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RESUMO

SOUSA, Erika Vanessa da Costa Carvalho, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2024. Morfologia e volatilomica das glandulas pré-faringeas e farinngeas de operarias de
Paraponera clavata (Hymenoptera: Paraponerinae) e Pachycondyla crassinoda

(Hymenoptera: Ponerinae). Orientador: José Eduardo Serrao

As formigas sdo amplamente distribuidas em quase todos os ecossistemas terrestres e
sdo classificadas como insetos eusociais, devido ao seu alto grau de socializacdo e
caracteristicas sociais bem definidas. Elas possuem um sistema complexo de glandulas
exocrinas que produzem substancias essenciais para a manutenc¢do social. Entre essas glandulas,
as pré-faringeas e faringeas sdo as mais proeminentes na cabeca da formiga, embora suas
funcdes ainda ndo sejam totalmente compreendidas. A caracterizacdo morfoldgica destas
glandulas em Paraponera clavata e Pachycondyla crassinoda é limitada, ressaltando a
importancia de sua andlise para contribuir com a compreensdo das fungdes no comportamento
das formigas. O objetivo foi comparar a morfologia e compostos das glandulas pré-faringeas e
faringeas em operdrias de P. clavata e P. crassinoda. As glandulas pré-faringeas e faringeas
foram examinadas por microscopia de luz, eletronica de varredura e em cromatografia de fase
gasosa acoplada a espectrometria de massas. Os resultados revelam que ambas as glandulas
diferem tanto em anatomia quanto em histologia entre as duas espécies. A glandula pré-faringea
de P.clavata é volumosa, alongada e com complexos sistemas de ductos, enquanto em P.
crassinoda elas sdo menores em formato de cachos de uvas e com uma tnica abertura para
liberacdo da secrecdo na faringe. O volume da glandula pré-faringea apresenta correlagdo
positiva com o tamanho corporal de P. clavata, mas ndo com P. crassinoda. As andlises
histoquimicas desta glandula indicam diferencas na presenca de proteinas, glicoproteinas,
polissacarideos e lipidios entre as espécies. Essas variacdes sugerem adaptacdes especificas
relacionadas a funcao glandular, possivelmente relacionados com a producdo de enzimas. As
glandulas faringeas de P. clavata e P. crassinoda apresentam diferencas na anatomia e
histologia entre as formigas analisadas. Enquanto P. clavata exibe a glandula com indmeras
projecdes tubulares, em P. crassinoda ela formada por dois I6bulos distintos. Além disso, as
andlises histoldgicas e histoquimicas demonstraram variagdes na histologia e na intensidade de
reacOes entre as duas espécies, possivelmente adaptadas a funcio da glandula faringea na

comunicacdo quimica entre os co-especificos. Os compostos quimicos produzidos nas



glandulas de ambas as espécies sdo predominantemente formados por hidrocarbonetos,
sugerindo um potencial envolvimento da glandula faringea na sintese e liberacdo de
hidrocarbonetos para a comunicacdo dentro das colonias das formigas estudadas. Esses
resultados inéditos para P. clavata e P. crassinoda evidenciam a importincia das glandulas pré-

faringea e faringea nas fun¢des metabdlicas e comunicagdo quimica nas colonias de formiga.

Palavras-chave: Formigas; Glandulas exdcrinas; Composi¢do quimica; Comportamento

social.



ABSTRACT

SOUSA, Erika Vanessa da Costa Carvalho, M.Sc., Federal University of Vicosa, July, 2024.
Morphology and volatilomic of the prepharyngeal and pharyngeal glands of Paraponera
clavata (Hymenoptera: Paraponerinae) and Pachycondyla crassinoda (Hymenoptera:

Ponerinae) Workers. Adviser: José Eduardo Serrio.

Ants are widely distributed across almost all terrestrial ecosystems and are classified as eusocial
insects due to their high level of socialization and well-defined social characteristics. They
possess a complex system of exocrine glands that produce substances essential for social
maintenance. Among these glands, the prepharyngeal and pharyngeal glands are the most
prominent in the ant's head, though their functions are not yet fully understood. The
morphological characterization of these glands in Paraponerinae and Ponerinae ants is limited.
This study compared the morphology and the compounds of the pre-pharyngeal and pharyngeal
glands in workers of Paraponera clavata and Pachycondyla crassinoda. The pre-pharyngeal
and pharyngeal glands were examined with light and scanning electron microscopies, and gas
chromatography coupled to mass spectrometry. The pre-pharyngeal gland of P. clavata is well-
developed with elongated collecting duct cells, whereas in P. crassinoda they are small like
grape-shape clusters with a single opening for secretion release into the pharynx. This gland
has a positive correlation between volume and body size in P. clavata, but not in P. crassinoda.
Histochemical tests indicate differences in the proteins, glycoproteins, carbohydrates, and lipids
content between the two ants. These variations suggest specific adaptations related to gland
function, possibly linked to digestive enzyme production. The pharyngeal gland P. clavata has
many finger-like tubular projections, whereas in P. crassinoda it has two lobes. Furthermore,
they have different epithelial and histochemical features between the two species, suggesting
adaptations production of chemical compounds for nestmate communication. The chemical
compounds identified in the glands of both species were mainly hydrocarbons, suggesting a
potential role of the pharyngeal gland in hydrocarbon synthesis for interspecific
communication. These results for P. clavata and P. crassinoda highlight the importance of the
prepharyngeal and pharyngeal glands in the metabolic functions and chemical communication

within ant colonies.

Keywords: Ants; Exocrine glands; Chemical composition; Social behavior.
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1. INTRODUCAO

As formigas sdo amplamente distribuidas e estdo presentes em todos os ecossistemas
terrestres, exceto Antdrtica, principalmente devido as suas capacidades de adaptagdo a
diferentes habitats (Guarda & Lutinski, 2020). Neste contexto, estima-se que atualmente a
biomassa de formigas ultrapasse a soma daquelas combinadas de aves e mamiferos selvagens,
representando cerca de 20% da biomassa humana, posicionando estes insetos como um dos
grupos de animais ecologicamente dominantes (Schultheiss et al., 2022).

Estes insetos possuem alto grau de socializa¢do e sdo classificados como eusociais
devido a sobreposicdo de geracdes, presenca de castas reprodutivas e estéreis e cuidado
cooperativo com a prole (Holldobler & Wilson, 1990). Suas caracteristicas sociais sdo bem
definidas dentro do ninho, incluindo a divisao de tarefas entre e dentre as castas. Essa divisao
¢ influenciada por fatores como idade (Moron et al., 2008), nutricdo (Smith et al., 2011),
genética (Waddington et al., 2010), experiéncia (Ravary et al., 2007; Muscedere et al., 2009) e
morfologia do individuo (Holldobler & Wilson, 1990).

Formicidae € composta por 23 subfamilias, 511 géneros e 15.896 espécies (AntWeb,
2024). No Brasil, ha ocorréncia de 1.541 espécies distribuidas em 124 géneros, destacando o
pais como um dos maiores detentores de diversidade de formigas das Américas e uma das
maiores do mundo (Baccaro et al, 2015; AntWeb, 2024).

Nas formigas, o grupo de poneromorfas € composto por Paraponerinae e Ponerinae,
consideradas atualmente como grupos irmdos por possuirem uma relagdo monofilética
(Fernandez et al., 2021)

Paraponerinae é exclusivamente neotropical e possui apenas uma espécie vivente,
Paraponera clavata (Fabricius, 1775) que esta distribuida nas florestas tropicais brasileiras.
Além do seu tamanho consideravelmente gande, com as operarias podendo alcancar 2,5 cm,
outra caracteristica marcante de P. clavata sdo seus escrobos antenais em forma de “V”
invertido, que se curvam para acima estendendo-se para trds dos olhos compostos (Baccaro et
al., 2015). O forrageio dessa espécie ocorre geralmente de forma solitaria no dossel das drvores,
podendo percorrer grandes distancias, passando de uma 4rvore para outra, formando um grande
territério tridimensional (Young & Hermann, 1980; Baader, 1996). Seus ninhos sdo
encontrados principalmente na base dos troncos das drvores, além de dreas de cultivo e restolho,
comportamentos que facilitam a adaptacdo de P. clavata a diferentes ambientes (Arias-Penna,
2008; Baccaro et al., 2015).

Apesar desta espécie ser considerada por muito tempo monomorfica, as operdrias
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apresentam crescimento alométrico e distribui¢do de tamanho desigual, onde as formigas que
forrageiam e defendem o ninho t€m a cabe¢a maior e mais larga que aquelas que permanecem
na coldonia, podendo indicar a presenca de subcastas (Breed e Harrison 1988; Breed, 2002;
Delsinne, 2019)

Em Ponerinae, o género Pachycondyla se destaca por ser numeroso e Pantropical, com
ampla distribui¢do na América do Sul (Tudor et al., 2016). Dentre as espécies deste género, a
formiga Neotropical Pachycondyla crassinoda (Latreille, 1802) se destaca como a maior
espécie do seu género, com operdrias negras que podem atingir um comprimento de quase 2
cm, com mandibulas triangulares e hdbitos alimentares de predadoras generalistas (MacKay &
MacKay, 2010).

Pachycondyla crassinoda geralmente € encontrada nidificando sob troncos
apodrecidos ou entre raizes de arvores. As operdrias sdo comumente encontradas forrageando
na floresta tropical, serapilheira e nas bordas da floresta, com o forrageio ocorrendo
estritamente no solo. Além disso, essas formigas possuem comportamento de tandem-running
para o recrutamento em busca de alimento, onde uma formiga lider guia as demais que a seguem
de perto em uma fileira (MacKay & MacKay, 2010; Baccaro et al, 2015; Tudor et al. 2016;).

Assim como outros insetos sociais, as formigas sdo dotadas de um complexo e
abundante sistema de glandulas exdcrinas, responsaveis pela producdo e secrecdo de grande
variedade de substincias com funcdo, principalmente, na manutencdo social das colonias
(Boonen & Billen, 2016; Niculita et al., 2007). Essas substincias podem atuar sob diversos
comportamentos, como interagdes de dominancia, determinacdo da casta rainha, recrutamento
para a fundagdo de novas colonias e comportamento reprodutivo (Amaral & Caetano, 2006).
Além disso, os compostos gladulares estdo envolvidos na funcao de alarme e defesa (Holldobler
& Wilson 1990; Richter et al., 2021), reconhecimento de companheiros de ninho, nidificagao
(Caetano et al., 2002), além de promover a comunica¢do dentro e fora dos ninhos (Caetano et
al, 2002; Billen, 2006).

Dentro do grupo de insetos sociais, as formigas possuem 149 glandulas exdcrinas,
sendo a maior diversidade de glandulas em insetos (Billen et al. 2020), incluindo as glandulas
pré-faringea e faringea, que sdo classificadas como glandulas cefélicas e produzem secrecdes
ativas (Xu et al., 2021).

A glandula pré-faringea, conhecida anteriormente como glandula pré-faringea, foi
considerada uma caracteristica exclusiva das formigas. No entanto, essa glandula também foi
identificada em algumas espécies de vespas Sphecidae solitarias como Philanthus triangulum

(Fabricius, 1775) e Ampulex compressa (Fabricius, 1781) (Herzner et al, 2011). Mas apesar das
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semelhangas morfoldgicas e origens embriondrias homdlogas entre as espécies, acredita-se que
essas estruturas possuem fungdes diferentes em ambas as familias (Serrdo et al., 2015).

A glandula pré-faringea é encontrada na superficie anterior da faringe, localizando-se
em ambos os lados da placa faringeal, préximas da cdmara infrabucal, sendo compostas por
células secretoras globulares e células ductos, formando canaliculos intracelulares,
caracteristicas de células secretoras da classe III, segundo classificacdo de Noroit & Quennedey
(1974). Essa glandula pode abrir-se através de uma placa semelhante a uma peneira (placa
crivada) na pré-faringe (Billen & Al-Khalifa, 2015), através de um étrio, antes de sua secre¢do
ser liberada (Billen et al., 2013; Boonen & Billen, 2016) ou através de um sistema de ductos
complexos (Xu et al., 2022). Sua funcdo em formigas ainda é desconhecida, mas tem sido
geralmente associada a producdo de secrecoes proteicas (Billen & Peusens 1984), enzimaticas
(Ayre, 1967) e produtos para o cultivo de fungos nas Attini (Wilson, 1980).

A glandula faringea era anteriormente denominada como glandula pés-faringea, no
entanto, Richter et al. (2019) revisou o nome para glandula faringea, ap6s a identificacdo do
ponto preciso de abertura da glandula para a liberacdo das secrecdes. Localizada na regido
dorsal da cabeca, na transicdo entre faringe e esdfago, estd glandula preenche uma porgao
considerdvel da placa cefdlica (Holldobler & Wilson, 1990; Caetano, 1998; Niculita et al.,
2007).

A glandula faringea pode apresentar uma morfologia auriculiforme, formada por
16bulos esquerdo e direito (Peregrine et al. 1973, Gama & Cruz-Ladim, 1982; Billen & Al-
Khalifa, 2015), ou digitiforme, caracterizadas por um elevado nimero de expansodes laterais
(Gama & Cruz-Landim, 1982; Niculita et al, 2007; Bueno et al. 2008). Em ambas as
morfologias existem uma tnica camada de células secretoras globulares, classificadas como da
classe I (Noroit & Quennedey 1974), além da presenca de uma cuticula revestindo o limen
(Almeida Toledo, 1967; Schoeters & Billen, 1997). A funcdo principal desta glandula em
formigas parece estar vinculada com a produ¢do do odor da colonia, favorecendo o
reconhecimento de companheiras de ninho (Caetano et al., 2002; Lucas et al., 2004; Eelen et
al., 20006).

Apesar da importincia evidente que estas glandulas podem desempenhar no
metabolismo e manutengdo social para as formigas, ainda existem muitos pontos a serem
compreendidos para uma elucidacdo completa de suas fung¢des para os Formicidae,
principalmente em Ponerinae e Paraponerinae, onde os estudos que buscam entender a atuacao
e morfologia dessas glandulas sdo escassos, resultando em uma lacuna de conhecimento que

impossibilita a compreensao da diversidade comportamental.
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Partindo disso, o presente estudo tem como objetivo comparar a morfologia e os
componentes quimicos das glandulas pré-faringeas e faringeas de operarias de P. clavata e P.

crassinoda, contribuindo para a compreensdo das fungdes dessas glandulas.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material biologico

Operérias de P. clavata e P. crassinoda foram coletas manualmente na Area de
protecao Ambiental Municipal do Inhamum (4° 53 S 43° 24’ O), Caxias, estado do Maranhao.
As operarias foram transferidas vivas para o fixador glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato
de sédio a 0,1M, pH 7,2 e transportadas para o Laboratério de Mirmecologia da Universidade
Estadual do Maranhdo, campus Caxias. A seguir as formigas foram identificadas em nivel de
género com o auxilio da chave taxondmica de Baccaro et al. (2015) e ao nivel de espécie por
comparacdo direta com as espécies armazenadas na colecdo do Laboratério de Mirmecologia
da Universidade Estadual do Maranhdo. Posteriormente os espécimes foram transferidos para
o Laboratério de Ultraestrutura Celular da Universidade Federal de Vigosa.
2.2 Estereomicroscopio

Nove operdrias das duas espécies, tiveram a largura da cabeca medida no ponto mais
largo (Bulova et al., 2016) como indicagdo do tamanho do individuo, utilizando
esteromicroscopio STEMI 2000-C ZEIZZ (para melhor compreensao estd medida serd citada a
partir de agora como distancia interocular). A seguir, as operarias de P. clavata e P. crassinoda
foram dissecadas para obtenc¢do das glandulas pré-faringeas e faringeas, e posteriormente foram
transferidas para microtubos com 2 mL de etanol a 95%. Posteriormente, as amostras foram
analisadas e fotografadas em microscopio estereomicroscopio Leica M205C com camera
digital acoplada.
2.3 Microscopia de luz

Nove operdrias de P. clavata e nove de P. crassinoda foram dissecadas e as glandulas
pré-faringeas e faringeas desidratadas em série crescente de etanol de 70%, 80%, 90% e 95%
com 10 min de intervalo cada uma. Apos a desidratagdo as amostras foram incluidas em
historesina (Leica) de acordo com as instrucdes do fabricante. Sec¢des com 3 um de espessura
foram obtidas em micrétomo rotativo Leica RM 255, e coradas com hematoxilina (20 min) e
eosina (30 s) e analisadas em microscopio de luz Olympus BX-60 com camera Olympus QColor
3. Para cada uma das glandulas de cada espécie, foram escolhidas randomicamente 10 seccdes
histologicas com o software Sorteador.com, sendo 90 sec¢des para cada glandula por espécie.

A glandula pré-faringea teve o de nimero de células contado, além da medicdo das dreas e
A 4 . . L 4 .
diametro das células secretoras e cdlculo do volume glandular (nimero de células x 37X Raio%).

A glandula faringea teve a altura do epitélio medido e area do ldmen. Todas as medidas foram

realizadas utilizando o software ImageJ.
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2.4 Histoquimica

Outro conjunto de sec¢des histoldgicas, ndo coradas, foi submetido aos seguintes testes
histoquimicos: merctrio-bromofenol para detec¢do de proteinas totais (Pearse, 1953), 4cido
periddico e Schiff (PAS) para detecg¢do de glicoproteinas e carboidratos neutros (Bancroft &
Gamble, 2008) e azul do Nilo para deteccao de lipidios 4dcidos e neutros (Bancroft & Gamble,
1986). Essas amostras foram analisadas e fotografadas conforme descrito na microscopia de
luz. Para cada teste histoquimico de cada glindula de ambas as espécies, foram obtidas 18
imagens utilizadas para quantificag¢do de proteinas, carboidratos e lipidios, utilizando o software
Image]. As imagens foram convertidas de cores RGB (vermelho, verde e azul) para escala de
cinza. Em cada imagem foram selecionadas cinco dreas aleatérias de 64x64 pixels para anédlise
de intensidade dos valores de cinza nas imagens (Ustadt, 2022). Para estas andlises, foram
utilizados os seguintes comandos no software: > Analyze > Set measurements > (marque: Area,
Standard deviation, Min & max gray value, Mean gray value). Em seguida a imagem foi
selecionada: > File > Open, convertida de RGB para a escala de cinza: Image > Type > 32-bit.
18. Posteriormente, foi realizada conversdo da imagem para negativo: > Edit > Invert
(Ctrl+Shift+1). Uma area quadrada com dimensdes de 32x32 pixels foi selecionada: > Edit >
Selection > Specify > Width: 32, Height: 32 (Para cada imagem, foram selecionados cinco
campos nas dreas de interesse). Em seguida, Ctrl + M para adquirir os valores, que foram
transferidos para tabela e posteriormente submetidos a testes estatisticos
2.5  Microscopia eletronica de varredura

Cinco formigas de cada espécie foram dissecadas e suas glandulas pré-faringeas e
faringeas foram retiradas, desidratadas em séries crescentes de etanol (70, 80, 90 e 99%)
transferidas para hexametildisilazano por 5 min e secas em temperatura ambiente. Apds este
periodo, as glandulas foram posicionadas em suporte de aluminio, metalizadas com ouro
(espessura de 20 nm) e analisadas com microscopio eletronico de varredura LEO VP1430 (Carl
Zeiss, Jena, Alemanha) a 10 kV no Nicleo de Microscopia e Microanélise da Universidade
Federal de Vicosa.
2.6 Cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massas

Para a andlise dos compostos produzidos pelas glandulas pré-faringeas e faringeas,
seis operdrias de P. clavata e P. crassinoda foram manualmente coletadas, imobilizadas a —
5°C por 10 min e dissecadas para a retirada das glandulas, que foram transferidas para
microtubo e extraidas com 500 uL de hexano PA, durante 10 minutos. A seguir o hexano foi
evaporado em temperatura ambiente. A composi¢do quimica dos extratos glandulares foi

determinada por andlises em cromatografia de fase gasosa acoplada a espectrometria de massas
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utilizando aparelho Shimadzu GCMS-QP5050A (Shimadzu Europe, Disburg, Alemanha) sob
as seguintes condi¢des operacionais: coluna capilar DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25um),
temperatura inicial da coluna a 40 °C (4 min) e aquecimento gradual a 20 °C/min até 300 °C,
mantendo a temperatura final por 25 min; gas de arraste hélio com fluxo de 1,6 mL/min com
modo de injecao splitless;temperatura do injetor de 290 °C; volume de inje¢do 1,0 pL. Deteccao
por impacto de elétrons (IE) a 70 eV. modo scan de 35 a 700 (m/z). Os componentes quimicos
dos extratos foram identificados por comparacdo de seus espectros de massa com dados da
biblioteca do equipamento (Nist 2017). Apenas os compostos cujos espectros de massa
apresentaram > 90 % de similaridade com os espectros da biblioteca do equipamento foram
considerados identificados.
2.7 Andlise estatistica

Os dados de distancia interocular, volume da glandula pré-faringea, altura do epitélio,
didmetro do limen, assim como das densidades de pixels dos testes histoquimicos foram
submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para verificagdo da normalidade, seguido do teste de
Levene para verificar a homogeneidade das variancias entre as amostras. A seguir os dados de
volume da glandula pré-faringea e altura do epitélio da glandula faringea foram submetidos a
andlise de varidncia (ANOVA). Os dados de distincia interocular, didmetro do limen e
densidades de pixels dos testes histoquimicos foram analisados com um modelo linear
generalizado (GLM) com distribuicio gamma, seguindo-se comparacdo pelo teste de
Bonferroni. A relacdo entre volume da glandula pré-faringea e a distancia interocular assim
como altura do epitélio e didmetro do limen em cada uma das duas espécies de formigas foi
analisada pela correlagdo de Spearman. Todas as andlises foram executadas utilizando o

software estatistico R, com nivel de significancia de 5%.
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3. RESULTADOS
3.1. Glandula pré-faringea
3.1.1 Anatomia

Na andlise anatdmica de P. clavata e P. crassinoda, a dissecagdo da glandula pré-
faringea evidenciou a presenca de um aglomerado de células secretoras, localizadas
bilateralmente ocupando grande parte da curvatura anterior na superficie dorsal da faringe,
acima da placa hipofaringea e em proximidade as glandulas faringeas.

Cada unidade secretora foi composta de uma célula secretora associada a uma célula
ducto, constituindo assim uma unidade bicelular que € caracteristica das células glandulares do
tipo III. Tanto em P. clavata (Fig. 1A) quanto em P. crassinoda (Fig. 2A), estas glandulas
apresentaram a mesma colorac¢do branco-transparente.

Em P. clavata, o par de glandulas pré-faringeas preencheu quase integralmente a area
da placa faringea (Fig. 1B). Cada unidade secretora da glandula apresentou aspecto alongado,
semelhante a bastonetes, com os ductos convergindo para a regido central da placa faringea
(Fig. 1B) em um ducto principal com diametro de 25,63 + 0,68 pum (Fig. 1C). As células
secretoras estavam bem desenvolvidas, com diametro de 46,70 + 1.4 um e as células ducto com
diametro de 1,4 £ 0,06 pm.

A glandula pré-faringea de P. crassinoda apresentou morfologia distinta em
comparagdo com P. clavata. Nessa formiga, as glandulas tiveram formato semelhante a cachos
de uvas em ambos os lados da placa faringea (Fig.1B), aparentemente sem uma tendéncia de
ligacdo entre si. Além disso, as glandulas pré-faringeas de P. crassinoda foram menores que as
de P. clavata, mas as células secretoras assim como as células ducto, foram maiores em
comparacao com as da glandula pré-faringea de P. clavata, apresentando células secretoras com
didmetro de 63.68 +2.18 um e as células ducto com diametro de 1,5+ 0,08 um.

Na glandula pré-faringea de P. crassinoda cada célula ducto se conectava em uma
regido unica bilateral da placa faringe, onde provavelmente, cada célula ducto libera sua

secrecao (Fig. 2C).
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Figura 1. Glandulas pré-faringeas de operdrias de Paraponera clavata. A. Vista ventral da
faringe com as glandulas pré-faringea (GP) em estereomicroscépio. B. Micrografia eletronica
de varredura mostrando o par de glandulas pré-faringeas (GP) ocupando grande parte da placa
faringeal (Pf). C. Micrografia eletronica de varredura evidenciando o ducto principal (seta) das
glandulas pré-faringeas.


https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/light-microscopy
https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/light-microscopy
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Figura 2. Glandulas pré-faringeas de perérias de Pachycondyla crassinoda A. Vista ventral
da faringe com as glandulas pré-faringea (GP) em estereomicroscépio. B. Micrografia
eletrOnica de varredura mostrando as glandulas pré-faringeas (GP) nas duas extremidades da

placa faringeal (Pf). C. Micrografia eletronica de varredura evidenciando as células secretoras
(CS) e células ducto (seta).


https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/light-microscopy
https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/light-microscopy
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3.1.2  Histologia

A glandula pré-faringea de P. clavata apresentou células secretoras arredondadas com
aparato terminal, grande quantidade de granulos citoplasmaticos basoéfilos, nicleo com
predominio de cromatina condensada e nucléolos evidentes (Fig. 3A, B). A glandula de P.
clavata possuiu nimero elevado de células secretoras (249 + 42), com diametro de 46,70 + 1.4
um e drea de 237.89 + 14.86 um?. Além disso, os ductos das células secretoras apresentaram
diametro de 1,4 £ 0,06 um.

A glandula pré-faringea de P. crassinoda apesentou células secretoras globulares com
citoplasma apresentando granulos baséfilos e nicleo bem desenvolvido rico em cromatina
descondensada e com nucléolos evidentes (Fig. 4A, B). No interior das células secretoras foi
possivel verificar a presenca da célula ducto formando o aparato terminal semelhante a um
canaliculo intracelular (Fig. 4B). Em média, ocorreram 58 + 3,13 unidades bicelulares, com as
células secretoras apresentando didmetro de 63.68 + 2.18 um e drea de 489.19 + 14.86 um?,
enquanto os canaliculos tiveram didmetro de 1,5+ 0,08 pum.

Em P. clavata, a glandula secreta através de uma placa crivada alongada, sugerindo a
presenca de um ducto principal de grande calibre com diametro de 25,63 + 0,68 um (Fig. 5A).
Por outro lado, em P. crassinoda apesar das células ductos também se abrirem em uma placa
crivada, esta é formado por uma regido com poros em ambos os lados da placa faringea (Fig.

5B)
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Figura 3. Micrografias de luz da glandula pré-faringea de Paraponera clavata. A. Glandula pré-faringea
com as células secretoras (CS) evidenciando nicleos (N), e células ducto (Cd). B. Células secretoras
com granulos basofilos (seta) e aparato terminal (At) no citoplasma, niicleo bem desenvolvido (N) com
nucléolos (Nu) e células ducto (Cd).



Figura 4. Micrografias de luz da glandula pré-faringea de Pachycodyla crassinoda. A.
Glandula pré-faringea com as células secretoras (CS) evidenciando nicleos (N)e células ducto

(Cd). B. Células secretoras com nucléolos (Nu) e citoplasma com granulos baséfilos (setas).
Notar aparato terminal (At).




Figura 5. Micrografias de luz da glandula pré-faringea. A. Corte longitudinal mostrando as
c€lulas ducto (Cd) e sua conexdo no ducto principal (Dp) em Paraponera clavata. B. Detalhe

da placa crivada (Pp) onde se abrem as células ducto (Cd) em Pachycondyla. crassinoda.
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A morfometria revelou que as glandulas pré-faringeas tém volumes diferentes, sendo
maior em P. clavata que em P. crassinoda (p = 0,03; Fig. 6A), o que esté relacionado com o

maior tamanho da cabe¢a em P. clavata, mas ndo em P. crassinoda (Fig. 6B).
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Figura 6. Morfometria da glandula pré-faringea em Pachycondyla crassinoda e Paraponera
clavata A. Volume total da glandula. B. Regressao linear mostrando correlagao significativa e
positiva entre volume da glandula e tamanho da cabeca em P. clavata (p< 0,004) e sem

correlagdo em P. crassinoda (p>0,06). Letras diferentes sobre as barras indicam diferenga pelo
teste do Bonferroni (p < 0,05).
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3.1.3 Histoquimica

O teste de mercdrio de bromofenol para detec¢do de proteinas totais, revelou forte
reacdo positiva na glandula pré-faringea, similar em ambas as espécies (p > 0,4; Fig. 7A).

O teste de 4cido periddico de Schiff (PAS) para a deteccdo de glicoproteinas e
carboidratos neutros, revelou reacdo positiva mais intensa na glandula pré-faringea de P.
clavata que em P. crassinoda (p < 0,008; Fig. 7B).

O teste com azul de Nilo, utilizado para evidenciar lipideos neutros nas células,

apresentou maior intensidade de reagdo em P. crassinoda que em P. clavata (p < 0,004; Fig.

70).
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Figura 7. Intensidade de reacdes positivas para os testes histoquimicos nas glandulas pré-
faringeas de Pachycondyla crassinoda e Paraponera clavata. A. Mercdrio-bromofenol para
proteinas totais. B. Acido periédico e Schiff, para polissacarideos neutros. C. Azul do Nilo para
lipideos neutros e dcidos. Letras diferentes sobre as barras indicam diferenga pelo teste do
Bonferroni (p < 0,05).
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3.2 Glandula faringea
3.2.1 Anatomia

Em ambas as espécies analisadas a glandula faringea foi encontrada na regido ventral
da cabecga, acima do cérebro. Estas glandulas estavam ligadas dorso-lateralmente a regido
posterior da faringe, logo apds a porcdo terminal da placa hipofaringea, onde bifurcaram-se,
ap6s um curto ducto, formando estruturas pares de cada lado no final da faringe.

Em P. clavata, a glandula faringea apresentou projecdes tubulares alongadas, algumas
ramificadas (Fig. 8A, B). As projecdes apresentaram 1,8 £ 0,07 mm de largurae 2.8 £ 0,11 mm
de comprimento (Fig. 8A). A andlise por microscopia eletronica de varredura revelou que o
epitélio que reveste a glandula faringea de P. clavata exibe dreas lisas intercaladas com
superficies rugosas, sendo que cada protuberincia corresponde a regido basal de uma célula
secretora (Fig. 8C).

Em P. crassinoda a glandula faringea apresentou dois I6bulos conectados entre si (Fig.
9-A, B), com largura de 0,7 + 0,06 mm e comprimento de 3.3 £ 0,29 mm. Estas glandulas foram
subdivididas em uma regido superior e outra inferior, com a regido inferior se estendendo
dorsalmente sobre o cérebro, enquanto a regido superior se projeta lateralmente em direcdo as
bordas ventrais dos olhos compostos. A andlise por microscopia eletronica de varredura evidenciou
que o epitélio que reveste a glandula faringea em P. crassinoda apresentou diferencas na
superficie apical interna e externa. Na superficie externa da glandula o epitélio era liso com
poucas protuberancias, enquanto a regido interna apresentou projecoes alinhadas, semelhantes

a escamas, sugerindo ser uma regido recoberta por uma cuticula apical (Fig. 10A, B).
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Figura 8. Glandulas faringeas de operarias de Pa-r.czponera cc;vata. A. Vista dorsal da glandula
faringea (GF) em estereomicroscopio. B. Micrografia eletronica de varredura da glandula
faringea mostrando os dois 16bulos (LB). C. Micrografia eletronica de varredura evidenciando

as projecoes tubulares (Tb) da glandula faringea com regides lisas (seta branca) e rugosas (seta
preta).


https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/light-microscopy
https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/light-microscopy
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Figura 9. Glandulas faringeas de operarias de Pachycondyla crassinoda. A. Vista dorsal da
glandula faringea em estereomicroscopio. B. Micrografia eletronica de varredura da glandula
faringea com regides inferiores (In) e superiores( Su).


https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/light-microscopy
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Figura 10. Micrografias eletronicas de varredura das glandulas faringeas em operias de
Pachycondyla crassinoda. A. Regido externa (Ex) com superficie lisa e a regido interior (In)
com projecdes cuticulares. B. Projecdes cuticulares das glandulas faringeas.


https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/light-microscopy
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3.2.2 Histologia

Apesar da anatomia diferenciada das glandulas faringeas, com P. crassinoda exibindo
uma glandula lobada volumosa e P. clavata apresentando uma glandula composta por multiplas
projecdes, em ambas as espécies elas sdo formadas por uma camada tnica de epitélio.

As projecoes digitiformes da glandula faringea de P. clavata apresentaram epitélio
com altura de 49,95 + 1.84 um, caracterizadas por células ctibicas com ndcleo majoritariamente
com cromatina condensada e nucléolos evidentes (Fig. 11A). O citoplasma foi rico em granulos
acidofilos (Fig. 11B). O limen da glandula faringea apresentou didmetro de 14,93 £ 0.74 um e
revestido por cuticula (Fig. 11B).

Na glandula de P. crassinoda, o epitélio foi caracterizado por células altas (70,21 +
5.52 pm), contendo nucleos com cromatina descondensada e nucléolos evidentes (Fig. 12A).
No citoplasma dessas cé€lulas, ocorreram vesiculas transparentes e granulos acidéfilos (Fig.
12B). O ldmen da glandula apresentou didmetro de 18,12 + 2.61 um, sendo revestido por uma
fina camada de cuticula (Fig. 12B). A andlise estatistica revelou que o epitélio da glandula
faringea de P. crassinoda € 19 vezes mais espesso que em P. clavata (p = 0,004), mas com os

limens apresentando diametros semelhantes (p = 0,25).



33

T ] ' N

Figura 11. Micrografias de luz da glandula faringea de Paraponera clavata. A. Cortes
longitudinais evidenciando o epitélio revestido por cuticula (Ct) delimitando o ldmen (Lu). B.
Detalhe do epitélio ciibico evidenciando o nucleo (N) condensado, citoplasma com granulos
acidofilos (setas) e limen (Lu) com uma camada de cuticula (Ct).
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Figura 12. Micrografias de luz da glandula faringea em Pachycondyla crassinoda. A. Epitélio
delimitando o limen. B. Detalhe do epitélio evidenciando nicleos (N) com cromatina

descondensada, nucléolos (Nu), e citoplasma com vesiculas (ve) e granulos eosindfilos (seta).
Notara a cuticula (Ct) revestindo o epitélio.
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3.2.3 Histoquimica

A andlise histoquimica de mercirio de bromofenol para a detec¢do proteinas totais,
evidenciou que as glandulas faringeas apresentaram forte reac@o positiva similares em ambas
as espécies (p = 0,41; Fig. 13A).

A deteccdo de glicoproteinas e carboidratos neutros pelo teste PAS revelou fraca
reacdo positiva, semelhante nas glandulas faringeas de P. clavata e P. crassinoda (p = 0,87;
Fig. 13B), enquanto a histoquimica com azul de Nilo para a deteccdo de lipideos neutros,
apresentou reacdo positiva mais intensa nas células da glandula faringea de P. crassinoda que

em P. clavata (p < 0,001; Fig. 13C).
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Figura 13. Intensidade de reagdes positivas para os testes histoquimicos nas glandulas faringeas de
Pachycondyla crassinoda e Paraponera clavata. A. Mercirio-bromofenol para proteinas totais. B.
Acido periédico e Schiff, para polissacarideos neutros. C. Azul do Nilo para lipideos neutros e dcidos.
Letras diferentes sobre as barras indicam diferenca pelo teste do Bonferroni (p < 0,05).
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3.3 Cromatografia em fase gasosa acoplada com espectroscopia de massas

A andlise dos componentes quimicos das glandulas pré-faringeas e faringeas
evidenciou a presenca de 36 compostos para P. clavata com comprimentos de cadeia de 12 a
36 atomos de carbono (Tabela 1), dos quais 15 foram classificados como Nao Identificados
(NI), devido a baixa similaridade observada entre os espectros de massas dos compostos e
aqueles presentes nas bibliotecas de referéncia. Para P. crassinoda foram detectados 29
compostos com comprimentos de cadeia de 14 a 34 dtomos de carbono, dos quais 11 foram
categorizados como NI e 12 foram comuns as duas espécies (Tabela 2). O perfil quimico das
amostras foi dominado quase que predominantemente por hidrocarbonetos alcanos (tanto
ramificados quanto nao ramificados), com uma presenca limitada de alcenos, alcadieno, dlcoois
(saturados e insaturados), alcoois graxos, grupo acetato, amida, cetona e éter ciclico.

Em P. clavata, os compostos exclusivos de maior abundancia foram os NIs;
Trifluoroacetato de hexacosil; Colestan-3-ona, 1,2-etanodiil acetal ciclico, (5alfa)- e
2,3,4,5,6,7-Hexahidro-3,6-diciclohexil-10,11-difenil-bis-[1,3]-0xazino[6,5-f:5',6'-H]
quinoxalina (Tabela 1). Os compostos compartilhados com maior abundancia entre as espécies
foram Docosano, 7-butil-; Docosano, 7-hexil-; Docosano, 11-butil-; Eicosano, 7-hexil-;
Octacosano; Eicosano, 10-metil-; Heptadecano, 9-octil- e 1-Pentadeceno (Tabelas 1 e 2).
Enquanto os compostos exclusivos para P. crassinoda que se destacaram foram 1-Eicosanol e

Docosano, 2,21-dimetil (Tabela 2).
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Tabela 1. Composi¢do quimica das glandulas pré-faringea e faringeas de operarias da formiga
Paraponera clavata, (n=5), com otempo de reten¢do (TR)), porcentagem de massa (%A),
porcentagem de similaridade (%S). Compostos em cinza estdo presentes nas duas espécies. “*”

sdo hidrocarbonetos ramificados.

Compostos TR oA %S Grupo funcional Foérmula

molecular

Colestan-3-ona, 1,2-etanodiil 22.250 35.48 63% Cetona e éter ciclico Ca9H5002

acetal ciclico, (5alfa)-

Docosano, 7-butil-* 19.757 1330 95%  Alcano ramificado CocHsa

Docosano, 11-butil-* 20.514 10.99 94%  Alcano ramificado CosHsa

Docosano, 7-hexil-* 21.386 12.62 92%  Alcano ramificado CosHss

Eicosano, 7-hexil-* 19.104 12.59 95%  Alcano ramificado CasHsa

Eicosano, 2-metil-* 17.507 796 95%  Alcano ramificado Ca1Huy

Eicosano, 10-metil-* 17.999 8.25 93%  Alcano ramificado Ca1Huy

Heneicosano, 11-(1-etilpropil)-*  22.450 2.21 93%  Alcano ramificado CosHsa

Heptadecano, 9-octil-* 18.526 8.08 95%  Alcano ramificado CasHso

Trifluoroacetato de hexacosil 24.622 64.52 T79% Grupo acetato CosHs3F302

n-Hexiatriacontano 22430 11.58 92% Alcano Cs6H74

NI 22.249 292

NI 24.603 3.66

NI 25.201 5.89

NI 29.257 3.39

NI 22432  3.14

NI 24710 5.04

NI 24916 7.57

NI 16.714  4.69

NI 19.100 6.53

NI 20.083 1.89

NI 22229 642

Nonadecano, 2-metil-* 17.032 5.05 91% Alcano CooHao

Octacosano 20.503 14.12 93% Alcano CasHss

Propanamida, N-(4-metoxifenil)- 25.170 4.63 Amida C12H17NO2

2,2-dimetil-




Tabela 1. continuacao

39

Tetracosano

Tetracosano, 11-decil-*
Tricosano, 2-metil-
1-Docoseno
1-Pentadeceno

1-Octanol, 2-butil-
1,15-Pentadecanodiol
1,19-Eicosadieno
2,3,4,5,6,7-Hexahidro-3,6-
diciclohexil-10,11-difenil-bis-
[1,3]-oxazino[6,5-:5',6'-
H]quinoxalina
17-Pentatriaconteno

18-Nonadecen-1-ol

17.502
23.697
18.529
17.502
16.932
16.557
22.094
23.276
22.297

23.449
24.787

2.11
7.22
7.07
2.11
4.11
1.26
1.17
2.45
20.39

3.69
4.59

90%
90%
94%
94%
92%
90%
91%
92%
67%

94%
90%

Alcano
Alcano ramificado
Alcano ramificado

Alcano

Alceno

Alcool graxo

Alcool

Alcadieno

Alcano

Alcool insaturado

Ca4Hso
Cs4H7o
Ca4Hso
CaoHaa
CisHzo
Ci2H260
CisH3202
CaoHss
C36H40N4O2

CssH7o
C19H330

NI — N3o identificado
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Tabela 2. Composic¢ao quimica das glandulas pré-faringeas e faringeas de operérias da formiga
Pachycondyla crassinoda, (n=5), com o tempo de retenc@o (TR), porcentagem de massa (%A),
porcentagem de similaridade (%S). Compostos em cinza estdo presentes nas duas espécies. “*”
sao hidrocarbonetos ramificados.

Compostos TR %A  %s  Grupo funcional Foérmula
molecular
Decano, 2,3,5,8-tetrametil-* 12.831 2.63 91% Alcano ramificado C1aHs3o
Docosano, 2,21-dimetil-* 19.104 1329 93% Alcano ramificado C24Hso
Docosano, 7-butil-* 19.756 14.25 95%  Alcano ramificado CacHsa
Docosano, 7-hexil-* 21.384 11.09 93% Alcano ramificado CasHss
Docosano, 11-butil-* 20.505 13.61 94% Alcano ramificado CasHsa
Dodecano, 2,6,11-trimetil- 13.924 565 90% Alcano ramificado CisHa2
Eicosano, 2-metil-* 17.506 6.81 95% Alcano ramificado Ca1Huy
Eicosano, 3-metil-* 18.002 2.74 92% Alcano ramificado Ca1Huy
Eicosano, 7-hexil-* 19.107 3.64 93% Alcano ramificado CasHsa
Eicosano, 10-metil-* 17.998 10.16 95% Alcano ramificado C21Haa
Heptadecano, 9-octil-* 18.525 11.83 94% Alcano ramificado CosHap
NI 16.562 1.28
NI 17.899 2.19
NI 23.690 2.45
NI 11.058 9.92
NI 12.523  8.70
NI 12.823  6.82
NI 14.182 3.97
NI 16.056 2.19
NI 16.492  8.89
NI 16.706  5.52
NI 12.526  3.88
n-Pentadecano 13932 273 91% Alcano CisHs2
Nonadecano, 2-metil-* 17.035 7.31 96% Alcano ramificado CooHao
Octacosano 21.390 340 93% Alcano CasHss
Tetradecano 16.067 5.34 95% Alcano Ci4Hzo
Tetracosano, 11-decil-* 23.674 599 91% Alcano ramificado Cs4H7o

1-Eicosanol 16.943 58.53 95% Alcool graxo C20H420
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1-Pentadeceno

16.924 4478 94%

Alceno

CisHzo

NI — N3o identificado
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4. DISCUSSAO
4.1 Glandula pré-faringea

A glandula pré-faringea em P. clavata e P. crassinoda é constituida por unidades
bicelulares compostas de uma célula secretora acompanhada de uma célula ducto,
caracteristicas tipicas das células glandulares do tipo III (Noirot & Quennedey, 1974). A
morfologia e histologia da glandula pré-faringea descrita aqui para ambas as espécies, sendo
formada por um aglomerado de células de ambos os lados da placa faringeal ¢ comum para
outras espécies de formiga como Formicinae Camponotus japonicus (Mayr, 1866) (Xu et al.,
2022), Lasius niger (Linnaeus, 1758) (Niculitaet al., 2007), Ecitoninae Monomorium pharaonis
(Linnaeus, 1758) (Boonen e Billen, 2016) e Leptaniilinae Protanilla wallacei (Griebenow,
2024) (Billen et al., 2013), indicando uma possivel sinapomorfia para Formicidae.

O volume da glandula pré-faringea em P. clavata esta correlacionado com o tamanho
corporal do individuo, onde foi estabelecida uma relacdo entre o volume da glandula e a
distancia interocular. Em P. crassinoda, essa correlacdo nao foi observada. Paraponera clavata
apresenta volume glandular maior, com um maior numero de células secretoras e células ductos
mais largas. No entanto, mesmo com um volume menor, as células secretoras na glandula pré-
faringea de P. crassinoda sdo maiores, sugerindo que o modo de acdo da glandula pode variar
entre as duas espécies.

Embora a fungdo das glandulas pré-faringeas ndo esteja completamente elucidada, é
geralmente associada a produgdo de enzimas digestivas ou trofalaxia, devido a sua associacao
com abertura na placa faringea (Amaral e Caetano, 2005; Billen et al., 2013). No entanto, a
trofalaxia ndo ocorre entre adultos ou entre adultos e larvas em Ponerinae e Paraponerinae, com
excecdo de Hypoponera (Santschi, 1938) (Schmidt & Shattuck, 2014) indicando que a acdo
dessa glandula nas formigas estudadas provavelmente estd mais relacionada a producdo de
enzimas digestivas do que a trofalaxia. Ambas as espécies sdao onivoras, com P. clavata sendo
principalmente predadora oportunista, podendo alimentar-se desde artropodes menores (Dyer,
2002; Tillberg & Breed, 2004), até pequenos vertebrados (Fritz et al., 1981, Delsinne et al.,
2019), além de se alimentarem de néctar e outras secrecdes de plantas (Holldobler e Wilson,
1990). A dieta de P. crassinoda consiste principalmente de uma variedade de artropodes,
incluindo insetos de corpo mole, térmitas e miridpodes, além de se alimentarem oportunamente
de outros recursos disponiveis, como frutas caidas (Overal, 1987; Longino, 2014). Portanto, as
divergéncias observadas nos volumes glandulares e no tamanho celular, possivelmente estao
relacionados as necessidades individuais especificas de alimentacdo e digestdo entre as duas

espécies.


https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/camponotus
https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/monomorium-pharaonis
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Dessa forma € possivel supor que devido a alimentacdo de presas maiores, que
possuem uma composi¢ao nutricional mais complexa, P. clavata pode necessitar de uma ampla
variedade de enzimas digestivas para processar esses alimentos. Essa hipdtese pode explicar o
volume glandular maior em P. clavata em relacdo a P. crassinoda, pois a secre¢do de
substancias quimicas pelas glandulas exdcrinas do tipo III, pode resultar tanto no aumento do
volume quanto no tamanho e niimero de células secretoras nas glandulas (Cruz Landim &
Costa, 1998). Além disso, essa hipdtese pode explicar a predominancia de granulos basoéfilos
no citoplasma, nucleos e nucléolos mais desenvolvidos nas células secretoras de P. clavata,
indicando que as células estdo em alta sintese proteica e em intensa atividade metabdlica.

O modo de abertura da glandula pré-faringea relatado para P. crassinoda, onde se
observa que os ductos se unem em uma placa crivada é uma caracteristica observada para a
glandula pré-faringea em Myrmicinae Atta sexdens rubropilosa (Forel, 1908 ) (Amaral e
Caetano, 2005) e P. sennaarensis (Billen e Al-Khalifa, 2015) que foi posteriormente
reclassificada para o género Brachyponera, agora sendo denominada Brachyponera
sennaarensis. No entanto, o padrdo de abertura observado em P. clavata, caracterizado por um
complexo sistema de ductos, foi uma caracteristica descrita apenas em C. japonicus (Xu et al.,
2022), que assim como a glandula pré-faringea de P. clavata também possui um grande volume
glandular. Isso sugere que quando maior o volume glandular, maior serd a producao e liberagao
de compostos da glandula, exigindo assim um aparato mais complexo de células ductos que
permita a conexdo de todas as células a faringe (Xu et al. 2022). Essa caracteristica pode
explicar o tipo de abertura encontrado em P. crassinoda, que devido ao menor nimero de
células secretoras, a abertura em placa crivada € mais adequada para permitir a conexao de
todas as células a faringe. Além disso, esses ductos alongados podem desempenhar uma fungdo
semelhante aos reservatorios glandulares (Xu et al. 2022), com o armazenamento temporario
das secrecoes glandulares.

Os testes histoquimicos revelam que em ambas as espécies, a glandula pré-faringea é
rica em proteinas, evidenciando uma possivel fungcdo enzimdtica. Além disso, foram
identificados glicoproteinas e polissacarideos nas c€lulas secretoras, similar ao encontrado em
A. sexdens rubropilosa (Amaral e Caetano 2005). Contudo, a quantidade desses compostos foi
maior em P. clavata que em P. crassinoda, o que pode estar relacionado a uma maior produgao
de glicoproteinas por esta formiga, possivelmente enzimas. A glandula pré-faringea de P.
clavata parece ser mais ativa na produgao e secrecao de suas enzimas digestivas em comparagao
com P. crassinoda o que pode estar intimamente relacionada as diferengas em sua a

alimentacdo. P. clavata, como mencionado anteriormente, possui uma dieta mais diversificada


https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1467803922000731?via%3Dihub#bib1
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https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1467803922000731?via%3Dihub#bib6
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e potencialmente mais complexa, incluindo grandes presas e de néctar extrafloral (Janzen e
Carroll, 1991; Hossaert-Mckey et al., 2001; Davidson et al., 2004), enquanto P. crassinoda se
alimenta principalmente de térmitas e miridpodes (Overal, 1987). Esta distin¢do alimentar pode
explicar também a maior concentragdo de lipideos observados no teste de azul de Nilo na
glandula pré-faringea de P. crassinoda, devido a dieta desta espécie ser mais rica em lipideos
quando comparadas a de P. clavata.

A partir destes resultados, podemos sugerir que em ambas as espécies, a glandula pré-
faringea desempenha uma funcao na produgdo de proteinas, possivelmente enzimas digestivas
adequadas qualitativa e quantitativamente as dietas e necessidades de cada uma das espécies.
4.2 Glandula faringea

A glandula faringea apresenta morfologia distinta entre as diferentes espécies de
formigas, sendo P. clavata, com véarios prolongamentos em forma de digitiformes, mais
comumente encontrada em formigas, como Leptanilllinae P. wallacei (Billen et al., 2013),
Myrmicinae M. pharaonis (Eelen et al., 2006), Formicinae C. japonicus (Xu et al., 2022) e L.
niger (Niculita et al., 2006) e Aneuritinae Aneuretus simoni (Emery, 1893) (Billen, 2017 J4 em
P. crassinoda, a morfologia € distinta, apresentando dois grandes 16bulos que se conectam na
transicdo entre a faringe e o es6fago, uma caracteristica rara, descrita apenas para P. villosa
(Lucas et al., 2004) e anteriormente para Brachyponera sennaarensis (Billen e Al-Khalifa,
2015). Em ambas as espécies, a glandula faringea estd posicionada sobre o cérebro, no entanto
essa caracteristica pode variar entre as formigas, pois em M. pharaonis ela ocorre sob o cérebro
(Eelen et al., 2006), possivelmente uma adaptacdo para otimizar a producdo e liberacdo dos
compostos produzidos.

Outra caracteristica peculiar observada em P. crassinoda € a presenca de uma série de
projecdes cuticulares na superficie apical interna da glandula faringea, como relatado para B.
sennaarensis (Billen e Al-Khalifa, 2015) e P. villosa (Jesus, 2012). Apesar da ocorréncia de
cuticula no limen da glandula ser uma caracteristica desta glandula compartilhada com
Pachycondyla striata (Smith, 1858) (Serrao et al., 2015), C. japonius (Xu et al., 2022) M.
pharaonis (Eelen et al., 2006) e B. sennaarensis (Billen e Al-Khalifa, 2015), a ocorréncia de
projecdes cuticulares parece ser uma novidade. ao aumento da superficie de secrecdo ou a
facilitacdo do processo secretor (Eelen et al., 2006), mas, até o momento, sua funcdo exata
permanece desconhecida.

Além das diferencas anatomicas observadas, o epitélio da glandula faringea de P.
crassinoda € mais alto bem como o limen mais volumoso que aqueles de P. clavata, indicando

uma maior taxa metabdlica na primeira, que também apresenta células com nucleos ricos em
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cromatina descondensada e nucléolos, além da presenca de vesiculas citoplasmaticas que estdao
ausentes em P. clavata assim como nuicleos com predominio de cromatina condensada. As
diferengas entre a espessura do epitélio e o didmetro do limen sugerem que, nessas espécies,
as secregOes sao liberadas de forma controlada em diferentes quantidades.

A andlise histoquimica revela alta quantidade de proteinas e glicoconjugados nas
células secretoras de ambas as espécies, o que pode estar relacionado com a provavel fun¢do da
glandula na liberacdo de hidrocarbonetos para o reconhecimento de companheiras do ninho
(Vienne et al., 1995; Lenoir et al., 2001), produzidos enzimaticamente pelo metabolismo de
lipidios de reserva, que sdo importantes para a comunica¢ao quimica e o reconhecimento social
entre as formigas (Howard e Blomquist, 2005).

A deteccdo de lipidios na glandula faringea era esperada, considerando que em A.
laevigata, C. vittatus e P. villosa, lipidios ingeridos sdo armazenados nesta glandula (Jesus,
2012). Esse armazenamento de lipidios provavelmente € responsavel pela coloracdo amarela da
glandula em solucdo aquosa. Em P. crassinoda ocorre maior quantidade de lipideos no epitélio
da glandula faringea que em P. clavata, provavelmente devido as diferencas na alimentagdo
dessas formigas, sendo a dieta de P. crassinoda mais rica em lipidios. Os lipideos presentes na
glandula faringea podem ser fontes para a producdo e transporte de hidrocarbonetos da
glandula, pois certos lipidios, como a lipoforina, podem transportar os hidrocarbonetos no seu
nucleo hidrofébico de alta densidade entre o corpo gorduroso e a glandula faringea, para a
producdo um odor unificador da coldnia (Lucas et al., 2004; Schal et al., 2001; Schal et al.,
2003, Soroker & Hefetz, 2000).

4.3  Compostos quimicos do complexo glandular pré-faringea e faringea

Tanto em P. clavata quanto em P. crassinoda, foram identificados 65 compostos nas
glandulas pré-faringeas e faringeas, sendo 35 hidrocarbonetos com os saturados em maior
abundancia. A presen¢a predominante dos hidrocarbonetos saturados também € descrita para o
complexo glandular pré-faringea e faringea em Formicinae Formica selysi (Dondroit, 1918) e
Myrmicinae Manica rubida (Latreille, 1802) (Hefetz et al., 1992) e Solenopsis invicta Buren,
1972 (Vander Meer et al.,1982). Este padrdo indica que o complexo glandular em ambas as
espécies € predominantemente formado por hidrocarbonetos, assim como para Formica selysi
(Bondroit, 1918), Camponotus laterals (Olivier, 1792), Camponotus vagus (Scopoli, 1763),
Manica rubida (Latreille, 1802) (Bagneres e Morgan, 1991), Atta colombica (Guérin-
Méneville, 1844), Acromyrmex echinatior (Forel, 1899) e Sericomyrmex amabilis (Wheeler,
1925) (Richard et al., 2007) demonstrando que a predominancia destes compostos pode ser uma

caracteristica para Formicidae.



46

Na glandula faringea de P. clavata, dos 18 hidrocarbonetos identificados, 17 sdao de
cadeia longa, enquanto em P. crassinoda dos 17 hidrocarbonetos, 12 sdo de cadeia longa. Em
insetos sociais os hidrocarbonetos de cadeia longa s@o associados a efeitos comportamentais
como reconhecimentos de companheiras do ninho (Lucas et al., 2004), e a alta incidéncia desses
compostos nas duas espécies aqui estudadas pode corroborar a hipdtese de que a glandula
faringea atua no reconhecimento companheiras de ninho.

Hidrocarbonetos ramificados representam 9 compostos de P. clavata e 11 de P.
crassinoda. A ramificacdo dos alcanos reduz significativamente sua temperatura de fusdo,
tornando esses compostos mais flexiveis (Gibbs, 1998). Assim, esses hidrocarbonetos sao
facilmente coletados na glandula faringea e distribuidos novamente durante o alo-grooming e
contatos fisicos, o que sugere sua possivel contribuicdo na comunicacdo quimica (Lucas et al.,
2004; Soroker et al., 1994; Soroker et al., 2003).

Os componentes quimicos com maior porcentagem de massa em P. clavata foram
Trifluoroacetato de hexacosil, Colestan-3-ona, 1,2-etanodiil acetal ciclico, (5alfa)- e
2,3,4,5,6,7-Hexahidro-3,6-diciclohexil-10,11-difenil-bis-[1,3]-0xazino[6,5-f:5',6'-H]
quinoxalina. Mas apesar das altas concentragdo em massa, esses compostos nao demonstraram
uma correspondéncia satisfatoria com a biblioteca de referéncia. Portanto, o isolamento destes
compostos do complexo glandular € essencial para uma identificacdo precisa e confidvel.
Outros compostos predominantes, exclusivos somente em P. clavata incluem o n-
Hexiatriacontano, descrito como um hidrocarboneto cuticular com potencial feromonio de
contato no besouro Chrysomelidae Zygogramma bicolorata (Pallister, 1953) (Qadir et al.,
2020), o Tricosano, 2-metil-, um hidrocarboneto cuticular encontrado em Diptera
Sarcophagidae Sarcophaga peregrina (Robineau-Desvoidy, 1830) (Zhang X et al., 2022) e o
Eicosano, 10-metil descrito como hidrocarboneto cuticular em cupins do género Zootermopsis
(Emerson, 1933) (Haverty et al., 1988).

O composto predominantemente compartilhado em P. clavata e P. crassinoda € o
Docosano, 7-butil. Este composto possui potencial para ser utilizado como matéria-prima de
elevado valor agregado em formulagdes medicinais, cosméticas e solventes industriais (Zhang
et al., 2011). Outros compostos compartilhados sdo o Docosano, 7-hexil-, identificado na
secrecdo da glandula pigidial em besouros Carabidae, com potencial efeito anticancerigeno
(Nenadi et al., 2018). O Heptadecano, 9-octil-, identificado no dleo das folhas de manaplanta
Alhagi maurorum (Fabaceae) relatado por possuir efeito diurético (Samejo et al., 2012), além
de ser encontrado na glandula metapleural de P. clavata e P. crassinoda (Alves, 2023).

A presenca de compostos fitoquimicos nas glandulas das formigas aqui estudadas,
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podem ter sido obtidos pela alimentagdo, interacdo com a vegetacdo ou mesmos podem ser
produzidos pelas préprias formigas. Os compostos fitoquimicos com atividade antimicrobiana
e antioxidante compartilhados entre as espécies incluem o Octacosano, Eicosano, 2-metil e
Eicosano, 10-metil conforme descrito em estudos recentes (Wei & Liu, 2020; Balachandran,
2023; Marzouk et al., 2023). Enquanto os exclusivos de P. clavata incluem 1-docoseno,
Tetracosano, o 17-Pentatriaconteno, 1,19-Eicosadieno (More et al., 2022; Bughio, 2017;
Akkoyunlu e Dulger, 2022; Rahmani et al., 2022; Oluwasina et al., 2019) e Hexatriacontano
que revelou potencial anticancerigeno (Kaskoos & Ahamad, 2022).

Em P. crassinoda, os compostos com maiores porcentagens de massa foram 1-
Eicosanol, exclusivo desta espécie, e o 1-Pentadeceno, compartilhado entre as duas. O 1-
Eicosanol foi identificado na cabecga das abelhas sem ferrdo Hypotrigona ruspolii (Magretti,
1898) (Ndungu et al., 2018), e como feromonio da glandula mandibular em Apis florea
(Fabricius, 1787) (Oluwasina et al., 2019). O 1-Pentadeceno € descrito como um feromonio de
ovoposicao comunal da mosca negra Simulium vittatum (Simuliidae: Laubach 1916) (McGaha
et al., 2015), e de agregacdo nos besouros Tenebrionidae Tribolium spp. (Macleay, 1825)
(Arnaud et al., 2002), mas em altas concentracdes revelam toxicidade para insetos (Dukic et al.,
2021).

Outros compostos exclusivos identificados em P. crassinoda incluem o dodecano,
2,6,11-trimetil-, encontrados no extrato de algas vermelhas Laurencia caspica (Moshfegh et
al.,, 2019), e o docosano, 7-hexil-, identificado como hidrocarboneto cuticular em vespa
Chalcidoidea Elisabethiella stickenbergi (Van der Merwe, 2012).

A glandula faringea em formigas € associada muitas vezes por desempenhar um papel
crucial na liberacdo de hidrocarbonetos, os quais sdo sintetizados no corpo gorduroso e
subsequentemente transferidos para a cuticula pela lipoforina até chegar na glandula faringea
por meio de autolimpeza. Esses hidrocarbonetos sdo essenciais na produc¢do do odor que
permite o reconhecimento das companheiras do ninho (Soroker e Hefetz, 2000). Esta fun¢ao
foi proposta com base em anélises que demonstraram a presenca dos mesmos hidrocarbonetos
tanto na glandula quanto na cuticula dessas formigas (Soroker et al., 1994). A abundancia de
hidrocarbonetos identificados nas anélises quimicas aqui realizadas sugere uma relacdo direta
com a funcdo da glandula em ambas as espécies. Estudos adicionais sobre os hidrocarbonetos
cuticulares em P. clavata e P. crassinoda podem oferecer dados complementares para validar
esta hipétese. Embora uma ampla variedade de compostos tenha sido identificada nos
complexos glandulares pré-faringeo o faringeo de P. crassinoda e P. clavata, muitos

permanecem nao identificados, destacando a necessidade de novos testes para sua
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caracterizacdo. Tais esfor¢os sdo essenciais para elucidar a importancia desses compostos para

as glandulas dessas espécies.
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no trabalho evidenciam diferencas morfoldgicas tanto na
glandulas pré-faringeas quanto nas glandulas faringeas possivelmente atrelada as necessidades
funcionais especificas em cada uma das espécies.

A andlise das glandulas pré-faringeas de P. clavata e P. crassinoda mostrou diferencas
significativas em sua morfologia, estrutura celular e volume glandular. Enquanto P. clavata
apresentou uma glandula volumosa com morfologia alongada e complexos sistemas de ductos,
P. crassinoda evidenciou glandulas menores em formato de cachos de uvas e uma unica
abertura para liberacdo da secrecdo na faringe. Além disso, observou-se uma correlagcdo positiva
entre o volume da glandula e distancia interocular em P. clavata, mas nao em P. crassinoda.
As andlises histoquimicas também indicaram diferencas na deteccdo de proteinas,
glicoproteinas, carboidratos e lipidios entre as espécies.

As glandulas faringeas de P. clavata e P. crassinoda revelou diferencas distintas em
sua morfologia e composi¢do celular. Enquanto P. clavata exibiu uma estrutura semelhante a
uma luva com projecdes tubulares, P. crassinoda apresentou glandulas lobadas distintas. Além
disso, as andlises histoldgicas e histoquimicas demonstraram variacdes na composi¢do celular
e na intensidade de corantes entre as duas espécies, essas variacOes sugerem adaptacdes
especificas relacionadas a fun¢do glandular e a composi¢do quimica das secrecdes entre as
espécies para comunica¢ao quimica em suas colonias.

Os compostos quimicos identificado nas glandulas de ambas as espécies foram
predominantemente formados por hidrocarbonetos, sugerindo um possivel papel da glandula
faringea na captagdo e liberacao de hidrocarbonetos para a comunicacao interespecificas dentro
das coldnias das formigas estudadas.

Esses resultados inéditos para as espécies P. clavata e P. crassinoda evidenciam a
importancia das glandulas pré-faringea e faringea nas fung¢des metabdlicas e comunicagdo
quimica nas colonias de formiga. Este trabalho contribui significativamente para o
conhecimento da biologia desses insetos sociais, fornecendo dados relevantes para pesquisas

posteriores sobre o comportamento, fisiologia e ecologia dessas espécies.
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