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Ha uma forca extremamente poderosa para a qual

a ciéncia até agora ndo encontrou uma explicagéo formal.
E uma forga que inclui e governa todas as outras,
existindo por trds de qualquer fenbmeno que opere

no universo e que ainda néo foi identificada por nos.
Esta for¢a universal é o AMOR.
Esta forca tudo explica e da SENTIDO a vida!

(Trecho da carta de Albert Einstein para a filha Lieserl)
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RESUMO

A interacdo entre formigas e microrganismos na superficie foliar de plantas
hospedeiras € um aspecto negligenciado da ecologia. Ha evidéncias de que a elevada
densidade de formigas em um dado habitat foliar pode afetar substancialmente a
microbiota, e a relacdo desta com a planta. A questdo fundamental deste trabalho é
determinar, ainda que de forma preliminar, até que ponto a microbiota associada a
formigas dominantes e abundantes no dossel florestal poderia atuar na inibi¢do de grupos
microbianos invasivos e potencialmente entomopatdgenos. Para tal, foi verificada a
influéncia das interacdes entre a formiga Azteca chartifex, plantas da espécie Byrsonima
sericea e bactérias Gram-positivas e Gram-negativas dos corpos das operarias e da
superficie das folhas. Um ensaio do efeito inibitério das proprias bactérias e dos
compostos extraidos de A. chartifex sobre Xanthomonas citri subsp. Citri (XAC 306),
Staphyloccocus aureus e S. epidermidis foi realizado. Em acréscimo, foi verificado o
efeito inibitorio direto de bactérias mutualisticas associadas ao exoesqueleto das formigas
contra bactérias das superficies foliares de B. sericea. Finalmente, foi avaliado se as
bactérias mutualisticas com as formigas e com maior potencial inibitorio seriam Gram-
negativas, devido as vantagens adaptativas das duas membranas deste tipo de bactéria
para ocupacdo de ambientes extremos. Verificamos que os compostos extraidos de A.
chartifex ndo tiveram efeito inibitorio contra S. aureus e X. citri subsp. Citri. Ao contrario,
0s tratamentos contendo o extrato das formigas obtiveram maiores taxas de crescimento
destas bactérias. Por outro lado, foi encontrado que bactérias associadas a A. chartifex
tiveram maior taxa de crescimento sobre bactérias Gram-positivas associadas as folhas
de B. sericeae que ndo possuem interacdo com essas formigas, portanto sugerindo
potencial de inibicdo. Também foi detectado que a maior taxa de crescimento foi de
bactérias de formigas provenientes do ninho matriz em relacdo aos ninhos satélites. Os
filos mais representativos dos isolados das formigas foram Proteobacteria, Firmicutes e
Actinobacteria. Houve maior porcentagem de Gram-negativas nos trés grupos de
amostras. Portanto, as formigas carregam bactérias capazes de inibir microrganismos
ex0genos a microbiota associada a A. chartifex, bactérias Gram-negativas seriam mais
competitivas que Gram-positivas, e ha um maior investimento em defesa dentro de
col6nias onde hd maior densidade de individuos, que seleciona isolados mais agressivas

na inibicdo de bactérias exdgenas ao sistema.



Palavras chaves: Interacdo inseto-planta-bactéria; Filosfera; Ecologia de

microorganismos; extrato antimicrobiano.

INTRODUCAO

Formigas (Hymenoptera: Formicidae) tipicas de dosseis florestais ocorrem com
populagdes adensadas e apresentam grande capacidade de protecéo territorial (Dejean et
al., 2007; Do Espirito Santo et al., 2011). Grandes col6nias das espécies dominantes
resultam em extenso patrulhamento das folhas das arvores por operérias, 0 que causa
protecdo contra o ataque de insetos herbivoros (Dejean et al., 2009), e outros inimigos
naturais da planta (Rocha and Bergallo, 1992). As formigas afetam a estrutura e dindmica
de insetos herbivoros nas plantas hospedeiras (Lourenco et al., 2015). Alguns
experimentos de exclusdo mostraram que elas beneficiam as plantas, reduzindo o ataque
de herbivoros. (Cuautle and Rico-Gray, 2003; Fernandes et al., 2005; Alves-Silva, 2014).
Em contrapartida, as plantas possuem condigdes e recursos essenciais para a manutencao
das populacdes de formigas, como nutrientes presentes em nectarios florais ou corpos
mullerianos, além de naturalmente servir como substrato para a constru¢édo do ninho (Heil
and Mackey, 2003), numa relacdo complexa envolvendo custos e beneficios
proporcionais aos investimentos da planta hospedeira (Fagundes et al. 2017).

Até recentemente, as relagcBes potencialmente mutualisticas entre formigas-
arvores tém abordado especialmente os efeitos da presenca das formigas sobre os insetos
herbivoros. Entretanto, o papel das formigas e seu patrulhamento sobre as folhas na
regulacdo da microbiota foliar, por exemplo, foi at¢é 0 momento pouco estudado (ver
Gonzalés-Teuber et al., 2014).

As folhas forrageadas ou patrulhadas por formigas constituem um micro-habitat
para diferentes géneros de bactérias, fungos filamentosos, leveduras, algas e outros
microrganismos, sendo as bactérias 0s organismos mais abundantes e diversificados
(Lindow and Brandl, 2003). Algumas comunidades bacterianas em superficies das folhas
contém mais de 78 especies, podendo representar 37 géneros (Beattie and Lindow, 1999).
Essas bactérias podem ser endofiticas, que se estabelecem no interior da planta, ou
epifiticas, que vivem na superficie dos 6rgdos e tecidas vegetais (Azevedo, 1998). As
endofiticas podem auxiliar no crescimento da planta por meio da producéo de hormonios

de crescimento, fixacdo de nitrogénio e producédo de enzimas hidroliticas associadas a



processos metabolicos da planta (Mirza et al., 2001). Esses microrganismos também sao
responsaveis pela producdo de compostos secundarios que podem apresentar funcéo de
antibacterianos e antifingicos, o que os tornam interessantes para o uso medicinal (Glick,
2010), agronémico e ambiental (Beattie and Lindow, 1999), mas que num contexto

ecologico podem ser fundamentais para a homeostasia do sistema vegetal.

Os microrganismos epifiticos habitam as partes aéreas das plantas, denominadas
de filosfera, e podem chegar a superficie das folhas carreados por insetos, excrecdo de
origem animal, intemperes ou mesmo associados a sementes (Whipps et al., 2008). A
filosfera esta exposta as flutuagbes de temperatura, umidade relativa do ar e fontes
limitantes de nutrientes para os microorganismos (Lindow and Brandl, 2003), que
também sdo limitados pela liberacdo de compostos organicos volateis através das folhas,
como dioxido de carbono, acetona, moléculas de terpendides, aldeidos, alcoois e grandes
cadeias de hidrocarbonetos (Whipps et al., 2008). Além disso, a disponibilidade de
acucares na filosfera controla o tamanho da populacéo bacteriana (Mercier and Lindow,
2000).

Portanto, o estabelecimento de microrganismos na filosfera depende das
propriedades fisico-quimicas da superficie foliar, das caracteristicas abioticas (Whipps et
al., 2008; Mercier and Lindow, 2000), do metabolismo energético e secundario das
plantas (Muller and Riederer, 2005) e da propria capacidade de colonizacdo das bactérias
(Felestrino et al., 2017). Como exemplo, a alta incidéncia de radiacéo solar sobre as folhas
pode estar relacionada com a ocorréncia ja registrada de bactérias pigmentadas (Jacobs
and Sundin, 2001). Além disso, espécies de bactérias que modificam as caracteristicas
foliares podem facilitar a colonizacdo de outras espécies (Beattie and Lindow, 1999). Um
processo claro de facilitagdo deste processo é exemplificado por bactérias que produzem
biosurfactantes, a fim de diminuir a tensdo superficial das cuticulas, aumentando desta

forma a disponibilidade de agua na superficie foliar (Schreiber et al., 2005).

Estes fatores bioticos e abidticos estruturam as comunidades bacterianas presentes
nas plantas como um todo. Contudo, cada espécie hospedeira é caracterizada por uma
microbiota distinta. Lambais et al. (2006), analisaram a diversidade de bactérias em
dosséis da Mata Atlantica, e observaram que as comunidades bacterianas de diferentes
espécies de arvores de uma mesma floresta foram altamente diferenciadas, com apenas

0,5% das espécies de bactérias em comum entre quatro espécies de plantas investigadas.



No que se refere a interacdo tritrofica, a microbiota da planta também pode mediar
as interacdes entre planta e artropodes (Bonte et al., 2010; Biere and Tack, 2013).
Bacteérias da filosfera podem influenciar a escolha de herbivoros especialistas, induzindo
a susceptibilidade da planta ao ataque (Humphrey et al., 2014). Mdller et al. (2003)
mostraram que larvas lepidopteras podem afetar a diversidade bacteriana na superficie de
folhas de faia e de carvalho. Por outro lado, a planta pode recrutar entomopatogénicos,
através da producdo de compostos secundarios, para agir contra herbivoros (Cory and
Ericson, 2010). Entretanto, pouco se sabe sobre como a presenca de formigas modifica a
composicao das comunidades bacterianas epifiticas das superficies das folhas. Um dos
poucos estudos existentes indicou que a presenca de Pseudomyrmex ferrugineous nas
copas de Acacia hindisii, diminui a ocorréncia de bactérias patdégenas na filosfera
(Gonzalez-Teuber et al. 2014), revelando que pode haver uma interacdo entre inseto,
planta e microorganismos (Biere and Tack, 2013; Mdller et al., 2003). Nesse caso, as
formigas diminuiram a presenca de microorganismos potencialmente fitopatogénicos,
resultando assim na defesa da planta. No caso particular de A. hindisii e P. ferrugineous,
a formiga defender a planta de doencas beneficia sua prépria col6nia, uma vez que a
arvore fornece espacos 0cos para a ocupacao desta espécie numa relacdo de mutualismo

obrigatorio.

No entanto, a elevada densidade populacional de espécies arbéreas de formigas e
a alta similaridade genética das operarias impGe aumento do risco de eventos de
adoecimento da colénia. A chamada selecdo dependente de frequéncia e densidade
(Axelrod and Hamilton, 1981) ndo teria como causar aumento de variabilidade genética
em um superorganismo com uma mesma origem genética, como é o caso de uma col6nia.
Ainda assim, ndo ha registros na literatura de contaminacdo e morte de coldnias por
qualquer tipo de adoecimento. Devido a propria organizacdo social em coldnia das
formigas, a propagacao de bactérias patogénicas pode ser facilitada (Baer and Schmid-
Hempel,1999; Schmid-Hempel, 1998). Portanto, esse aparente paradoxo so se resolve se
houver um arsenal de mecanismos de imunidade coletiva extremamente eficiente, que iria
da producéo de compostos antimicrobianos até a manipulacdo da microbiota do ambiente
(Cremer et al. 2007; Vannette et al. 2017)

Formigas possuem uma variedade de glandulas responsaveis por diferentes
secre¢des que auxiliam principalmente na comunicacgéo entre os individuos e na protecdo

contra patdgenos (Attygale and Morgan, 1984). A glandula metapleural nas formigas
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cortadeiras, por exemplo, libera substancias antissepticas que protegem a superficie
corporal e o ninho contra microrganismos (Maschwitz et al. 1970). Em formigas da
subfamilia Dolichoderinae, as glandulas de Pavan e Pygidial sdo responséaveis pela

producdo de compostos usados ha comunicacdo e defesa (Wilson and Pavan, 1959).

Estes sinais quimicos deixados por elas também possuem o efeito de repelir
herbivoros (Offenberg, 2014). Em um estudo realizado por Offenberg et al. (2004) foi
observado que besouros herbivoros preferiram se alimentar de folhas que néo tiveram
contato com formigas do que aquelas que foram patrulhadas por elas. Além disso, folhas
tratadas com macerado feito de operérias de Azteca instabilis foram menos consumidas
do que em folhas patrulhadas pelas formigas (Gonthier, 2012). Do Nascimento et al.
(1998), utilizaram col6nias de Azteca bicolor e A. chartifex e observaram que a glandula
pygidial presentes nelas secreta substancias com caracteristicas antifingicas,

antibacterianas e que repelem insetos.

Formigas interagem com diversos microrganismos presentes nos ambientes em
que habitam (de La Fuente and Marquis, 1999; Heil et al. 2002; Gonzéles-Teuber et al.
2014). Cada espécie de formiga tem sua propria microbiota, a qual varia entre castas e
com o ambiente que as rodeiam (Ishak et al., 2011, Kellner et al., 2015; Lucas et al.,
2017). A composicdo dessas comunidades bacterianas associadas a organismos sociais
tem particular importancia na compreensdo de habitos comportamentais e no risco de
propagacéo de doencgas (Wilson, 1975). Sendo assim, formigas seriam capazes de moldar
e manter suas bactérias mutualisticas (Fernandez-Marin et al., 2009; Kellner et al., 2015).

Bactérias podem inibir ou matar competidores e invasores no seu territorio de
forma direta, através da competicdo por interferéncia, liberando toxinas ou antibi6ticos
que criam zonas inospitas para os competidores (Stubbendieck and Straight, 2016).
Contudo, acredita-se que, em uma comunidade bacteriana, a selecdo natural pode ter
favorecido a especializagdo a fim de reduzir conflitos bioquimicos e melhorar a
capacidade de coexisténcia das espécies (Johnson et al., 2012). Como consequéncia dessa
especializacdo funcional, as células bacterianas adotaram novas estratégias de
crescimento, o que afetaria as interacOes entre elas e com o ambiente (Stubbendieck et
al., 2016).

Dentre os mecanismos adaptativos das bactérias que afetam tanto o potencial de

invasibilidade de ambientes quanto a competitividade, estd a sofisticada e complexa
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membrana que as protegem (Silhavy et al., 2010). As varia¢es no tipo e composicao
dessas membranas separam esses organismos procarioticos em dois grupos principais:
Gram-positivo e Gram-negativo, baseados nas caracteristicas de retencdo de coloragdo
por suas membranas (Gram, 1884; Stanier et al., 1976). Bactérias Gram-positivas sao
limitadas por uma membrana simples e geralmente contém uma camada de
peptideoglicano relativamente grossa (Gupta, 2011). As bactérias Gram-negativas sdo
cercadas por duas membranas diferentes, sendo que no compartimento periplasmatico
entre a membra interior e a membrana exterior, contétm uma fina camada de
peptideoglicano (Stanier, 1976, Sutcliffe, 2010). Diversos estudos discutem como e quais
pressbes seletivas contribuiram para a evolugdo destes dois grupos (Nikaido, 1989;
Davies, 1994; Gupta, 1998; Gupta, 2011). Do ponto de vista ecoldgico, esses dois grupos
podem ser considerados guildas, as quais se separam pela maior resisténcia a condi¢des
adversas e maior capacidade competitiva das Gram-negativas (Kramer and Gleixner,
2008; De Vries and Shade, 2013; Schwechheimer et al., 2013).

Contudo, neste trabalho investigamos, ainda que de forma primaéria, até onde a
presenca de formigas dominantes em um mesmo local no dossel florestal, teria uma
participagdo efetiva de uma microbiota mutualistica. Atuando na inibicdo de grupos
microbianos invasivos e potencialmente entomopatégenos. Para isso testamos as
seguintes hipoteses: 1) Os corpos das operarias de A. chartifex produzem compostos
antimicrobianos, seja através de bactérias simbiontes ou por meio de suas glandulas; 2)
A presenca de A. chartifex forrageando nas folhas de B. sericea pode alterar a composicéo
bacteriana na superficie das folhas, controlando que espécies coexistiriam com a planta-
formiga em local de intensa visitacdo por operarias; 3) As bactérias Gram-negativas sao

mais resistentes, devido as vantagens adaptativas das duas membranas na sua estrutura.

OBJETIVOS
Objetivo geral:

Verificar a influéncia das interacGes entre a formiga da espécie Azteca chartifex
(Formicidae: Dolichoderinae), plantas da espécie Byrsonima sericea DC (Malpighiaceae)
e bactérias Gram-positivas e negativas presentes na filosfera e no exoesqueleto das

operarias.
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Objetivos especificos:

e Testar o efeito inibitorio das proprias bactérias e dos compostos extraidos de A.
chartifex sobre Xanthomonas citri subsp. citri (XAC306), Staphyloccocus aureus e
Staphyloccocus epidermidis.

e Testar o efeito inibitorio direto de bactérias mutualisticas associadas ao exoesqueleto
das formigas contra bactérias das superficies foliares de Byrsonima sericea DC
(Malpighiaceae).

o Verificar se as bactérias mutualisticas com as formigas e com maior poder de inibigédo

seriam Gram-negativas.

MATERIAIS E METODOS
Area de estudo:

O Parque Estadual do Rio Doce — PERD (19°45” S 42°38° W) é uma das maiores
reservas de Mata Atlantica do Brasil com uma area de 35.970 ha. Segundo a classificacao
de Koeppen, clima € tropical sazonal, do tipo Aw, e a altitude varia de 236 m a 515m com
precipitacdo média de 1.350mm a 1900 mm (Alvares et al., 2013). O parque possui 0
maior sistema lacustre da regido Neotropical sendo composto por aproximadamente 40

lagoas naturais que ocupam cerca de 11% de sua area.

Este trabalho foi realizado com individuos de Byrsonima sericea que ocorrem na
orla dessas lagoas. Essa espécie ¢ dominante neste ambiente (Dos Reis Barbosa, 2014) e
importante na estruturacdo do habitat ecotonal de florestas e lagos, tendo sua fauna de

insetos associados suficientemente conhecida (Campos et al., 2006; Ribeiro et al., 2008).

Espécies estudadas:
Azteca chartifex.

O género Azteca (Formicidae: Dolichoderinae) ocorre em toda regido Neotropical,
desde o México até o norte da Argentina (Benson and Harada, 1988) sdo habitantes
especializadas em plantas mimercéfitas e exibem uma variedade de tipos de ninhos,

incluindo o ninho de “cartao” (Longino, 2007). Azteca sp. geralmente s&o dominantes no
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mosaico de espécies de formigas presentes na mesma arvore (Leston, 1978), devido ao
seu comportamento agressivo em defender seu territorio sdo capazes de dominar o dossel
(Do Espirito Santo et al., 2011). Azteca chartifex (Formicidae: Dolichoderinae) ¢ uma
espécie territorialista e dominante pertencente a um grupo estritamente neotropical de
formigas arboricolas (Longino, 2007). Constroem seus ninhos a base de celulose e fibras

processadas, podendo abrigar milhares de individuos (Baccaro et al., 2015).

Byrsonima sericea

Byrsonima sericea DC. é uma arvore da familia Malpighiaceae encontrada
frequentemente em Campo Rupestre, Cerrado (latu sensu), Matas de Galeria, Floresta de
Terra Firme, Floresta Ombrofila e Restinga (Mamede et al., 2015). Essa espécie, nativa
do Brasil, € muito comum em ambientes de transicdo floresta-agua, como em areas de

restinga (Sacramento et al., 2007) e florestas riparias (Lorenzi, 2000).

O padrdo de crescimento de B. sericea no ecétono floresta-lago indica que essa
espécie inclina sua copa na direcdo das lagoas em busca de luz, formando uma estrutura
de copa horizontal (Dos Reis Barbosa, 2014). Essa condicéo especifica formada pelo
“dossel dobrado™ para a beira das lagoas aumenta as taxas de insolacdo e dessecacdo das
copas, tornando as copas dobradas sobre a agua habitats extremos para insetos,
semelhantes ao dossel superior (Campos et al., 2006; Ribeiro and Basset 2007; Ribeiro
et al., 2008; Lourenco et al. 2019).

Isolamento das bactérias das folhas

Durante a estacdo chuvosa (Dezembro de 2017) foram coletadas folhas de 10
individuos de B. sericeae com ninhos de A. chartifex e folhas de 10 individuos sem ninhos,
separadas aproximadamente 10 metros uma da outra. As folhas foram coletadas utilizando
luvas e armazenadas em tubos falcon, ambos estéreis, e assim levadas para o Laboratorio
de Gendmica e Interacdo Bactéria-Ambiente (LabGiba), na Universidade Federal de Ouro
Preto (UFOP). Um swab estéril foi passado em média 5 x sobre a superficie adaxial e
abaxial de cada folha e depois foi passado para placas de Petri de 90x15 mm, contendo

meio LB agar (sélido) e 0,03 mg/L do fungicida tiofenato, propicio para o crescimento de
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bactérias. As placas foram incubadas em B.O.D. em uma temperatura de 28°C durante 48

horas.

As bactérias, de diferentes morfotipos e cores, que desenvolveram melhor
crescimento foram repicadas em novas placas de Petri de mesmas dimensdes e condices.
Uma vez certificado o isolamento, tais isolados foram colocados para crescer em tubos
tipo eppendorfs de 1,5 mL de volume contendo meio LB liquido e depois que foram
incubados em B.O.D. por 48 horas. Apds este periodo, glicerol foi adicionado a uma

concentracdo final de 30% e armazenadas em freezer.

Isolamento das bactérias das formigas

Foram coletados ninhos satélites e um pedaco do ninho matriz de A. chartifex,
utilizando um facéo estéril, durante a estacdo chuvosa (Abril de 2018). As amostras foram
armazenadas em baldes estéreis e levados para o LabGiba, na UFOP. Em placas de Petri
de 90x15 mm, contendo meio LB &gar (s6lido), foram introduzidas até 10 operéarias vivas
para andar sobre 0 meio de enriquecimento e depois incubadas em B.O.D. com 28°C por
48 horas. Todas as etapas de certificacdo do isolamento e conservagao foram idénticos aos

descritos no item anterior.

Placa Matriz

Para realizar os ensaios envolvendo as bactérias isoladas das formigas, montou-se
uma placa matriz, com a finalidade de otimizar a inoculacdo das bactérias, de tal maneira
que todas elas fossem inoculadas ao mesmo tempo. Foram inseridos 200 pL de isolados
das formigas em cada poco, apos crescidos em meio LB liquido durante 48 horas. Assim,
as bactérias das formigas foram inseridas em duplicata na placa de 96 pocos, separando
de forma esquematica as bactérias de formigas de ninhos satélites e as do ninho matriz,

da seguinte forma (Figura 1).
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FT1 FT2 FI3 | FT4 | FT5 | FT6 | FTL FT2 FT3 | FT4 | FT5 | FT6

FT7 FT8 FT9 FT2.1 FT2.2 FT2.3 FT7 FT8 FT9 FT2.1 FT2.2 FT2.3

FT2.4 FT2.5 FT2.6 FT2.7 | FT2.8 | FT2.9 FT2.4 FT2.5 FT2.6 FT2.7 FT2.8 FT2.9

FT2.10 | FT2.11 | FT2.14 | F2.1 F2.2 F2.3 FT2.10 | FT2.11 | FT2.14 F2.1 F2.2 F2.3

F2.6 F2.8 F2.9 F2.10 | F2.11 F2.12 F2.6 F2.7 F2.9 F2.10 | F2.11 F2.12

F2.13 F2.15 F2'1 F2'.2 F2'.3 F2'.4 F2.13 F2.15 F2'.1 F2'.2 F2'.3 F2'.4

F2’.5 F2’.6 F2'.7 F2'.8 F2’.9 | F2°.10 F2’.5 F2'.6 F2'.7 F2’.8 F2’.9 | F2°.10

I O m m 9Ol O w >

F2'.11 | F2’.12 | F2’.13 | F2'.14 | F2'.15 C F2’.11 F2’.12 F2'.13 | F2'.14 | F2’.15 C

Figura 1. Esquema da placa de 96 pogos contendo as bactérias das formigas em duplicata. FT= bactérias
isoladas de formigas de ninhos satélites; F= bactérias isoladas de formigas do ninho matriz; C= Controle

(somente o meio LB liquido).

Ensaio de inibicdo direta in vitro: Bactérias das formigas versus Bactérias

patogénicas

O ensaio foi realizado utilizando Staphyloccocus aureus, Staphyloccocus
epidermidis e Xanthomonas citri subsp. citri (XAC 306). Optamos por testar duas
situacdes hipotéticas: a inibicdo de um fitopatdgeno, X. citri, que seria uma possibilidade
evolutiva caso a defesa da planta hospedeira fosse benéfica as formigas; inibicdo de dois
outros patdégenos humanos, na perspectiva de que esses compostos tenham acdo genérica

sobre microrganismos invasores e potencialmente patogénicos.

Para cada bactéria foi inoculado 10 pL com uma O.D. de 0,5 e espalhadas com uma
alca de drigalski em uma placa de Petri grande (150x15 mm), contendo meio LB solido.
Depois que o “tapete” da cultura bacteriana estava seco, 0S isolados das formigas,
presentes na placa matriz, foram inoculados sobre o alvo por meio de um multi-inoculador
de colbnias. As placas foram incubadas em B.O.D. com 28°C por 48 horas. Apos isto, foi

analisado se houve halos de inibicéo.
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Extracdo de substancias antibidticas das formigas

Diferentes quantidades de formigas (50, 100, 150) foram submersas em cinco mL
de alcool 95% e deixados durante 24 e 48 horas (Penick et al., 2018). Depois, o alcool foi
filtrado em um microfiltro de 0,22 pum e transferido 1 mL para microtubos tipo eppendorfs.
Os microtubos foram deixados abertos em temperatura ambiente e apds 72 horas o alcool
foi evaporado, restando a substancia extraida das formigas. Utilizando uma pipeta, estas
substancias foram ressuspendidas com 200 pL de agua autoclavada, de uma forma

repetitiva com o objetivo de solubilizar toda a substéncia retida no fundo do eppendorf.

Ensaio de inibicdo utilizando os compostos das formigas

O teste foi realizado contra Staphyloccocus aureus e Xanthomonas citri subsp. citri
(XAC 306). Em uma placa de 96 pocos, foi colocado na primeira coluna as solucGes
controle (somente o meio LB liquido) e nas demais colunas foram colocados os
tratamentos em diferentes diluicdes e concentragdes (Figura 2). As bactérias foram

padronizadas em um nivel de absorvancia O.D. de 0,5.
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Figura 2. Esquema do teste de inibicdo em uma placa de 96 pogos.

Foram feitas leituras no espectofotbmetro, com 24 e 48 horas e depois a analise dos dados,

em OD de 600 nm para verificar o crescimento bacteriano.
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Teste de Gram

O teste de coloracdo de Gram das bactérias das formigas e das bactérias das
folhas consistiu inicialmente no esfregaco de 5 pL das culturas bacterianas em uma lamina
que, em seguida, foram flambadas, com o objetivo de fixar as amostras a lamina. O
procedimento foi realizado na sequéncia dos seguintes reagentes: cristal violeta (10 s),
retirada do reagente, lugol (10 s), &gua destilada, lavagem rapida alcool-acetona, fucsina
(10 s) e altima lavagem com agua destilada e observada ao microscopio com aumento de
400 e 1000X.

Ensaio de inibi¢do direta in vitro: Bactérias das formigas x Bactérias das folhas

O teste foi feito em uma placa de Petri (150x15 mm), tendo como alvos o0s
isolados das folhas de arvores com formiga e os isolados de folhas de arvores sem
formigas. Apds o crescimento de cada isolado, foi inoculado 10 pL na placa contendo
meio LB &gar (sélido) e feito o espalhamento utilizando uma alga drigalski. Os isolados
das formigas, presentes na placa matriz, foram inoculados sobre cada “tapete” das
bactérias alvo, por meio de um multi-inoculador de col6nias. Posteriormente, as placas
foram colocadas em B.O.D. com 28°C por 48 horas. Apds o crescimento das bactérias,
cada experimento foi fotografado e através das fotos foram analisadas as areas de

crescimento das bactérias das formigas. Os experimentos foram feitos em duplicata.

Foram selecionadas um total de 60 placas que obtiveram crescimento similar nas
duplicatas. A area de crescimento das bactérias das formigas foi calculada separadamente
em dois grupos: bactérias isoladas de formigas de ninhos satélites e bactérias isoladas de
formigas do ninho matriz. O célculo foi feito através da proporcdo da area coberta em
relacdo a area da placa, ou seja, a ocupacdo da area da placa com a substituicdo do tapete
original de bactérias foliares foi a medida de inibicdo aqui adotada. A medida foi feita
utilizando um papel transparente marcado com pontos milimitrados. Esse método permite
um maior nimero de medicBes por tempo. Para certificar a eficiéncia deste método,
algumas amostras tiveram a area de crescimento exata calculadas pelo programa ImageJ,

e assim os valores foram comparados.

Extracdo do DNA e amplificacdo da regido 16S
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Para identificacdo dos géneros de bactérias, foram selecionados ao acaso, portanto
proporcionalmente a frequéncia, os isolados quanto ao morfotipo da sua col6nia. Desses,
foi possivel extrair DNA de 37 isolados de formigas e 12 da filosfera. A técnica usada
para a extracdo do DNA dos isolados bacterianos foi descrita por Queipo-Ortufio et al.
(2008) e Diana et al. (2012). Um volume de 1,5 mL de meio liquido contendo células
bacterianas, crescidas durante a noite, foram centrifugadas a 15000 x g por 15 min. O
sobrenadante foi retirado e o pellet foi ressuspendido em 1 mL de &gua ultra pura, e
centrifugado em 15000 x g por 10 min. O sobrenadante foi retirado e o pellet
ressuspendido em 40 pL de agua ultra pura, e assim as amostras foram colocadas em
banho-maria a 100°C por 10 min e logo depois foram colocadas no freezer a -20°C por
10 min. Depois foram centrifugadas a 15000 x g por 20 s, e retirado o sobrenadante

contendo 0 DNA gendmico.

Os isolados foram submetidos a reacdes de PCR, foram utilizados
oligonucleotideos  complexos  compostos  por:  sequéncia  foward 5’
GTGCCAGCMGCCGCGGTAA 3’ ereverse 5 CCGTCAATTYYTTTRAGTTT 3’ para
amplificar a regido V4 — V5 (Fouhy et al., 2016). Para cada amostra foi usado 3 pL do
Buffer +MgCI? (10 x), 1,13 pL de dNTP (10 mM), 4,5 pL dos primers foward (10 pM) e
reverse (10 pM), 0,48 uL de Taqg (5U/ul), 1 pL do DNA genémico em uma concentracao
de 20 ng/pL e 15,36 uL de a4gua Mili-q. A amplificacdo foi submetida a um ciclo inicial
de 5 minutos por 94 °C, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 1 minuto a 57 °C,
1 minuto a 72°C, e um ciclo final de 5 minutos a 72°C. As reagdes foram realizadas em
termociclador Biocycler® e as regides de DNA amplificadas foram analisadas em gel de
agarose 0,8%, utilizando 5 pl do produto de PCR para verificacdo da qualidade. As
amostras com bandas inespecificas foram submetidas ao corte do fragmento desejado, e
depois purificadas usando o Kit Invitek, seguindo instrucdes do fabricante. As amostras
purificadas e as que apresentaram banda Unica foram enviadas para sequenciamento no
Centro de Recursos Bioldgicos e Biologia Genémica (CREBIO), na Universidade
Estadual Paulista (UNESP). As sequéncias de DNA foram analisadas utilizando a
plataforma the Ribosomal Database Project (RDP), através da ferramenta Sequence
Match (Garrity et al., 2001).

Analises estatisticas:
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Para testar o efeito de inibicdo dos compostos das formigas, foi realizado Modelos
Lineares Generalizados (GLM). O crescimento das bactérias, medido pela absorbéancia,
foi a varidvel dependente e os tratamentos, sendo as diferentes dilui¢cGes e concentragdes
foram considerados variadveis explicativas. Foi realizado um teste para saber se houve
diferenca entre as espécies de bactérias, e se a diluicdo e concentracdo dos compostos

afetou o crescimento das mesmas.

Para o teste de inibicdo direta das bactérias das formigas sobre as bactérias da
superficie foliar, foi realizado um GLM, tendo como variavel dependente o crescimento
total das bactérias das formigas, em resposta a serem as bactérias foliares provenientes de
plantas com ou sem ninhos e forrageamento de A. chartifex. O efeito das bactérias de
formigas sobre as foliares também foi testado contra o tipo de membrana das bactérias
alvo. Para analisar as proporc¢des de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, isoladas
da superficie de folhas de individuos com presenca e auséncia de ninhos e isoladas dos
corpos das formigas, foi feito um teste qui-quadrado.

Todas as andlises estatisticas utilizando GLM foram feitas com auxilio do
software R (R Development Team, 2017), e o teste qui-quadrado foi feito utilizando o

Microsoft Office Excel, com nivel de significancia de 0,05.

RESULTADOS
NUmero de isolados obtidos

Foram obtidos 85 isolados bacterianos a partir das folhas de B. sericeae com
ninhos de A. chartifex e 60 isolados bacterianos a partir das folhas de individuos sem
ninhos. E quanto as bactérias do exoesqueleto das formigas, houve um total de 47

isolados.

Teste de inibicdo direta in vitro: Bactérias das formigas versus Bactérias patogénicas

No experimento entre as bactérias das formigas contra Xanthomonas citri subsp.
citri (XAC 306) houve pequenos halos de inibicdo (Figura 3A). Nado houve qualquer
inibicdo contra S.epidermidis e S. aureus (Figura 3B; Figura 3C).
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Figura 3. Teste de inibicdo direta. (A) Xanthomonas citri subsp. citri (XAC 306); (B) Staphyloccocus

epidermidis; (C) Staphyloccocus aureus.

Ensaio de inibi¢do utilizando os compostos das formigas

O composto extraido em diferentes quantidades de formigas ndo afetou o crescimento
das coldnias de Staphyloccocus aureus e Xanthomonas citri subsp. citri, sendo que analise
entre absorbancia e concentracdo dos compostos néao foi significativo (GLM; F1 58 = 0.034,
p =0.85). A diluicdo dos compostos também ndo afetou o crescimento das bactérias (GLM;
F158 = 3.07, p =0.08). A analise de absorbancia entre S. aureus e X. citri (XAC 306) nao foi
significativo (GLM; Fi1ss = 17.53, p =0.97), mostrando que o efeito do composto foi o
mesmo para as duas espécies de bactérias. De fato, os valores de O.D foram maiores para as
bactérias tratadas com o composto das formigas (GLM; F1s6 = 31.39, p < 0.01), sugerindo
que este composto ndo apresenta efeito inibitorio sobre os isolados testados (Figura 4).
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Figura 4. Valores de absorbancia entre o controle e os tratamentos. Os tratamentos possuem diferentes
diluicdes e concentraces.

Identificagdo morfoldgica das bactérias

As bactérias foram identificadas de acordo com o teste Gram, e assim foi realizado
uma anélise das proporcfes de Gram-positivas e Gram-negativas em cada grupo de
isolados. Seja para bactérias provenientes de folhas de &rvores com ninhos de A. chartifex,
sem ninhos de A. chartifex e para a microbiota associada a A. chartifex predominaram
Gram-negativas, porém de forma mais acentuada nas folhas com formigas e nos

exoesqueletos destas (Figura 5; y%= 18.521, p <0.05).

B

Gram-positivas
(27.71%) Gram-positivas

(44.45%)

Gram-posifivas
(38.3%)

Figura 5. Proporcdo de Gram-positivas e Gram-negativas. (A) Em 85 isolados de folhas de arvores com

formigas. (B) Em 60 isolados de folhas de arvores sem formigas e (C) em 47 isolados das formigas.

Ensaio de inibicdo direta in vitro: Bactérias das formigas versus Bactérias das folhas

As bactérias associadas as formigas cresceram mais sobre isolados alvos
provenientes de arvores que ndo eram visitadas por A. chartifex (GLM; Fiss = 15.21,
p < 0.01). Embora, numa analise global ndo tenha havido diferencas significativas na
inibicdo de Gram — ou + (GLM; F157 = 0.13, p < 0.7), na anélise de interacdes de fatores,
em isolados de folhas de arvores sem ninhos, as bactérias das formigas apresentaram
maior crescimento sobre bactérias Gram-positivas, e 0 inverso para as arvores com
forrageamento de A. chartifex (GLM; F1,56 = 4.92, p<0.05) (Figura 6).
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Figura 6. Crescimento total das bactérias das formigas sobre alvos isolados de folhas de arvores sem ninho

s e com ninhos de A. chartifex. As bactérias alvo estdo separadas em Gram-positivas e Gram-negativas.

Para o crescimento sobre alvos de &rvores sem ninhos (média= 56.5; ep=3.50) e para alvos de &rvores com

ninhos (média= 36.145;

ep= 4.048).

Tabela 1. Valores de maximo, minimo e médio para o crescimento total das bactérias das formigas,

crescimento das bactérias das formigas de ninhos satélites (N1) e crescimento das bactérias das formigas do

ninho matriz (N2).

Crescimento | Crescimento | Crescimento
Total (%) N1 (%) N2 (%)
Méaximo 81.39 30.950 77.70
Minimo 10.14 1.230 5.79
Média 46.09 11.645 31.82

O crescimento das bactérias das formigas do ninho matriz apresentou maiores

valores quando comparados ao crescimento das bactérias provindas de ninhos satélites

(Tabela 1, Figura 7).
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Figura 7. Comparacdo entre os valores de crescimento das bactérias das formigas de ninhos satélites e
crescimento das bactérias das formigas do ninho matriz. Para ninhos satélites (média= 12.62; dp= 6.90;
ep=0.89) e para o ninho matriz (média= 34.24; dp= 18.35; ep= 2.37).

Anélise da distribuicdo dos géneros de bactérias associados as formigas e a filosfera

Dos isolados identificados, estdo presentes em maiores quantidades os géneros
Enterobacter  (Proteobacteria), seguido por Staphylococcus (Firmicutes) e
Curtobacterium (Actinobacteria). Outros géneros pertencentes aos filos Proteobacteria
(Buchnera, Pantoea, Rodhocyclales), Firmicutes (Bacillus e Streptococcus) e
Actinobacteria (Microbacterium e Streptomyces) estdo presentes em menores
quantidades dentro da técnica cultivavel utilizada neste estudo. A maioria das bactérias
isoladas e identificadas do corpo das formigas eram Gram-negativa, dos géneros
Enterobacter e Pantoea (Figura 7). As bactérias da filosfera de ambos conjuntos de folhas

eram na maioria Gram-positivas.

Duas das bactérias Gram-negativas associadas as formigas se fazem presentes
na microbiota de  folhas comumente patrulhadas por elas: Enterobacter spl. (51% dos
isolados dos corpos de formigas), e Pantoea spl. (10.8% dos isolados dos corpos de
formigas). Esses géneros passam a compor aproximadamente 30% das bactérias
dominantes identificadas nas folhas com formigas, estando ausentes das folhas sem

patrulhamento das formigas (Figura 8).
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Bacillus sp. Staphylococcus sp.

Buchnera sp. Streptomyces sp.
Enterobacter sp. Uncultured bacterium
Microbacterium sp. Uncultured korarchaeote

Pantoea sp. Cutobacterium sp.

Hl TR

Rhodocvclales sp. Streptococcus sp.

Figura 8. Identificacdo dos géneros dos isolados bacterianos: de folhas sem formigas (N=6), das formigas
(N=37) e de folhas com formigas (N=6).

Por outro lado, a presenca das formigas se deu em folhas onde ndo se registrou
Streptomyces e Streptococcus em quantidades relevantes, enquanto que nas folhas sem
patrulhamento de formigas essas bactérias corresponderam a 30% dos isolados obtidos.
Por outro lado, a capacidade inibitdria das bactérias de formigas crescendo sobre as
coldnias dessas bactérias foliares foi relativamente baixa, ndo se podendo atribuir a
inexisténcia dessas das folhas patrulhadas a uma acdo das Gram-negativas das formigas
(Tabela 2).

Finalmente, observou-se uma discrepancia da capacidade inibitoria das bactérias
Gram- de formigas sobre duas bactérias dominantes da filosfera: Cutobacterium spl. e
Staphylococcus spl. Tanto nas folhas patrulhadas quanto nas sem formigas, esses dois

géneros corresponderam a 50% dos isolados. No entanto, os isolados correspondente aos
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mesmos géneros das folhas sem formigas, foram as que sofreram maiores taxas de
inibicdo quando expostas ao crescimento das Gram- dos corpos das formigas. Ao
contrario, essas mesmas bactérias nas folhas com formigas sofreram as menores taxas
inibitdrias, sugerindo que hajam isolados resistentes a presenca das bactérias

entomofilicas.

Tabela 2. Identificacdo dos géneros e tipo de membrana dos isolados alvos, provindos das folhas, e maiores
e menores valores da taxa de crescimento das bactérias das formigas sobre estes alvos. Com 6 isolados de

folhas com formigas (C) e 6 isolados de folhas sem formigas (S).

Isolado alvo Género m-cl;ir':\‘l)oriena Taxa de (Zz/‘:)s cimento
C10.4 uncultured bacterium 79.41
C10.7 Enterobacter sp. G- 73.19
C10.2 Pantoea sp. G- 69.41
C1.2 Curtobacterium sp. G+ 12.63
C55 Curtobacterium sp. G+ 12.04
C2.2 Staphylococcus sp. G+ 10.14
S8.6 Curtobacterium sp. G+ 81.39
S2.2 Staphylococcus sp. G+ 81.08
S8.8 Curtobacterium sp. G+ 78.4
S3.3 uncultured bacterium 33.33
S4.3 Streptomyces sp. G+ 20.93
S3.4 Streptococcus sp. G+ 14.1
DISCUSSAO

A habilidade que as formigas possuem em colonizar diversos nichos e explorar
uma grande diversidade de recursos (Wilson and Kinne, 1990), pode ter conduzido a
selecdo de um forte sistema imunoldgico, direcionado pela constante exposicdo a

microorganismos associados aos seus recursos (Schulenburg et al., 2008). Neste trabalho,

26



vimos que as bacterias das formigas nao inibiram diretamente S. epidermidis e S. aureus,
mas obtiveram pequenos halos de inibicdo contra o fitopatdgeno X. citri subsp. citri.
Verificamos que os compostos extraidos de A. chartifex ndo tiveram efeito inibitdrio
contra S. aureus e X. citri subsp. citri, pelo contrario, os tratamentos que tinham o extrato
das formigas obtiveram maiores taxas de crescimento destas bactérias. Isto pode ser
explicado por diversos fatores, dentre eles pode ser sugerido que alguns insetos tenham
desenvolvido atividades antimicrobianas especificas e induzidos apds exposicdo ao
patogeno. Konrad et al. (2012) demonstrou que Lasius neglectus desenvolve antifungicos
apos a exposicdo de operarias ao fungo Metarhizium anisopliae. Nesse caso, além da
defesa ser induzida, se d& como estimulo de um microrganismo que é um patdgeno natural
de formigas. Existe, porém exemplos de outros insetos sociais capazes de produzir
defesas contra patdgenos exdgenos a sua ecologia, como o cupim Reticulitermes flavipes
que produz compostos que inibem o crescimento de alguns patégenos humanos (Zeng et
al. 2016). No entanto, esses compostos s6 sdo produzidos depois que 0s cupins se

alimentam de células mortas dessas bactérias.

Insetos sociais evoluiram uma variedade de defesas contra patdgenos, porém néao
exclusivamente quimicas (Stow et al., 2010). Penick et al. (2018) mostrou que 40% de
20 espécies de formigas estudadas ndo produzem compostos capazes de inibir o
crescimento de Staphyloccocus aureus. Outra solucdo, formigas hospedam uma
diversidade de microorganismos endosimbiontes que investem em produtos antibioticos.
Certas espécies de formigas se tornam “hotspots” de diversidade microbiologica,
enquanto outras abrigam poucos microrganismos simbiontes (Russel et al., 2017).
Independentemente do nimero total de espécies associado a uma dada espécie de formiga,
é extremamente importante que essas tenham uma associacdo mutualistica especifica,
como em Polyrhachis, que apresentam endobactérias especificas capazes de inibir a
invasdo de espécies potencialmente patdgenas (Ramalho et al. 2017). Wernegreen et al.
(2009) descrevem um sistema de elevada especificidade entre espécies de bactérias do
género Blochmannia, e espécies de formigas da Tribo Camponotini. Essas bactérias
também tém potencial de protecdo contra patdgenos, mas 0 mais interessante € que as
formigas sdo colonizadas por elas através de trofobiose com insetos sugadores, seus
hospedeiros primarios. A despeito do grande numero de estudos sobre endobactérias de
formigas, pouco se sabe sobre o papel mutualistico da microbiota associada ao

exoesqueleto desses insetos.
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Nesse trabalho, bactérias associadas a A. chartifex tiveram maior taxa de
crescimento sobre o tapete de bactérias Gram-positivas associadas as folhas de B. sericeae
que ndo possuem interagdo com essas formigas, isto é, provenientes de arvores sem
ninhos de A. chartifex. Essa foi a situacdo na qual as bactérias das formigas cresceram
mais rapido, exaurindo a disponibilidade de nutrientes e, portanto, eliminando de maneira
mais eficiente a espécie foliar previamente cultivada. As predigdes que sdo
concomitantemente corroboradas aqui é de que as formigas carregam bactérias capazes
de inibir microrganismos exdgenos a microbiota associada a A. chartifex, e que bactérias
Gram-negativas seriam mais competitivas que Gram-positivas. O sucesso de crescimento
das bactérias das formigas foi definido pela maioria dos isolados que eram Gram-
negativos. Esse efeito inibitorio foi muito mais efetivo sobre as bactérias foliares
exogenas ao sistema A. chartifex — B. sericea, sendo que a expansdo sobre Gram-positivas
provenientes de folhas que sdo visitadas pelas formigas foi apenas a metade daquela
observada para bactérias vindas de folhas que ndo sdo visitadas. Bactérias Gram-
negativas geralmente apresentam menor sensibilidade ao meio em que vivem do que
bactérias Gram-positivas (Nikaido, 1989; Spratt, 1994), devido a sua membrana externa
que as protegem ao excluir moléculas toxicas e fornecer um envelope estavel para a célula
(Silhavy et al., 2010). Esta membrana externa faz com que exista um espago
intermembranar, onde estdo localizadas enzimas envolvidas na inativacao de antibioticos
(Davies, 1994; Nikaido, 2003). Sendo assim, acredita-se que os antibioticos exerceram
uma pressao de selecdo para a evolucdo de bactérias com duas membranas, 0 que concede

as Gram-negativas maior resisténcia e capacidade invasiva (Gupta, 2011).

Na analise das proporcbes de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
realizada neste estudo, houve maior porcentagem de Gram-negativas nos trés grupos de
amostras. Estas bactérias sdo amplamente estudadas na interacdo com plantas, pois séo
mais faceis de serem manejadas, isoladas e passiveis de abordagens genéticas (Francis et
al., 2010). Por outro lado, as bactérias Gram-positivas sao mais comuns em assembleias
do que as Gram-negativas (Frey-Klett et al., 2007), o que pode explicar as menores
proporcdes de Gram-positivas nas amostras. Alguns estudos usam a relagdo GP/GN para
compreender a estrutura da comunidade biologica de diversos ambiente (Denef et al.,
2009; Robroek, 2015). Zhang (2008) apontou que diferentes valores da relacdo GP/GN
podem indicar efeitos da aplicacdo de inseticida na comunidade microbioldgica da

filosfera, realcando que a abundancia destes dois grupos pode estar relacionada com
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diferentes fatores externos (Sundin and Jacobs, 1999; Jacobs and Sundin, 2001). Neste
estudo foi visto que a presenca de A. chartifex forrageando nas folhas de B. sericea pode
alterar as proporcdes de GP e GN na superficie das folhas.

Em acréscimo, houve maior taxa de crescimento das bactérias de formigas
provenientes do ninho matriz em relacdo as dos ninhos satélites. O maior investimento
em defesa dentro de coldnias, onde se concentra maiores grupos de individuos e de forma
constante, certamente seleciona cepas mais agressivas na inibicao de bactérias exdgenas
ao sistema. Lucas et al. (2017) encontrou resultados similares estudando microbiota de
coldnia de Azteca trigona e solos proximos. Uma relacdo de maior capacidade de defesa
mutualistica associada a alta agregacédo de individuos de uma espécie foi observado até
para espécies ndo sociais. Turnbull et al. (2011) apontou que o tamanho da col6nia de
algumas espécies da ordem Thysanoptera esta relacionado com o potencial dos
antimicrobianos produzidos pelos individuos. Além disso, estratégias de defesa mais
agressiva entorno do ninho matriz confere maior protecdo da rainha, garantindo sua

sobrevivéncia e a adaptabilidade da colonia.

Na identificacdo dos isolados bacterianos provenientes do exoesqueleto das
formigas, foram encontrados em maiores quantidades os filos Proteobacteria, Firmicutes
e Actinobacteria. Esse dado também foi encontrado por Lucas et al. (2017) em Azteca
trigona e por Eilmus and Heil (2009) ao estudar a microbiota de Pseudormymex
ferruginous, uma formiga mirmecdéfita. Um estudo envolvendo Allomerus e Tetraponera,
dois genéros de formigas também simbiontes de plantas, foi encontrado mais de 75% de
Proteobacterias no microbioma culticular (Seipke et al., 2013). E em Liometopum
apiculatum, do género Dolichoderinae, foi encontrado o dominio de Proteobacteria em
formigas adultas e Firmicutes na fase larval (Gonzalez-Escobar et al., 2018). A presenca
de Actinobacterias pode ser uma estratégia, desenvolvida por muitos insetos sociais, na
producdo de antimicrobianos para deter infec¢bes (Fernandez-Marin et al., 2009) Neste
estudo, o género mais representativo nos isolados das formigas foi Enterobacter sp.
(Proteobacteria), também encontrado na filosfera de folhas forrageadas por formigas.
Gonzalez-Teuber et al. (2014), mostrou que a ocorréncia de bactérias da familia
Enterobacteriaceae na superficie de folhas, foi significantemente afetado pela presenca
de formigas. Insetos atuam como vetores de bactérias que normalmente ocorrem na
filosfera, podendo mediar a composi¢do da comunidade bacteriana (Griffin and Carson,
2015). Ja foi visto que a presenca da agressiva Azteca sericeasur, altera a composicéo da
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microbiota de flores do cafeeiro (Vannette et al., 2017). Sendo assim, é possivel que A.
chartifex altere a composicdo da filosfera de B. sericea, 0 que torna necessaria a
identificacdo da comunidade bacteriana através da metagendmica, para que esta

conclusdo seja aprofundada.

Bacteérias do género Curtobacterium foram encontradas nas amostras de folhas de
arvores com e sem formigas. Estas bactérias sdo Gram-positivas e obrigatoriamente
aerobicas, pertencentes ao filo Actinobacteria (Evtushenko and Takeuchi, 2006). O
habitat de Curtobacterium é geralmente descrito em associacdo com plantas e ocorre
principalmente na filosfera (Behrendt et al., 2002; Matulich et al., 2015). No ensaio de
interacdo entre as bactérias das formigas e das folhas, as maiores taxas de crescimento
foram sobre bactérias deste género, isoladas de folhas sem formigas. Em contrapartida,
as bactérias das formigas obtiveram menores taxas de crescimento sobre Curtobacterium
sp., isoladas de folhas forrageadas pelas formigas. Portanto, podemos inferir que ha uma
relacdo de coexisténcia entre bactérias provenientes das formigas e os isolados de
Curtobacterium sp., um género comum a filosfera, provenientes de folhas que ja tiveram

contanto com A. chartifex.

Neste trabalho vimos que as formigas carregam bactérias capazes de inibir
microorganismos exdgenos a microbiota associada a A. chartifex. As bactérias Gram-
negativas seriam mais competitivas que as Gram-positivas. Ha um maior investimento
em defesa dentro de col6nias com maior densidade de individuos, que seleciona cepas
mais agressivas na inibicdo de bactérias exdgenas no sistema. Estudos que abordam
interacdes entre formiga, bactéria e filosfera sdo necessarios para compreender como
estas microbiotas se estabelecem, tornando-se importante a realizacdo da metagendémica

para a identificacdo mais aprofundada das comunidades.
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