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RESUMO

As formigas-cortadeiras tém grande importancia econdmica, ja que podem cortar e utilizar ampla diversidade de
espécies vegetais cultivadas pelo homem. Este trabalho estudou os efeitos do zinco nas formas de cloreto e sulfato
sobre o sistema imune da formiga-cortadeira Atta sexdens. Os experimentos consistiram na imersdo das formigas em
solucbes de sulfato de zinco (ZnSOs) e cloreto de zinco (ZnCly). Para a contagem total de hemdcitos, foi feita a
retirada da hemolinfa, e a concentragdo de hemocitos foi submetida a analise de varidncia pelo teste F (p < 0,05)
seguida por regressdo polinomial (p <0,05). A encapsulacao foi medida por meio do implante de um monofilamento
de nylon, um antigeno inerte, nas operarias e taxa média de encapsulacéo dos diferentes tratamentos foi submetida a
analise da variancia pelo teste F (p <0,05) seguido pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade. As diferentes formas
de sais de zinco diminuiram significativamente a concentragdo de hemacitos das operérias. A taxa de encapsulacéo
ndo apresentou diferengas significativas entre os tratamentos. O sulfato de zinco apresentou-se mais eficiente na
reducdo dos hemdcitos em relacéo ao cloreto de zinco, pois reduziram significativamente a imunidade desses insetos.
Palavras-chave: Sulfato de zinco, Cloreto de zinco, Imunidade.

ABSTRACT

The leaf-cutting ants are of great economic importance because they can cut a wide variety of vegetable crops. This
work studied the effects of the zinc (chloride and sulfate) on the immunity of the leaf-cutting ant Atta sexdens. The
experiments consisted of immersing ant workers in solutions of zinc sulfate (ZnSO4) and zinc chloride (ZnClI2).
Hemocyte count was performed by removal of hemolymph and counting the concentration of hemocytes, comparing
the mean number by variance test F (p < 0.05) followed by polynomial regression (p < 0.05). The encapsulation was
evaluated by the implantation of nylon monofilament, an inert antigen, in the workers, and measuring the
encapsulation rate. The values of different treatments were submitted to variance analysis and compared by the
Scott-Knott test at 5% probability. The different forms of zinc salts significantly decreased the concentration of
hemocytes of the ant workers. Encapsulation rate did not present significant differences between the treatments. The
zinc sulfate seems to be more effective in reducing the hemocytes about the zinc chloride, thus significantly reducing
the immunity of these insects.

Keywords: Zinc sulfate, zinc chloride, immunity.
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Las hormigas cortadoras de hojas son de gran importancia econémica porque pueden cortar una gran variedad de
cultivos agricolas. Este trabajo estudid los efectos del zinc (cloruro y sulfato) sobre la inmunidad de la hormiga
cortadora de hojas Atta sexdens. Los experimentos consistieron en sumergir las hormigas en soluciones de sulfato
de zinc (ZnSO4) o cloruro de zinc (ZnCl2). Mediante la coleccion de la hemolinfa se realizé el recuento de hemocitos
y fue usado la prueba F (igualdad de varianzas) para comparar los promedios de los tratamientos F (p < 0.05)
seguida de regresion polinomica (p < 0.05). Se evaluo la encapsulacion mediante la implantacion de monofilamento
de nylon, un antigeno inerte, en las obreras, y midiendo la tasa de encapsulacion. Los valores de los diferentes
tratamientos se compararon mediante pruebas estadisticas. Los valores de los diferentes tratamientos se sometieron
a andlisis de varianza y se compararon mediante la prueba de Scott & Knott al 5% de probabilidades. Las diferentes
formas de sales de zinc disminuyeron significativamente la concentracion de hemocitos de las obreras de hormigas.
La tasa de encapsulacion no presentd diferencias significativas entre los tratamientos. El sulfato de zinc parece ser
mas eficaz para reducir los hemocitos en comparacion con el cloruro de zinc, lo que reduce significativamente la
inmunidad de estos insectos.

Descriptores: Sulfato de zinc, cloruro de zinc, inmunidad.

INTRODUCAO

As formigas-cortadeiras destacam-se como
formigas de importancia econémica, pois sdo nocivas
ao sistema agrossilvipastoril, jA& que podem cortar e
utilizar ampla diversidade de espécies vegetais
cultivadas pelo homem (DELLA LUCIA, 2011).
Devido ao seu comportamento eussocial, as formigas-
cortadeiras possuem estratégias que dificultam seu
combate, além de possuirem alta capacidade de
reconhecimento de substancias quimicas téxicas que
podem prejudicar o desenvolvimento de seu fungo
simbionte ou mesmo as operarias forrageadoras
(DELLA LUCIA, 2011; DELLA LUCIA et al., 2014).

Dentre os fatores que dificultam o controle de
formigas-cortadeiras, destaca-se 0 seu sistema imune
inato que, assim como o de outros insetos, esta
intimamente associado aos constituintes celulares da
hemolinfa (hemdcitos) e liquidos (plasma), onde os
fatores humorais séo dissolvidos (de SOUZA et al.,
2013). Siddiqui e Al-Khalifa (2014) destacam que 0s
hemocitos possuem atividade fagocitéria, sendo
possivel observar tal mecanismo por meio da injecéo
de particulas estranhas, como esporos fungicos e
nanquim, na hemocele de insetos. Outro mecanismo de
insetos,

defesa celular observado nesses e nos

invertebrados em geral, é a encapsulacdo de corpos
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estranhos, geralmente maiores que aqueles englobados
pela fagocitose (RATCLIFFE e ROWLEY, 1979). Ndo
se limitando a isso,

esse mecanismo também

desempenha um papel na defesa contra virus
(WASHBURN et al., 1996), por meio de uma
melanizacéo visivel da capsula formada (RATCLIFFE
et al., 1985). A reacdo de encapsulamento seguida da
melanizagdo tem sido utilizada para avaliar a
imunidade de formigas através da insercdo de um
implante que correlaciona seu grau de escuriddo com a
imunidade desses organismos (SORVARI et al., 2008;
de SOUZA et al., 2013; COUCEIRO et al., 2016).

Alguns elementos quimicos podem interferir
na resposta imune de insetos. Por exemplo, o metaloide
arsénico ou os metais cadmio e chumbo afetaram o
sistema imune da formiga Formica aquilona Yarrow
(SORVARI et al., 2007). Além disso, metais podem
interferir na simbiose das formigas-cortadeiras de
outras maneiras. Estudos recentes com Atta sexdens
relatam que altas doses de cloreto e sulfato de zinco
inibem o desenvolvimento do seu fungo simbionte - L.
gongylophorus - e afeta significativamente seu sistema
imune (SILVA, 2016).

O Zinco (Zn) é um importante micronutriente
que atua no controle hormonal a partir da sintese do

triptofano, precursor do é&cido indolacético (AIA)
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responsavel celular
(MARSCHNER, 1995). O solo do cerrado possui
deficiéncia deste micronutriente (GALRAO, 1994;
RODRIGUES et al., 2012) fator
desenvolvimento das pastagens na Regido do Cerrado
(VENDRAME et al., 2007) com destaque mais recente

para a cultura de Eucalyptus (RODRIGUES et al.,

pelo aumento de volume

limitante ao

2012). Aqui, objetivou-se avaliar o efeito do zinco, nas
formas cloreto e sulfato de zinco, no sistema imune da
formiga-cortadeira A. sexdens, amplamente distribuida
no Brasil e com alta abundancia de ninhos na regido de
Gurupi, sul do Tocantins.

MATERIAIS E METODOS

Operérias forrageadoras de A. sexdens foram
coletadas na Fazenda Experimental da Universidade
Federal do Tocantins, Campus Gurupi (Coordenadas
-11.772395,  -49.044173).

demarcadas ao acaso 4 coldnias, das quais retiraram-se

Geograficas Foram
operérias com largura da cépsula cefélica em torno de
2,0-2,5 mm. As operéarias coletadas foram levadas ao
Laboratério de Simbioses Insetos Microrganismos da
Universidade Federal do Tocantins, Campus de
Gurupi, onde foram imersas em solugdes de sais de
zinco (sulfato de zinco e cloreto de zinco) por 20
segundos. Utilizou-se as seguintes concentracdes de
ZnS04: 0,15; 0,25; 0,50; 1,50; 2,50 e 5,00 g L%, e as
seguintes concentragcdes de ZnCly: 0,13; 0,21; 0,42;
1,26; 2,1; 4,2 g L, para corresponder as doses
equivalentes de Zn, em que grupos de 20 operarias
foram destinados a uma das concentracdes dos sais de
zinco. Posteriormente, as formigas imersas nas
solugdes foram colocadas sobre folhas de papel filtro,
previamente esterilizado, para retirar o excesso de
solucdo e colocadas em tubos de ensaio de vidro com
algoddo umedecido com &gua destilada esterilizada,

ficando acondicionadas durante 24 ou 48 horas em
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temperaturade 25°C 1 °C, 75% + 5% U. R. O mesmo
processo foi aplicado para as operarias do grupo
controle, entretanto, essas foram imersas em &gua
destilada esterilizada apenas. Outro grupo controle foi
constituido por operarias ndo imersas em agua.

Ap0s o periodo de tempo de 24 ou 48 horas, foi
analisado cada grupo de 20 operérias imersas nas
respectivas solucGes de sais de zinco, em que 10
operarias foram destinadas a analises no periodo
correspondente a 24 horas e 10 operéarias a um periodo
de 48 horas. Retirou-se 1 pL de hemolinfa da regido
occipital da cabeca de cada operaria, com auxilio de
tubo microcapilar Sigma-Aldrich de 1 mm?, dispondo-
a em um tubo eppendorf contendo 4 pL de solucéo
anticoagulante (SAI) (LEONARD et al., 1985). A
mistura foi ressuspendida com auxilio de uma pipeta.
A contagem total de hemdcitos foi realizada
imediatamente ap6s a coleta, utilizando-se camara de
Neubauer com auxilio de um microscépio 6ptico de
luz, em que 0,5 uL de corante Giemsa foi adicionado a
mistura para auxiliar na visualizacdo dos hemdcitos.
hemacitos

Funcionalmente, os sdo geralmente

unidades de defesa celular em insetos e séo
parcialmente sistema
imunoldgico (RIBEIRO e BREHELIN 2006; WOOD e
JACINTO 2007).

A partir da equacdo 1, p6de-se obter o nimero

responsaveis  por  seu

estimado de hemdcitos/pL:

N = (n° médio de hemacitos contados em C) x (2,5 x
10%) x D

Em que N corresponde ao ndmero de
hemacitos/uL, C representa o quadrante da Camara de
Neubauer utilizado na contagem e D o fator de diluicdo
utilizado correspondente a 5. Os dados foram
submetidos a analise da variancia pelo teste F (p <

0,05). Para o fator quantitativo (doses de zinco), as
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médias foram ajustadas por equacdes de regressdo
polinomial (p < 0,05) usando-se 0 programa SISVAR
(FERREIRA, 2011).

Os mesmos critérios morfoldgicos para a
escolha das operérias, local de coleta e imersdo em sais
de zinco descritos na metodologia de imersdo em
Sulfato de Zinco (ZnSO4) e Cloreto de Zinco (ZnCly),
foram adotados. A resposta imune das operarias foi
medida através da inser¢do de um antigeno inerte de 0,1
mm de didmetro de um monofilamento de nylon estéril,
cortado com auxilio da lupa Leica SBAPO e bisturi
estéril, em seguida inseridos no térax de cada formiga
com auxilio de pinga cirlrgica, entre o segundo e
terceiro pares de perna (de SOUZA et al., 2013). Apds
a introducdo do antigeno, as operarias foram colocadas
individualmente em tubos de ensaio de vidro, contendo
algoddo umedecido com &gua destilada esterilizada. Os
tubos foram mantidos em uma sala climatizada a 25 °C
+1°C, 75% £ 5% U.R.

As insercOes foram feitas de forma que cada
grupo de 20 operarias, imersas em diferentes doses de
sais de zinco, foram submetidas ao implante do
monofilamento de nylon separadamente, sendo que 10
operéarias foram submetidas ao implante no tempo zero
e tiveram seus implantes analisados ap6s 24 horas e 10
operarias foram submetidas ao implante 24 horas ap6s
a imersdo na sua respectiva dose de sal de zinco e
tiveram seus implantes analisados apds 48 horas. O
mesmo processo foi aplicado para as operéarias do
grupo controle, imersas em &gua destilada esterilizada
e ndo imersas em agua.

O monofilamento de nylon foi removido com
auxilio de pinga cirargica, disposto em lamina de vidro,
em seguida, coberto com D-limoneno para auxiliar na
fixacdo e recoberto com laminula. Estabeleceu-se o
mesmo

procedimento para a remogdo do

monofilamento de nylon em ambos os tempos (apos 24
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horas e ap0s 48 horas). Ap6s a remocao, o antigeno foi
examinado sob um microscopio de luz Leica DM500 e
fotografado usando o software do microscopio Leica
EZ V3.0. O valor cinzento médio de todo o implante
indicando a taxa de encapsulacédo foi medido utilizando
o software Corel-PHOTO-PAINT 2018, em que, 0
valor de cinza de fundo foi subtraido para corrigir 0s
valores cinzentos dos implantes. Os tratamentos foram
submetidos a analise da variancia pelo teste F (p <0,05)
seguido pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade
utilizando o programa SISVAR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve interacéo significativa entre quantidade
de hemacitos/pL e as diferentes doses de sais de zinco
(p £0,05), exceto, para as doses relacionadas a ZnSO4
durante o periodo de 24 horas, em que, as formigas da
espécie Atta sexdens, submeteram-se a imersdo neste
composto (ZnSO4) em diferentes concentragdes,
confere-se entdo a estes efeitos de aumento e/ou
diminuicdo de hemdcitos ao acaso, fato contrério ao
gue observado por Silva (2016), em que formigas da
mesma  espécie  submeteram-se  as  mesmas
concentragdes de ZnSO4, em um tempo de 24 horas.
Essa variagdo da resposta imune ilustra a sua
complexidade e a necessidade de maiores estudos para
compreendé-la. Qamar (1990) e Qamar e Jamal (2009)
estudaram os efeitos comparativos das concentracdes
subletais de diclorodifeniltricloroetano (DDT) (5000,
2500, 1250, 625 e 312,5 ppm), Cythion-a 90%
malathion (80, 60, 40, 20 e 10 ppm) e Furadan (10, 8,
6, 4 e 2 ppm), ap6s a aplicacdo tdpica de cada
concentragdo de inseticida verificaram que em ninfas
de Dysdercus cingulatus o nimero total de hemdcitos
nédo variava em relacdo ao controle.

Observou-se também que os grupos controle

(operérias imersas em &gua destilada e ndo imersas em
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agua) ndo apresentaram variagdes entre si. A variacdo
foi observada apenas em relagdo ao tempo das analises
(24 e 48 horas), optando-se entdo por realizar médias
entre os controles de acordo seu periodo de andlise. A
variacao de hemacitos/pIL em relacdo as doses dos sais
de zinco nos diferentes tempos analisados sédo

apresentadas nas figuras (Fig. 1 e Fig. 2).

Figura 1. Relacdo de Hemocitos/uL e diferentes doses de
ZnS0O, em g L nos tempos de 24 e 48 horas de exposicao as

doses.
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Figura 2. Relagdo de Hemdcitos/uL e diferentes doses de
ZnCl; em g L™ nos tempos de 24 e 48 horas de exposicéo as
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De maneira geral, exposicdo a diferentes
concentracdes de ZnSO4 implicaram diretamente na
diminuicio de hemdcitos de A. sexdens,
comportamento ndo verificado apenas na concentracao
de 2,5 g L, em que, é possivel notar um aumento na
producdo de hemdcitos. Comparado ao grupo controle,
nota-se uma inclinacdo decrescente nos diferentes
tempos (Fig. 1). No entanto, s6 houve uma diminuigao
significativa de hemaocitos num periodo de 48 horas.
Esses resultados indicam que o tempo de exposicado ao
composto esta diretamente ligado com o decaimento da
imunidade. A dose de ZnSO, que mais afetou a
imunidade das formigas no periodo de 48 horas foi a de
0,15 g L%, quando a quantidade média de 2.750
hemacitos/uL.

Em relacdo ao controle, foi possivel observar
reducdo significativa em ambos os tempos analisados
no decorrer do experimento (Fig. 2). Para o tempo de
24 horas, as concentraces 0,13 g L' e 0,21 g L de
cloreto de zinco provocam um superprodugdo de
hemaocitos em relagdo ao grupo controle. Porém,
quando tais concentra¢cbes mantiveram-se por mais
tempo nas operarias (apds 48 horas), a producdo de
hemacitos diminuiu em relagdo ao do grupo controle,
podendo-se entdo sugerir que a exposicdo a diferentes
doses de ZnCl, comportam-se de forma semelhante ao
ZnSQq, isto €, 0 tempo de exposicao a esses compostos
levam a uma queda significativa na producdo de
hemacitos. A maior concentracdo de zinco na forma de
cloreto (4,2 g L) afetou mais significativamente a
imunidade das operarias em ambos os tempos com
8.600 e 6.750 hemdcitos/uL em 24 e 48 horas
respectivamente.

Pipe et al. (1999) ressaltam que, embora o
aumento no nimero de hemdcitos seja uma resposta
comum ao estresse ambiental, ele ndo pode ser visto

como uma regra. Segundo Pipe e Coles (1995), a
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diminuicdo do numero total de hemdcitos sob
condicBes de estresse pode ser consequéncia de lise
celular, recrutamento reduzido ou movimentacdo das
células da circulacao para os tecidos.

Supdem-se que a variacdo no ndmero de
hemdcitos é regulada pela liberacdo de células do
tecido hematopoiético complementado pela migracdo
celular entre os diversos tecidos do organismo, eles séo
constantemente produzidos para substituir aqueles que
morreram ou que foram metabolicamente danificados
(PEREZ e FONTANETTI, 2011). No entanto, a taxa

em que esse processo ocorre pode ser alterada pela

influéncia de varios fatores ambientais (JOHANSSON
et al. 2000; JIRAVANICHPAISAL et al., 2006).

As taxas de encapsulacdo, medida através do
valor cinzento de cada implante em ambas as formas de
sais de zinco nos tempos indicados (Fig. 3 e Fig. 4), ndo
apresentaram diferencas significativas entre os grupos
(p < 0,05). E possivel observar uma tendéncia de
aumento da taxa de encapsulagdo em niveis moderados
de concentracdo de sais de zinco, fato esse observado
por Sorvari (2007), em que formigas da espécie
Formica aquilona translocadas e proximas a zona de
contaminagéo metais

industrial  por pesados

apresentaram comportamento semelhante.

Figura 3: Taxa de encapsulacdo (valor de escuriddo do implante) de operarias de Atta sexdens em

relacdo a diferentes concentracGes de ZnSO4 em g L* nos tempos de 24 e 48 horas de exposigdo as

concentragdes (Scott-Knott p < 0,05).
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Figura 4: Taxa de encapsulacdo (valor de escuriddo do implante) de operarias de Atta sexdens em

relacdo a diferentes concentraces de ZnCl, em g L™ nos tempos de 24 e 48 horas de exposicdo as

concentrages (Scott-Knott p < 0,05).
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E possivel observar a partir dos dados de taxa
de encapsulacéo e quantificacdo total de hemaocitos/pL
no tempo de 24 horas, uma relacdo inversamente
proporcional em ZnCl,, indicando uma correlagdo
significativa (p < 0,05) de Spearman de -0,828571.
Nesse tempo, a concentracdo de cloreto de zinco que
provocou maior taxa de encapsulagdo foiade 4,2g L"
! com 92,16%, sendo também a que causou a menor
quantidade de hemdcitos/pL com 8.600 hemécitos/pL.
O contrério foi observado na concentragdo de 0,13 g
L, em que a menor taxa de encapsulacédo de 77,65%
foi a que proporcionou maior aumento de hemdcitos
(25.650 hemacitos/pL).

Fageria (2000) destaca dosagens adequadas de
Zn baseados em 90% da producdo relativa de matéria
seca como parametro em solos do Cerrado, em que
utiliza 10, 1, 3, 2 e 1 mg de Zn kg de solo para as

culturas de arroz, feijdo, milho, soja e trigo
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respectivamente. Tendo em vista os beneficios em que
baixas concentracfes de Zn trazem a certas culturas,
elas podem ser usadas também como aliadas para
auxiliar no controle de formigas-cortadeiras da espécie
A. sexdens, numa estratégia de imunossupressao
desses insetos que 0s tornem mais suscetiveis a
patdgenos de oportunistas de ocorréncia em seu

ambiente.

CONCLUSAO

O sulfato de zinco apresentou-se mais
eficiente na reducdo dos hemacitos de operarias da
espécie A. sexdens, durante longo periodo de tempo de
exposic¢do ao composto em relagéo ao cloreto de zinco,
pois menores concentracdes foram capazes de reduzir
mais significativamente a imunidade desses insetos em
relagdo as maiores concentragdes. Porém, o cloreto de
zinco apresentou interagdo significativa em ambos os

tempos.
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Devido a baixa biodisponibilidade de Zn na
regido do Cerrado, é possivel concluir que a aplicacdo
de pequenas concentragdes desse micronutriente na
forma de sulfato poderia ser benéfico para a cultura de
Eucalyptus e poderia afetar diretamente o sistema
imune de formigas auxiliando, indiretamente, em seu
controle.

Mais estudos devem ser realizados visando
uma melhor compreensédo do comportamento imune
desses insetos objetivando formas de controlar
formigas-cortadeiras consideradas nocivas ao sistema

agrossilvipastoril.
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