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RESUMO

ALVES, Elane Borba, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2023. A glandula
metapleural de formigas (Hymenoptera: Formicidae) com diferentes estilos de vida:
Morfologia e volatilomica. Orientador: José Eduardo Serrao.

As formigas possuem elevada riqueza de espécies, ocupando niveis troficos diversos, além de
possuirem multiplas interacdes com outros organismos e comportamento eusocial. Estudos
comparados da morfologia interna das subfamilias de formigas contribuem para a
compreensdo de sua filogenia e evolucdo. As formigas possuem uma gama de glandulas
exdcrinas, as quais produzem e armazenam secre¢des € as colocam para fora do corpo de
forma controlada, dentre elas, as glandulas metapleurais sdo exclusivas destes insetos, sendo
considerada uma sinapomorfia de Formicidae. Assim, o conhecimento da morfologia da
glandula metapleural nas espécies de formigas € fundamental para compreensdo da origem da
eusocialiedade destes insetos. O presente estudo comparou a morfologia e volatildmica das
glandulas metapleurais de Paraponera clavata (Paraponerinae), Pachycondyla crassinoda
(Ponerinae) e Atta sexdens (Myrmicinae) que possuem diferentes estilos de vida, contribuindo
para a compreensdo de aspectos evolutivos e comportamentais das formigas. As glandulas
metapleurais foram analisadas com microscopia de luz e cromatografia de fase gasosa
acoplada com espectrometria de massas. Os resultados revelaram que a anatomia das
glandulas metapleurais de P. clavata e P. crassinoda possuem poucas diferencas em relagdao
ao tamanho, forma, coloragdo, além de apresentarem uma diferenca em relagdo ao orificio da
abertura da glandula. A histologia e histoquimica das glandulas metapleurais das trés espécies
sdao semelhantes ao encontrado em outras espécies de formigas. Os resultados mostram que o
numero de células e o tamanho do reservatorio sdo maiores na espécie arboricola, P. clavata,
e menor em P. crassinoda e A. sexdens com habitos terrestres. Apesar de A. sexdens possuir
menores nimero de células, drea celular e reservatério, a glandula apresenta alta taxa de
atividade metabdlica, enquanto P. crassinoda possui um numero de células maior que A.
sexdens, e apresenta menor atividade metabodlica, mas possui a mesma capacidade de secre¢ao
de substancias. Provavelmente o tamanho da glandula e atividade metabolica P. clavata, P.
crassinoda e A. sexdens estd associada a sua interacdo com microrganismos patogénicos. Os
compostos quimicos identificados nas glandulas metapleurais de P. clavata e P. crassinoda
indicam sua natureza antimicrobiana, além de demostrar que as duas espécies possuem

quimicos semelhantes. Alguns compostos identificados neste estudo sdo o primeiro registro



para as formigas, ou para os insetos, tais como Dodecane, n-Docosanol, Heptadecano 9-hexil-
, Tetracosano 11-decil- e Decano. Em conclusdo, os aspectos morfolégicos possuem algumas
diferencas, demostrando que o estilo de vida destes individuos sao provavelmente o fator

decisivo, além de demostrar a semelhanga quimica em P. clavata e P. crassinoda.

Palavras-chave: Células. Compostos quimicos. Morfometria. Atividade Antimicrobiana.



ABSTRACT

ALVES, Elane Borba, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, August 2023. Metapleural
gland of ants (Hymenoptera: Formicidae) with different lifestyles: Morphology and
volatilomics. Adviser: José Eduardo Serrao.

Ants have a high species richness, occupying different trophic levels, in addition to having
multiple interactions with other organisms and eusocial behavior. Comparative studies of the
internal morphology of ant subfamilies contribute to the understanding of their phylogeny and
evolution. Ants have a range of exocrine glands, which produce and store secretions and
release them out of the body in a controlled manner. Among them, the metapleural glands are
exclusive to these insects, being considered a synapomorphy of Formicidae. Thus, knowledge
of the morphology of the metapleural gland in ant species is fundamental to understanding the
origin of eusociality in these insects. The present study compared the morphology and
volatilomics of the metapleural glands of Paraponera clavata (Paraponerinae), Pachycondyla
crassinoda (Ponerinae) and Atta sexdens (Myrmicinae) that have different lifestyles,
contributing to the understanding of evolutionary and behavioral aspects of ants. The
metapleural glands were analyzed with light microscopy and gas chromatography coupled
with mass spectrometry. The results revealed that the anatomy of the metapleural glands of P.
clavata and P. crassinoda have few differences in relation to size, shape, color, in addition to
presenting a difference in relation to the opening of the gland. The histology and
histochemistry of the metapleural glands of the three species are similar to that found in other
ant species. The results show that the number of cells and the size of the reservoir are higher
in the arboreal species, P. clavata, and lower in P. crassinoda and A. sexdens with terrestrial
habits. Although A. sexdens has a smaller number of cells, cell area and reservoir, the gland
has a high rate of metabolic activity, while P. crassinoda has a greater number of cells than A.
sexdens, and has a lower metabolic activity, but has the same ability to secrete substances.
Probably the size of the gland and metabolic activity of P. clavata, P. crassinoda and A.
sexdens is associated with their interaction with pathogenic microorganisms. The chemical
compounds identified in the metapleural glands of P. clavata and P. crassinoda indicate their
antimicrobial nature, in addition to demonstrating that the two species have similar chemicals.
Some compounds identified in this study are the first records for ants or insects, such as
Dodecane, n-Docosanol, Heptadecane 9-hexyl-, Tetracosane 11-decyl- and Decane. In

conclusion, the morphological aspects have some differences, demonstrating that the lifestyle



of these individuals is probably the decisive factor, in addition to demonstrating the chemical

similarity in P. clavata and P. crassinoda.

Keywords: Cells. Chemical compounds. Morphometry. Antimicrobian activity.
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1. INTRODUCAO

As formigas consistem em um grupo de individuos que pertencem aos Formicidae
composta por 16 subfamilias, 346 géneros, 17.190 espécies (AntWeb, 2023). Esses insetos
sdo abundantes, com uma elevada riqueza de espécies, ocupando niveis tréficos diversos,
possuem multiplas interagdes com outros organismos (Morreau e Bell, 2013; Baccaro et al.,
2015) e comportamento eusocial por apresentarem caracteristicas bem definidas como
sobreposicdo de geracdes, divisdo de trabalho e cuidado com a prole (Wilson e Holldobler,
2005).

Esses organismos, compreendem 15-20% da biomassa animal total em muitos
ecossistemas e, portanto, atuam como principais condutores de energia e matéria organica
(Ward, 2014). As formigas exibem estratégias adaptativas notdveis e especializa¢des
incluindo cultivo de fungos, coleta de sementes, pastoreio, "ordenha" de outros invertebrados,
constru¢do de ninhos comunais, predacdo cooperativa, parasitismo social e escravidao
(Baccaro et al., 2015).

Importantes na formacdo do solo, as formigas que forrageiam epigeicamente sao
responsaveis pelos processos de mineralizacdo do solo (Gunadi e Verhoef, 1993). Formigas
que forrageiam na copa de arvores (arboreas) fornecem protecdo contra herbivoros, atacando
e repelindo inimigos naturais da planta (Lapola et al., 2004). Formigas que forrageiam no solo
e subsolo (hipogeicas) t€m participagdo direta ou indireta na manuten¢do dos ciclos
bioquimicos, fisicos e bioldgicos devido a movimentagdo de grandes quantidades de solo
(Baccaro et al., 2015).

Uma caracteristica notavel das formigas é o comportamento eusocial, caracterizado
pela ocorréncia de castas bem definidas que apresentam diferentes morfologias e
comportamentos (Peeters, 2019; Fernandez et al., 2021). As colonias de formigas sdo

compostas usualmente pela rainha permanentemente sem asas (difere morfologicamente das
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demais em algumas subfamilias), rainhas virgens aladas, operdrias, machos (geralmente ficam
pouco tempo na coldnia), larvas e pupas (Peeters, 2019).

Considerando a diversidade de espécies, de comportamento e de habitats ocupados
pelas formigas, estes insetos sdo usados como modelos para estudos de evolugdo, ecologia e
monitoramento de ecossistemas perturbados (Fernandez et al., 2021). Portanto, o
estabelecimento de uma filogenia robusta é fundamental para se ter uma base sélida para sua
sistemdtica e taxonomia (Branstetter et al., 2017). Estudos atuais sobre a filogenia das
formigas se concentram na andlise de caracteres da morfologia externa (Ferndndez et al.,
2019) e moleculares (Branstetter et al., 2017; Fernandez et al., 2021) para elucidar a evolucao
desses organismos ao longo da histéria. Porém, dados da morfologia interna das formigas
podem contribuir para o estabelecimento de relagdes filogenéticas e elucidagdo de dividas
sobre a evolucdo destes insetos.

Atualmente a filogenia das formigas inclui Paraponerinae e Ponerinae como grupos-
irmaos € Myrmicinae em um grupo diferente (Fernandez et al., 2021). Paraponerinae possui
diferenca morfoldgica em relacdo as operdrias de acordo com a divis@o de trabalho, ou seja, as
operérias menores cuidam das pupas e larvas, e as maiores sdo soldados que protegem o ninho
e as operarias forrageadoras, com tamanho corpdreo superior a 2 cm (Delsinne et al., 2019).
Paraponera clavata (Fabricius, 1775) € a unica espécie vivente pertencente a esta subfamilia
(Delsinne et al., 2019; Fernandez et al., 2019).

Em representantes de Ponerinae, a rainha € morfologicamente semelhante as
operdrias, que em geral, ndo apresentam um sistema sofisticados de castas, e forrageiam
solitariamente em busca de recursos alimentares (Ferndndez e Guerrero, 2019). Dentre as
Ponerinae, Pachycondyla crassinoda (Latreille, 1802) possui o maior tamanho corpéreo entre

as espécies da subfamilia para o novo mundo (Mackay e Mackay, 2010).
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Myrmicinae inclui os representantes de Attini que possuem um complexo sistema de
comunicacdo, divisdo do trabalho e polimorfismo (Wilson, 1980; Caetano et al., 2002;
Mehdiabadi e Schultz, 2009; Della Lucia e De Souza, 2011; Della Lucia et al., 2014). As
espécies do género Afta apresentam polimorfismo nas operdrias, com uma divisdo de
subcastas, em que, as operarias maiores (“soldados”) sdo especializadas na defesa da coldnia,
as operarias médias em forrageamento e as operdrias menores trabalham dentro da col6nia
(Holldobler e Wilson, 1990; Lacerda et al., 2010; Wilson, 1980).

A complexa organizagdo social das formigas necessita de um sistema de
comunicacdo eficiente entre os individuos da coldnia, o que geralmente envolve os produtos
liberados por glandulas exdcrinas (Billen e Morgan, 1998; Holldobler e Wilson, 1990).
Atualmente, sdo reconhecidas cerca de 84 glindulas exdcrinas nas formigas (Billen e
Sobotnik, 2015), as quais produzem e armazenam secrecdes e as liberam de forma controlada
(Caetano et al., 2002). A diversidade e abundancia dessas glandulas condizem com as vdrias
funcdes que suas secre¢des desempenham durante o ciclo de vida desses individuos (Noirot,
1969; Jackson e Morgan, 1993).

Dentre as glandulas exdcrinas, as glandulas metapleurais sdo consideradas
sinapomorfias para as formigas, embora ndo sejam encontradas em poucas espécies
arboricolas (Brown, 1968; Holldobler e Engel-Siegel, 1984), porém uma glandula homdloga
foi descrita para a vespa parasitoide Pelecinus polyturator (Hymenoptera: Pelicinidae) (Ulmer
et al., 2023). Assim, dados sobre as glandulas metapleurais podem ser fundamentais para
compreensdo da origem da eusocialiedade das formigas (Holldobler e Wilson 1990; Tranter et
al., 2015). Essa glandula ocorre em par na regido postero-lateral do metatorax, formada por
um grupo de células secretoras que libera a secrecdo através de canaliculos em um par de
reservatorios abaixo do tegumento (Junqueira e Diehl, 2014; Pech e Billen, 2017). As

secrecoes produzidas pelas glandulas metapleurais estdo ligadas a imunidade dos individuos
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da colonia com efeito antibidtico (Maschwitz et al., 1970; Beattie et al., 1986; Tragust, 2016),
além do reconhecimento coespecifico, marcacdo de territério e defesa contra predadores e
competidores (Jaff e Puch 1984; Penick et al., 2018).

A composi¢do, funcdo da secrecdo e efeito antimicrobiano da glandula metapleural
em formigas sdo reportados para representantes de Myrmicinae, incluindo Crematogaster
defformis Smith, 1857 (Attygalle et al., 1989), Atta sexdens rubropilosa Forel, 1908, Atta
cephalotes (Linnaues, 1758) (Nascimento et al., 1996) e Acromyrmex octospinosus (Reich,
1793) (Nascimento et al., 1996; Ortius-Lechner et al., 2000; Ortius-Lechner et al., 2003; Yek
et al., 2012). No entanto poucos estudos buscam comparar a morfologia das glandulas
metapleurais entre espécies que ocupam nichos diversos.

O presente estudo tem como objetivo comparar a morfologia € os compostos
quimicos das glandulas metapleurais entre P. clavata (Paraponerinae), P. crassinoda
(Ponerinae) e A. sexdens (Myrmicinae) que possuem diferentes estilos de vida, contribuindo
para a compreensao de aspectos evolutivos e comportamentais das formigas. Para tanto, serdao
avaliadas as seguintes hipoteses:

I- Os aspectos morfologicos diferem entre as trés espécies estudadas.

II- O numero de células secretoras e o reservatorio sao menores em espécies com
habitat arboricola.

III- Os compostos quimicos entre as espécies diferem de acordo com o estilo de vida

dos individuos.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material biologico

Operérias de P. clavata e P. crassinoda foram coletas manualmente em duas
localidades no municipio de Caxias, estado do Maranhdo, sendo elas: o povoado Condave (5°
00’ S 43°25° O) e a Area de protegdo Ambiental Municipal do Inhamum (4° 53° S 43° 24’ O),
e as operdrias de A. sexdens, foram coletadas na Universidade Federal de Vigosa, estado de
Minas Gerais (20° 45° S 42° 52° O). As operarias foram transferidas vivas para o fixador
glutaraldeido 2,5% em tampao cadodilato de sédio a 0,1M, pH 7,2.

2.2. Anatomia da abertura da glandula e da glandula metapleural

Nove operdrias de cada uma das espécies, P. clavata, P. crassinoda e A. sexdens,
tiveram a largura da cabeca (HW), no ponto mais largo medida (Bulova et al., 2016) como
indicacdo do tamanho do individuo, utilizando esteromicroscépio STEMI 2000-C ZEIZZ
(para melhor compreensdao estd medida serd citada a partir de agora como distancia
interocular). A seguir as operdrias de P. clavata, P. crassinoda foram dissecadas para
obtencdo de seccdoes do metatérax e glandula metapleural, e em seguida colocadas em
microtubo com 2 mL de etanol a 95%. Posteriormente, as amostras foram analisadas e
fotografadas em Estereomicroscépio Trinocular (ZEISS SteREO Discovery.V20). As medidas
de comprimento e largura da glandula metapleural e do orificio de saida foram realizadas com

auxilio do programa de computador AxioVision (Special Edition 64 bit, Release 4.9).

2.3. Microscopia de luz

Nove operarias de P. clavata, P. crassinoda € A. sexdens foram dissecadas e as
glandulas metapleurais desidratadas em série crescente de etanol (70%, 80%, 90% e 95%)
com 15 min de intervalo cada uma. Apés a desidratagdo as amostras foram incluidas em
historesina (Leica) de acordo com as instru¢des do fabricante. Sec¢des com 3 um de espessura

foram obtidas em micrétomo rotativo Leica RM 255, coradas com hematoxilina (20 min) e
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eosina (30 s) e analisadas em microscépio de luz Olympus BX-60 com camera Olympus
QColor 3 acoplada. Posteriormente, o numero de células secretoras nas glandulas
metapleurais de cada espécie foi contado a partir dos cortes histoldgicos. A seguir, foram
contadas e numeradas as seccdes histoldgicas dos nove individuos de cada espécie,
posteriormente sorteamos cinco secgdes histologicas aleatérias da glandula metapleural,
utilizando o Sorteador.com, sendo 45 secc¢des por espécie, e totalizando 135 utilizadas para
realizacdo das medidas de drea do reservatério, das células secretoras, do nicleo e realizacao
do cédlculo da razao nucleo/citoplasma. As medidas foram realizadas utilizando o software
ImageJ.
2.4. Histoquimica

Algumas secgdes da glandula metapleural, obtidas como descrito acima, foram
submetidas aos seguintes testes histoquimicos: mercurio-bromofenol para detec¢do de
proteinas totais (Pearse, 1953), 4cido periddico de Schiff (PAS) para deteccdo de
glicoproteinas e carboidratos neutros (Bancroft e Gamble, 2008); e azul do Nilo para detec¢ao
de lipidios 4cidos e neutros (Bancroft e Gamble, 1986). Em seguida as amostras foram
analisadas e fotografadas conforme descrito na microscopia de luz. Foram obtidas 27 imagens
para cada teste, totalizando 81 imagens, utilizadas para quantificagdo de proteinas,
carboidratos e lipidios utilizando o software ImageJ. As imagens foram convertidas de cores
RGB (sigla para red, green e blue ou em portugués vermelho, verde e azul, a coloragdo
primaria de uma foto € a mistura destas trés cores primarias) para escala de cinza. Em cada
imagem foram selecionadas cinco dreas aleatdrias de 32x32 pixels para anélise de intensidade
dos valores de cinza nas imagens (Ustadt, 2022). Para estas analise, foram utilizados os
seguintes comandos no software: > Analyze > Set measurements > (marque: Area, Standard
deviation, Min & max gray value, Mean gray value). Em seguida a imagem foi selecionada: >

File > Open, convertida de RGB para a escala de cinza: Image > Type > 32-bit.
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Posteriormente, foi realizada conversio da imagem para negativo: > Edit > Invert
(Ctrl+Shift+i). Uma area quadrada com dimensdes de 32x32 pixels foi selecionada: > Edit >
Selection > Specify > Width: 32, Height: 32 (Para cada imagem, foram selecionados cinco
campos nas dreas de interesse). Em seguida, Ctrl + M para adquirir os valores, que foram
transferidos para tabela e posteriormente submetidos a testes estatisticos.
2.5. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

Para A. sexdens ndo foi feita realizada esta andlise, pois trabalhos similares sdo
relatados para estar espécie. Para a andlise dos compostos produzidos pela glandula
metapleural, cinco operdrias de P. clavata e P. crassinoda foram manualmente coletadas,
imobilizadas a frio e dissecadas para a retirada das glandulas metapleurais, que foram
transferidas para microtubo com 0,50 mL de hexano a 95%, durante 10 minutos,
posteriormente as glandulas foram retidas. A seguir, as amostras foram analisadas em
cromatégrafo de fase gasosa (Shimadzu GCMS-QP5050A), coluna capilar SPB-5 (30 m x
0,25 mm x 0,25pum), com uma temperatura inicial de 40 °C (2 min), aquecimento gradual até
300 °C com taxa de 20 °C/min, permanecendo nesta temperatura por 25 min. Gas de arraste:
hélio, fluxo de 1,6 mL/min, modo splitless, temperatura do injetor: 290°C e volume de
injecdo: 1,0 uL. Para a deteccdo utilizou-se o método por impacto de elétrons (70 eV), modo
scan com tempo de corte de solvente de 5 minutos e os espectros de massas foram obtidos em
uma faixa de 35-700 (m/z).
2.6. Andlises estatisticas

Os dados de distancia interocular, area do reservatério e das células, assim como das
densidades de pixels dos testes histoquimicos foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para
verificacdo da normalidade seguido do teste de Levene para verificar a homogeneidade das
variancias entre as amostras. A seguir os dados de drea das células e do reservatério da

glandula metapleural foram comparados por andlise de variancia (ANOVA). Os dados de
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distancia interocular e densidades de pixels dos testes histoquimicos foram analisados com
um modelo linear generalizado com distribuicdo gamma, seguindo-se comparagdo pelo teste
de Bonferroni. A relacdo entre a area das células e a distancia interocular em cada uma das
trés espécies de formiga foi analisada pela correlacdo de Spearman. Todas as anélises foram

executadas utilizando o software estatistico R, com nivel de significancia de 5%.
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3. RESULTADOS
3.1. Anatomia da abertura da glandula e da glandula metapleural

Para A. sexdens nao foi possivel a retirada da glandula metapleural por apresentarem
um tamanho pequeno e ser dificil a retirada completa da glandula. A anatomia da glandula
metapleural de P. clavata e P. crassinoda, mostra a ocorréncia de aglomerados de células
secretoras, sendo a de P. clavata com formato de couve-flor (Fig. 1-A) e a de P. crassinoda
com formato de dois cachos (Fig. 2-A). Em relacdo ao comprimento e largura desses
aglomerados celulares, o de P. clavata possui 0.85 mm e 0.79 mm (Fig. 1-A) e P. crassinoda
0.54 mm e 0.0.24 mm (Fig. 2-A).

As células secretoras apresentaram coloragdo branca em P. clavata (Fig. 1-A), e
amarela amarronzada P. crassinoda (Fig. 2-A) em presenca da solu¢do tampao utilizada para
dissecacdo. O reservatério da glandula ndao foi aparente, pois estd totalmente envolto pelas
células secretoras em ambas as espécies (Fig. 1-A e 2-A). A abertura da glandula metapleural
do lado interno, apresentou uma projecao da cuticula com 0.05 mm de altura, composta de
dois lados iguais com 0.06 mm, com comprimento de 0.53 mm em P. clavata (Fig. 1-B). Para
P. crassinoda o lado interno da abertura ndo apresentou projecdes da cuticula, porém mostrou
estrutura semelhante, com dois lados iguais com 0.06 mm cada, e uma largura total de 0.12
mm, € com 0.27 mm de comprimento (Fig. 2-B).

Em P. crassinoda os dois lados que formam a abertura externa sdo largos, com 0.12
mm cada e largura total de 0.24 mm, com o comprimento de 0.34 mm (Fig.2-C). O lado
externo da abertura da glandula metapleural em P. clavata é formado por dois lados com 0.05
mm e comprimento de 0.52 mm (Fig. 3-A), apresentando uma projecdo da cuticula com 0.11
mm de altura com um pequeno espaco de 0.03 mm entre os dois lados que compdem a

abertura (Fig. 3-B), e com largura de 0.18 mm (Fig. 3-C).
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Figura 1. Anatomia da glandula metapleural e lado interno da abertura de Paraponera
clavata. A. Glandula metapleural com as medidas de largura (0.79 mm) e comprimento (0.85
mm). B. Abertura pelo lado interno, com medidas de comprimento (0.53 mm), largura de um
dos lados (0.06 mm) e sua altura (0.05 mm).
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Figura 2. Anatomia da glandula metapleural e sua abertura de Pachycondyla crassinoda. A.
Medidas de largura e comprimento (0.47 e 0.54 mm). B. Lado interno mostrando as medidas
de comprimento (0.27 mm) e largura de um dos lados (0.06 mm). C. Lado externo da
abertura, mostrando comprimento de 0.34 mm e largura de 0.24 mm, com os dois lados, tendo
0.06 mm cada.
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Figura 3. Anatomia do lado externo da abertura da glandula metapleural de Paraponera
clavata. A. Imagem mostrando as medidas de comprimento (0.52 mm) e a largura de um dos
lados externos (0.05 mm). B. Projecdo da abertura externa relacdo a cuticula, com altura de
0.11mm. C. Largura total da abertura externa (0.18 mm).
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3.2. Histologia

As glandulas metapleurais de A. sexdens, P. crassinoda e P. clavata foram
encontradas em pares, localizados na regido do metatorax. O formato da glandula metapleural
difere entre as espécies, sendo formada por células alongadas em A. sexdens (Fig. 4-A), em
formato de dois cachos em P. crassinoda (Fig. 5-A), e em forma de couve-flor em P. clavata
(Fig. 6-A). Elas sao constituidas por uma camada de células secretoras, com canaliculos que
conectam o interior da célula ao reservatdrio por placas crivadas (Fig. 4-A, 5-A, 6-A).

Em relacdo ao formato das células, em A. sexdens elas apresentaram aspecto
alongado e com nucleos esféricos (Fig. 4-C). Em P. crassinoda e P. clavata as células e os
nucleos foram esféricos (Fig. 5-A, 6-A). Paraponera clavata apresentara células secretoras
com nucleos com predominio de eucromatina e nucléolos evidentes (Fig. 6-B), enquanto em
Atta sexdens e P. crassinoda os nucléolos foram menos abundantes (Fig. 4-B, 5-B).

O reservatoério da glandula metapleural foi delimitado por uma fina cuticula em todas
as espécies (Fig. 4-C, 5-A, 6-C). O numero de placas crivadas que caracterizam as aberturas
dos canaliculos que liberam a secrecdo da glandula metapleural no reservatoério, foi de sete em
A. sexdens e P. clavata e uma em P. crassinoda.

3.3. Histoquimica

O teste para detec¢cdo de proteinas totais, revelou forte reacdo nas trés espécies (Fig.
7), tendo resultados similares em relagcdo a intensidade de pixels (p > 0,05), demostrando que
nao ha diferencas significativas.

O teste histoquimico para a detec¢do de glicoproteinas e carboidratos neutros
evidenciou que as células secretoras da glandula metapleural em A. sexdens, possuem uma
reacdo mais intensa marcante (Fig. 8-A) que aquela em P. crassinoda e P. clavata (Fig. 8-B e
C), porém as andlises estatisticas demostram que ndo ha diferenga significativa entre as trés

espécies (p > 0,05).
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A deteccdo de lipidios dcidos e neutros evidenciou fraca reacdo nas células secretoras
das trés espécies (Fig. 9), mas as andlises estatisticas demostram que A. sexdens apresenta
maior quantidade de lipidios que P. crassinoda (p < 0,05), P. clavata ndo apresentou

diferenca em relagcdo as demais espécies (p> 0,05)
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Figura 4. Micrografias de luz da glandula metapleural de Atta sexdens. A. Seccao histologica
mostrando a glandula metapleural, com a camada secretora (CS). B. Seccdo histolgica das
células, evidenciando o nicleo (N) e os canaliculos intracelulares (CLI). C. Secao histoldgica
evidenciando a placa clivada (PC), canaliculos extracelulares (CLE) e o reservatdrio (R).
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Figura 5. Micrografias de luz glandula metapleural de Pachycondyla crassinoda. A. Secc¢ao
histolégica mostrando a glandula metapleural, com a camada secretora (CS) e o inicio do
reservatorio (R). B. Seccao histoldgica das células, evidenciando o nucleo (N), placa clivada
(PC) e canaliculos extracelulares (CLE) C. Secdo histoldgica evidenciando os canaliculos
intracelulares (CLI) e o nicleo (N).
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Figura 6. Micrografias de luz da glandula metapleural de Paraponera clavata. A. Sec¢io
histolégica mostrando a glandula metapleural, com a camada secretora (CS) e o reservatorio
(R). B. Seccdo histoldgica das células, evidenciando o nticleo (N), canaliculos extracelulares
(CLE) e canaliculos intracelulares (CLI). C. Sec¢ao histoldgica evidenciando a placa clivada
(PC) e os canaliculos extracelulares (CLE).
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Figura 7. Micrografias de luz da glandula metapleural de formigas submetidas ao teste de
mercurio-bromofenol, para detec¢do de proteinas. A. Células secretora de Atta sexdens com
reacdo fortemente positiva. B. Célula secretora de Pachycondyla crassinoda com reacao
fortemente positiva. C. Células secretoras de Paraponera clavata mostrando células
secretoras com reacdo fortemente positiva, com niucleo (N) evidente.
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C 10 um

Figura 8. Micrografias de luz da glandula metapleural de formigas submetidas ao teste de
PAS, para deteccdo de glicoproteinas e carboidratos neutros. A. Células secretora de Atta
sexdens com reacdo fortemente positiva, evidenciando um nucleo (N) sem coloragdo. B.
Célula secretora de Pachycondyla crassinoda com reacdo positiva fraca nas células, e nos
canaliculos intracelulares e extracelulares (CLI e CLE). C. Células secretoras de Paraponera
clavata mostrando células secretoras com reacdo fracamente positiva, com nucleo (N) e
canaliculo intracelular (CLI) evidente.
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Figura 9. Micrografias de luz da glandula metapleural de formigas submetidas ao teste de
Azul de Nilo, para deteccdo de lipidios 4cidos e neutros. A. Células secretora de Atta sexdens
com reacdo fracamente positiva, evidenciando o nucleo (N). B. Célula secretora de
Pachycondyla crassinoda com reagdo fracamente positiva nas células, sendo mais evidente
nos canaliculos intracelulares (CLI). C. Células secretoras de Paraponera clavata mostrando
células secretoras com reagdo positiva fraca, com nicleo (N) evidente.
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3.4. Morfometria das glandulas metapleurais

O nimero de células secretoras por glandula metapleural foi maior em, P. clavata
com 315 células, seguida de P. crassinoda com 250 e A. sexdens com 169 (Tabela 1),
demostrando que a quantidade de células segue o tamanho corpéreo destes individuos. A drea
das células secretoras das glandulas metapleurais seguiu o padrdao do tamanho das espécies,
sendo maior em P. clavata, seguida de P. crassinoda, e A. sexdens (p < 0,05; Fig. 10).

Em relacdao a area do nicleo das células secretoras da glandula metapleural, P.
clavata apresentou maior valor (208.45 pm?), seguido de A. sexdens (165.68 um?) e P.
crassinoda (153.81 pm?) (Tabela 1). A relacdo nudcleo/citoplasma das células secretoras
mostrou que as células da glandula metapleural em A. sexdens tem alta atividade metabdlica
(0.20), seguida de P. clavata (0,11) e P. crassinoda (0.10) (Tabela 1).

A darea do reservatdrio da glandula metapleural foi similar entre P. crassinoda e A.
sexdens (p > 0,05), sendo ambas menores que aquela de P. clavata (p < 0,05; Fig. 11).

Em relacdo a distincia interocular, P. crassinoda apresentou maior valor que P.
clavata (p<0,05), e A. sexdens (p <0,05) respectivamente (Fig. 12). O teste de Spearman para
andlise da area das células secretoras da glandula metapleural e a distincia interocular entre A.
sexdens, P. crassinoda ¢ P. clavata, revelou que ndo ha correlacio entre estas varidveis nas
trés espécies (p > 0,05). Por outro lado, o tamanho proporcional das células secretoras, obtido
pela divis@o da drea celular pela distancia interocular, mostrou que P. clavata apresentou
maior valor, seguido de A. sexdens e maiores que aquele de P. crassinoda (Tabela 1). A
proporcdo da drea do reservatdrio foi maior em P. crassinoda, seguida de P. clavata e A.

sexdens (Tabela 1).
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Figura 10. Area média das células secretoras da glandula metapleural de Atta sexdens,
Pachycondyla crassinoda e Paraponera clavata. Letras diferentes sobre as barras indicam

diferenga pelo teste do Bonferroni (p < 0,05).
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Figura 11. Area do reservatério da glandula metapleural de Arta sexdens, Pachycondyla
crassinoda e Paraponera clavata. Letras diferentes sobre as barras indicam diferenga pelo

teste do Bonferroni (p < 0,05).
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Figura 12. Distancia interocular de Atta sexdens, Pachycondyla crassinoda e Paraponera
clavata. Letras diferentes sobre as barras indicam diferenga pelo teste do Bonferroni (p <

0,05).

Tabela 1. Dados morfométicos das glandulas metapleurais nas trés espécies de formigas.

Espécies N*de A're.a do m’lcleo2 AC/D . AR/D x 106 | RN
células | (média = EP, pm?) | (média + EP)? | (média + EP)

A. sexdens | 169,9 165.68 +£30.35 | 321.89 +101.81 36 +3 0.205

P. crassinoda | 250,2 153.81 £23.12 312.86 +38.62 200 £11 0.105

P. clavata | 315,8 208.45 £37.50 | 575.33 +£107.99 66 + 20 0.112

4 Relagdo entre a area celular e distancia interocular. ® Relagdio entre a drea reservatério e a
distancia interocular. ‘Relacao nicleo-citoplasma. ¢ Relacao nicleo/citoplasma.
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3.5. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

A andlise dos componentes quimicos da glandula metapleural revelou a presenca de
33 compostos em P. crassinoda (Tabela 2) e 64 em P. clavata (Tabela 3). Destes, 22 foram
compartilhados entre as duas espécies. Os grupos funcionais encontrados sdo representados
principalmente por hidrocarbonetos alcanos (ramificados, ndo ramificados e ciclicos), dlcoois
(insaturados e saturados), derivados de acidos benzoicos, derivados de acidos sulfurosos e
haletos organicos (Tabelas 2, 3).

Os compostos compartilhados entre as espécies mais abundantes foram n-
Nonadecano, n-Eicosano, n-Heneicosano, Pentadecano 8-Hexilo, n-Docosano, n-Tetracosano,
n-Nonacosano, n-Triacontano, Esqualeno, n-Dotriacontano, n-Tritriacontano, n-
Tetratriacontano, n-Pentatriacontano, n-Hexatriacontano, n-Tetracontano, n-
Tetratetracontano, n-Tetrapentacontano, Heptadecano 9-octil-, Heneicosano 11-(1-
ethilpropril), Eicosano 7-Hexilo, Nonadecano 9-metil e Tetracosano 11-decil- (Tabelas 2, 3)

Os compostos encontrados em maior quantidade apenas em P. clavata foram
Heptadecano 9-hexil-, n-Octacosanoe, Decano, Heptano, 4,4-dimetol, 13-Docosen-1-ol, (Z)- e
n-Docosanol (Tabela 2), enquanto para P. crassinoda foram n-Pentacosano, Octacosano 2-

metol, Hexadecano 5-butil e Octacosano (Tabela 3).



Tabela 2. Composi¢do quimica da secrecdo da glandula metapleural de operarias forrageiras de

Pachycondyla crassinoda (n=3). (Compostos com * estdo presentes nas duas espécies).

Tamanho

Compostos TR %A Grupo funcional da cadeia Férmulas
n-heptadecano 12.769| 2.69 Alcano Cadeialonga| Ci7H3e
n-Nonadecano * 17.037| 2.16 Alcano Cadeia longa| Ci9Hao
Eicosane 15.748 | 2.30 Alcano Cadeia longa| CyoHs
n-Eicosano * 15958 | 1.71 Alcano Cadeialonga| CyHa
Hexadecano, 2,6,10,14- Alcano
tetrametil 14.851] 4.02 ramificado Cadeialonga| CxHa2
n-Heneicosano * 16.501| 5.70 Alcano Cadeialonga| CaiHay
Alcano
Pentadecano, 8-hexilo * |[16.262| 3.97 ramificado Cadeia longa Ca1Hys
n-Docosano * 17.471| 7.47 Alcano Cadeia longa| CxHaie
n-Tetracosano * 18.170| 12.28 Alcano Cadeialonga| Ca4Hso
n-Pentacosano 22.339116.99 Alcano Cadeia longa| CysHs
n-Nonacosano * 18.970| 9.54 Alcano Cadeia longa | Ca9Heo
Alcano
Octacosano, 2-metil 21.407|12.57 ramificado Cadeia longa| CaxoHeo
n-triacontano * 19.908 | 10.09 Alcano Cadeialonga| CsoHez
Alcano
n-esqualano 19.517| 1.28 ramificado Cadeialonga| CsoHez
Alcano
Esqualeno * 19.367| 1.03 ramificado Cadeialonga| CsoHso
n-Dotriacontano * 20.233 | 8.46 Alcano Cadeialonga | Cs2Hes
n-Tritriacontano * 21.017| 9.53 Alcano Cadeia longa| Cs3Hes
n-tetratriacontano * 21.387] 6.40 Alcano Cadeialonga| Cs4H7o
n-Pentatriacontano * 22.770| 8.46 Alcano Cadeialonga| CssHn
n-hexatriacontano * 24.435| 6.19 Alcano Cadeia longa| CscH7s
n-Tetracontano * 25.856 | 4.46 Alcano Cadeialonga | CaoHs2
n-Tetratetracontano * 28.192| 2.77 Alcano Cadeialonga| Ca4Hoo
n-Tetrapentcontano * 31.044 | 1.38 Alcano Cadeialonga | Cs4Hi1:10
Haletos
Octadecano, 1-iodo- 26.453| 1.29 organicos CisHa7l
L-Prolinamida, 5-oxo-L-
prolil-L-fenilalanil-4-
hidroxi- 13.002| 1.01 | Fun¢do Amida C19H24N4Os
Haletos
Decano, 1-iodo- 13.064 | 1.33 organicos CioHail
Alcanos
Nonadecano, 9-metil * 17.514| 4.91 ramificado Cadeialonga| CoHa
Alcanos
Hexadecano, 5-butilo 18.008 | 10.05 ramificado Cadeialonga| CoHa2
Alcanos
Heptadecano, 9-octil * 18.536 | 13.22 ramificado Cadeialonga| CosHso
Heneicosano, 11-(1- Alcanos
etilpropril) * 19.117]16.92 ramificado Cadeialonga| CosHs4
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Alcanos
Eicosano, 7-hexilo * 19.772 | 14.77 ramificado Cadeia longa CasHsa
octacosano 20.522|13.25 Alcanos Cadeialonga | CasHss
Alcanos
Tetracosano, 11-decil- * |22.454| 8.15 ramificado Cadeia longa Cs4H7o

Tabela 3. Composi¢do quimica da secrecdo da glandula metapleural de forrageiras de
Paraponera clavata, (n=5), (Compostos com * estdo presentes nas duas espécies).

Compostos TR %0 A fu(r;nz;l(?lfal TaT:;‘:;Z da Férmulas
n-Nonadecano * 17.044 | 7.17 gﬁiﬁgo Cadeia Longa CioHao
n-Eicosano * 15749 | 1.46 sgtljf;doo Cadeia Longa | CaoHa
n-Docosano 9.56 9,56 slgtllff;doo Cadeia Longa | CaHus
n-Heneicosano * | 16.837 | 7.12 sgtljf;doo Cadeia Longa | Ca/Has
Pentadecano 8-Hexil * | 16.279 | 3.62 slztlﬁf;doo Cadeia Longa | CoiHu
n-Docosano * 17454 827 slztlﬁf;doo Cadeia Longa | CaHue
n-Tetracosano * 18.146 | 9.99 slztlﬁf;doo Cadeia Longa | Ca4Hso
n-Nonacosano * 18.950 | 12.22 s?tllfra;ldoo Cadeia Longa | CaoHeo
Nonacosane 189421 1.80 s?tllfra;ldoo Cadeia Longa | Ca9Heo
n-triacontano * 19.883 | 12.46 s?tllfra;ldoo Cadeia Longa | CsoHe>
Esqualeno * 19.363 1.97 s?ttr? dOo Cadeia Longa | CsoHso
n-Dotriacontano * 19.874 1 6.58 sIeAl‘tllfra;doo Cadeia Longa | Cs3Hes
n-Tritriacontano * 210091 1073 sIeAl‘tllfra;doo Cadeia Longa | Ci3Hes
n-tetratriacontano * | 20.979 | 10.92 sIeAl‘tllfra;doo Cadeia Longa | Ca4Hro
n-Pentatriacontano * | 22.300 | 9.73 si‘tllff;l dOo Cadeia Longa CisHyp
n-hexatriacontano * | 23.924 | 7.27 slztllff;ldoo Cadeia Longa | CssHpn
n-Tetracontano * 25.825 1.34 Alcano Cadeia Longa CaoHso
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saturado
n-tetratetracontano 25.825 4.00 Alcano
saturado
n-tritetracontano 25.851 4.82 Alcano
saturado
Alcano
- *
n-Tetratetracontano 28.189 | 2.44 saturado Cadeia Longa CasHoo
Alcano
- %k
n-Tetrapentcontano 31.040 | 1.12 saturado Cadeia Longa | CsiHyio
Tetrapentcontano, 1,54- Haletos
dibromo- 250871 0.96 organicos Cs4H10sBr
n-Docosanol 22.063 | 13.50 Alcoois C»Hs60
n-Tetracosanol 23.607 2.41 Alcoois C24H500
Alcoois
13-Docosen-1-ol, (Z)- | 25.086 | 22.69 insaturado CroHuiO
(Z)-14-Tricosenil
formato 25.208 4.15 Formate Co4H4602
n-heptacosanol 25475 5.09 Alcoois C27Hs60
) ) Alcanos
Hexano, 2,3,4-trimetil- | 5.342 1.85 ramificado Cadeia média CsHao
) ) Alcanos
Heptano, 4,4-dimetil 5.713 8.71 ramificado Cadeia média CsHao
) . Alcanos
3-Etil-3-metilheptano 8.036 0.92 ramificado Cadeia média CioHa
Acido benzéico, 4- Derivado de
etoxi-, éster etilico 11.480 4.40 acido benzoico C11H 1403
Derivado de
Palmitato de isopropila | 14.348 | 1.74 acido
carboxilico C19H3302
(2,3-
difenilciclopropil)metil | 16.929 | 1.42
fenil sulfoxido, trans- Sulféxido C2oH200S
Derivado de
Octocrileno 18.269 1.72 amdq
carboxilico,
com nitrogénio Co4H27NO2
Ciclohexano, propil- | 7.385 3.97 Alcano ciclico CoHis
Octano 2,6-Dimetil 7.434 5.56 Alcano Cadeia média CsHis
. ) Alcano
Heptano, 3-etil-2-metil- | 7.533 2.72 ramificado Cadeia média C1oHas
Ciclohexano, 1,1,2,3-
tetrametil- 7740 >.31 Alcano ciclico CioH2o
Ciclohexano, 1-metil-2-
propil- 8.091 397 Alcano ciclico CioH2o
. Alcanos ciclico,
1H-Indengiscfctah1dro—, 8.169 | 2.69 composTos
quiral CoHi6
Decano 8.268 11.89 Alcano Cadeia média CioH22
Decano, 4-metil- 8.525 3.71 Alcano Cadeia média C11Hoa
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ramificado
. . Alcano
Ciclohexano, 4-butil- 8.667 3.06 ramificado Cadeia média C1oHao
Undecano 9.334 6.79 Alcano Cadeia média Ci1Ho4
1-
Metildecahidronaftaleno 9.702 131 Alcano ciclico | Cadeia média Ci1Hzo
Dodecano 10.254 1.26 Alcanos Cadeia média Ci2Ha2e
Acido sulfuroso, éster Derivado de
hexil octil 12.543 1.99 Acido sulfuroso C14H3003S
) . Alcano
Undecano, 2,4-dimetil- | 12.847 2.13 camificado Cadeia média Ci3Has
. . Alcano
2,3-dimetildodecano 13.949 1.82 camificado Cadeia média CraHao
Acido 1,2-
benzenodicarboxilico, | 14.938 1.40 Derivado de
éster bis(2-metilpropil) acido benzoico Ci6H2204
Nonadecano, 2-metil | 17.525 2.27 Alcano Cadeia média CooHao
. Alcano
Heptadecano, 9-hexil- | 18.014 | 10.42 camificado Cadeia média CasHus
. Alcano
_ _k
Heptadecano, 9-octil 18.541 9.39 ramificado Cadeia média CasHsa
Heneicosano, 11-(1- Alcano
etilpropril) * 19.1201 - 9.40 ramificado Cadeiamédia | CosHs4
) . Alcano
- £
Eicosano, 7-hexilo 19.774 8.24 ramificado Cadeia média CacHss
n-Octacosano 20.525 | 7.77 Alcano Cadeia longa CasHss
.. Alcano
Octano, 4,5-dietil- 9.351 1.28 camificado cadeia media CiaHas
. . Alcano
Nonano, 4-etil-5-metil- | 9.521 2.05 camificado cadeia media CiaHag
. . Alcano
Decano, 5,6-dimetil- 9.681 2.14 camificado cadeia media CiaHag
n-Octadecano 16.569 | 2.85 Alcano Cadeia Longa | CisHss
. Alcano
_ ES
Nonadecano, 9-metil 17.520 9.12 camificado Cadeia Longa CaoHao
. Alcano
Octacosano, 2-metil | 21.409 | 5.67 camificado Cadeia Longa | CasHeo
) Alcano
_ _ %k
Tetracosano, 11-decil 22.455 5.28 camificado Cadeia Longa CaiHoo
Acido sulfuroso, éster Derivado de
hexil pentadecilico 23699 3.18 Acido sulfuroso C21H4403S
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4. DISCUSSAO
4.1. Morfologia

A anatomia da glandula metapleural de P. clavata e P. crassinoda com grupos de
células secretoras que liberam a secrecdo através de células canais, que € armazenada em um
reservatorio, sendo liberadas para o exterior por meio de um orificio de abertura é semelhante
aquela descrita para outras formigas, incluindo as Myrmicinae Myrmecia nigrocincta (Tulloch
et al. 1962), A. sexdens (Holldobler e Engel-Siegel 1984; Gusmao et al., 2001),
Crematogaster clariventris, Crematogaster depressa (Fanfani e Giovannotti, 1994),
Myrmecia gulosa, Myrmecia urens (Angus et al., 1993), Acromyrmex octospinosus (Bot et al.,
2001), Atta bisphaerica, Atta capiguara, Acromyrmex subterraneus (Souza et al.,
2006), Acromyrmex coronatus, Atta laevigata, Apterostigma pilosum, Mycetarotes
parallelus, Pogonomyrmex naegeli, Wasmannia auropunctata (Vieira et al., 2012a),
Acromyrmex laticeps (Junqueira e Diehl 2014), Ectatomminae Ectatomma brunneum e
Dolichoderinae Technomyrmex vitiensis (Pech e Billen 2017) e a Paraponerinae P. clavata
(Martins et al., 2022) demostrando ser um padrao entre as formigas. A localiza¢io da abertura
no metatérax facilita a distribui¢do da secrecdo pelo corpo da formiga com o auxilio das
pernas traseiras, como descrito para outras subfamilias de formigas (Billen et al., 2011).

As diferencas encontradas em relacio ao tamanho, cor e formato da glandula
metapleural e da sua abertura externa entre P. clavata e P. crassinoda, possivelmente estao
associados ao estilo de vida destes individuos, além do tipo de microrganismos aos quaai sao
expostos dentro e fora do ninho, sendo que P. crassinoda nidifica em drvores que tenham
partes danificadas ou troncos podres e forrageia na serapilheira das florestas no qual habitam,
e sdao predadoras oportunistas (Mackay e Mackay, 2010). J4 P. clavata, possui ninhos
subterraneos na base de arvores, forrageando em diferentes niveis dos dosséis de arvores,

alimentando-se de néctar extrafloral e presas vivas (Dilsinne et al., 2019). Uma alternativa
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para explicar as diferencas anatdomicas em relacdo a glandula metapleural entre as espécies
estudadas, podem ser as vias evolutivas do desenvolvimento das mesmas, pois a habilidade de
produzir e secretar compostos por estes individuos fornece uma capacidade adaptativa aos
desafios impostos pelos seus habitats (Briickner e Parker, 2020), sendo possivel que as
glandulas metapleurais possam surgir e diversificar mesmo no nivel da espécie (Ulmer et al.,
2023). Atrelado a este fato, soma-se a recente descoberta de um homélogo da glandula
metapleural em uma vespa parasitoide (P. polyturator), com caracteristicas similares em
relacdo a localizacgdo, estrutura e orificio de saida aquelas encontradas nas formigas (Ulmer et
al., 2023). Estes dados indicam que a glandula metapleural possui anatomia semelhante em
todos os individuos, com apenas algumas diferencas que podem ser atreladas ao estilo de vida
dos mesmos.

As caracteristicas histoldgicas da glandula metapleural encontradas nas trés espécies
aqui estudadas sdo semelhantes ao encontrado em outras formigas como E. brunneum, A.
coronatus, A. laevigata, A. pilosum, M. parallelus, P. naegeli, W. auropunctata (Vieira et al.,
2012a), rainhas de A. sexdens e Atta vollenweideri (Vieira et al., 2015), algumas espécies de
Strumigenys (Myrmicinae) (Wang et al., 2023) e para P. clavata (Martins et al., 2022), sendo
portanto encontradas em pares, com uma camada de células secretoras interligadas ao
reservatorio por meio de ductos secretores, compreendendo as células da classe III, segundo a
classificagdo de Noirot e Quennedey (1974), que consiste em unidades bicelulares
constituidas por uma célula secretora e uma célula duto que conduz a secre¢do para o
reservatorio. Estes resultados indicam que esta glandula possui uma organizacdo estrutural
conservada nas formigas, suportando a sua sinapomorfia para o grupo.

Em relacdo ao formato da glandula metapleural, A. sexdens apresenta uma glandula
alongada com células alongadas e nucleos esféricos, sendo semelhante ao observado em

rainhas de A. sexdens e A. vollenweideri (Myrmicinae) (Vieira et al., 2015). A glandula de P.
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clavata possui formato de couve-flor com células e nicleos esféricos, sendo semelhante ao
descrito por Martins et al. (2022) para P. clavata. Para P. crassinoda a glandula metapleural
com formato de dois cachos ndo tem sido relatada para outras espécies estudadas. A diferenca
observada em relacdo ao formato da glandula entre as trés espécies aqui analisadas demostra
que apesar de serem constituidas por uma camada de células secretoras com canaliculos
interligados ao reservatdrio, seu formato provavelmente pode ser associado ao estilo de vida
dos espécimes. Outra hipdtese, seria a ocorréncia de variagcdes associadas a filogenia, porém
P. crassinoda e P. clavata pertencem aos grupos-irmaos Ponerinae e Paraponerinae,
respectivamente (Fernandez et al., 2021).

Em relacdo ao reservatdrio, as trés espécies analisadas neste estudo, apresentam
apenas uma camara, porém Vieira et al. (2015) observou reservatérios com duas cidmeras em
rainhas de A. sexdens e A. vollenweideri, demostrando que possivelmente a glandula
metapleural de rainhas é morfologicamente diferente das operdrias (Vieira et al., 2012a;
Vieira et al., 2015; Martins et al., 2022; Wang et al., 2023).

Atta sexdens e P. clavata apresentam as células secretoras liberando a secrecdo no
reservatorio através de canaliculos formando sete placas crivadas, similar ao descrito para P.
clavata (Martins et al., 2022), porém Vieira et al. (2015) observou que em rainhas de A.
sexdens ocorrem 20 placas crivadas, indicando que estd glandula em rainhas € maior, o que
pode ser devido ao fato que rainhas utilizam mais esta glandula que suas operarias.
Pachycondyla crassinoda apresenta uma tunica placa crivada, sendo semelhantes ao relatado
para E. brunneum e W. auropunctata (Vieira et al., 2012a). Este resultado demostra que a
quantidade de placas crivadas provavelmente surgiu independentemente ao longo da evolucao
destes insetos, pois, P. crassinoda nidifica em &4rvores danificadas ou troncos podres,
forrageando na serapilheira das florestas e sdao predadoras oportunistas (Mackay e Mackay,

2010), E. brunneum nidifica em arvores e se alimenta de nectério extraflorais (Passos e Leal,



44

2019), enquanto W. auropunctata nidifica em diversos lugares e possui hédbitos alimentares
generalistas (Rosumek, 2017). Em relacdo a filogenia dessas espécies, E. brunneum pertence
a Ectatomminae, que € grupo-irmao de Myrmicinae, no qual W. auropunctata esté incluida, e
P. crassinoda pertence a Ponerinae que esta distante na filogenia das demais (Ferndndez et al.,
2021). Novas pesquisas precisam ser realizadas em relacdo a quantidade de placas em outras
espécies para ampliar o conhecimento sobre estas caracteristicas nas formigas.

Os resultados histoquimicos para a deteccdo de proteinas totais, glicoproteinas,
carboidratos e lipideos nas glandulas metapleurais de A. sexdens, P. crassinoda e P. clavata
demostram semelhanga com os observados em rainhas de A. sexdens (Vieira et al. 2015) com
a presenca de polissacarideos, proteinas e lipideos. A reagdo para proteinas revela intensa
producdo nas trés espécies, o que pode estar atrelado a resposta imune em insetos, pois
peptideos sdo efetores importantes de amplo espectro de atividade antibacteriana, antifiingica
e antiparasitdria nos insetos (Staczek et al., 2023).

O numero de células secretoras nas glandulas metapleurais de P. clavata (315) e P.
crassinoda (250) € superior aos descritos para outras espécies como, E. brunneum (47), P.
naegeli (30), W. auropunctata (15), A. pilosum (42), M. parallelus (30), Trachymyrmex fuscus
(60) (Vieira et al., 2012a). As operdrias de A. sexdens analisadas possuem 169 células, porém
Vieira et al. (2015) relatam que rainhas de A. sexdens e A. vollenweideri possuem 528 e 451
células secretoras, respectivamente, o que pode ser devido a casta analisada. Em espécies de
Strumigenys, rainhas apresentam glandulas metapleurais com mais células que as operarias
(Wang et al., 2023). Estudos que visam observar se este padrdao onde rainhas possuem mais
c€lulas secretoras na glandula metapleural que suas operdrias precisam ser realizadas em mais
representantes de formigas, para a verificacao deste padrao.

Apesar de P. clavata apresentar a maior area nuclear das células secretoras da

glandula metapleural, as andlises estatisticas constatam que ela ndo possui a maior taxa de
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atividade metabdlica quando comparada com as demais espécies deste estudo, considerando a
sua menor relagdo nudcleo/citoplasma. Neste sentido, A. sexdens possui a maior atividade
metabdlica, o que pode ser devido ao estilo de vida da espécie, no qual o ninho ou o jardim de
fungos sdo expostos a diversos patégenos e sua principal fonte de combate a estes
microrganismos € a glandula metapleural (Vieira et al., 2012b; Vieira et al., 2015). Poulsen et
al. (2002) propdem que a producdo dos compostos antimicrobianos € energeticamente
custosa, ou seja, algumas espécies gastam mais recursos provenientes da secre¢do da glandula
metapleural, pois esta seria seu principal meio de combate a patégenos, enquanto em outras
espécies que ndo gastam tantos recursos, outras glandulas exdcrinas atuam em conjunto para a
mesma finalidade. Aili et al. (2020) identificaram que P. clavata expressa proteinas com
propriedades antibacterianas na glandula de veneno, indicando que ela também atua no
combate a microrganismos. Provavelmente P. clavata utiliza tanto a glandula de veneno
quanto a glandula metapleural para o combate a patégenos, o que poderia explicar a sua taxa
metabolica ser menor que as demais espécies.

O tamanho do reservatdrio € semelhante em P. crassinoda e A. sexdens, apesar de na
primeira espécie ser maior que na segunda. O tamanho médio do reservatorio € uma indicagao
da capacidade secretora (Martins et al. 2022, Azevedo et al. 2007, Vieira et al. 2012a).
Possivelmente estas espécies secretam uma quantidade semelhante de compostos contra
patdgenos, porém novos estudos devem ser realizados para avaliar a capacidade de secrecdo
das glandulas metapleurais nestas espécies.

Os resultados indicam que ndo ha correlacdo entre a distancia interocular e a area das
células secretoras da glandula metapleural, apesar da drea celular ser maior em P. clavata e
menor em A. sexdens, similar ao reportado em diferentes espécies de Atta (Vieira et al. 2015).

Assim, o presente estudo revela que possivelmente a area das células secretoras da glandula
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metapleural estd associada a outro fator além do tamanho do individuo, e necessita de novas
pesquisas para ser elucidada esta questao.

A relacdo entre a glandula metapleural e a distincia interocular, mostra que A.
sexdens possui as maiores células secretoras; provavelmente este fato estd associado a sua alta
taxa de atividade metabdlica (Azevedo et al., 2007; Vieira et al., 2012a). Por outro lado, a
relacdo da drea do reservatério e a distincia interocular, evidencia que P. crassinoda tem
maior reservatério, indicando que esta espécie tem uma capacidade secretora maior que as
demais. As trés espécies analisadas neste estudo diferem significativamente, provavelmente
sdo afetadas por patégenos em grau variado, o que explicaria estas diferencas.

4.2. Volatilomica

Os tempos de retencdo dos compostos produzidos pelas glandulas metapleurais de P.
clavata e P. crassinoda sdo semelhantes, mas ocorrem diferengas em relacdo a porcentagem
da massa dos mesmos compostos entre as duas espécies, com destaque para compostos que
atuam na defesa imune, incluindo Dodecano, n-Heptadecano, n-Nonadecano, n-Pentacosano
(Zorzetto et al., 2015), n-Heneicosano (Vanitha et al., 2020) e n-Docosanol (Abreva, 2023).

Os resultados mostram maior quantidade de compostos na glandula metapleural de
P. clavata (64) e em P. crassinoda (33) que em outras formigas, incluindo A. laevigata (12),
A. coronatus, E. brunneum e Pogonomyrmex neagelii (9), T. fuscus (10) e A. pilosum (4)
(Vieira et al. 2012b) e na vespa parasitoide P. polyturator (7) (Ulmer et al. 2023). Novos
estudos precisam ser feitos com o intuito de investigar a quantidade expressiva de compostos
quimicos presentes em P. clavata e P. crassinoda, a fim de elucidar o comportamento da
glandula metapleural destas espécies.

Dos 87 compostos identificados nas glandulas metapleurais, apenas 22 s@do
compartilhados por de P. clavata e P. crassinoda, demostrando que a composi¢do quimica

das secrecOes glandulares pode ser espécie-especifica (Blum e Hermann, 1978). Em relacdo a
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quantidade de compostos antimicrobianos, foram identificados nove em P. clavata e seis em
P. crassinoda. Em relagdo aos grupos funcionais encontrados, ¢ comum a presenca de
compostos com diferentes atividades bioldgicas, contendo principalmente hidrocarbonetos,
acidos graxos livres, triacilglicerideos, dlcoois, ceras, ésteres etilicos, proteinas e esterdis
(Marciniak et al., 2011; Vieira et al., 2012b; Buszewska-Forajta et al., 2014; Ulmer et al.,
2023), além de peptideos com potencial atividade antifiingica e antibacteriana (Olusola et al.,
2003; Golebiowski et al., 2011).

O n-Nonadecano encontrado em P. clavata e P. crassinoda é um dos composto mais
abundante na glandula de Dufour em Myrmicinae (Evershed e Morgan, 1981), incluindo
Messor minor e Messor capitatus (Tullio et al., 2003), Solenopsis invicta, Solenopsis richteri,
Solenopsis germinata e Solenopsis xyloni (Barlin et al., 1976), em Ectatomminae Ectatomma
spp. (Morgan, 2003), em Formicinae Cataglyphis spp. (Dahbi et al., 2008), Formica spp.
(Bergstrom e Lofqvist, 1973), Polyerges spp. (D’Etorre et al., 2000), Paratrechina spp.
(Witte et al., 2007) e em Ponerinae Diacamma spp. (Morgan et al., 2003). O mesmo
composto foi encontrado na glandula mandibular de Pachycondyla indica e Pachycondyla
striata (Morgan et al.,1999). O n-Nonadecano foi encontrado no homoélogo da glandula
metapleural da vespa parasitoide P. polyturator (Ulmer et al., 2023). Este composto, também
ocorre como hidrocarboneto cuticular em Dolichoderinae (Scarparo et al., 2019) e no género
Pachycondyla (Yusuf et al., 2010).

Os compostos n-Heneicosano, n-Tetracosano, € n-Docosano foram compartilhados
entre P. clavata e P. crassinoda, sendo encontrados também na glandula metapleural de S.
germinata e S. invicta (Cabrera et al., 2004). n-Tetracosano também ocorre como
hidrocarboneto cuticular em Pogonomyrmex barbatus (Sturgis et al. 2011) e Camponotus

vagus (Meskali et al. 1995).
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Os n-Nonacosano e n-Dotriacontano, que foram identificados nas duas espécies, € n-
Octacosano apenas em P. clavata, foram relatados como hidrocarbonetos cuticulares na vespa
Polistes metricus (Espelie et al. 1990).

O n-Tritriacontano compartilhado entre P. clavata e P. crassinoda foi relatado como
hidrocarboneto cuticular em representantes Myrmicini (Guillem et al. 2016).

Os n-Tetratriacontano, n-Pentatriacontano e n-Hexatriacontano, compostos
compartilhados entre P. clavata e P. crassinoda, foram caracterizados como hidrocarbonetos
cuticulares nos Myrmicinae Temnothorax unifasciatus e Temnothorax recedens (Provost et al.
2008). Porém n-Hexatriacontano também foi encontrado na glandula intramandibular do
Ponerinae Neoponera villosa (Martins et al., 2015).

O n-Eicosano presente na glandula metapleural de P. clavata e P. crassinoda, e n-
Octadecano apenas em P. clavata sdo relatados como hidrocarbonetos cuticulares em E.
brunneum (Pereira et al., 2019). Dodecano presente apenas em P. clavata € relatado pela
primeira vez em formigas, sendo encontrado em extratos da casca de planta medicinal nativa
da Asia Symplocos crataegoides (Govindarajan et al. 2016). Dodecano, n-Heptadecano, n-
Nonadecano e n-Pentacosano foram identificados no extrato de trés espécies de Hypericum,
uma planta medicinal, com atividade antidepressiva, antinociceptiva € antimicrobiana
(Zorzetto et al., 2015).

O n-Heneicosane presente na glandula metapleural de P. clavata e P. crassinoda foi
identificado com atividade antimicrobiana em Plumbago zeylanica, uma planta tradicional na
medicina Indiana, usada na prevenc¢do de inflamagdo, antimicrobiana entre outras funcdes
(Vanitha et al., 2020).

O n-Docosanol, encontrado somente na glandula metapleural de P. clavata, é o
primeiro registro para uma espécie de formiga, sendo encontrado em muitos alimentos, como

azeite de oliva, d6leo de peixe, sementes de girassol, alface, cera de abelha e macas (Radler,
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1965; Tulloch, 1976; Morrison, 1983; Frega et al., 1993), além de ser produzido
endogenamente no corpo humano (Nicolaides, 1967; Harvey et al., 1987; Harvey, 1989). Este
composto possui atividade antiviral contra o virus herpes simplex (HSV) (Abreva, 2023), e
para virus envelopados, incluindo citomegalovirus, virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
virus sincicial protecdo (RSV), virus influenza A e virus murino da leucemia Friend (Katz et
al., 1994; Marcelletti et al., 1996).

Outro composto identificado somente em P. clavata é 13-Docosen-1-ol (Z)- foi
identificado na epicuticula de operdrias da abelha Apis mellifera ligustica (Naccarato et al.,
2019). O Decano, encontrado apenas em P. clavata, foi identificado no extrato corpdreo de
Karria lacca (Hemiptera: Kerriidae) que produz a resina adesiva lac com uso industrial e
militar, devido as propriedades de adesdo e isolamento (Mohanasundaram et al., 2022).

O Nonadecano 9-metil e esqualeno que sdo compartilhados pela glandula
metapleural de P. clavata e P. crassinoda sdo descritos como compostos de reconhecimento
de companheiras em ninhos de Pachycondyla analis (Yusuf et al., 2010).

O Tetracosano, 11-decil compartilhado pelas duas formigas aqui analisadas, é
encontrado na bactéria Streptomyces sparsus (Managamuri et al., 2017), sendo a primeira
identificacdo em insetos.

Entre os compostos identificados somente em P. crassinoda, Octacosano 2-metil, foi
encontrado em cupis Zootermopis (Haverty et al., 1988) e Coptotermes formosanus (Haverty
et al., 1990). Outro composto encontrado apenas em P. crassinoda é Hexadecano 5-butilo,
relatado por como feromodnio sexual em Phyllophaga ravida (Coleoptera: Melolonthinae)
Romero-Loépez et al. (2019).

O Heptadecano 9-hexil foi encontrado apenas em P. clavata, sendo o primeiro relato
para insetos, sendo o principal composto no extrato da folha e raiz da erva medicinal com

atividade antibacteriana, Solanum khasianum (Chirumamilla et al., 2022). O Pentadecano 8-
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Hexyl identificado em P. clavata e P. crassinoda, foi reportado na glandula de veneno de
Vespa velutina, como feromonio de alarme (Rodriguez-Flores et al. 2021).

Alguns compostos encontrados na glandula metapleural das espécies aqui analisadas,
apresentam porcentagem de massa alta, porém ndo ha dados sobre a atividade bioldgica dos
mesmos, incluindo Heptano, 4,4-dimetil (somente em P. clavata), Heptadecano 9-octil;
Heneicosano, 11-(1 etilpropril) e Eicosane 7-hecilo (nas duas espécies), demostrando a
necessidade de estudos in vivo e in vitro para elucidar qual a fungdo destes compostos nas

espécies estudadas.
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5. CONCLUSAO

Os resultados aqui obtidos indicam que os aspectos morfolégicos da glandula
metapleural possuem algumas diferencas entre as trés espécies estudas, provavelmente pelo
estilo de vida destes individuos, confirmando a hipétese 1.

Os resultados mostram que o nimero de células e o tamanho do reservatério sdo
maiores na espécie arboricola, P. clavata, e menor em P. crassinoda e A. sexdens com habitos
terrestres, rejeitando a hipétese II. Apesar de A. sexdens possuir menor nimero de células,
area celular e reservatorio, a glandula apresenta alta taxa de atividade metabdlica, enquanto P.
crassinoda possui um nimero de células maior que A. sexdens, e apresenta menor atividade
metabolica, mas possui a mesma capacidade de secrecdo de substancias.

Os compostos quimicos identificados nas duas espécies comprovam a natureza
antimicrobiana da secrecdo da glandula metapleural, além de demostrar que a espécie
arboricola, P. clavata apresenta maior quantidade de compostos quimicos em relacdo a P.
crassinoda, com habitos terrestres, confirmando a hipétese III. Alguns compostos sdo o

primeiro registro para as formigas, ou para os insetos.
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