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Abstract

Sistemele gazda-parazit oferd modele excelente pentru studii de coevolutie. Cele doua
organisme sunt legate intrinsec, dar interesele lor evolutive sunt diferite. Insi nu doar
organismele solitare pot avea paraziti, ci si organismele care trdiesc in sisteme sociale
dezvoltate ca furnicile. Astfel sistemul social al furnicilor este parazitat de foarte multe
organisme si, in unele cazuri, parazitii induc schimbari in fiziologia si comportamentul gazdelor
de furnici. Pentru a se apara, furnicile au dezvoltat o varietate de adaptari impotriva parazitilor,
de la adaptari comportamentale, pana la adaptari fiziologice si imunologice, tocmai pentru a
reduce virulenta si transmiterea agentilor entomopatogeni. Mai mult in afard de strategii
individuale, organismele sociale au o optiune suplimentara pentru a se apara impotriva agentilor
patogeni, mecanisme sociale. Aceasta linie de aparare este cunoscut sub numele de ,,sistemul
imunitar social”. Imunitatea sociald de asemenea este manifestat prin mecanisme
comportamentale care se manifestd la nivelul societitii. In cadrul proiectului meu propun
studiul strategiilor individuale si sociale de aparare, care ajutd furnicile sd controleze infectia
cu ciuperca ectoparazita Rickia wasmannii. Voi investiga mecanismele de aparare de la nivelul
individului pana la nivelul societatii. Obiectivele mele sunt: investigarea raspunsului imunitar
al indivizilor la infectie, costurile (reducerea supravietuirii) si eventualele beneficii colaterale
(facilitare imunitard) ale acestei relatii parazitice, mecanismele de aparare sociale care ar putea

impiedica infiltrarea si transmiterea parazitului, si modul in care reteaua sociala se schimba in



pragul unei epidemii parazitice. Studiul interactiunilor furnica-ciuperca ne permite sa clarificam

modul in care parazitii si agentii patogeni afecteaza prin indivizi sistemul social.

I. Introducere

Aparitia sistemului social la anumite animale pare sa fie o strategie de succes in ceea ce priveste
protectia fata de paraziti, deoarece comportamentul igienic social poate fi foarte eficient in
combaterea parazitilor, a patogenilor. Cu toate acestea, animalele care trdiesc in sisteme sociale
dezvoltate nu sunt lipsite de astfel de organisme antagonistice. Sistemul social al furnicilor este
si ea o tinta foarte atractiva pentru multe organisme parazite, deoarece reprezinta o concentratie
mare de gazde potentiale, similare din punct de vedere genetic, iar frecventa mare a
interactiunilor si suprapunerea generatiilor asigurd raspandirea rapida si persistenta parazitilor,
patogenilor. O gama larga de organisme sunt capabile sa paraziteze sistemul social al furnicilor:
bacterii, ciuperci, acarieni, cestode, nematode, coleoptere, fluturi, ba chiar si alte furnici
(Schmid-Hempel 1998). Intre organismele mirmecoparazite ciupercile constituie una dintre
cele mai diverse grupe atat in privinta sistematicii cat si in ceea ce priveste stilul lor de viata.
Relatiile antagonistice dintre ciuperci si furnici sunt multe tipuri: facultative si obligatorii, ecto-
si endoparazitice, neutre si letale (Roy si colab. 2006, Vega si colab. 2009, Blackwell 2010,
Hughes si colab. 2011, Csata si colab. 2013, Csata si colab. 2014, Csata si colab. 2016a, b,
Csata si colab. 2018).

Asocierile obligate intre diferite organisme implica adaptari speciale din partea celor
douda parti. In cazul asocierilor parazite furnici-ciuperci aceste adaptiri pot asigura
supravietuirea si dispersia ciupercii, ori $i gazda poate dezvolta anumite strategii de reducere a
efectelor provocate de parazit. Furnicile sunt cunoscute, in general, pentru aplicarea a mai
multor strategii de combatere a agentilor patogeni, de ex. productia de secretii cu efecte
fungicide, cresterea frecventei autocuratarii, evitarea patogenilor. Aceste strategii individuale
sunt insd completate cu strategii profilactice sociale: cresterea frecventei allocuratarii,
indepartarea sau excluderea indivizilor infestati sau a cadavrelor infestate, chiar si auto-
excluderea indivizilor infestati din societate, precum si mutarea intregii colonii (Poulsen si
colab. 2002, Fernandez-Marin si colab. 2006, Walker si Hughes 2009, Heinze si Walter 2010,
Walker si Hughes 2011, Konrad si colab. 2012, Madk si colab. 2014).



Dealungul evolutiei indivizii si sistemele sociale au dezvoltat trei mecanisme de apdrare:
(1) ,,border defence” — consta 1n blocarea intrarii parazitiilor in organismul gazdei; (2) ,,soma
defence” — Inseamnd blocarea multiplicarii patogenilor odata intrati in sistemul gazdei; (3)
,»germ line defence” — patogenii sunt preveniti sa ajunga in organele reproductive, sau (in cazul
sistemului social) in indivizi reproductivi, de ex. in matci la insecte sociale. Insectele au un
sistem imunitar dezvoltat, care difera de la vertebrate. Imunitatea sociala consta in acele
mecanisme de apdrare care previn sau combat raspandirea patogenilor/parazitilor intre indivizi
in cazul speciilor care traiesc in sisteme sociale. Astfel de comportament este de ex. la furnici
(s1 nu numai) Ingrijirea reciproca intre indivizi. Imunitatea individuala consta in reactii celulare
si umorale, si este asistat de comportament profilactic. Imunitatea celulard are doud mecanisme
principale: fagocitoza si incapsulare. Exista doud cai de semnalizare (Toll, Jak/Stat) care au rol
in adaptarea imunologicad a insectelor, adica 1n cazul aparitiei unor patogeni ca ciuperci sau
bacterii acestea duc expresia unor gene care codeaza peptide antibacteriene si/sau fungicide.

Din studiile anterioare se cunoaste faptul ca varsta si o infectie acuta are efect asupra
imunocompetentei. In cadrul studiului nostru am inceput si analizim efectul varstei si infectiei
acute asupra raspunsului imunitar la furnic. Pentru a masura imunocompetenta am inceput sa
masurdm expresia a trei gene diferite: defensina, catepsina si profenoloxidaza, despre care se
cunoaste ca sunt implicate In imunitatea celulard si umorald (Konrad si colab. 2016).

......

furnici.

Specia studiata

Specia studiata este Myrmica scabrinodis Nylander, 1846, care este parazitatd de cétre
ciuperca Rickia wasmannii (Ascomycetes: Laboulbeniales), care traieste In mod obligatoriu pe
suprafata furnicilor. Ciuperca nu are micelii, talusul se dezvolta din doi ascospori. Din studiile
anterioare se cunoaste faptul ca la indivizi infestati cuticula este mai subtire decat la cele
neparazitizate (Csata si colab. 2018). La indivizi infestati creste frecventa auto-curatarii, iar

durata de viata se reduce semnificativ (Csata si colab. 2014). In cadrul proiectului am propus



studiul relatiilor parazitice intre specia Myrmica scabrinodis (furnica gazda) si ciuperca parazita
Rickia wasmannii. Propunem elucidarea adaptarilor atat din partea gazdelor, precum si din

partea parazitilor, respectiv mecanismele care stau la baza adaptarilor identificate (Fig 1, 2).

Fig. 1. Myrmica scabrinodis infestat cu Rickia wasmannii de la populatia de la Luna de Jos,

jud. Cluj (fotografie SEM).
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Fig. 2. Ciuperca ectoparaztia R. wasmannii pe abdomenul gazdei Myrmica scabrinodis.

In prima etapd, dupi planificarea initialad, am inceput activititile de cercetare pentru atingerea

urmatoarelor obiective:

(1) Identificarea schimbarilor produse de infectie la nivelul imunocompetentei.

(2) Identificarea relatia intre cost (reducerea duratei de viatd) si beneficii potentiale

(raspuns imunitar facilitat).
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Un patogen virulent poate cauza reducerea semnificativa a imunocompetentei unui individ, insa
o infectie de nivel scazut poate stimula sistemul imunitar al individului, In acelasi timp
pregatind individul si pentru un atac al unui alt patogen.

In cadrul cercetdrii am vrut si aflim relatia intre cost (reducerea duratei de viatd) si
beneficii potentiale (raspuns imunitar facilitat) in ceea ce priveste relatia dintre M. scabrinodis
si ciuperca ectoparasita R. wasmannii. Am vrut sa obtinem raspunsuri pentru urmatoarele
intrebari: oare infectia afecteazd raspunsul imunitar al indivizilor, respectiv daca
imunocompetenta variaza si in functie de varstd (intre lucratoare tinere si varstnice). Aceste

probleme nu au fost studiate niciodata in cazul acestui sistem.
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In aceasti etapd am efectuat planificarea activitatilor in cadrul proiectului. Activititile din
aceastd etapd se s-au concentrat asupra 2 obiective majore. In cazul a tuturor obiective o
activitate comuna era colectarea pe teren a materialului viu, respectiv managementul datelor si

analize exploratorii.

Activitatea 1. Colectari pe teren. Colectarile au fost efectuate in cazul speciei Myrmica

scabrinodis parazitata de ciuperca Rickia wasmannii dintr-o singura populatie din judetul Cluj
la Borsa Catun, unde colonii infestate si neinfestate sunt prezente concomitent. Indivizii au fost
colectati in mod aleator din colonie in cadrul lunii aprilie, mai. Indivizii pentru studii
comportamentale si cele destinate altor studii au fost colectate din aceleasi colonii, astfel
asigurandu-se posibilitatea ca rezultatele obtinute din fiecare activitate sa poate fi conectate si
astfel sa ne dea sansa formuldrii unor concluzii complexe. Indivizii folositi in studii
comportamentale au fost aduse in laborator si erau tinute in colonii artificiale In conditii
standard respectand normele eticii de cercetare, iar cele destinate pentru alte studii au fost

pastrate in lichid de prezervare.

Activitatea 2. Experimente. In total am colectat 10 colonii (5 infestat, 5 neinfestat), care

am Tmpartit intre 20 de cuiburi artificiale (10 infestate si 10 neinfestate), si am tinut in camera
climaticd. Fiecare cuib a continut o regind, 50 de lucratoare in varsta, 20 de lucratoare tinere,
20 de pupe si 10 larve. Furniciile au primit o hrana standard (amestec special de zahar si
proteine) de trei ori pe sdptamana (luni, miercuri, vineri). La aparitia primelor lucrdtoare noi
am marcat pe acesti indivizi si am urmarit activitatea lor timp de 16 saptamani (pentru ciuperca

R. wasmannii aproximativ 2 sdptamani trebuie ca sa se dezvoltd). Am urmarit sanselor de



supravietuire a indivizilor infestati si neinfestati. Am conservat indivizii cu azot lichid si le am
pastrat la -80-C pana la transportarea lor la Universitatea din Regensburg.

Fiecare colonie artificiala se compune din doud compartimente: unul mare (5,5 X 5,5
cm) si unul mai mic (2,5x2,5cm). Intre cele doud camere am realizat un coridor (6,5 cm) (Fig.4).
Furnicile colectate au fost puse in compartimente special amenajate. Primele experimente
prezentate in cadrul planului de cercetare (efectul parazitului asupra longevitatii) au fost deja
efectuate cu succes. Astfel analiza rezultatelor dovedeste clar ca prezenta ciupercii reduce
considerabil sansele de supravietuire a indivizilor infestati (Fig. 3. GLMM, z = 3,48, p <0,0001,
n=1138).
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Fig. 3. Diagrama supravietuirii indivizilor Myrmica scabrinodis infestate si neinfestate

Activitatea 3a. Studii imunologie: Analiza expresiei genelor. Am inceput analizarea

expresia a trei gene diferite: Defensina 1 (Defl), Catepsina (Cath), Profenoloxidaza (PPO) cu
real-time qPCR la indivizi infestate si sdnatoase. Trei cai de semnalizare au rol in lupta
impotrivii patogeniilor: PO/PPO calea de semnalizare are rol in vindecarea rénilor, si in
apararea impotriva fungilor; defensin 1 si catepsin au rol impotriva bacteriilor si fungilor. In
studiul asta am folosit indivizi marcate In Activitatea 2 si am inceput analizarea expresia genelor

imune in Universitatea din Regensburg (Departamentul de Zoologie si Biologie Evolutiva al



Universitatii din Regensburg, Germania, condus de prof. dr. Jirgen Heinze (318 publicatii, H-
index 48, 7730 citari, Scopus).

Activitatea 3b. Studii de imunologie: encapsulatie. Infectia cu ciuperci poate avea efecte

negative asupra sistemului imunitar al gazdei in cazul unei infectii puternice, iar o infectie
usoard poate avea efecte pozitive, punand in alertd sistemul imunitar. Aceasta tema nu a fost
studiata in cazul asocierilor obligate furnici-ciuperci, numai la ciuperci generaliste
entomopatogene (Konrad si colab. 2012), dar in aceste cazuri nici-o adaptare specifica nu este
asteptatd, fatd de cele provocate de organisme mirmecoparazite obligate. In cazul speciei
Myrmica scabrinodis am efectuat teste pilot de encapsulatie, metoda eficientd pentru
caracterizarea imunocompetentei gazdei. Aceasta metoda este folosita in mod standard 1n cazul

furnicilor (Vainio et al. 2004). Testele au fost efectuate in laboratorul de la UBB.

Activitate 4. Analiza datelor. Datele obtinute au fost introduse in fisiere Excel, am
identificat metodele statistice care sunt adecvate pentru analiza lor si s-a inceput analiza

exploratorie a datelor in R.

IV. Rezultate etapei

In aceastd etapa am obtinut urmitoarele rezultate:

(1) In urma analizelor am aflat ¢ ciuperca Rickia wasmannii Cavara, 1899 are un efect negativ
asupra Myrmica scabrinodis. Ciuperca Rickia wasmannii a redus supravietuirea indivizilor

infestate.

(2) Am finceput testarea metodele de analizd a imunocompetentei la M. scabrinodis

(Universitate de Regensburg).

(3) La momentul actual am predat deja un prim articol (director de prioect este prim-autor):
Csata, E*., Billen, J., Barbu L., Marko6, B. 2019. Inside Pandora’s box: development of the
lethal myrmecopathogenic fungus Pandora formicae within its ant host. Subm. International

Journal of Parasitology. 1F 3.85



(4) Am participat trei conferinte internationale: Franta, Germania, Austria (2 prezentare, 3 co-
prezentare):

1. Csata E., Ecudero, A.P. & Dussutour A. 2019. Ants’ nutrition: who is pulling the strings?.
Central European Workshop of Myrmecology (CEWM), 27-29 September, Regensburg,
Germany (talk).

2. Csata E., Lévesque T., Bach A., Blanchet J., Ferrante J., Fournier F., Ponthieu R. &
Dussutour A. 2019. Collective abilities in ants facing complex nutritional challenge. Central

European Meeting of IUSSI, March 19-22, Vienna, Austria (talk).

Co-authored talks

1. Marko6 B*., Fazakas, Zs., Csiki, Zs. & Csata E. 2019. Could division of labour be influenced
by a parasitic fungus in ants?. Central European Meeting of TUSSI, March 19-22, Vienna,
Austria.

2. Csata, E., Billen, J., Barbu, L. & Marko, B*. 2019. Inside Pandora’s box: development of
the lethal myrmecopathogenic fungus Pandora formicae within its ant host. Central European
Workshop of Myrmecology (CEWM), 27-29 September, Regensburg, Germany.

3. Sanmartin-Villar, I*., Csata, E. & Jeanson, R. 2019. Do ant castes differ in behavioural
variability?19¢me Colloque de Biologie de I'Insecte, 26-28 June, Albi, France.
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