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RESUMO

MARTINS, Luiza Carla Barbosa, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
fevereiro de 2012. Glandulas intramandibulares de Formicidae
(Ponerinae, Myrmicinae): desenvolvimento e seus componentes
quimicos. Orientador: José Eduardo Serrdo. Coorientadores: Eraldo
Rodrigues de Lima e José Cola Zanuncio.

As formigas séo especialmente ricas em glandulas exdcrinas que variam na
sua natureza estrutural, quimica e complexidade funcional, e esta riqueza
em glandulas exdcrinas talvez seja o grande ponto de seu sucesso bioldgico.
Este estudo focalizou as glandulas intramandibulares de formigas
“primitivas” Ponerini (Ponerinae) e derivadas Attini (Myrmicinae) quanto ao
desenvolvimento de formas imaturas, diferenciacdo entre castas e
componentes quimicos, contribuindo para a compreensdo dos mecanismos
envolvidos na comunicacao das formigas na tentativa de entender a possivel
funcdo da glandula intramandibular que ainda permanece desconhecida. O
estudo do desenvolvimento pds-embrionario das glandulas
intramandibulares foi realizado em Pachycondyla verenae, enquanto o
estudo com a formiga cortadeira Atta laevigata investigou a ocorréncia de
glandulas intramandibulares nas castas de rainhas, operéarias e soldados.
Também foi realizado, o estudo dos componentes quimicos presentes no
interior da mandibula e no corpo de operarias e rainhas de Pachycondyla
villosa. Foram encontradas células epidérmicas secretoras da classe |,
glandulas unicelulares da classe Il e células epiteliais secretoras com
reservatorio. As células epidérmicas secretoras da classe | e glandulas
unicelulares da classe Ill, encontradas em P. verenae, diferenciam-se
durante a pupacéo, iniciando seu desenvolvimento na pupa de olho rosa e
estdo completamente formadas a partir da pupa de olho preto. Diferente da
classe glandular que foi encontrada em espécies de Pachycondyla, as
glandulas intramandibulares em A. laevigata ndo apresentaram células
epidérmicas secretoras da classe |, mas apresentaram glandulas
unicelulares da classe Ill e células epidérmicas secretoras com reservatorio.
Os estudos morfologicos, histoquimicos e morfométricos das glandulas
intramandibulares em A. laevigata suportam a hipotese de que essas

glandulas estejam envolvidas diretamente na divisdo de trabalho entre as
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castas e, consequentemente, na comunicacdo quimica. As evidéncias
comportamentais indicam que as substancias quimicas das glandulas
intramandibulares de P. villosa estdo envolvidas no reconhecimento de
companheiras de ninho, e a presenca de hidrocarbonetos e os esterois
colesterol em operéarias e o sitosterol encontrado na mandibula de rainhas
podem estar associados ao perfil da casta, sendo provavel que o sitosterol
assuma o papel de um sinalizador de fertilidade e/ou uma possivel fonte de
horménio. O conhecimento da ontogenia, morfo-fisiologia e composicéo
quimica das glandulas intramandibulares das formigas pode contribuir para a
elucidagdo dos mecanismos que envolvem o sistema exécrino e suas
relacbes com os aspectos comportamentais e filogenéticos nas diferentes
subfamilias de Formicidae. Com isso, € possivel inferir que as glandulas
intramandibulares das diferentes tribos e castas produzem substancias de
naturezas distintas, indicando fungbes diversas, dependendo da natureza

guimica de constituintes celulares.
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ABSTRACT

MARTINS, Luiza Carla Barbosa. D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2012. Intramandibular glands in Formicidae (Ponerinae,
Myrmicinae): development and chemical components. Adviser: José
Eduardo Serrdo. Co-Advisers: Eraldo Rodrigues de Lima and José Cola
Zanuncio.

In ants there are several exocrine glands that vary in their structure, chemical
and functional aspects, and the abundance of exocrine glands may be
animportant point of their biological success. This work investigated
intramandibular glands of "primitive" ants included in the Tribe Ponerini
(Ponerinae) and derived Attini (Myrmicinae) including their development in
immature, diferentiation between caste and identification of chemical
components, contributing to understand the mechanisms involved in the
communication of ants as well as to elucidate the function of the
intramandibular glands thet is still unknown. The study of the post-embryonic
development of the intramandibular glands was performed in Pachycondyla
verenae, while the study on the leaf-cutter ant Atta laevigata investigated the
occurrence of intramandibular glands in the castes of queen, worker and
soldier. The study of the chemical components present in the mandible and
body occurred in Pachycondyla villosa. Ants in the study, epidermal secretory
cells were found in class I, unicellular glands in class Ill and epithelial cells
with secretory reservoir. The epidermal cells secretory of class | and
unicellular glands of class Il were found in P.verenae. These glands
differentiate during pupation, and their development begins in pink-eyed pupa
and is complete in black-eyed pupae. Unlike the gland class that was found
in Pachycondyla, the intramandibular glands in A. laevigata, did have in
epidermal secretory cells of class I, but had unicellular glands of class Ill and
epidermal cells secretory with reservoir. The morphological, histochemical
and morphometric study of the intramandibular glands in A. laevigata
supported the hypothesis that these glands are involved directly in the
division of labor between castes, and consequently in their chemical

communication. The behavioral analyses indicate that chemicals substances
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from the intramandibular glands of P. villosa are involved in the recognition of
nestmates, and the presence of hydrocarbons and cholesterol and the
sitosterol found in the mandible of queen may be associated with the profile
of caste, likely to be the sitosterol plays role as a flag of fertility and/or a
possible source of the hormone. The knowledge of ontogeny, morphology,
physiology and chemical composition of the intramandibular glands of ants
can contribute to the elucidation of the mechanisms that involve the exocrine
system and its relationship with the behavioral aspects and phylogenetic in
different subfamilies of Formicidae. It is possible to infer that the
intramandibular glands of different tribes and caste produce substances of
different natures, indicating different functions, depending on the chemical

nature of cellular components.
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INTRODUCAO GERAL
Os insetos sociais sdo caracterizados como organismos que

apresentam as seguintes caracteristicas comportamentais: i) individuos da
mesma espécie que cooperam com o cuidado da cria; ii) as fémeas estéreis
trabalham para uma fémea reprodutiva; e iii) sobreposicdo de, no minimo,

duas geracdes em estagios de vida capazes de contribuir com a divisdo de
trabalho na colbnia (Wilson, 1971; Holldobler & Wilson, 1990). Dentre os
insetos, aqueles definidos como sociais incluem representantes de cupins,
formigas, vespas e abelhas (Wilson, 1971).

A vida em sociedade facilita a sobrevivéncia dos insetos, pois torna
mais facil a busca de alimento, aumenta as oportunidades de defesa contra
os predadores e, inclusive, pode facilitar o cuidado com a prole e a
construcéo de abrigos (Holldobler & Wilson, 1990).

A comunicacdo reciproca de natureza cooperativa é um critério
essencial para a manutencdo da integridade das sociedades de insetos
(Wilson, 1971). Para tanto, sdo utilizados mecanismos que envolvem
compostos quimicos denominados semioquimicos e receptores olfativos
distribuidos pelos apéndices, especialmente nas antenas (Atkins, 1980). Os
semioquimicos, diferentes dos horménios que atuam no individuo que o
produziu, atuam em individuos que estdo a sua volta e sdo classificados em
feromdnios, compostos quimicos produzidos por glandulas especializadas e
secretados para fora do corpo do animal com efeito especifico em outro
individuo da mesma espécie; e aleloquimicos que atuam em individuos de

espécies diferentes (Vilela e Della Lucia, 2001; Nation, 2002).



Uma das caracteristicas comuns nos insetos sociais é a diversidade de
glandulas exoécrinas distribuidas por todo o corpo. O alto numero e
diversidade dessas glandulas acompanham as varias funcdes que suas
secrecbes desempenham na vida desses insetos (Hoélldobler & Wilson, 1990;
Noirot & Quennedey, 1991; Billen & Morgan, 1998). Até o presente, esta
variedade de glandulas chega a um total de 105 glandulas exdécrinas que
podem ser distinguidas entre os varios grupos de insetos sociais (Billen,
2008). Algumas glandulas estdo presentes em todos o0s grupos de
Hymenoptera, enquanto outras tém ocorréncia restrita e podem ser
encontradas apenas em uma uUnica espécie. A composi¢cdo quimica da
secrecdo e/ou da funcéo de varias glandulas é bem documentada, enquanto
em outras glandulas, por exemplo, intramandibulares, ha apenas descricdo
morfologica (Billen, 2008).

As glandulas exdcrinas tegumentares dos insetos podem ser incluidas
em trés classes (Figura 1). A classe I é caracterizada por células da
epiderme, que se tornam secretoras, sendo sua secrecéo liberada para o
exterior do corpo por difusdo através da cuticula. As glandulas da classe 1I
sdo representadas por células cuja secrecdo também € eliminada para o
exterior do corpo, passando através da cuticula, mas, neste caso, como a
célula glandular ndo esta em contato com a cuticula, a secrecao passa antes
para uma célula epidérmica. As células glandulares das classes I e I néo
possuem estruturas diferenciadas para a liberacdo da secrecédo, embora a
quantidade de canais-poro da cuticula possa estar mais elevada na regiao
do corpo onde ocorrem. Nas glandulas da classe 1II , as células secretoras

by

geralmente n&do se encontram incorporadas a epiderme, embora sejam



originadas dela. A célula secretora destacada da epiderme é geralmente
esférica e provida de um canal que a liga a um poro na cuticula, onde a
secrecdo € descarregada (Noirot & Quennedey, 1974; 1991). As células
secretoras das glandulas da classe lll apresentam mecanismo complexo de
liberacdo de secrecdo. A membrana plasmatica invagina-se criando um
espaco extracelular onde a célula canal se associa e realiza a coleta da
substancia produzida, conduzindo-a para o exterior. Esse espaco, na maioria
das vezes, apresenta-se como um canaliculo que, aparentemente, percorre
o citoplasma da célula e tem sido denominado canaliculo intracelular,
embora topologicamente esteja fora da célula (Noirot & Quennedey, 1991;
Cruz-Landim & Abdalla, 2002).

Além dessas trés classes de glandulas, em Attini ocorrem células
epidérmicas secretoras com reservatério (Figura 2), formadas pela
hipertrofia das células epidérmicas contendo um amplo reservatério em
regides especificas da mandibula (Amaral & Caetano, 2006; Billen, 2009;
Martins & Serrdo, 2011).

As formigas sdo especialmente ricas em glandulas exdocrinas que
variam na sua natureza estrutural, quimica e complexidade funcional (Billen
& Morgan 1998; Caetano et al., 2002), e esta riqueza em glandulas
exodcrinas contribui para o sucesso destes insetos (Caetano, 2007).

Nos Hymenoptera em geral, encontram-se dois tipos de glandulas
mandibulares, as ectomandibulares ou glandulas mandibulares 1 e as
mesomandibulares, intramandibulares ou glandulas mandibulares I (Figura
3). As glandulas ectomandibulares s&o as mais estudadas, portanto quase

sempre é a elas que se refere o conhecimento sob a rubrica de “glandulas



mandibulares”, distinguindo-as das intramandibulares (Cruz-Landim &
Abdalla, 2002).

As glandulas intramandibulares enquadram-se na categoria de
glandulas tegumentares e diferenciam-se também durante a pupacéo,
juntamente com a diferenciacédo do tegumento das mandibulas (Cruz-Landim
& Abdalla, 2002). Em formigas, até o momento, ndo se sabe em qual
periodo da fase pupal inicia-se sua formacéao.

Estudos mais aprofundados das glandulas intramandibulares devem
ser conduzidos para se determinar as funcdes destas glandulas (Schoeters
& Billen, 1994; Ribeiro & Caetano, 2000; Billen & Espadaler, 2002; Amaral &
Caetano, 2006). Martins & Serrdo (2011), diante de caracteristicas
morfolégicas e histoquimicas sugerem que as glandulas intramandibulares
de Attini e Ponerini produzem substancias quimicas de natureza distinta e a
ocorréncia de tais glandulas varia de acordo com a tribo.

Attini e Ponerini tém sido considerados grupos derivados e
presumidamente similares ao ancestral, respectivamente (Wheeler, 1910;
Kusnezov, 1955; Taylor, 1978).

Assim, a caracteristica marcante que separa ambos 0S grupos esta,
entre outras, na existéncia de castas morfologicamente distintas em Attini,
que nao ocorrem em Ponerini, o que pode resultar em diferentes estratégias
de comunicacdo intra-especifica importantes para exploracdo de recursos
troficos (Fowler et al., 1991). Com isso, é importante estudar as glandulas
que podem participar da producédo de semioquimicos para compreenséo do

comportamento de Attini e Ponerini.



Comportamentos que requerem dispersédo rapida dos sinais quimicos,
como os de alarme podem envolver feroménios constituidos por moléculas
pequenas e volateis, embora 0s insetos sociais apresentem varios outros
mecanismos de comunicacdo nos quais estdo envolvidos compostos nao
volateis (Howard & Blomquist, 2005; Blomquist & Bagneres, 2010).

Embora tardiamente, o comportamento tem sido acoplado aos estudos
morfologicos e fisioldgicos dos animais, pois, muitas respostas a esses
comportamentos exibidos por alguns animais, em especial de formigas,
foram dadas gracas a conhecimentos gerados por estudos anatomo-
fisioloégicos. Assim sendo, os estudos de anatomia interna de insetos e,
claro, os de formigas, sdo frutos de inter-relacbes entre as informacoes
obtidas nessas trés areas das Ciéncias Biologicas (Caetano, 2007).

Os conhecimentos sobre as caracteristicas dos compostos quimicos,
em especial hidrocarbonetos cuticulares envolvidos na comunicacdo das
formigas, vém crescendo nos ultimos anos gracas as descobertas de novas
técnicas de extracdo e andlises quimicas que, juntamente com o estudo
morfolégicos e de comportamento, vem fornecendo subsidios para o
entendimento dos aspectos sociobiol6gicos desses insetos.

Este trabalho teve por objetivo estudar as glandulas intramandibulares
de formigas quanto ao desenvolvimento em imaturos, a diferenciagéo entre
castas e componentes quimicos, contribuindo para a compreensao dos
mecanismos envolvidos na comunicacdo das formigas bem como para se
inferir uma possivel funcdo da glandula intramandibular que ainda

permanece desconhecida.



Figura 1. Esquema de trés principais classes de glandulas tegumentares em
insetos (Noirot & Quennedey, 1974). (G1l)glandulas da classe |,
caracterizadas por células epidérmicas que se tornam cubicas ou colunares,
sem reservatorio. (G2) glandulas da classe Il, a célula glandular ndo esta em
contato com a cuticula, a secrecdo passa antes para uma célula epidérmica.
(G3 e G3’) glandulas unicelulares da classe lll, formadas por células isoladas
na cavidade interna da mandibula, caracterizadas pela presenca de
canaliculos que se abrem em poros na superficie da mandibula. (D) ductos

celular. (S) sensilas campaniformes. (C) cuticula.

Figura 2. Adaptacdo do esquema de glandulas encontradas em Fomicidae
(Billen, 2009). (A) glandulas epiteliais da classe |, sem reservatério. (B)

glandulas epiteliais, com reservatorio. (C) glandulas bicelulares da classe lll.



Glandula Mandibular

GlandulaIntramandibula

Figura 3. Adaptacdo do esquema de Grasso et. al. (2004). Glandulas
mandibulares e intramandibulares, mostrando a posicéo da
glandula mandibular dentro da cépsula cefalica e seu local de liberacdo. O
corte de  parteda mandibulamostra a  posicdodas  glandulas
intramandibulares. CS, fenda cuticular; DC, células dos ductos; HC, capsula
cefalica; M, mandibula; P, Poros. R, reservatério; RD, reservatorio de

conduta; RL, reservatoério do liUmem; SC, células secretoras.
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CAPITULO 1

DESENVOLVIMENTO POS-EMBRIONARIO DAS GLANDULAS
INTRAMANDIBULARES EM OPERARIAS DE Pachycondyla verenae
(FOREL 1922) (FORMICIDAE: PONERINI).
RESUMO

O conhecimento atual das glandulas intramandibulares em Hymenoptera
resume-se a relatos sobre sua ocorréncia e caracteristicas morfo-fisiologicas
em individuos adultos, sendo este o primeiro relato sobre o desenvolvimento
pés-embrionario das glandulas intramandibulares em Pachycondyla verenae,
espécie que presumivelmente, possui caracteristicas similar ao ancestral e
nao apresentam dimorfismo entre as castas operarias. Mandibulas de
formigas nas fases de pré-pupa, pupa de olho branco, pupa de olho rosa,
pupa de olho preto, pupa de corpo pigmentado e adultas foram submetidas a
andlises histologicas e histoquimicas. Operéarias adultas de P. verenae
apresenta glandulas intramandibulares caracterizadas por células
epidérmicas secretoras da classe | e glandulas unicelulares da classe lll,
sendo que essas glandulas diferenciaram-se durante a pupacao, a partir de
pupas de olho rosa. Os resultados histoquimicos foram positivos para
evidenciacdo de carboidratos e para proteinas, e negativo na evidenciacao
de lipidios a partir da pupa de olho branco. Os resultados deste estudo das
glandulas intramandibulares em operarias de P. verenae indicam que as
células epidérmicas secretoras da classe | e glandulas unicelulares da
classe Il diferenciam-se durante a pupacao, iniciando seu desenvolvimento
na pupa de olho rosa e estdo completamente desenvolvidas a partir da pupa

de olho preto.
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POST-EMBRYONIC DEVELOPMENT OF INTRAMANDIBULAR
GLANS IN WORKERS OF Pachycondyla verenae (FOREL 1922)
(FORMICIDAE: PONERINI).
ABSTRACT

The current knowledge of intramandibular glands in Hymenoptera,
summarizes their occurrence, morphological and physiological characteristics
in adults, and this is the first report on the post-embryonic development of
these intramandibular glands in Pachycondyla verenae, a species that has
presumably similar to the ancestral characteristics and do not show
dimorphism between castes workers. Mandibles of ants in the pre-pupae,
white-eyed, pink- eyed pupae, black-eyed pupae, pupa of pigmented body
and adult caste workers were subjected to histological and histochemical
analyzes. Adult workers of P. verenae have intramandibular glands with
epidermal secretory cells of class | and unicellular glands of class lll, and
these glands arose during pupation, in pink-eye pupae. The histochemical
results were positive for disclosure of carbohydrates and proteins and lipids
in the disclosure of negative from the white-eyed pupae. The results of the
study of intramandibular glands in workers of P. verenae indicate that the
epidermal secretory cells of class | and unicellular glands of class Il
differentiate during pupation and it starts from pink- eyed pupa and are fully

developed in the black-eyed pupae.
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1. INTRODUCAO

O crescimento é uma etapa da ontogenia de um individuo,
caracterizado como processo de evolucdo e transformacdes biologicas
sofridas, desde a sua geracdo até seu total desenvolvimento (Gullan &
Cranston, 2008). Igualmente importantes sdo as mudancas, tanto sutis
guanto drasticas, que acontecem na forma do corpo conforme 0s insetos
sofrem mudas e crescem. As mudancas nas formas durante a ontogenia
afetam tanto as estruturas externas quanto os 6rgaos internos, mas apenas
as mudancas externas sdo aparentes em cada muda (Gullan & Cranston,
2008).

Nos Hymenoptera, as glandulas estao presentes nos adultos de todas
as espécies (Cruz-Landim & Abdalla, 2002). Até o presente, um total de 105
glandulas exdcrinas podem ser distinguidas entre os varios grupos de
insetos sociais (Billen, 2008). O alto numero e diversidade dessas glandulas
acompanham as varias funcfes que suas secrecdes desempenham na vida
dos insetos sociais (Hoélldobler & Wilson, 1990; Noirot & Quennedey, 1991;
Billen & Morgan, 1998).

O conhecimento atual das glandulas intramandibulares em individuos
adultos de Hymenoptera resume-se a relatos sobre sua ocorréncia e
caracteristicas morfo-fisiologicas em abelhas (Nedel, 1960; Toledo, 1967,
Costa-Leonardo, 1978; Cruz-Landim & Abdalla, 2002; Santos, et al. 2009;
Cruz-Landim et al., 2011) e formigas (Schoeters & Billen, 1994; Ribeiro &
Caetano, 2000; Billen & Espadaler, 2002; Grasso et al., 2004; Roux et al.,
2010; Martins & Serrédo, 2011). A situacao fica ainda mais obscura quanto se

trata do desenvolvimento pos-embrionario da glandula intramandibular. Nas
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abelhas, as glandulas intramandibulares diferenciam-se durante a pupacéo,
juntamente com a diferenciacédo do tegumento das mandibulas (Cruz-Landim
& Abdalla, 2002).

Em Hymenoptera, estudos sobre o desenvolvimento das glandulas
estdo restritos a algumas poucas glandulas que nao as intramandibulares,
tais como, glandulas pos-faringeas e hipofaringeas (Gama, 1978), glandula
de Dufour (Abdalla et al., 1999; Billen et al.,, 2001), glandula mandibular
(Gama, 1978; Cruz-Landim & Abdalla, 2002) e glandula labial ou salivar
(Gama, 1978; Lommelen, et al., 2003). Portanto, poucos sdo os estudos
sobre o desenvolvimento das diferentes glandulas distribuidas no corpo das
formigas, especialmente, no que se refere as glandulas intramandibulares,
exceto por dados sobre sua morfologia em adultos. Este €, o primeiro relato
sobre o desenvolvimento pds-embrionario das glandulas intramandibulares
em Ponerini, grupo que possui caracteristicas presumivelmente similares ao
ancestral (Kusnezov, 1955; Peeters & Crewe, 1984) e ndo apresentam
dimorfismo entre as castas operarias como encontrado em Attini (Holldobler
& Wilson, 1990).

Considerando o exposto, este trabalho teve por objetivo descrever a
morfologia das glandulas intramandibulares de Pachycondyla verenae
durante o estagio pupal para verificar em qual fase do ciclo de vida da
formiga, essas glandulas se diferenciam, contribuindo para compreensao de

sua estrutura e funcédo em Ponerini.
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2. MATERIAL E METODOS

Cinco colbnias de P. verenae foram coletadas no campo de
fruticultura da Universidade Federal de Vigcosa - Minas Gerais — Brasil.
Operarias em diferentes fases do desenvolvimento foram utilizadas sendo
classificadas em pré-pupa, pupa de olho branco, pupa de olho rosa, pupa de
olho preto, pupa com corpo pigmentado e adulta (Figuras 1 e 2). De cada
uma das fases do desenvolvimento, trés a cinco individuos foram crio-
anestesiados e as mandibulas retiradas e transferidas para solucao fixadora
de Zamboni (Stefanini et al., 1967). A seguir, as mandibulas foram
desidratadas em série crescente de etanol (70%, 80%, 90% e 95%) e
embebidas em historesina Leica. Apés a polimerizacdo, as pecas foram
seccionadas longitudinalmente, com 3 ym de espessura e coradas com
hematoxilina e eosina.

Algumas seccdes histolégicas das mandibulas obtidas para as
analises histologicas foram submetidas aos seguintes testes histoquimicos:
Mercurio-bromofenol para evidenciacdo de proteinas, PAS (Acido Periédico-
Schiff) para evidenciacdo de polissacarideos e glico-conjugados, e azul do
Nilo para identificacdo de lipidios, segundo Pearse (1985) e Bancroft &

Gamble (2007).

3. RESULTADOS
Para se determinar a morfologia das glandulas intramandibulares
estas foram caracterizadas primeiramente nas operarias adultas, seguindo-

se 0 acompanhamento do desenvolvimento a partir da pré-pupa.
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Adulto

Nas operérias adultas de P. verenae foram encontradas glandulas da
classe |, caracterizadas como células epidérmicas colunares (Figura 3) e
glandulas unicelulares da classe Il (Figura 4) isoladas na cavidade da
mandibula, que se mostram esféricas contendo um canaliculo que se abre
em poros na superficie da mandibula.

As células epidérmicas secretoras da classe | tém nucleo bem
desenvolvido e esférico e citoplasma acidofilo com aspecto homogéneo
(Figura 3), enquanto as glandulas da classe Il sdo caracterizadas por
células esféricas com o citoplasma apresentando intensa vacuolizacdo e
nacleo bem desenvolvido (Figura 4). Os nucleos das células secretoras das
classes | e lll apresentaram cromatina predominantemente descondensada.

Os testes histoquimicos em P. verenae foram positivos para
carboidratos e lipidios para células secretoras da classe | e lll, similarmente
ao reportado por Martins & Serrdo (2011) e, portanto, ndo serdo aqui

apresentados.

Pré-Pupa
As seccdes histologicas das mandibulas de pré-pupa nao
evidenciaram nenhuma estrutura celular na cavidade intramandibular, sendo

encontrada apenas a epiderme formada por células achatadas (Figura5).

Pupa de olho branco
Em pupas de olho branco, o interior da mandibula é caracterizado por

uma intensa reorganizacdo, com as células apresensentando distribuicdo
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irregular com aspecto de filamentos que se anastomosam, sendo 0s nucleos
pequenos (Figura 6), bem como alguns aglomerados de células retangulares
ricas em proteinas (Figura 7). As células epidérmicas formam uma camada
Gnica com aspecto cubico embora algumas regies da mandibula sejam
achatadas (Figuras 6 e 8). Além das células, o interior da mandibula é
caracterizado por material de aspecto floculento que reage positivamente ao
PAS e para proteinas (Figuras 8 e 9). Nao foi detectada a presenca de

lipidios.

Pupa de olho rosa

Nas pupas de olho rosa, as células da epiderme mandibular séo
semelhantes as células epidérmicas secretoras da classe | descritas para os
adultos, porém com algumas variacs em forma e tamanho, pois algumas
células sdo esféricas e outras colunares (Figuras 10 e 12). O epitélio
apresenta diferencas numa mesma mandibula; um lado com epitélio colunar
e do outro semelhante a epitélio pseudo-estratificado (Figura 10), ja sendo
possivel identificar neuroblastos precursores de neurbnios (vai da origem a
uma sensila mecanosensivel mais neurénio sensorial) que formardo a parte
sensitiva de sensilas (Figura 11).

Na cavidade mandibular, as células precursoras da glandula da classe
[l estdo dispersas, com citopasma claro, o que torna dificil a identificacdo do
limite celular (Figuras 12 e 13). Os nudcleos das células apresentaram
cromatina descondensada (Figuras 11 e 12). Além das células dispersas na

cavidade da mandibula, ha ocorréncia de corpos cromaticos que possuem
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tamanho pequeno e se coram intensamente pela hematoxilina (Figuras 10 e
11).

A cuticula ja esta bem desenvolvida e evidente, apresentando a
formacéo dos dentes da mandibula (Figura 10).

Na regido basal das células epidérmicas foi detectada a presenca de
carboidratos e proteinas (Figuras 14 e 15), enquanto o teste com azul do

Nilo para evidenciar lipidio foi negativo.

Pupa de olho preto

Em pupas de olho preto, a epiderme mandibular ndo possui mais
caracteristicas de epitélio pseudo-estratificado como encontrado na fase
anterior, caracterizando-se agora como epitélio simples de células cubicas
(Figura 17), mostrando-se como células epidérmicas secretoras da classe I.
Nessa fase, foram evidenciadas também glandulas unicelulares da classe Il
(Figura 16) que, até o presente, haviam sido encontradas na fase anterior,
porém pouco definidas. Essa Ultima classe de células glandulares é
encontrada em menor quantidade quando comparada com aquelas dos
adultos, contendo citoplasma homogéneo com auséncia de vacuolos
(Figuras 16). Corpos cromaticos e nucleos dispersos na hemocele s&o
escassos nessa fase.

Os resultados histoquimicos foram positivos na evidenciacdo de
carboidratos e proteinas nas células glandulares das classes | e Il (Figuras

18 e 19), e negativos para presenca de lipidio.
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Pupa com corpo pigmentado
Pupas com o corpo pigmentado apresentam a epiderme mandibular
com células cubicas e células glandulares da classe IlI com alguma

vacuolizacdo citoplasmatica (Figura 20).

4. DISCUSSAO

As glandulas intramandibulares em operarias de P. verenae
diferenciam-se durante a pupacdo conforme relatado em abelhas por Cruz-
Landim & Abdalla (2002), apresentando células epidérmicas secretoras da
classe | e glandulas unicelulares da classe Il segundo classificacdo de
Noirot & Quennedey (1974, 1991). Essas glandulas estao presentes a partir
de pupas de olho rosa, ndo havendo qualquer vestigio destas glandulas na
pré-pupa e na pupa de olho branco.

A ocorréncia das glandulas intramandibulares em P. verenae
apresentando células epidérmicas secretoras da classe | e glandulas
unicelulares da classe lll, corrobora estudos morfologicos sobre as glandulas
intramandibulares da classe | e Ill em adultos de abelhas (Nedel, 1960;
Toledo, 1967; Costa-Leonardo, 1978; Cruz-Landim & Abdalla, 2002; Santos,
et al. 2009; Cruz-Landim et al., 2011) e formigas (Schoeters & Billen, 1994;
Ribeiro & Caetano, 2000; Billen & Espadaler, 2002; Grasso et al., 2004;
Roux et al., 2010; Martins & Serrdo, 2011).

O processo de desenvolvimento das glandulas intramandibulares néo
foi evidenciado na fase de pré-pupa, provavelmente por essa ser uma fase
semelhante a "fase de descanso” e por ndo apresentar transformacoes

morfoloégicas da Ultima fase larval como também n&o apresentam
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caracteristica de pupa. De acordo com Costa & Vanin (1985), pré-pupa é
uma fase intermediaria entre a larva do ultimo instar e pupa, caracterizada
por um breve periodo de repouso.

As pupas de olho branco também ndo apresentaram evidéncias da
presenca de glandulas intramandibulares, no entanto, apresentaram
processos de reorganizacdo celular, provavelmente por processos de
proliferacdo e diferenciacdo das ceélulas epidérmicas, sugerindo ser essa,
uma fase inicial do desenvolvimento das glandulas intramandibulares bem
como da mandibula como um todo, pois a mesma ainda nao apresenta
caracteristicas morfologicas da mandibula de adulto, como a presenca dos
dentes.

As glandulas intramandibulares caracterizadas como células
epidérmicas secretoras da classe | e glandulas unicelulares da classe Il
evidenciadas na fase de pupa de olho rosa foram similares as encontradas
por Gama (1978), que estudou o desenvolvimento das glandulas que
compdem o sistema salivar (glandulas: labiais ou salivares propriamente
ditas, pos-faringeas, hipofaringeas e mandibulares), concluindo que essas
glandulas sédo originadas durante a metamorfose, ou seja, pos-
embrionariamente. Entre as glandulas estudadas por Gama (1978), apenas
as glandulas salivares do térax sdo encontradas correspondentes na larva e
tém desenvolvimento pés-embrionario.

Em pupas de corpo pigmentado, as células epidérmicas secretoras da
classe | e glandulas unicelulares da classe Ill séo bem diferenciadas e
definidas, similarmente ao reportado para outras glandulas do sistema

salivar de Camponotus rufipes que atingem sua méaxima diferenciacdo na
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pupa com corpo pigmentado, embora ainda ndo tenham iniciado sua
atividade secretora (Gama, 1978). O mesmo pode estar ocorrendo nas
glandulas intramandibulares de P. verenae, uma vez que a quantidade de
glandulas em pupa com corpo pigmentado é reduzida em comparacdo ao
inseto adulto.

As mudancas que ocorrem durante a metamorfose envolvem varios
niveis de organizacdo. Os processos celulares basicos que resultam na
mudanca de forma nos tecidos e 6rgaos sdo: 1) adicdo de novas células por
divisdo celular, ou perda de células por morte celular, as quais levam a
mudancas da forma dos Orgados; 2) mudancas na forma das células; e 3)
movimentos celulares (Cruz Landim, 2009). No presente estudo, foi
observado grande parte desses processos, no entanto, somente a partir da
fase de pupa de olho preto foi possivel observar uma estabilidade nos
processos celulares quanto as mudancas na organizacdo celular, e nessa
fase pode-se afirmar que as glandulas intramandibulares atingiram sua
forma definitiva.

A positividade dos testes histoquimicos para proteinas e carboidratos a
partir de pupas de olho branco sugere que nessas fases de desenvolvimento
ocorre uma forte atividade celular, oriunda talvez da maquinaria metabdlica
das glandulas. Quennedey (1998) e Amaral & Caetano (2006) sugeriram que
as células secretoras de classe Ill contém carboidratos e proteinas, estando
0S compostos secretados relacionados com a producédo de enzimas e glico-
conjugados. Ja os lipidios, desempenham fungdes-chave no organismo, tais
como servir de fonte de energia, agir como hormonio e outras. Sendo assim,

a auséncia de lipidios nas células glandulares em todas as fases pupais,
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provavelmente esteja ligada a inatividade mecéanica, uma vez que no periodo
pupal, as formigas ficam iméveis e ndo se alimentam.

O estudo das glandulas intramandibulares em operarias de P.
verenae, por meio de métodos histologicos e histoquimicos possibilitou
concluir que as células epidérmicas secretoras da classe | e glandulas
unicelulares da classe lll, diferenciam-se durante a pupacéao, iniciando seu
desenvolvimento na pupa de olho rosa e estdo completamente formadas a

partir da pupa de olho preto.
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Figuras 1 e 2: Fotografias das diferentes fases do desenvolvimento de

operarias de Pachycondyla verenae utilizadas no estudo. Pré-pupa (PP),
pupa de olho branco (OB), pupa de olho rosa (OR), pupa de olho preto (OP)

e pupa de corpo pigmentado (CP). Setas: manbibulas.
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Figuras 3-4: Secc0Oes histologicas das mandibulas em operarias adultas de

Pachycondyla verenae. 3: Células epidérmicas secretoras da classe | (G1),
com a epiderme de células colunares. 4: Glandulas unicelulares da classe IlI
(G3), muito vacuolizada (Va) e nacleos (N) com predominio de cromatina

descondensada. Cu: cuticula. He: hemocele.
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Figura 5: SeccgbBes histologicas das mandibulas de pré-pupa de
Pachycondyla verenae, mostrando epiderme achatada (seta). He: hemocele.

Cu: cuticula.
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Figuras 6-9: Seccbes histolégicas das mandibulas de Pachycondyla

verenae. 6: Pupa de olho branco mostrando a epiderme (EP) com células
achatadas, nucleos (pontas de setas) de células irregulares na cavidade da
mandibula. 7: Pupa de olho branco mostrando aglomerado celular (Ac) e
material floculento (*) na cavidade da mandibula, positivos para proteinas
(mercurio-bromofenol) (seta). 8: Pupa de olho branco mostrando epiderme
(Ep), com células cubicas e material floculento (*), reacBes positivas na
epiderme para proteinas (mercurio-bromofenol) (seta). 9: Pupa de olho
branco mostrando material floculento (*) e epiderme (Ep) positivos para

carboidratos (PAS) (setas) He: hemocele. Cu: cututicula.
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Figuras 10-15: Secces histolégicas das mandibulas em pupa de olho rosa

(OR) de operarias de Pachycondyla verenae. 10: Epiderme colunar (Ep) e de
aspecto pseudo-estratificado (EpPe) e presenca corpos cromaticos (seta) na
cavidade da mandibula. 11: Neuroblastos (ponta de seta) na epiderme (Ep).
Note corpos cromaticos (seta) na hemocele (He). 12 células epidérmicas
colunares semelhantes a glandula da classe | (G1). 13: Células precursoras
das glandulas da classe Il (seta) com citopasma claro na cavidade
mandibular. 14: Reacdo positiva para carboidratos (PAS) (seta) na porcao
basal das células da classe I. 15: Reacao positiva para proteinas (mercurio-

bromofenol) (seta) nas células da classe I. Cu: cuticula.
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Figuras 16-19: Seccdes histoldégicas das mandibulas em pupa de olho preto

de operarias de Pachycondyla verenae. 16: Glandulas unicelulares da classe
Il (G3) mostrando ndcleo (Nu) bem desenvolvido e citoplasma acidofilo de
aspecto homogéneo. 17: Células glandulares da classe | (G1) mostrando
ndcleo com predominio de cromatina descondensada. 18: Reacdo positiva
para carboidratos (PAS) (setas) nas células glandulares das classes | (G1) e
[l (G3). 19: Reacado positiva para proteinas (mercurio-bromofenol) (setas)
nas ceélulas glandulares das classes | (G1) e lll (G3). Ep: epitélio. He:

hemocela. Cu: cuticula. Nu: nucleo.
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Figura 20: Seccdo histolégica das mandibulas de pupa com corpo
pigmentado de Pachycondyla verenae mostrando epiderme formada por
células glandulares da classe | (G1) e glandula da classe Ill (G3) com
citoplasma vacuolizado (Va). Ep: epitélio. He: hemocela. Cu: cuticula. Nu:

nucleo.
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CAPITULO 2

GLANDULAS INTRAMANDIBULARES NAS DIFERENTES CASTAS DA
FORMIGA CORTADEIRA, Atta laevigata (FR. SMITH, 1858)
(FORMICIDAE, ATTINI).

RESUMO

As glandulas intramandibulares tém sido pouco estudadas em formigas,
sendo menos ainda entre suas diferentes castas, apesar das evidentes
diferencas funcionais entre elas. As formigas cortadeiras possuem um dos
mais complexos sistemas de comunicacédo e divisdo de trabalho com castas
polimorficas, o que as fazem um modelo apropriado para o estudo das
glandulas intramandibulares. O conhecimento da morfologia interna da
mandibula de formigas é importante para a elucidacdo dos mecanismos que
envolvem o0 sistema exoécrino e suas relacbes com 0s aspectos
comportamentais das diferentes castas dentro da colonia. Este estudo teve
por objetivo investigar a ocorréncia de glandulas intramandibulares nas
castas e subcastas da formiga cortadeira Atta laevigata. Mandibulas de
rainha, operaria maior, operaria menor e soldado foram submetidas a
andlises histoldgicas, histoquimicas e morfométricas. Em todas as castas
foram encontradas glandulas unicelulares da classe Il e células epidérmicas
secretoras com reservatério. Rainhas e soldados apresentaram diferenca na
quantidade de glandulas unicelulares da classe Il distribuidas pelo interior
da mandibula e maior tamanho dessas glandulas, as quais contém
granulacdes citoplasmaticas e estoques de lipidios neutros. Os resultados

histoquimicos PAS, Mercurio Bromofenol e Azul do Nilo, para glandulas
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unicelulares da classe Ill e células epidérmicas secretoras com reservatorio
foram semelhantes; no entanto, demonstraram diferencas nos resultados
entre as castas. A evidenciacdo de carboidratos (PAS) foi fortemente
positiva em todas as castas; houve positividade para evidenciacéo de lipidio
neutro (Azul do Nilo) apenas em rainhas e soldados; a evidenciacdo de
proteinas (Mercurio Bromofenol) em rainhas foi fracamente positiva, e em
soldados, operarias maiores e operarias menores, essa reacao foi positiva.
Os estudos das glandulas intramandibulares em A. laevigata suportam a
evidéncia dessas glandulas estarem envolvidas diretamente na divisdo de

trabalho e consequentemente na comunicacao quimica entre castas.
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INTRAMANDIBULAR GLANDS IN DIFFERENT CASTES OF A LEAF-
CUTTING ANT, Atta laevigata (FR. SMITH, 1858) (FORMICIDAE, ATTINI)

ABSTRACT

The intramandibular glands have been little studied in ants, even less
between their different castes, despite the obvious functional differences
between them. The leaf-cutting ants have one of the most complex systems
of communication and division of labor that is polymorphic and make them a
good model for the study of intramandibular glands. The knowledge of the
internal morphology of the ants mandible is important for elucidating the
mechanisms that involve the exocrine system and its relation with the
different behavior aspects of different castes within the colony. This study
aimed to investigate the occurrence of intramandibular glands in castes and
subcastes of the ant Atta laevigata. Mandibles of queen, major and minor
workers and soldiers were submitted to histological, histochemical and
morphometric analyses. In all castes were found unicellular glands belonging
to class Il and secretory epidermal cells with reservoirs. Queens and soldiers
showed different number of unicellular glands belonging to class Illl,
distributed through the mandible interior, and besides, were found larger size
of these glands, which contain cytoplasm and stocks of neutral lipids. The
histochemical tests PAS, mercury-bromophenol and Blue Nile, to unicellular
glands of the class Ill and secretory epidermal cells with reservoir were
similar. However, the tests showed differences between the castes. The
evidence of carbohydrates (PAS) was strongly positive in all castes; was

positivity evidence of neutral lipid (Blue Nile) for queens and soldiers only.
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The protein stainnig (mercury-bromophenol blue) in queens was weakly
positivity, and soldiers, major and minor workers, the reaction was positive.
Studies of intramandibular glands in A. laevigata support the evidence of
these glands are directly involved in the division of labor and consequently in

the chemical communication between the castes.
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1. INTRODUCAO

As formigas séo insetos exclusivamente eussociais, vivendo em
colénias onde as geracfes se sobrepdem, com cuidado cooperativo a prole
e divisdo de trabalho reprodutivo, com fémeas férteis e estéreis (Wilson,
1971; Holldobler & Wilson, 1990). A divisdo de trabalho em suas colbnias
ocorre devido a um sistema de castas, compreendendo um grupo
reprodutivo restrito a uma ou mais rainhas, ajudadas pelas operarias e em
algumas espécies, a um grupo adicional de soldados para defesa (Hoélldobler
& Wilson 1990).

Padrbes de divisédo de trabalho sdo reconhecidos em insetos sociais,
sendo o polietismo etario relacionado com a idade e o polimorfismo
relacionado ao tamanho ou forma do individuo (Holldobler & Wilson, 1990).

As formigas Attini incluem as conhecidas cortadeiras e merecem
atencdo especial neste contexto uma vez que possuem um dos mais
complexos sistemas de divisdo de trabalho (Wilson, 1980; Della Lucia, 1993
e 2011). O cultivo do fungo simbionte com folhas conduziu a uma grande
especializacdo dos atos comportamentais em funcdo do seu tamanho, uma
vez que operarias menores exercem a funcdo de cultivar o fungo. Essa
associacao se tornou um sucesso em Atta e Acromyrmex (Schultz, 1999).

Em espécies de Atta, o polimorfismo das operarias conduz a uma
distinta divisdo de trabalho entre subcastas fisicas, nas quais as maiores
operarias (soldados) sdo especializadas na defesa da colbnia, operarias
meédias forrageiam e as operarias menores sado especializadas para o

trabalho dentro do jardim de fungo (Wilson,1980).
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As operarias adultas na maioria das espécies de insetos sociais
mudam de atividade a medida que envelhecem. Cada espécie apresenta
seu proprio modelo de polietismo temporal ou etario, e muitas dessas
modificacdes sdo seguidas por alteracbes nas glandulas exocrinas (Della
Lucia, 1993).

Uma das caracteristicas comuns aos insetos sociais é a diversidade de
glandulas distribuidas por todo o corpo (Billen, 2009). O alto numero e
diversidade dessas glandulas acompanham as varias funcdes que suas
secrecbes desempenham na vida destes insetos (Holldobler & Wilson, 1990;
Noirot & Quennedey, 1991; Billen & Morgan, 1998; Billen, 2009). Até o
presente, essa variedade de glandulas chega a um total de 105 glandulas
exodcrinas conhecidas que podem ser distinguidas entre os varios grupos de
insetos sociais (Billen, 2008).

As glandulas mandibulares e intramandibulares fazem parte do sistema
salivar dos insetos e estdo presentes nos adultos de todas as espécies dos
himendpteros (Cruz-Landim & Abdalla, 2002). As glandulas mandibulares
sdo as mais estudadas e conhecidas, portanto quase sempre é a elas que
se refere o conhecimento sob a rubrica de “glandulas mandibulares”,
distinguindo-se delas as glandulas intramandibulares que foram menos
estudadas (Cruz-Landim & Abdalla, 2002).

As glandulas intramandibulares enquadram-se na categoria de
glandulas tegumentares (Cruz-Landim & Abdalla, 2002) e, em formigas,
essas glandulas foram descritas pela primeira vez por Toledo (1967) em Atta
sexdens rubropilosa. Nas formigas, elas podem ser divididas em células

epidérmicas secretoras da classe | e glandulas unicelulares da classe Il
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(Noirot & Quennedey 1991, 1974; Cruz-Landim & Abdalla, 2002; Billen,
2009; Martins & Serrdo, 2011), e células epidérmicas secretoras com
reservatorio (Amaral & Caetano, 2006; Billen, 2009; Martins & Serrdo, 2011).

A morfologia, ultra-estrutura e  fisiologia das glandulas
intramandibulares jA4 foram estudadas em algumas espécies de
Hymenoptera (Nedel, 1960; Toledo, 1967; Costa-Leonardo, 1978; Schoeters
& Billen, 1994; Ribeiro & Caetano, 2000; Billen & Espadaler, 2002; Cruz-
Landim & Abdalla, 2002; Grasso et al., 2004; Santos, et al. 2009; Roux et
al., 2010; Cruz-Landim et al., 2011; Martins & Serrdo, 2011). No entanto,
apenas em Atta sexdens rubropilosa ha um estudo comparativo das
glandulas intramandibulares em diferentes castas (Amaral & Caetano, 2006).

O conhecimento das glandulas intramandibulares de formigas é
importante para a elucidacdo dos mecanismos que envolvem o sistema
exdcrino e suas relacbes com o0s aspectos comportamentais das diferentes
castas e subcastas dentro da colénia. Assim, este estudo teve por objetivo
investigar a ocorréncia, morfologia e a histoquimica das glandulas

intramandibulares nas diferentes castas de formiga cortadeira Atta laevigata.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Formigas

Trés colbnias de A. laevigata foram obtidas por coletas manuais no
municipio de Teixeiras no Estado de Minas Gerais, Brasil, e cedidas pelo
Laboratério de Formigas Cortadeiras da Universidade Federal de Vigcosa,

Estado de Minas Gerais, Brasil.
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Para casta de rainha foram utilizados trés individuos fisogastricos, um
de cada colbnia. Para as subcastas operaria maior, operaria menor e
soldado, foram utilizados trés individuos de cada colénia com base na
largura da capsula cefalica, sendo: as operarias menores <1,5 mm,

operarias maiores 2,0-2,5 mm, e os soldados >3,0 mm de capsula cefalica.

2.2. Histologia

No estudo histoldgico, os individuos de cada casta foram previamente
transferidos para solucédo fixadora de Zamboni (Stefanini et al., 1967) e
tiveram as mandibulas removidas. Em seguida, estas foram desidratadas em
série crescentes de etanol (70%, 80%, 90% e 95%) e embebidas em
historesina Leica. ApGs a polimerizacdo, as pecas foram seccionadas
longitudinalmente com 3 uym de espessura e coradas com hematoxilina e

eosina.

2.3. Histoquimica

Algumas seccoes histologicas das mandibulas obtidas para as analises
histol6gicas foram submetidas aos seguintes testes histoquimicos: Mercurio-
bromofenol para evidenciacdo de proteinas, PAS (Acido Periddico Schiff)
para evidenciacao de polissacarideos e glico-conjugados, e azul do Nilo para

identificacdo de lipidios, segundo Pearse (1985), Bancroft & Gamble (2007).

2.4. Microscopia Eletronica de Varredura
As mandibulas das formigas foram removidas, desidratadas em séries

alcoolicas crescentes, transferidas para hexametildilazane (HMDS) durante 5
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minutos e secas ao ar. A seguir, foram coladas em suportes de aluminio,
metalizadas com ouro (20 nm) e observadas no Microscépio Eletrénico de
Varredura LEO VP1430 do Nucleo de Microscopia e Microandlise da

Universidade Federal de Vigosa (UFV).

2.5 Morfometria
2.5.1 Morfometria das glandulas intramanbibulares - glandulas
unicelulares da classe Il

As glandulas foram selecionadas aleatoriamente, e as medidas da
area celular total, a area do nucleo, area do citoplasma e a relacdo
ndcleo/citoplasma foram obtidas com auxilio do software Image Pro-Plus®
versao 4.5 (Media Cybernetics Inc.). Os dados morfométricos foram obtidos
a partir de dez seccles histolégicas das glandulas intramandibulares de
rainha (n = 3), soldado (n = 3), operaria maior (n = 3) e operaria menor (n =

3).

2.5.2 Morfometria da capsula cefélica das formigas

O estudo morfométrico foi realizado utilizando rainha, soldado,
operaria maior e operaria menor. Esses foram separados por classes de
tamanho através de medidas da capsula cefalica como ja informado no
tépico 2.1.

As medidas foram realizadas com o auxilio de uma ocular
micrométrica acoplada a microscopio estereoscopico e suas medidas
adotadas foram a largura da capsula cefalica, tomada como a largura entre

os olhos.
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2.6 Analise estatistica

Para testar se o tamanho da area celular varia entre as castas de
formigas (rainha, soldado, operaria maior e operaria menor), os dados foram
submetidos a modelagem linear generalizada (GLM), com distribuicdo de
erros normal. O modelo estatistico criado foi o tamanho da area celular (y) e
as diferentes castas de formigas (x). A analise foi testada através do
software R (R development Core Team, 2009), seguida por analise de
residuos, a fim de verificar a aceitabilidade do modelo utilizado e ocorréncia

de sobredisperséo.

3. RESULTADOS

Em A. laevigata, todas as castas estudadas apresentaram glandulas
intramandibulares, caracterizadas por glandulas unicelulares da classe Il
(Figura 1) e células epidérmicas secretoras com reservatorio (Figura 2).

As glandulas unicelulares da classe Ill encontram-se destacadas da
epiderme, sendo geralmente esféricas e providas de um canal que as liga a
um poro na cuticula, onde a secrecéo é descarregada pela face superior da
mandibula (Figura 1). Os poros estdo presentes apenas na face superior da
mandibula (Figura3 e 4).

As glandulas unicelulares da classe Ill apresentam morfologia variada,
dependendo da casta. Neste sentido, rainhas, soldados e operarias menores
apresentaram células com citoplasma vacuolizado (Figuras 5 a 8, 11 e 12)
quando comparado ao das operarias maiores (Figuras 9 e 10). Apenas em

rainhas e na subcasta soldado, foram evidenciadas granulacdes
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citoplasmaticas (Figura 6). Em todas as castas, 0 ndcleo apresenta
predominio de cromatina descondensada.

As glandulas unicelulares da classe Il em rainhas apresentaram area
celular total de 241,04 ym?, enquanto as subcastas soldado, operaria maior
e operaria menor apresentaram areas celulares de 272,76, 138,64 e 108,56
um 2 respectivamente, sendo que operaria maior apresentou maior relacdo
ndcleo/citoplasma (Tabela 1).

O tamanho da éarea celular das glandulas unicelulares da classe Il
mostrou diferencas significativas nas castas (F=34,60; p<0,0001), sendo
gue, em operaria maior e operaria menor ndo houve diferenca entre elas;
rainha e soldado também foram similares (Figura 13).

A quantidade das glandulas unicelulares da classe Il variou entre as
castas. Estas glandulas foram pouco numerosas em operaria maior (Figuras
9 e 10) e operaria menor (Figurasll e 12); a rainha apresentou um
aglomerado de glandulas desenvolvidas, porém nao preenchendo toda a
mandibula (Figuras 5 e 6), enquanto nos soldados elas ocuparam grande
parte do interior da mandibula formando agregados de células bem
desenvolvidas (Figuras 7 e 8).

As analises histoquimicas das glandulas unicelulares da classe |l
demonstraram diferencas entre as castas (Tabela 2), exceto no caso do PAS
onde houve forte reacao para carboidratos em todas as castas (Figuras 14 a
17). Houve fraca reacdo para proteinas em rainhas (Figura 18); enquanto
que a reacao foi positiva para evidenciar proteinas em soldados, operarias

maiores e menores (Figuras 19 a 21); e positiva para evidenciacdo de
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lipidios neutros (Azul do Nilo) apenas em rainhas e soldados (Figuras 22 e
23).

As células epidérmicas secretoras com reservatorio sao formadas pela
hipertrofia das células epidérmicas, contendo um reservatorio no interior da
mandibula (Figura 2). O epitélio de revestimento da mandibula que
corresponde a por¢cao nao secretdria em todas as castas € composto por
células achatadas (Figura 24), com nucleos com predominio de cromatina
condensada.

As analises histoquimicas dos reservatorios das glandulas epidérmicas
também apresentaram diferencas entre as castas e seus resultados foram
semelhantes aos encontrados no citoplasma das glandulas unicelulares da
classe lll (Tabela 2). A marcacdo para carboidratos (PAS) foi fortemente
positiva em todas as castas (Figura 25); também houve positividade para
lipidios neutros (Azul do Nilo) em rainhas e soldados (Figura 26); fracamente
positiva para evidenciar proteinas (Mercurio Bromofenol) em rainhas; e

positiva para evidenciar proteinas, em operarias maiores e menores (Figura

27).
4. DISCUSSAO

A ocorréncia de glandulas intramandibulares, como glandulas
unicelulares da classe Ill em A. laevigata, reforca que isso é uma

caracteristica comum aos Hymenoptera sociais, uma vez que foi reportada
para abelhas (Costa-Leonardo, 1978; Smith et al., 1993; Wossler et al.,

2000; Cruz-Landim & Abdalla, 2002; Romani et al., 2002, 2003), vespas
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(Romani et al., 2005) e formigas (Marques-Silva et al., 2006, Billen, 2008,
Martins & Serrdo 2011).

Nas castas de A. laevigata, os componentes quimicos no citoplasma
das glandulas unicelulares da classe Ill e nas células epidérmicas secretoras
com reservatorio, tais como proteina, lipidio neutro e carboidrato, sugerem
alta atividade secretora dessas ceélulas. A presenca de lipidio neutro apenas
em rainha e soldado pode estar relacionada com a especializacdo dessas
castas, tais como reproducdo e defesa respectivamente, uma vez que
espécies de insetos produzem odores nas secrecdes defensivas, feromoénios
atraentes, e hormdnios, que contém compostos de natureza lipidica (Gilby,
1965). A presenca de todas essas substancias quimicas provavelmente
ocorre pelo fato das Attini possuirem espécies de maior complexidade. De
acordo com Cruz-Landim & Abdalla (2002), nas espécies eussociais, a
distribuicdo das glandulas é também caracteristica das castas, e 0s produtos
dessas glandulas podem ser elementos importantes para a comunicacao
dentro da espécie, atuando nos processos de integracdo social,
acasalamento, defesa, coleta e armazenamento de alimento, atracdo sexual,
marcacao de trilha e outros.

Em A. laevigata, o epitélio da mandibula com células achatadas nao
caracteriza um epitélio glandular, diferentemente do observado em Ponerini
onde este epitélio é caracterizado como células epidérmicas secretoras da
classe I, possuindo células epidérmicas cubicas ou colunares (Cruz-Landim
& Abdalla, 2002; Martins & Serréo, 2011).

Embora ndo apresente células epidérmicas secretoras da classe I, A.

laevigata tem células epidérmicas secretoras com reservatorios. Essa
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diferenca pode ser utilizada como caracter de valor filogenético que
diferencia Ponerini e Attini, tribos com diferentes sistemas de castas (Martins
& Serrdo, 2011). Nas Ponerinae, o dimorfismo do sexo feminino € pouco
marcado, sendo as rainhas e as operarias sdo muito semelhantes e a
comunicacdo quimica incipiente (Wilson, 1971; Peeters & Crewe, 1984). As
larvas de Ponerinae sdo bastante ativas e carnivoras; as colbnias sao
relativamente pouco populosas, ha pouca cooperacdo entre as operarias,
que sao caracteristicas presumivelmente semelhantes ao ancestral
(Kusnezov, 1955; Peeters & Crewe, 1984). Por outro lado, nas Myrmicinae
cultivadoras de fungos, a divisdo de trabalho entre as operarias se encontra
também relacionada com o progresso de sua vida social, assim como o
polimorfismo das castas operarias, estruturas do ninho, polietismo etario e
outros, além de utilizarem para sua comunicacdo, na maioria das vezes, 0s
sinais quimicos (Wilson, 1971; Jaffé, 1984b). Nas attini superiores isso é
mais evidenciado.

As funcbes das glandulas intramandibulares necessitam de maiores
investigacdes, porém a existéncia de reservas de carboidratos, proteinas e
lipidios em ambos tipos de glandulas intramandibulares de A. laevigata
sugere a participagcdo destas glandulas na producdo de compostos
envolvidos na comunicacdo quimica. Martins & Serrdo (2011) mostraram
que, possivelmente, as glandulas intramandibulares de Attini e Ponerini
produzem substancias de naturezas distintas e isso pode indicar funcdes
diversas, dependendo da natureza quimica (substancias glandulares) e
ocorréncia das glandulas (tipos). De acordo com Quennedey (1998), as

glandulas unicelulares da classe Il produzem feromonios de atracdo e
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repulsa. Quennedey (1998) e Amaral & Caetano (2006) sugerem que, pelo
fato das glandulas unicelulares da classe Il terem demonstrado uma forte
positividade para carboidratos e proteinas, a secrecao liberada por esse tipo
de célula esta relacionada com a producao de enzimas, como também com
a producdo de muco. Schoeters & Billen (1994) afirmaram que as células
glandulares classe Il estdo diretamente relacionadas com liberacéo de todas
as secrecbes da glandula intramandibular. Pavon & Mathias (2005),
estudando as glandulas mandibulares em individuos de trés castas de A.
sexdens rubropilosa, verificaram que a presenca de granulos de secrecéo
lipidica sugere também uma possivel acdo de feroménios; as diferentes
funcdes executadas pelas diferentes castas de insetos sdo diretamente
dependentes dos produtos glandulares e, consequentemente, das
caracteristicas secretoras da célula (Pavon & Mathias, 2005).

Em A. laevigata, apenas as rainhas e soldados tém granulacdes
citoplasmaticas, lipidios neutros e elevada diferenca na quantidade de
glandulas unicelulares da classe Il distribuidas pelo interior da mandibula,
além do maior tamanho dessas glandulas. Isso pode indicar funcdes
diversas dependendo da tarefa que cada casta exerce na colénia e pode
atuar na comunicacéao intra e/ou interespecififica.

O tamanho da area celular mostrou diferencas significativas entre as
castas; no entanto, ndo houve diferenca nesse tamanho entre operaria maior
e operaria menor, nem entre rainha e soldado. Baroni Urbani & Passera
(1996) sugeriram que, contrariamente a crencga estabelecida na literatura
sobre formigas, os soldados representam uma casta paralela e com origem,

independente das operarias. Baroni Urbani (1998) observou caracteristicas
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que fazem a casta soldado mais proxima das rainhas que das operarias, e
todas as castas, no entanto, diferem entre si principalmente em fisiologia,
morfologia e comportamento, e, apenas em parte, em tamanho ou em
proporcoes.

Com isso, € possivel especular que as glandulas intramandibulares,
nas diferentes castas, podem indicar func¢des individualizadas e especificas
de cada casta, que permanecem desconhecidas. Porém, diante do resultado
diferenciado em rainha e soldado das demais subcastas de A. laevigata,
sugere-se que essas glandulas possam estar atuando na liberacdo de
feromonios atrativos nas rainhas e feroménios de alarme e defesa na casta
soldado, enquanto nas operarias maiores e menores uma outra funcdo seja
desempenhada. Isso porque de acordo com Nascimento et al. (1993),
Hernandez et al. (1999), Hughes et al. (2001), Cruz-Landim (2009), a
composicdo dos ferombnios ou das substancias quimicas, pode variar entre
as castas de formigas.

Os resultados obtidos nesse estudo demonstraram que as glandulas
intramandibulares em A. laevigata apresentaram glandulas unicelulares da
classe Il e células epidérmicas secretoras com reservatorio. Os estudos
morfologicos, histoquimicos e morfométricos  das  glandulas
intramandibulares em A. laevigata suportam a hipétese de que essas
glandulas estejam envolvidas diretamente na divisédo de trabalho entre as

castas, e consequentemente na comunicagao quimica.
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Tabela 1- Medidas (média = desvio padrdo) das células secretoras da

glandula intramandibular de diferentes castas de Atta laevigata.

Castas Area Area Area Relac&o
Celular Nuclear Citoplasmatica Nucleo/
Total (um?) (um?) (um?) Citoplasma
Rainha 241,04+59,11 20,58+8,09 220,46 +52,37 0,09+ 0,02
Soldado 272,76 £101,59 17,72+8,40 255,04 +96,70 0,07 +0,03
Operéria 138,64 + 38,82 14,93+ 3,85 123,70 + 37,47 0,13+ 0,04
maior
Operéria 108,56 + 34,53 8,99 + 4,20 99,57 + 31,20 0,09 £ 0,02
menor
Tabela 2- Resultados dos testes histoquimicos das glandulas

intramandibulares de diferentes castas de Atta laevigata.

Células secretoras da classe Il

Glandula com reservatorio

Castas PAS Mercario Azul do PAS Mercario Azul do
Bromofenol Nilo Bromofenol Nilo
Rainha  +++ + +++ +++ + ++
Soldado  +++ ++ ++ +++ nd +
Operéria +++ ++ - +++ ++ -
maior
Operéaria +++ ++ - 4+ T+ }
menor

- auséncia de reacao, + reacao fracamente positiva, ++ reacao positiva, +++

reacao fortemente positiva, nd — nao determinado.
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Figuras 1 e 2. Secgles histologicas longitudinais da mandibula de Atta

laevigata. 1. Glandula intramandibular da classe Il (G3) de rainha. 2. Células
epiteliais secretoras com reservatorio (R) de operaria maior. Cu: cuticula.
Ca: canaliculo. Cn: canal secretor. He: hemocele. 3. Micrografia mostrando
face superior da mandibula de operaria maior vistas ao MEV evidenciando
0S poros externos (setas). 4. Seccgdo histologica da face superior da

mandibula de operaria maior evidenciando poros (setas). Cu: cuticula.
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Figuras 5 - 8. Seccdes histolégicas longitudinal da mandibula de Atta

laevigata. 5 e 6 rainha. 7 e 8 soldado. Cu: cuticula, G3: glandula
intramandibular classe lll, He: hemocele, Nu: nucleo, Va: vacuolo, seta:

granulos.
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Figuras 9 - 12. Seccgles histolégicas longitudinal da mandibula de Atta
laevigata. 9 e 10 operaria maior. 11 e 12 operaria menor. Cu: cuticula, G3:
glandula intramandibular classe 1ll, He: hemocele, Nu: nucleo, Va: vacuolo,

seta: granulos.
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Figura 13. Relacdo morfométrica entre o tamanho da area celular (um?) das
glandulas intramandibulares da classe Ill e as castas de formigas (rainha,
soldado, operaria maior e operaria menor). O tamanho da area celular foi
significativamente diferente entre as castas (p<0,0001), no entanto, n&o
houve diferenca entre operaria maior e operaria menor, nem entre rainha e

soldado.
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Figura 14 - 17. Seccles histolégicas das mandibulas com testes
histoquimicos em células secretoras classe Ill em diferentes castas de Atta
laevigata. Os testes foram fortemente positivos para glicoconjugados (PAS)
em todas as castas (seta). 14. Rainha. 15. Soldado. 16. Operéaria maior. 17.
Operéaria menor. Cu: cuticula, G3: glandula intramandibular classe lll, He:

hemocele.
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Figura 18 - 23. Seccles histolégicas das mandibulas com testes
histoquimicos em células secretoras classe Il em diferentes castas de Atta
laevigata. 18-21. Positividade nos testes para proteinas (mercurio-
bromofenol) em todas as castas (setas). 18. Rainha, reacdo fracamente
positiva. 19. Soldado, reacdo positiva. 20. Operaria maior, reacao positiva.
21. Operaria menor, reacdo positiva. 22 e 23. Reacdo positiva para lipidio
neutro (azul do Nilo) (seta). 22. Rainha. 23. Soldado. Cu: cuticula, G3:

glandula intramandibular classe Ill, He: hemocele.

57



Figuras 24-27. Secc¢des histologicas das mandibulas em Atta laevigata. 24:
Epiderme com células achatadas (Ep) e células glandulares classe Il (G3).
25-27. Seccado histologica da mandibula com testes histoquimicos dos
reservatérios glandulares do epitélio de rainhas. 25. Teste positivo para
glicoconjugados (PAS) (seta). 26. Teste positivo para lipidio neutro (azul do
Nilo) (seta). 27: Teste fracamente positivo para proteinas (Mercurio-

bromofenol) (seta). Cu: cuticula. Cn: canal secretor. He: hemocele.
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CAPITULO 3

HIDROCARBONETOS E ESTEROIS DAS GLANDULAS
INTRAMANDIBULARES DE Pachycondyla villosa (FABRICIUS, 1804)
(HYMENOPTERA: FORMICIDAE, PONERINAE) E RESPOSTAS
COMPORTAMENTAIS

RESUMO

As formigas Ponerinae possuem caracteristicas presumivelmente similares
ao ancestral, com dimorfismo das castas feminina pouco desenvolvido,
sendo as rainhas e as operarias parecidas e a comunicacdo quimica
incipiente. Os diferentes comportamentos dos insetos sociais sao
geralmente modulados por secre¢fes de diversas glandulas exdcrinas.
Dentre as glandulas exdécrinas, as glandulas intramandibulares tem sua
funcdo pouco conhecida. O objetivo deste estudo foi de identificar os
compostos quimicos presentes no interior da mandibula e na superficie do
corpo de rainhas e operarias de Pachycondyla villosa, contribuindo para
compreensao e elucidacdo da funcdo das glandulas intramandibulares em
sua comunicag¢do. Foram realizados testes comportamentais com video
rastreamento em uma arena com extratos de mandibula e analises em CG-
MS das substancias da superficie do corpo e da mandibula de P. villosa. Os
testes comportamentais mostraram resultados com diferenca significativa
(p= 0,024) apenas quando avaliado o tempo de caminhamento da formiga
exposta ao extrato de mandibula de suas companheiras de ninhos versos
hexano . Sete compostos diferentes foram identificados em operarias e

rainhas. Alcanos lineares C28 e C30 e o alcano metilado 18, 17,13-MeC38
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foram encontrados no corpo e na mandibula tanto em operarias quanto em
rainhas, enquanto os alcanos metilados 4-MeC28 e 13, 11-MeC32 foram
encontrados apenas no corpo de ambas as castas. Os esterdis precursores
de hormonios, colesterol e sitosterol foram encontrados apenas em
mandibulas, sendo o primeiro em operarias e rainhas e o segundo apenas
em rainhas. As analises comportamentais indicam que as substancias das
glandulas intramandibulares de P. villosa estdo envolvidas no
reconhecimento de companheiras de ninho, e a presenca de
hidrocarbonetos e o0s esterbis colesterol em operarias e o sitosterol
encontrado na mandibula de rainhas podem estar associados ao perfil da
casta, sendo provavel que o sitosterol encontrado apenas na mandibula de
rainha assuma o papel de um sinalizador de fertilidade, uma possivel fonte

de hormoénio e/ou ferdbmonio.
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HYDROCARBONS AND STEROLS FROM INTRAMANDIBULAR
GLANDS OF Pachycondyla villosa (FABRICIUS, 1804) (HYMENOPTERA:
FORMICIDAE, PONERINAE) AND BEHAVIORAL RESPONSES

ABSTRACT

The Ponerinae ants have characteristics presumably similar to the ancestral
with female caste dimorphism poorly developed; the queens and workers are
similar and the chemical communication is incipient. The different behavior of
social insects is usually modulated by secretion of various exocrine glands.
Among the exocrine glands, the intramandibular glands have their function
poorly known. The aim of this study was to identify the chemical compounds
present inside the mandible and in the body surface of queens and workers
of Pachycondyla Vvillosa, contributing to the understanding the
intramandibular gland functions in the communication. Behavioral tests were
performed with the aid of video tracking in an arena containing extracts of the
worker mandibles; and also GC-MS analyzes of substances of P. villosa
body surface and mandible. Behavioral tests showed significant
difference (p = 0.024), with the increase of walking time of ants exposed to its
nestmate mandibule extract. Seven different compounds were identified in
workers and queens. Linear alkanes C28 and C30 and the methylated alkane
18, 17,13-MeC38 were found in the body and mandible in both workers and
queens, while the methylated alkaness 4-MeC28 e 13, 11-MeC32 were found
only in the bodies of the two castes. The sterols precursors of hormones,
cholesterol and sitosterol were found only in the mandibles, and the first
substance was found in workers and queens and the second substance in

queens only. The behavioral analyses indicate that substances found in
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intramandibular glands of P. villosa are involved in the recognition of nest
mates, and the presence of hydrocarbons and cholesterol sterol in workers
and sitoesterol found in queen’s mandible may be associated with the castes
profile. Probably, the sitosterol found only in the queen mandible plays role

as an indicator of fertility, possible source of hormone or is a pheromone.
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1. INTRODUCAO

As respostas comportamentais dos insetos estdo intimamente
relacionadas as variacdes quantitativas e qualitativas dos feromdnios no
meio em que vivem (Howard & Blomquist, 2005). Nos insetos sociais, grande
parte dos estimulos quimicos e suas consequentes respostas
comportamentais ocorrem dentro da prépria colbnia, entre companheiros de
ninho (Jackson & Morgan, 1993; Blomquist & Bagnéres, 2010).

Comportamentos que requerem dispersédo rapida dos sinais quimicos,
como os de defesa, podem envolver feromoénios constituidos por moléculas
pequenas e volateis. Entretanto, os insetos sociais desenvolveram varios
outros mecanismos de comunicacdo assim como feromonios
desencadeadores e preparadores, nos quais estdo envolvidos compostos
relativamente ndo volateis como os hidrocarbonetos (Blomquist & Bagneres,
2010). Segundo Wilson (1963), os hidrocarbonetos cuticulares atuam como
ferombnios preparadores que sdao 0s envolvidos em processos
comportamentais de longo prazo e feroménios desencadeadores que sao
agueles que provocam mudancas imediatas e reversiveis no comportamento
de outro organismo.

Os hidrocarbonetos presentes na cuticula de formigas Ponerinae
atuam em processos comportamentais como sinais de fertilidade e
dominancia da rainha (Le Conte & Hefetz, 2008), agindo como feromonios
preparadores do comportamento (Vilela & Della Lucia, 2001), ou seja, sua
producdo durante a atividade ovariana de rainhas ou operarias férteis
provoca a inibicdo do desenvolvimento ovariano de outras operarias

(Monnin, 2006). Testes sobre a influéncia da presenca da rainha no
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desenvolvimento ovariano de formigas mostram que a inibicdo sO ocorre
quando as operarias estdo proximas da rainha, ou seja, por meio de
ferombnios de contato como, por exemplo, os hidrocarbonetos cuticulares
(Liebig et al., 2000). Além do efeito modulador, hidrocarbonetos cuticulares
agem como feromdnios desencadeadores em processos de reconhecimento
de companheiras de ninho e de distincdo de individuos intrusos (Breed,
1983; Singer et al., 1998; Blomquist et al., 1998; Nunes, 2008). Além disso,
também séo atribuidas a eles funcdes relacionadas a identificacdo dos
individuos dentro da colénia, como por exemplo, a qual casta pertence,
quais sao os individuos geneticamente relacionados, qual a sua funcdo na
colénia e outras respostas comportamentais (Breed & Bennett, 1987,
Jungnickel et al., 2004).

As formigas possuem grande diversidade de glandulas exdcrinas
especializadas, que secretam substancias quimicas de forma controlada.
Essas glandulas variam na sua estrutura, composi¢cdo quimica e fisiologia
(Billen & Morgan, 1998; Caetano et al., 2002), as quais contribuem para o
sucesso bioldgico destes insetos.

Diferente das glandulas mandibulares que sdo as mais estudadas e
melhor conhecidas, especialmente no que se refere a composicao quimica;
pouco se conhece sobre as glandulas intramandibulares, e esse
conhecimento se restringe a analises descritivas da morfologia (Nedel, 1960;
Toledo, 1967; Costa-Leonardo, 1978; Schoeters & Billen, 1994; Ribeiro &
Caetano, 2000; Billen & Espadaler, 2002; Cruz-Landim & Abdalla, 2002;
Grasso et al., 2004; Santos, et al. 2009; Roux et al., 2010; Cruz-Landim et

al.,, 2011; Martins & Serréo, 2011). A glandula intramandibular foi descrita
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pela primeira vez em abelha por Nedel (1960) e na formiga Atta sexdens
rubropilosa por Toledo (1967) e até a presente data ndo se conhecem os
componentes quimicos produzidos por essas glandulas. Sendo assim,
estudos dessas glandulas intramandibulares devem ser conduzidos para
determinar os componentes quimicos e relaciona-los a uma possivel funcéo
destas glandulas até entdo desconhecidas.

Ao contrario de Myrmicinae que possuem caracteristicas derivadas,
Ponerinae possuem caracteristicas presumivelmente similares ao ancestral
(Wheeler, 1910; Kusnezov, 1955), tais como: dimorfismo das castas
femininas pouco desenvolvido, sendo as rainhas e as operarias parecidas,
comunicacdo quimica incipiente e pouca cooperagao entre as operarias
(Wilson, 1963; 1971; Peeters & Crewe, 1984). Essas caracteristicas
chamaram atencdo para o desenvolvimento deste trabalho, utilizando P.
villosa como instrumento de estudo de comunicacao social, uma vez que a
diversificacdo dentre o0s Ponerinae ndo a tornou muito distante
morfologicamente de seu ancestral, pois ela parece tdo antiga quanto os
outros grupos de formigas ja extintos (Grimaldi et al., 1997). O conhecimento
de caracteristicas fisiol6gicas, morfolégicas e quimicas do sistema exdcrino
das formigas ¢é importante para a compreensdao de aspectos
comportamentais e evolutivos desses insetos.

Durante o processo evolutivo, os hidrocarbonetos cuticulares foram
sendo cada vez mais empregados para a comunicacao, principalmente,
entre os insetos sociais (Le Conte & Hefetz, 2008). O conhecimento sobre as
caracteristicas dos compostos quimicos em especial hidrocarbonetos

cuticulares envolvidos na comunicagdo das formigas vém crescendo nos
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altimos anos gracas as descobertas de novas técnicas de extracdo e analise
quimicas.

Operérias de P. villosa apresentam glandulas intramandibulares da
classe |, caracterizadas como células epidérmicas colunares e glandulas
unicelulares da classe lll (Martins & Serrédo, 2011), segundo a classificacédo
de Noirot & Quennedey (1974,1991).

O objetivo deste estudo foi de identificar os compostos quimicos
presentes no interior da mandibula, contribuindo para compreensdo e
elucidacdo da funcdo das glandulas intramandibulares na comunicacédo de

P. villosa.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Formigas

Cinco colonias de P. villosa foram coletadas no campo experimental
do Centro de Pesquisas do Cacau (CEPLAC) em Ilhéus, Bahia, Brasil e
criadas em laboratdrio em ninhos artificiais, pelo menos, trés meses antes de
serem analisadas. O ninhos foram mantidos a 25 = 4 °C, com cerca de 50 -
80% de umidade relativa. Todos as col6nias foram tratadas com uma dieta
idéntica (mistura de mel e maca e larvas de Tenebrio molitor L.) ad libitum,
fornecidas duas vezes semanais. Rainha e operarias foram retiradas
diretamente das col6nias.

Além de P. villosa, colénias de P. verenae obtidas por coletas
manuais no campo de fruticultura da Universidade Federal de Vigosa - Minas
Gerais — Brasil, foram utilizadas para obtencdo de extratos das glandulas

intramandibulares, para os bioensaiois comportamentais.
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2.2. Bioensaios comportamentais
2.2.1. Video rastreamento

Video rastreamento é um sistema formado por uma camera de video
acoplada a um computador que avalia as seguintes caracteristicas de um
inseto em uma arena experimental: distancia percorrida, tempo em
movimento, velocidade média de caminhamento e nimero de paradas. Este
estudo foi realizado no Laboratério de Ecotoxicologia da Universidade
Federal de Vicosa (UFV), Vicosa, Minas Gerais, Brasil.

A extracdo dos compostos glandulares do interior da mandibula
ocorreu pela maceracao de 25 a 30 pares de mandibulas de operarias de P.
villosa em solvente apolar hexano (500 pL) por 10 minutos.

Arenas foram confeccionadas em vasilhame plastico com 17 cm de
didmetro e 4 cm de altura. O fundo das arenas foi recoberto com uma base
de gesso e por cima desses foi colocado um disco de papel-filtro. As
paredes internas do vasilhame foram revestidas com teflon e cobertas com
um filme plastico para evitar o escape da formiga.

Os testes comportamentais foram realizados em sala com iluminacao
artificial, a 25 £ 3 °C, das 9 as 18 horas. Os testes foram realizados
aplicando-se 30 uyL do extrato das mandibulas e 30 puL de hexano como
controle (ver tratamentos) em pedacos de papel filtro de 2cm x 2cm, em
seguida esses pedacos de papel foram colocados em lados opostos da
arena. Uma formiga foi colocada no centro da arena, entre os dois papeéis de
filtro. A cada repeticdo, o papel-filtro que recobre a arena e 0s que
continham os tratamentos foram trocados para evitar possiveis odores

liberados pela formiga anteriormente analisada.
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Os tratamentos foram os seguintes: T1 - papel filtro sem extrato ou
hexano; T2 - papel filtro com hexano; T3 - papel filtro com extrato de
mandibula de outra espécie (Pachycondyla verenae) X hexano; T4 - papel
filtro com extrato de mandibula de P. villosa de coldnia diferente X hexano;
T5 - papel filtro com extrato da mandibula de P. villosa da mesma colénia X
hexano; T6 — papel filtro com extrato de P. villosa de colonia diferente X
extrato de P. verenae; T7 - papel filtro com extrato de P. villosa da mesma
coldnia X extrato de P. villosa de colonia diferente.

Para cada tratamento foram realizadas 20 repeticbes sendo o
movimento de cada formiga registrado durante 10 minutos na arena e
digitalmente transferidos para o computador usando o sistema ViewPoint de
monitoramento automatizado (ViewPoint Life Sciences Inc., Montreal —
Canada). As imagens do video da arena foram divididas em duas zonas
simétricas, uma controle, tratada apenas com hexano puro e a outra com 0
extrato glandular da mandibula (tratamentos de 1 a 5). Nos tratamentos 6 e
7, os extratos foram colocados em lados opostos da arena. Para cada
tratamento, foram avaliados o tempo de caminhamento, tempo parado,

distancia percorrida e velocidade do caminhamento.

2.2.2. Andlises estatisticas
Os resultados para o bioensaio comportamental de caminhamento
foram submetidos a testes de normalidade e de homogeneidade de variancia

seguindo-se comparagao pelo teste t-student com 5% de probabilidade.
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2.3. Cromatografia gasosa e espectrometria de massa (CG-MS)
2.3.1. Extracao de hidrocarbonetos cuticulares e intramandibulares
Para a extracdo e -caracterizacdo do perfil quimico cuticular e
intramandibular de rainha e operarias, foram utilizadas individuos de trés
colénias. Para casta de rainha foram utilizados quatro individuos
fisogastricos, enquanto para a casta operaria, foram utilizados trés
individuos de cada colbnia. Cada individuo foi retirado da colénia usando
pincas limpas e colocado em frascos previamente lavados com hexano.
Para analises dos hidrocarbonetos foi utilizado o método com fibras de
polidimetilsiloxano para caracterizacdo de hidrocarbonetos e outros
compostos quimicos. Todas as amostras do perfil quimico de rainhas

fisogastricas e operarias foram obtidas através da técnica ndo - destrutiva de
micro - extracdo em fase sélida (SPME), de modo que elas permanecem

ativas no ninho apos a coleta das amostras. A extracdo de hidrocarbonetos
ocorreu por meio do contato e leve friccdo de fibra de polidimetilsiloxano
SUPELCO (30 um) por cerca de 4 segundos em diferentes partes do corpo
da formiga, cabeca, torax e abdémen, evitando as areas que liberam
substancias de outras glandulas, e as pernas devido a contaminagcédo. As
mandibulas foram retiradas do corpo e macerada em placa de vidro com
auxilio de um bastdo de vidro (todos os materiais utilizados foram lavados
com detergente extran, higienizados em alcool e dois banhos de hexano), a
extracdo das substancias intramandibulares também foi realizada por meio
de leve friccdo de fibra no macerado por cerca de 10 segundos. As fibras
foram imediatamente injetadas manualmente em cromatégrafo gasoso

acoplado a espectrobmetro de massa.
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2.3.2. Andlise de cromatografia gasosa e espectrometria de massa (CG-
MS)

As analises das amostras das fibras de polidimetilsiloxano foram
realizadas no Laboratério de Comportamento e Ecologia de Insetos Sociais
de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo — FFCLRP/USP, Ribeirdo
Preto, S&o Paulo, Brasil. As amostras foram analisadas em CG-MS
(Shimadzu, modelo QP2010 plus) equipado com coluna capilar de silica

DB - 5MS de 30 m e hélio como gas de arraste a 1 mL/min.

O protocolo de temperatura do forno usado foi inicialmente definido
para 150 °C, elevando-se 10 °C/min até 280 °C. As analises foram
realizadas em modo splitless. Os dados foram analisados por caracterizacao
do espectro de massa. Comprimentos de cadeia equivalente foram
determinados utilizando n-alcanos padrdes (Sigma Chemical Co.) e a
quantificacdo foi baseada em areas dos picos obtidas a partir dos
cromatogramas.

Os dados obtidos foram analisados com o programa de computador
GC-MS solutions versdo Windows (Shimadzu Corporation) e oS compostos
quimicos foram identificados com base em seus espectros de massa em
comparacao com os dados da biblioteca Wiley e com solu¢do padréo de

diferentes hidrocarbonetos sintéticos.

3. RESULTADOS
3.1. Bioensaios comportamentais
O comportamento de caminhamento de P. villosa em arenas

impregnadas com extratos glandulares da mandibula estdo mostradas na
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Figura 1. Dentro dos tratamentos realizados, ndo houve diferencas (p<0.05)
para o tempo parado, distancia percorrida e velocidade de caminhamento
(Tabela 1). Para o parametro tempo de caminhamento, o tratamento T4
(extrato da mandibula de P. villosa da mesma colénia X hexano) foi diferente
(p=0,024), sendo observado que as formigas caminharam durante 293,9 +
38,4 segundos, na superficie com extrato, contra 253,7 + 65,9 segundos na
superficie com hexano (Figura 1E, Tabela 1), enquanto nos demais

tratamentos ndo foram encontradas diferencas.

3.2. Anédlises quimicas

As andlises em CG-MS dos extratos do corpo e da mandibula, obtidos
por SPME mostraram a presenca de sete compostos em operarias e rainhas
de P. villosa (Tabela 2).

Alcanos lineares C28 e C30 e o alcano metilado 18, 17,13-MeC38
foram encontrados no corpo e na mandibula tanto em operéarias quanto em
rainhas, enquanto os alcanos metilados 4-MeC28 e 13, 11-MeC32 foram
encontrados apenas no corpo de ambas as castas (Figura 2, Tabela 2).

Os esterois precursores de hormdnios, colesterol e sitosterol foram
encontrados apenas em mandibulas, sendo o primeiro em operéarias e

rainhas e o segundo apenas em rainhas (Figura 2, Tabela 2).

4. DISCUSSAO
A Unica resposta comportamental das operarias de P. villosa expostas
aos extratos das glandulas intramandibulares, foi encontrada no tempo

caminhado quando se comparou o extrato da mandibula de formiga da
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mesma colonia em relacdo ao solvente, sugerindo que 0S compostos
extraidos da mandibula apresentam hidrocarbonetos cuticulares que agem
como feroménios desencadeadores em processos de reconhecimento de
companheiras de ninho e de distingdo de individuos intrusos (Breed, 1983;
Singer et al.,, 1998; Blomquist et al., 1998; Nunes, 2008; Blomquist &
Bagnéres, 2010; Martin & Drijfhout, 2009; Wilgenburg, et al. 2011).

Os alcanos lineares e ramificados encontrados no corpo e mandibula
de P. villosa, apresentam entre 28 e 38 carbonos sendo considerados
compostos de cadeia longa, similarmente aos encontrados em extratos de
hidrocarbonetos cuticulares em outros insetos sociais como cupins (Weil, et
al., 2009), abelhas (Abdalla, et al., 2003, Dani, et al., 2005), vespas (Panek,
et al., 2001) e formigas (D’Ettorre, et al., 2004; Martin & Drijfhout, 2009;
Wilgenburg, et al. 2011), os quais tém sido considerados como tendo papel
importante no reconhecimento de companheiros de ninhos. Hidrocarbonetos
cuticulares de cadeia longa semelhantes aos encontrados neste estudo
foram encontrados na cuticula e na glandula pdés-faringea de P. villosa
(Lucas et al., 2004), tendo sido atribuido a eles uma importante funcéo no
reconhecimento de companheiras de ninho, e na glandula Dufour de rainhas
em Melipona bicolor (Abdalla et al., 2004), sugerindo que as diferencas entre
o perfil cuticular das rainhas virgens e fecundadas deve indicar o estado de
fecundidade.

Os alcanos metilados 4-MeC28 e 13, 11-MeC32 nao ocorreram na
mandibula de operaria nem de rainhas. Entretanto, os alcanos identificados,
em conjunto com a resposta comportamental de P. villosa aos extratos de

mandibula de operarias do mesmo ninho sugerem que alguns dos

78



compostos produzidos pelas glandulas intramandibulares estejam
relacionados com o reconhecimento dos companheiros de ninhos ou
membros de diferentes castas. Embora hidrocarbonetos de cadeia longa
sejam relativamente nao volateis (Blomquist & Bagnéres, 2010), a acao
destes como feromdnios desencadeadores pode ocorrer por contato entre 0s
individuos das colbdnias, pois formigas frequentemente apresentam contatos
fisicos como higienizacao, “allo-grooming” e trofalaxia (Hefetz, 2007).

Além de participarem no reconhecimento de companheiras de ninhos,
os hidrocarbonetos cuticulares também podem ter funcédo na regulacéo da
reproducao em formigas (Peeters et al., 1999; Liebig et al., 2000), entretanto
como em P. villosa ndo foram encontrados hidrocarbonetos cuticulares
exclusivos de rainhas, esta parece ndo ser uma funcdo dos compostos
produzidos pela glandulas intramandibulares.

Um resultado interessante foi a presenca dos esterdis colesterol e
sitosterol apenas na mandibula. Esteréides foram encontrados na cuticula
das formigas parabitticas, Crematogaster modiglianii e Camponotus
rufifemur bem como na glandula de Dufour, sugerindo que esses compostos
sdo produzidos nesta glandula e depois distribuidos para a superficie do
corpo, ocorrendo transferéncia mutua de substancia entre os individuos,
proporcionando uma assinatura semelhante (Menzel et al., 2008). Diferente
dos resultados encontrados em C. modiglianii e C. rufifemur (Menzel et al.,
2008), no presente estudo as substancias intramandibulares, colesterol e
sitosterol ndo foram transferidas para o corpo de P. villosa, indicando que o
sitosterol e colesterol encontrados nas mandibulas n&o estédo diretamente

envolvidos na producgéo de assinaturas cuticulares. No entanto, o sitosterol
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pode estar envolvido no reconhecimento da rainha fisogastrica onde ocorre
com exclusividade. Amadou et al. (1995) identificaram 26 esterdides a partir
de ovos, larvas, operérias e rainhas de Solenopsis invicta, entre eles
colesterol e sitosterol, sendo que as rainhas possuiam a composicao de
ester6is mais variada com 24 esterdis detectados dos quais o0 sitosterol
apresentou maior concentracdo. Porém, a funcéo destes esterdis permanece
desconhecida.

A presenca de hidrocarbonetos e colesterol em operarias e o
sitosterol encontrado na mandibula de rainhas pode estar associados ao
perfil da casta e consequentemente a divisdo de trabalho, em especial, no
que diz respeito a rainha que é a casta reprodutiva e dominante. De acordo
com Nascimento et al., (1993), Hernandez et al., (1999), Hughes et al.,
(2001), Cruz-Landim & Abdalla (2002), a composicdo dos feromonios ou
das substancias quimicas, pode variar entre as castas de formigas. A
variabilidade intracolonial em perfis de hidrocarbonetos cuticulares tem sido
mostrada previamente por estar associada com diferencas nas tarefas
desempenhadas pelas operarias (Bonavita-Cougourdan et al., 1987;
Bonavita-Courgourdan et al., 1993); e no estado reprodutivo (Peeters et al.,
1999; Liebig et al., 2000; Cuvillier-Hot et al., 2001; D’Ettorre, et al., 2004;
Lommelen et al., 2006). O esterol sitosterol, ocorre apenas nas mandibulas
de rainha de P. villosa, sugerindo que as glandulas intramandibulares de
rainhas e operarias desta formiga apresentam variacdo funcional de acordo
com a casta. Variacdes morfo-fisiologicas das glandulas intramandibulares

em diferentes castas foram recentemente descritas na abelha Melipona
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quadrifasciata (Cruz-Landim et al., 2011), embora o significado disto
permaneca desconhecido.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que o perfil de
hidrocarbonetos  cuticulares e de substancias das glandulas
intramandibulares em rainhas e operéarias de P. villosa diferem na
composicao dos esterois, sendo provavel que o sitosterol encontrado apenas
na mandibula de rainha assuma o papel de um sinalizador de fertilidade,

uma possivel fonte de horménio e/ou feromonio.
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Figura 1. Avaliagdo comportamental de P. villosa mediante a extratos
intramandibulares. As substancias foram distribuidas para os tratamentos
T3 a T7 da mesma forma apresentadas nas figuras: face superior X face
inferior respectivamente. A. T1 - papel filtro sem extrato ou solvente. B. T2 -
papel filtro com hexano. C. T3 - papel filtro com extrato de mandibula de
outra espécie (Pachycondyla verenae) X hexano. D. T4 - papel filtro com
extrato de mandibula de P. villosa de col6nia diferente X hexano. E. T5 -
papel filtro com extrato da mandibula de P. villosa da mesma colonia X
hexano. F. T6 — papel filtro com extrato de P. villosa de colonia diferente X
extrato de P. verenae. G. T7 - papel filtro com extrato de P. villosa da mesma
coldénia X extrato de P. villosa de col6nia diferente. As linhas coloridas
correspondem a velocidade do caminhamento da formiga na arena, sendo
gue a verde corresponde a uma velocidade lenta até a parada e a vermelha

uma velocidade maior.
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Tabela 1. Analises do caminhamento de Pachycondyla villosa em diferentes

tratamentos contendo extratos de mandibula. A avaliacdo do tempo foi dada

em

segundos,

a distancia em

centimetros e a velocidade em

centimetros/segundos. Valores representam a média + desvio padrdo dos

parametros em ambos os lados das arenas, seguidos dos valores p obtidos

pelo teste t a 5% de significancia.

Hexano Hexano Hexano Hexano Mesma Espécie
Tratamentos X X X X coldnia diferente
Controle Mesma Mesma Espécie X X
coldnia espécie diferente Coldnia Mesma
diferente espécie
Média + Desvio Padréo
Tempo 572.25+14,32 253.69 £65.89 257.52 £61.58 277.15x49.76  290,97:81,37  296.51 £72.15
caminhado  574,88416,86  293.86 +38.34 290.94 £77.72 279.53+41.04  270,92493,77  263.95 £67.25
p=0.508 p=0.024 p=0.140 p=0.870 p=0.425 p=0.148
Tempo 27.700 £14.316  10,4515,05 16,65£26,04 16141121  29,50442 54 14,96422,12
parado 22590 +14.462 37,83160,48  1441£1826  2547+4158  7,7847,26 14,30+16,89
p=0.268 p=0.433 p=0.579 p=0.787 p=0.133 p=0.534
Distancia 1290,59+411,76  565,79+221,36 596,84+308,74 518,51+133,90 639.33+181.73 686,72+366,22
percorrida  1121924270,61 616,724253,34 610,05£190,41 522,77£158,92 646.98£250.21 567,81+164 42
p=0,208 p=0.675 p=0.172 p=0.882 p=0912 p=0.508
Velocidade  2,2410,67 2,200,72 2,3310,82 1,9310,61 2,3110,67 2,27£0,70
percorrida  1,95+0,44 2,08+0,72 2 110,63 1,86+0,43 2,6541,26 2,23£0,70
p=0.190 p=0.839 p=0.229 p=0.989 p=0.579 p=0.409
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Tabela 2. Substancias quimicas das glandulas intramandibulares (M) e do

corpo (C) de operarias (n=9) e rainhas (n=4) de Pachycondyla villosa.

Tempo
de Composto fon Diagnostico Operéria Rainha

Retencao

(min.) M M
38.643 Cos 394 + +
39.207 4-Me Cyg 57/58, 364/365, 393
40.531 Cso 422 + +
41.539 Colesterol 386 + +
41.962 13-; 11- Me C3; 196/197, 295; 168/169,

323; 449

45.910 Sitosterol 414 +
58 363 18-, 17, 13- Me C 3 266/267, 308/309; . N

252/253, 322/323,;
378/379, 196/197-533
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Figura 2. Cromatogramas das substancias quimicas encontradas na
mandibula e no corpo de rainhas e operarias de Pachycondyla villosa e seus
respectivos tempos de retencdo. Tempos de retencao (Tr): Tr. 38.643= Cys.
Tr. 39.207= 4-Me Cyg. Tr. 40.531= C3p. Tr. 41.539 = colesterol; Tr. 41.962=

13-, 11- Me Cgs;. Tr. 45.910 = sitosterol; Tr. 58.363 =18-, 17, 13- Me C 3s.
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CONCLUSOES FINAIS

O estudo das glandulas intramandibulares em Attini e Ponerini, por
meio de métodos histologicos, possibilitou concluir que ha trés tipos de
glandulas intramandibulares: células epidérmicas secretoras da classe |,
glandulas unicelulares da classe Il e células epiteliais secretoras com
reservatorio, sendo a primeira exclusiva de Ponerinae e esta ultima exclusiva
de Attini, sugerindo variacéo entre tribos.

As células epidérmicas secretoras da classe | e glandulas unicelulares
da classe Ill em P. verenae diferenciam-se durante a pupacéao, iniciando seu
desenvolvimento na pupa de olho rosa e definidas completamente a partir da
pupa de olho preto.

As glandulas intramandibulares em A. laevigata, apresentaram
glandulas unicelulares da classe Ill e células epidérmicas secretoras com
reservatorio. Os estudos morfolégicos, histoquimicos e morfométricos das
glandulas intramandibulares em A. laevigata suportam a hipétese de que
essas glandulas estejam envolvidas diretamente na divisdo de trabalho entre
as castas, e consequentemente na comunicacao quimica entre elas.

As andlises de comportamentos de caminhamento indicam que as
substancias das glandulas intramandibulares de P. villosa estdo envolvidas
no reconhecimento de companheiras de ninho, e a presenca de
hidrocarbonetos e o0s esterdis colesterol em operarias e o sitosterol
encontrado na mandibula de rainhas podem estar associados ao perfil da
casta, sendo provavel que o sitosterol encontrado apenas na mandibula de
rainha assuma o papel de um sinalizador de fertilidade, uma possivel fonte

de hormonio e/ou feromonio.
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