcentagem de argila vai gradativamente diminuindo nas vertentes sendo
substituida por fragGes maiores de areia nas regides de baixios (OLIVEIRA et al.,

2008).
Desenho amostral e Coleta de dados

Nos delimitamos 10 parcelas a partir dos cemitérios de C. atriceps encontrados
(média de 29 formigas mortas por parcela). Cada parcela possuiu 10 m2 de area total.
Metade (5 m?) de cada parcela foi coberta com tela de sombreamento de polietileno de
fator 80% (marca Ecosombra). As telas de sombreamento foram instaladas a altura de 2
metros em relacdo ao nivel do solo (Anexo 1). A posi¢do das telas seguiu a orientacdo
norte-sul para que a incidéncia solar fosse uniforme em ambas as areas das parcelas ao

longo do dia.

Para a escolha do local da tela de sombreamento o nimero de formigas
infectadas para as areas sombreado e controle foi considerado mantendo um ndmero
semelhante de cadaveres para cada area. As formigas mortas infectadas foram
identificadas e numeradas individualmente com fitas de marcacéo coloridas
permanentes. Apenas os individuos que surgiram depois da instalagdo das telas de
sombreamento foram considerados para as analises estatisticas. A entrada da
luminosidade lateral no experimento (nascer e por do sol) foi considerada, delimitando
um buffer de 50 cm de altura e 50 cm de largura no entorno da area sombreada. A
mesma razdo foi estendida para a area controle adjacente. Essa regido foi chamada de

area de borda.
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Entre outubro de 2016 e abril de 2017, o monitoramento de novos cadaveres de
C. atriceps infectados foi realizado semanalmente nas 10 parcelas. A cada novo cadaver
encontrado foi mensurado a altura em relacéo ao nivel do solo, a &rea da parcela em que
a formiga estava presente (sombreado, controle e borda) e o crescimento externo do
fungo até a possivel formacdo do ascoma (corpo de frutificacdo). A orientacdo dos
cadaveres em relacdo ao local em que as mandibulas estavam presas (folhas ou outras
partes das plantas) também foi registrado. A coleta dos dados foi feita seguindo
protocolo de busca ativa e minuciosa abrangendo arvores, palmeiras, arbustos e

herbaceas.

Figura 1. Locais de morte e estagios de desenvolvimento do fungo no exterior do corpo da
formiga. (A) C. atriceps morta h& poucos dias (menos de 72h) com as mandibulas presas em
espinho de palmeira. O fungo ndo apresenta crescimento externo. (B) C. atriceps morta com as
mandibulas presas na lateral da folha. Estroma (St) emergente entre a cabeca e o pronoto
(aproximadamente uma semana ap6s a morte da formiga). (C) C. atriceps morta com as
mandibulas presas na nervura foliar principal. Apresenta ascoma (As) desenvolvido (de uma a
duas semanas ap06s a morte da formiga).

Identificacdo das espécies e analises genéticas

As formigas foram identificadas através de comparacdo com espécimes
depositados na Colegdo Entomoldgica do INPA e pela confirmacao de especialistas.
Para a identificacdo do fungo parasita, foram coletadas 3 formigas infectadas das 3
parcelas mais abundantes (total de 9 individuos). As formigas utilizadas para

confirmacéo da espécie também foram incluidas nos resultados do experimento de
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campo. As 9 formigas infectadas foram coletadas em tubos de Eppendorf esterilizados

assim que o corpo de frutificagdo foi produzido.

A extracdo do DNA foi realizada com o material coletado no mesmo dia,
seguindo o protocolo do kit de extracdo DNeasy Plant Mini Kit (disponivel em:
https://www.giagen.com/it/resources/download.aspx?id=6b9bcd96-d7d4-48a1-9838-
58dbfb0e57d0&lang=en) com algumas alteracGes descritas aqui. Pequenas partes do
ascoma foram inseridos em microtubos de 2 ml com duas beads de zirconia para ruptura
das células, em um macerador de tecidos Precellys®. Apds a quebra do material, foi
adicionado 400 pl de tampéo AP1 e 4 ul de RNase A e a mistura incubada em banho
maria por 12 h a 60 °C. Em seguida foi adicionado 130 ul do tampao P3, centrifugado
por 5 min em 20000 g e posteriormente incubado em gelo por 5 min. A amostra foi
entdo pipetada em um tubo QIlAshredder spin column de 2 ml, centrifugada por 2 min a
20000 g e transferida para um novo tubo QlAshredder adicionando 1,5 volumes (1,5
vezes maior que o volume total da amostra) de tamponador AW1. O contetdo do tubo
foi entdo transferido para uma coluna DNeasy Mini spin column inserida em um novo
tubo coletor de 2 ml, centrifugado a 6000 g sendo o volume liquido descartado ap6s
passar pelo filtro do tubo. Essa etapa foi repetida mais uma vez com o remanescente da
amostra. A coluna DNeasy spin column foi entdo inserida em um novo tubo de colecéo
de 2 ml, adicionando 500 pl do tamponador AW2 e em seguida centrifugado por 1 min
a 6000 g. Essa etapa de lavagem do DNA foi repetida mais uma vez com 500 pl de
tampdo AW?2 e centrifugado por 2 min a 20000 g para otimizacao da extracdo de DNA.
A coluna foi entdo inserida em um novo microtubo de 2 ml, onde foi adicionado 50 pl
de solugéo tampdo AE para eluicdo da amostra. Em seguida, o conteudo do tubo foi
incubado por 5 min a temperatura ambiente (15 a 25 °C) e centrifugado por 1 min a

6000 g.
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PCR e sequenciamento

As regides ITS (espacgador interno trans\crito), nuc-LSU (subunidade maior
ribosomal nuclear — 28S) e RPB2 (segunda subunidade maior da RNA polimerase)
foram amplificadas por PCR (Polymerase chain reaction) realizada em termociclador
(Veriti 96 Well Thermal Cycler da Applied Biosystems), utilizando primers universais
ja definidos (WHITE et al., 1990; LIU et al., 1999). A reacdo de PCR foi conduzida
utilizando-se volume final de 20uL contendo tampé&o 1x (200 mM Tris-HCI, pH 8.4,
500 mM KClI), 2.5 mM de MgClz, 3 mM de dNTP, 2mM de cada primer, 1U Tag DNA
Polymerase (Invitrogen) e 5 ng/uL de DNA. O perfil de ciclagem para amplificacdo de
ITS e nuc-LSU consistiu de deshaturacao inicial a 95 °C por 2 minutos, seguido de 35
ciclos de 94 °C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos e 72 °C por 1 minuto, e por fim
uma etapa de extensdo final a 72 °C por 10 minutos. A regido RPB2 foi amplificada de
acordo com Liu et al. (1999). Para visualizagdo dos fragmentos, 3 pl de GeIRED™
foram adicionados a 5 pl dos produtos de PCR, aplicados em gel de agarose 1,5%, que
foi submetido a eletroforese por 30 minutos a 80 Volts. Apds a separacéo, 0s
fragmentos foram visualizados em transiluminador sob luz ultravioleta. O resultado foi
avaliado de acordo com a presenca ou auséncia de banda. A estimativa dos tamanhos
dos produtos amplificados foi feita a partir de comparagdo com o marcador padrdo

ladder 1Kb.

A reacdo de sequenciamento foi realizada com o kit BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing (Applied Biosystems) com volume final de 10 pL contendo 2 pL de
tampao BigDye 5X, 5 mM de primer e 0,3 pL de BigDye v3.1. Esta foi conduzida em
termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems) seguindo o
programa: 96 °C por 2 minutos, 35 ciclos de 96° C por 30 segundos, 55 °C por 20

segundos e 60 °C por 4 minutos. O sequenciamento foi realizado em sequenciador
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automatico por eletroforese em capilar ABI 3130 Sequence Analizer (Applied

Biosystems).

A visualizacdo da qualidade das sequéncias, a montagem das sequéncias
consenso e os alinhamentos foram realizados no programa Geneious R9 (KEARSE et
al., 2012). Para confirmacéo das identidades das sequéncias foram feitas buscas com a
ferramenta BLAST do NCBI (https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi). Para confirmar a
identidade do fungo O. camponoti-atricipis, as sequéncias foram submetidas ao BLAST

em uma analise de similaridade.

Variaveis climaticas locais

Nos instalamos um par de torres para coletar os dados das varia¢fes de umidade
relativa, temperatura do ar e luminosidade das parcelas. Uma torre foi posicionada na
area sombreada e uma na area controle, ambas centralmente localizadas. Cada torre
possuia um sensor responsavel por medir a intensidade de luz através da radiagdo solar
incidente (Silicon Pyranometer Sensor modelo S-LIB-MO003, conectado a uma micro
estacdo Hobo Micro Station Data Logger modelo H21-002, Onset) e um termo
higrometro Data Logger (marca Icel, modelo HT-4000). Apenas a torre situada na area
sombreada estava sujeita a reducdo da intensidade luminosa. As medic¢des dos sensores
foram ajustadas para coletar os dados a cada 5 min. Semanalmente, a cada nova rodada
do monitoramento das formigas, as torres eram realocadas para a parcela adjacente.
Dessa forma as parcelas tiveram o mesmo intervalo de coleta de dados durante o

experimento.
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Analises dos dados ambientais

NOs utilizamos Testes t pareados para comparar o0 nimero de novos cadaveres de
formigas e o nimero de corpos de frutificacdo encontrados durante os 6 meses de
monitoramento (variaveis dependentes) entre a area sombreada e a respectiva area

controle (varidvel preditora). Nessa analise a unidade amostral foi a parcela.

O efeito da luminosidade na altura dos cadaveres foi investigado por um modelo
generalizado misto (GLMM). A variavel dependente foi a altura dos cadaveres em
relacdo ao nivel do solo. As variaveis preditoras fixas foram os tratamentos (area
sombreada ou controle) e a posi¢do do cadaver na parcela (borda ou interior da parcela).
Nessa andlise a unidade amostral foi o cadaver da formiga e as parcelas foram
declaradas como variaveis aleatdrias para controlar a dependéncia espacial dos dados.
Anaélises de residuos foram realizadas para investigar a adequagdo do modelo. Gréficos
de parciais foram produzidos usando o pacote visreg (BREHENY & BURCHETT,
2017) para cada uma das variaveis preditoras. Esses graficos representam o efeito de
uma variavel enguanto a outra variavel foi mantida constante (BREHENY &
BURCHETT, 2012; BREHENY & BURCHETT, 2013). Além das estimativas de
relacdo das varidveis, o pacote também foi utilizado para criar o intervalo de confianca

de 95%.

As variaveis climaticas também foram analisadas por GLMMs. Os valores
médios a cada hora do dia a luminosidade, a temperatura e a umidade relativa do ar
foram as variaveis dependentes. A variavel preditora fixa foi o tratamento (area

sombreada e controle) e as parcelas foram declaradas como variaveis randémicas.

Para validar o ajuste dos GLMMSs, n6s comparamos 0 Akaike’s Information

Criterion (AIC) de cada GLMM com o AIC de seu respectivo modelo nulo (intercepto e
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variavel randémica apenas). O GLMM completo foi selecionado quando o delta AIC
(diferenca entre 0 modelo completo e nulo) foi maior que 2 (AKAIKE, 1982). Todos 0s
GLMMs foram criados usando o pacote Ime4 (BATES et al., 2015) do programa R

versdo 3.2.3 (R Development Core Team 2016).

Para a orientacdo dos cadaveres das formigas usamos estatistica circular
(BATSCHELET, 1981) através do programa PAST 3.15 (disponivel para download em

https://folk.uio.no/ohammer/past/). Essa analise usa dos angulos dispostos em graus

como unidade amostral, e utiliza intervalo de confianca de 95% para estimativa do

angulo médio assumindo distribuicdo circular normal (FISHER, 1983).

Resultados
Identificacdo do fungo parasita

As 3 sequéncias utilizadas (RPB2, ITS e nuc-LSU) para a confirmacéo da
identidade do fungo foram comparadas através do banco de dados do Genbank. A
sequéncia de ITS ndo foi obtida, mesmo ap0s diversas tentativas de amplificacdo e
sequenciamento. Por outro lado, as sequéncias de RPB2 e nuc-LSU foram obtidas com

sucesso, e utilizadas para busca de similaridade pelo BLAST.

O mecanismo de busca BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) utiliza
uma sequéncia de DNA ou proteina e compara com sequéncias similares do banco de
dados, baseando-se no alinhamento entre estas sequéncias. A busca resulta do encontro
com a sequéncia mais semelhante e pode ser validada por meio de escores especificos.
Quando utilizado para identificacdo de espécies, procura-se obter a maior porcentagem
de similaridade (“Ident”) ¢ o menor e-value (probabilidade de a correspondéncia ter sido
ao acaso). No entanto, a eficiéncia do BLAST depende do banco de dados, se a
sequéncia de uma espécie nao estiver disponivel, o resultado pode ser incipiente. Neste

trabalho, a sequéncia RPB2 néo resultou em uma identificacdo confiavel por ndo existir
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outra sequéncia RPB2 de O. camponoti-atricipis disponivel no banco de dados. Por este
motivo, a sequéncia mais similar encontrada para RPB2 foi Cordyceps sp. OSC 110997
(numero de acesso no Genbank EF468929), com 85% de similaridade. A sequéncia

nuc-LSU por sua vez apresentou 96% de similaridade com O. camponoti-atricipis, com

e-value = 0.

Os resultados encontrados de similaridade das sequéncias nuc-LSU (96%) e
RPB2 (85%), a especificidade entre a relacdo formiga (C. atriceps) e fungo parasita
(O.camponoti-atricipis) (EVANS; ELLIOT; HUGHES, 2011), aliados ao fato das
coletas terem sido realizadas na mesma regi&o do espécime tipo (ARAUJO et al., 2015)

corroboram com a identificacdo do fungo como O. camponoti-atricipis.

Formigas zumbis e a luz

Novos cadaveres de formigas surgiram somente em 6 das 10 parcelas
monitoradas. Consequentemente, as analises dos resultados apresentados aqui foram
baseadas em seis pares amostrais. Encontramos 162 cadaveres de formigas durante o
monitoramento, 109 (67,3% do total) formigas infectadas foram encontradas nas areas
controle e 53 (32,7% do total) nas areas sombreadas. O numero de formigas que
desenvolveram corpos de frutificacdo, 56 no total, também foi maior nas areas controle
(41 formigas, 73,2% do total de formigas que frutificaram) em comparacao as areas
sombreadas (15 formigas, 26,8% do total de formigas que frutificaram). Localmente,
mais cadaveres de formigas infectadas com mais corpos de frutificacdo foram
encontrados na maioria dos pares experimentais nas areas controle (Figura 2; t = 2,385;
p=0,031et=2538; p=0,026, respectivamente). As 15 formigas que frutificaram no

lado sombreado das parcelas estavam na area de borda.
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Figura 2. Relacéo de cadaveres de formigas encontrados por area durante o experimento. Total
de cadaveres encontrados nas areas controle e sombreada (A). Total de cadaveres encontrados
que frutificaram durante o experimento (B). Os circulos em cinza representam as 6 parcelas
monitoradas que apresentaram novos cadaveres.

Altura dos cadaveres das formigas infectadas

A altura da morte das formigas infectadas também apresentou diferencas em
relacdo as areas controle e sombreada (Delta AIC = 26,58). As formigas morreram em
média a 110 cm de altura nas areas controle e em torno de 140 cm de altura as areas
sombreadas artificialmente (p = 0,003). Entretanto as formigas infectadas encontradas
na regido da borda das areas controle e sombreada, morreram aproximadamente a 60 cm

de altura em média (Fig.3) e no interior das parcelas ao redor de 100 cm (p < 0,001).
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Figura 3. Relacéo entre a altura dos cadaveres das formigas e as areas sombreada, controle e
borda. Altura dos cadaveres entre os tratamentos, controlando o efeito da borda (A). Altura dos
cadaveres na area de borda em relacdo ao interior da parcela, controlando o efeito dos
tratamentos (B).
Variaveis climéticas

A radiacdo solar incidente (LE) apresentou valores superiores nas areas controle
ao longo de todas as horas do dia com luz solar (p < 0,001). Os horérios mais quentes
do dia, com maior incidéncia solar mostraram as maiores discrepancias entre as areas
sombreada e controle. A temperatura foi relativamente estavel entre os tratamentos nao
apresentando grandes variagcOes entre os horarios do dia e da noite (p > 0,05). Entretanto
a umidade relativa do ar foi mais alta e mais estavel nas areas sombreadas (p < 0,001)

em relacdo as areas controle, que apresentaram maior variacdo durante o periodo de

coleta (Figura 4).

28



Incidéncia solar (log)
(o]
L
—-—
-_—-_
i
i_-—
=
ol
N
I-_-_
{0
’-—

:
e e @@@@ C

%iﬁﬁﬁﬁﬁ&#ﬁ###*####**#ﬁﬁ#ﬁ“

80 :

preeeee

.
T

Umidade Ril)atwa (%)
=
oo
] eee _ﬁ
e ey
: —ﬁ
-
ﬂ

Horas

Figura 4. Variaveis climéticas coletadas. Radiag&o solar incidente, temperatura e umidade
relativa do ar coletados pelos sensores ao longo do monitoramento (GLMM).

Orientacdo dos cadaveres das formigas infectadas

A orientagdo dos cadaveres das formigas ndo apresentou padréo consistente para
os cadaveres encontrados nas areas controle (Rayleigh’s test: R = 0,138, p = 0,36) e
sombreada (Rayleigh’s test: R = 0,117 p = 0,73) (Figura 5A e B). Entretanto, para 0s
cadaveres que produziram corpos de frutificacdo houve um viés significativo para os
quadrantes NO e SO com um angulo médio de 302° na area de controle (Figura 6A)
(95% intervalo de confianca = 264° — 341°; Rayleigh’s test: R = 0,401, p = 0,022). A
area sombreada ndo apresentou uma direcéo significativa para as formigas infectadas

(Rayleigh’s test: R= 10,3201, p = 0,56) (Figura 6B).
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Figura 5. Orientacdo das formigas mortas infectadas. Total de caddveres encontrados nas areas

de controle (A). Total de cadaveres encontrados nas &reas sombreadas (B).

Figura 6. Orientacdo dos cadaveres de formigas que frutificaram na area controle (A). A seta
em vermelho apresenta o angulo médio de direcdo de 302° (264° — 341°) com intervalo de
confianca de 95%. Orientacdo dos cadaveres de formigas que frutificaram na area sombreada

(B). N&o apresentou diregdo significativa.
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Discussao

O local da morte das formigas infectadas por fungos do complexo
Ophiocordyceps unilateralis s.l. € definido no instante em que as mandibulas sdo
travadas na lateral de uma folha ou em outra regido de uma planta. O death grip é
considerado a manifestacdo do fendétipo estendido do parasita sob 0 comportamento do
hospedeiro (ANDERSEN et al., 2009). O local especifico onde esse comportamento
ocorre define o ultimo ato, em vida, da formiga infectada. Ap6s a morte da formiga, se
as condicdes ambientais forem favoraveis, o ascoma ira se desenvolver e liberar 0s
esporos para o exterior do cadaver, completando o ciclo de reproducéo do parasita
(EVANS; ELLIOT; HUGHES, 2011). Neste trabalho, a reducdo experimental da
intensidade da luz demonstrou ter forte influéncia no local de morte de C. atriceps
infectadas por O. camponoti-atricipis. As areas onde a luminosidade foi reduzida,
receberam metade dos individuos infectados em relacéo as areas controle. A altura dos
cadaveres registrada para as mesmas areas também apresentou mudancas quanto a
diminuicdo da luminosidade. Os locais de morte das formigas parasitadas situaram-se
em alturas superiores nas areas sombreadas em relacdo as areas controle. Esses
resultados sugerem que C. atriceps infectadas morrem em locais mais iluminados na
Floresta Amazo6nica Central Brasileira, e que a luz tem inferéncia sobre a manifestacao

do fendtipo estendido do parasita O. camponoti-atricipis.

O local de morte de C. leonardi parasitadas esta associado a baixa amplitude
entre as mudangas de temperatura e umidade. A 25 cm do nivel do solo a temperatura é
mais baixa e a umidade relativa mais alta em relagéo a regides superiores do dossel, tais
caracteristicas sao reconhecidas como favoraveis ao death grip de C. leonardi
infectadas na Tailandia (ANDERSEN et al., 2009). Entretanto, os resultados

encontrados no presente trabalho apontam parcialmente, para o oposto em C. atriceps
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infectadas. Embora a amplitude térmica entre as areas sombreada e controle ndo tenha
apresentado grandes diferengas, a umidade relativa do ar foi mais alta e variou menos
nas areas sombreadas do experimento. O numero de formigas infectadas e o nimero de
corpos de frutificagdo foram maiores nas areas controle, onde as flutuacdes de umidade
relativa do ar foram superiores. Esses resultados sugerem que para C. atriceps
infectadas a luz foi a varidvel ambiental mensurada com maior inferéncia na escolha dos

locais de morte.

As areas onde a luminosidade foi reduzida, receberam 53 formigas infectadas
das quais apenas 15 desenvolveram corpos de frutificacdo (26,8% do total de formigas
gue desenvolveram ascomas). Os Cadaveres foram encontrados em locais mais altos nas
areas sombreadas (média de 140 cm). As formigas infectadas parecem ter procurado por
alturas superiores na regido sombreada em busca de maior incidéncia luminosa. Esses
resultados sugerem forte influéncia de fototactismo no comportamento das formigas
infectadas, como foi encontrado para as lagartas infectadas por baculovirus (HOOVER
etal., 2011) e também para gamarideos parasitados (PONTON et al., 2006). Os
gamarideos (crustaceos de agua doce) quando parasitados por trematodas nadam até a
superficie da agua onde se tornam mais expostos aos predadores, potencias hospedeiros
secundarios do parasita (PONTON et al., 2006). A altura dos cadaveres encontrados nas
areas de borda corroboram com a hipotese do fototactismo. Os cadaveres foram
encontrados em alturas inferiores (60 cm) em relagdo as formigas encontradas no
interior das areas (100 cm), sugerindo influéncia da incidéncia solar lateral nessas

regioes.

A fase reprodutiva do fungo (frutificacdo) parece estar relacionada com a
incidéncia luminosa nos locais de morte das formigas parasitadas. Os mecanismos de

foto recepgdo moleculares, descritos para o ascomiceto Neurospora crassa, onde a luz é
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responsavel por induzir a esporulacédo e o desenvolvimento sexual desses organismos
(BALLARIO; MACINO, 1997; LINDEN; MACINO, 1997; LOROS, 2005;
SCHWERDTFEGER; LINDEN, 2001), é exemplo de como a luminosidade pode inferir
nos processos reprodutivos dos fungos. A baixa proporg¢do de 26,8% dos cadaveres que
produziram ascomas nas areas sombreadas em relagdo as areas controle (73,2%) pode
estar relacionado com esses mecanismos moleculares de foto recepgdo. Além disso, as
15 formigas que frutificaram nas areas sombreadas estavam situadas na area de borda e

mais expostas a luminosidade lateral.

A orientacdo dos cadaveres apresentou direcdo consistente para as formigas que
frutificaram nas areas controle. O angulo médio encontrado foi de 302 ° em direcdo a
regido NO. Resultado similar ao encontrado para Camponotus leonardi, que apresentou
orientacdo para o quadrante N-NO e angulo médio de 345 ° (ANDERSEN et al., 2009).
Em Dolichoderus thoracicus infectadas com Ophiocordyceps pseudolloydii a direcédo
dos cadaveres foi relacionada com a cobertura do dossel nos cemitérios amostrados. A
abertura do dossel apresentou correspondéncia com a direcdo dos cadaveres sugerindo a
influéncia da luz solar nos locais de morte das formigas infectadas (CHUNG et al.,
2017). Nossos resultados ndo apontaram um direcionamento para os cadaveres que
frutificaram na area sombreada, entretanto nesses locais nenhum individuo apresentou
direcdo dentro do quadrante predominante da area controle (NO). A cobertura uniforme
propiciada pela tela de sombreamento sugere o bloqueio da luminosidade de um dossel
muito fechado, o que corrobora com a auséncia de dire¢do dos cadaveres infectados,
semelhante ao encontrado por CHUNG, 2017. O numero reduzido de formigas (15) que
produziram corpos de frutificacdo nas areas sombreadas é também relevante, uma vez
que a estimativa do angulo médio ndo é precisa para tamanhos amostrais pequenos e

intervalos de confianga maiores do que 45 ° (BATSCHELET, 1981).
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Os resultados encontrados neste trabalho expandem as evidéncias do efeito do
ciclo circadiano no controle fino do comportamento estendido pelos parasitas. Em
condic@es controladas de laboratorio (formigas Camponotus infectadas com
O.unilateralis s.1.) o biting behavior (ato de morder a folha) aconteceu no periodo da
manhd e a morte dos hospedeiros ocorreu no inicio da tarde (DE BEKKER; MERROW,
HUGUES 2014). Entretanto, as formigas infectadas manifestaram o display de morder a
folha somente quando foram expostas ao ciclo de 24 h de luminosidade e temperatura
(DE BEKKER; MERROW; HUGHES, 2014). Evidéncias de campo em uma floresta
tropical da Tailandia também apontam para um alto sincronismo do horério do death
grip. Isso foi registrado através de observacdo focal em que as formigas (Camponotus)
morderam as folhas ao meio dia (solar noon) e morreram ao fim da tarde, préximo ao
horario do por do sol (HUGHES et al., 2011). As formigas do género camponotus
possuem habitos noturnos em sua maioria (LEVINGS, 1983), porém nossos resultados
indicam que os locais de morte de C.atriceps infectadas sdo influenciados pela
incidéncia luminosa. A mudanga de comportamento sugere que o fungo parasita €
beneficiado pela alteracdo do horario de atividade das formigas infectadas baseado no

maior nimero de cadaveres e de corpos de frutificacdo encontrados nas areas controle.

A luminosidade, embasada pelo ciclo circadiano é ainda um assunto pouco
explorado. Mudancas de comportamento por fototaxia € um dos exemplos mais
documentados de inducdo comportamental de parasitas em invertebrados (MOORE,
2002). Estudos agregados as escalas moleculares e aos caracteres fisicos ambientais séo
necessarios para avangar o conhecimento sobre a relagdo entre fungos parasitas e seus
hospedeiros. Os resultados encontrados neste trabalho podem servir de referéncia a
estudos futuros sobre a influéncia da luminosidade no sucesso reprodutivo de fungos

parasitas do complexo O. unilateralis s.l. Além disso, mais espécies do género
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Ophiocordyceps podem exibir influéncia da luz sob o comportamento estendido do

parasita em funcéo do seu sucesso reprodutivo.
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