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RESUMO

MARTINS, Luiza Carla Barbosa. M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, dezembro de
2008. Morfologia e histoquimica de glandulas intramandibulares em espécies
representantes de Attini e Ponerini (Hymenoptera, Formicidae). Orientador: José
Eduardo Serrdo. Coorientadores: Lucio Antonio de Oliveira Campos, José Cola Zanuncio.
O conhecimento da morfologia interna da mandibula de formigas é importante para a
elucidacdo dos mecanismos que envolvem o sistema exdcrino e suas relagcbes com 0s
aspectos comportamentais e filogenéticos nas diferentes subfamilias de Formicidae. Nesse
trabalho foi investigada a ocorréncia de glandulas intramandibulares em formigas
primitivas Ponerini (Ponerinae) e derivadas Attini (Myrmicinae). Nessas formigas foram
encontradas glandulas da classe I e 11l e, células epiteliais secretoras com reservatério. As
glandulas intramandibulares apresentam histologia distinta nas espécies estudadas,
variando a sua localizacdo, grau de desenvolvimento. Com isso é possivel conjecturar que
as glandulas das diferentes tribos, produzem substancias de naturezas distintas, e isso pode
indicar funcdes diversas, dependendo da natureza quimica de constituintes celulares. A
analise cladistica utilizando caracteres das glandulas intramandibulares resultou na

separacdo das duas tribos, sugerindo que as diferencas estruturais das glandulas

intramandibulares possam contribuir para estudos filogenéticos de Formicidae.
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ABSTRACT

MARTINS, Luiza Carla Barbosa. M.Sc. Universidade Federal de Vicosa, December, 2008.
Morfology and histochemistry of intramandibular glands in species representation of
Attini and Ponerini (Hymenoptera, Formicidae). Adviser: José Eduardo Serrdo. Co-
Advisers: Lucio Antonio de Oliveira Campos, José Cola Zanuncio.

The study of intramandibular glands in ants may provide new insights for the
comprehension of the mechanisms of exocrine glands linked with behavior and phylogeny
in different Formicidae. In this work the occurrence of intramandibular glands in primitive
ants Ponerini (Ponerinae) and derivate ants Attini (Myrmicinae) was investigated. In these
ants glands found were of class I, Ill and secretory epithelial cells with reservoir. The
intramandibular glands had different morphology varying according the species, changing
its location, development level and intracellular structures. Our findings suggest that the
glands of the different ant tribes, produce different substances, and this may indicate
different functions, according the chemical nature of cellular products. A cladistic analysis
using intramandibular gland characters resulted in the separation of the two tribes,

suggesting that structural differences of intramandibulars glands may contribute to

phylogenetic studies of Formicidae.



1. INTRODUCAO

Hymenoptera constitui um grupo de insetos, que exibem diversidade de habitos e
complexidade de comportamentos que culminam na organizagao social de vespas, abelhas, e
formigas, os quais sdo importantes na manutengao de diversos ecossistemas atuando como

pragas, polinizadores, parasitdides e predadores (Wilson, 1971).

As formigas estdo presentes na superficie do planeta ha mais de 100 milhdes de anos
(Johnston et al., 2001), sdo insetos eussociais, uma vez que seus individuos (i) apresentam
sobreposi¢do de geragdes em um mesmo ninho; (ii) cooperam no cuidado com a prole e; (iii)
dividem as tarefas de forma tal que um reduzido nimero de individuos se encarrega da
reproducdo, enquanto outros ajudam em tarefas como forrageio, cuidado com a prole e
defesa (Wilson, 1971; Wilson & Holldobler, 2005).

De acordo com Holldobler & Wilson (1990), a vida em sociedade facilita a
sobrevivéncia dos insetos, pois torna mais facil a busca de alimento, melhora as
oportunidades de defesa contra os predadores e, inclusive, pode facilitar o cuidado com a
prole e a constru¢do de abrigos. Além disso, as formigas sdo organismos adequados para
estudos sobre padrdes estruturais, temporais e processos interespecificos dentro das
comunidades, dada a sua abundancia ¢ diversidade (Fowler et al., 1991). No entanto, diante
da atual situacdo de degradagdo ambiental tais como fragmentacdo, desmatamento e
queimada ¢ necessario um estudo detalhado dos Hymenoptera, visando a sua preservagao,
dada a redugdo do nimero de suas espécies ao longo dos anos.

O conhecimento de caracteristicas fisioldgicas e morfologicas do sistema exdcrino dos
Hymenoptera é importante para a compreensdo de aspectos comportamentais € evolutivos
desses insetos. Uma das caracteristicas comuns aos insetos sociais ¢ a diversidade de
glandulas exdcrinas distribuidas por todo o corpo. O alto nimero e diversidade dessas

glandulas acompanham as vérias fungdes que suas secregdes desempenham na vida dos



insetos sociais (Holldobler & Wilson, 1990; Noirot & Quennedey, 1991; Billen & Morgan,
1998). Atualmente, esta variedade chega a um total de 105 glandulas exocrinas que podem
ser distinguidas entre os varios grupos de insetos sociais (Billen, 2008). Algumas glandulas
estdo presentes em todos os grupos de Hymenoptera, enquanto outras t€ém ocorréncia mais
restrita ¢ podem ser encontradas apenas em uma unica espécie. A composicao quimica da
secrecdo e/ou da fungdo de varias glandulas ¢ bem documentada, enquanto para outras
glandulas ha apenas descri¢do morfoldgica (Billen, 2008).

As células glandulares podem apresentar-se isoladas ou agrupadas para formar
glandulas multicelulares. Nas glandulas estdo também presentes por¢des nao secretoras,
destinadas a conduzir a secre¢ao produzida até um ponto especifico. As glandulas exocrinas
sdo providas de varios tipos de canais, através dos quais a secre¢ao chega ao local de uso, ou
de liberag¢do (Cruz-Landim & Abdalla, 2002).

As glandulas dos insetos podem ser incluidas em trés classes: A classe [ ¢
representada por células da epiderme, que se tornam secretoras, sendo suas secregdes
liberadas para o exterior do corpo por difusdo através da cuticula. As glandulas da classe 11
sdo representadas por células cuja secre¢do também ¢é 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 secre¢do passa antes para uma célula epidérmica. Nas glandulas da classe
IIT as células secretoras geralmente ndo 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, 1991),.

As células glandulares das classes I e II ndo possuem estruturas diferenciadas para
a liberacdo da secrecdo, embora a quantidade de canais-poro da cuticula possa estar

aumentada. As células secretoras das glandulas da classe III apresentam mecanismo



complexo de liberacdo de secrecdo. A membrana plasmatica invagina-se criando um espago
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. A membrana
plasmatica que limita esse espago pode apresentar microvilosidades ou invaginagdes
tubulares que formam um labirinto pericanalicular. (Noirot & Quennedey, 1991; Cruz-
Landim & Abdalla, 2002).

As formigas sdo especialmente ricas em glandulas exodcrinas que variam na sua
natureza estrutural, quimica e complexidade funcional (Billen & Morgan 1998; Caetano et
al., 2002), e esta riqueza em glandulas exdcrinas talvez seja o grande ponto de seu sucesso
bioldgico. Nao ¢ incomum, vez por outra, surgirem artigos mostrando regides glandulares,
onde nunca se imaginava tal estrutura (Caetano, 2007).

A mandibula dos insetos ¢ resultado da redu¢ao e conversdo de uma das pernas do seu
ancestral ao longo da evolucdo em um o6rgao auxiliar da alimenta¢do (Costa-Leonardo,
1978). Nos Hymenoptera, a mandibula, apresenta numerosas formas e fung¢des, atingindo o
seu nivel mais elevado de complexidade nas formigas (Holldobler & Wilson, 1990). Apesar
da funcdo original da mandibula ser mecanica, por estar ligada a captura, trituragdo e
ingestdo de alimentos, as glandulas que se desenvolveram ligadas a ela, muitas vezes t€ém
funcdo que pouco ou nada tem a ver com a alimentagdo (Cruz-Landim & Abdalla, 2002).

Nos Hymenoptera, em geral, encontram-se dois tipos de glandulas mandibulares, as
ectomandibulares ou glandulas mandibulares I e as mesomandibulares, intramandibulares
ou glandulas mandibulares II. As glandulas ectomandibulares sdo as mais estudadas e

melhor conhecidas, portanto quase sempre ¢ 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 pupagdo, juntamente com a diferenciacdo do tegumento
das mandibulas (Cruz-Landim & Abdalla, 2002). Essas glandulas foram descritas pela
primeira vez em abelha por Nedel (1960) e em formigas (Atta sexdens rubropilosa) por
Toledo (1967).

Nedel (1960) refere-se a glandula intramandibular em abelhas como células secretoras,
esféricas, isoladas, providas de canaliculos independentes (cé¢lulas glandulares tipo III).
Costa-Leonardo (1978) estudou as glandulas intramandibulares em varios grupos de abelhas
sociais, revelando a presenga tanto de células glandulares tipo III, quanto de células
epiteliais hipertrofiadas. Ribeiro & Caetano (2000) analisaram esse epitélio hipertrofiado da
formiga Zacryptocerus (=Cephalotes) pusilus, e descreveram a presenca de células epiteliais
secretoras tipo 1. Schoeters & Billen (1994) analisaram a glandula intramandibular de véarias
espécies de formigas, sugerindo que a glandula ¢ simplesmente composta por células
secretoras tipo III.

Estudos mais aprofundados das glandulas intramadibulares devem ser conduzidos para
se determinar as funcgdes destas glandulas (Schoeters & Billen, 1994; Ribeiro & Caetano,
2000; Billen & Espadaler, 2002; Amaral & Caetano, 2006). De acordo com Quennedey
(1998) as células glandulares tipo III produzem feromonios de atragdo e repulsa. Amaral &
Caetano (2006) sugeriram que a secrecao liberada pelas glandulas intramandibulares estdo
relacionadas com a produgdo de enzimas, como também com a producdo de muco. A
liberagdo das secrecdes também pode estar relacionada com aspectos mecanicos para
captura de alimentos. Glandulas intramandibulares foram relatadas em varias espécies de

formigas, seu papel € incerto, mas pode-se inferir a respeito da funcdo geral, tais como



limpeza e lubrifica¢do da pegas bucais (Schoeters & Billen, 1994; Grasso et al., 2004). Pela
semelhanca de alguns aspectos com as células da glandula mandibular em abelhas, Cruz-
Landin & Abdala (2002) propdem para as glandulas intramandibulares a producao de
feromonios para a comunicagdo. Grasso et al. (2004), em seu trabalho com o parasita social
(Polyergus rufescens), relataram que até agora a fungdo das glandulas intramandibulares
permanece desconhecida e que sua presenga generalizada entre os Formicidae sugere que
funcione como uma importante fonte de secregdes relacionadas com aspectos gerais da
biologia de formiga. Billen & Espadaler (2002) sugeriram que uma possivel fungdo para a
secregdo das glandulas intramandibulares em Pyramica membranifera, pode estar
relacionada ao seu habito predador, pois essa espécie possivelmente utiliza alomdnios para
atracdo de collembola.

Baseando-se na idéia de que as formigas se originaram de certas vespas solitarias,
pode-se deduzir que o progresso de sua evolugdo se manifeste pelo progresso de sua vida
social. As subfamilias de Formicidae ndo sdo muito distantes entre si, e provavelmente
surgiram a partir dos mesmos ancestrais. Neste sentido, Ponerinae possui caracteristicas
mais basais, enquanto Myrmicinae possui caracteristicas derivadas (Wheeler, 1910;
Kusnezov, 1955; Taylor, 1978; Peeters, 1991; Wilson & Holldobler, 2005).

O dimorfismo do sexo feminino em Ponerinae ¢ pouco desenvolvido, sendo as
rainhas e as operarias muito parecidas, salvo poucas excecdes € sua comunicagdo quimica €
incipiente (Wilson, 1971; Peeters & Crewe, 1984). As larvas sdo bastante ativas e
carnivoras; as colonias sdo relativamente pouco populosas, hd pouca cooperagdo entre as
operarias, caracteristicas estas semelhantes ao ancestral (Kusnezov, 1955; Peeters & Crewe,
1984; Wilson & Holldobler, 2005). Provavelmente Ponerinae conservou certos aspectos
ancestrais, por tratar-se de caracteristicas que fornecem vantagens adaptativas, aumentando

sua sobrevivéncia e convivéncia. Pode-se admitir, entdo, que a diversificacdo dentro dos



Ponerinae nao a tornou muito distante morfologicamente de seu ancestral; ela parece tao
antiga quanto aos outros grupos de formigas ja extintos (Grimaldi et al., 1997).

Sao tipicos em Myrmicinae, Dolichoderinae ¢ Formicinae, especializagdes tais como
espécies granivoras, criadoras de pulgoes, cultivadoras de fungos, escravagismo e parasitos
sociais. A divisao de trabalho entre as operarias se encontra também relacionada com o
progresso de sua vida social nas formigas, assim como, o polimorfismo das castas operarias,
estruturas do ninho e outros (Wilson, 1971).

O conhecimento da morfologia interna da mandibula de formigas pode contribuir
para a elucidacdo dos mecanismos que envolvem o sistema exocrino e suas relacdes com o0s
aspectos comportamentais e filogenéticos nas diferentes subfamilias de Formicidae. O
objetivo desse trabalho foi investigar a ocorréncia de glandulas intramandibulares nas
formigas primitivas Ponerini (Ponerinae) e derivadas Attini (Myrmicinae), por meio de

métodos histologicos, histoquimicos e filogenéticos.



2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material biolégico

As espécies de Formicidae (casta operaria) listadas na Tabela 1 foram obtidas por
coletas manuais nos Estados de Minas Gerais ¢ Bahia, e fixadas em solugdo de Zamboni
(Stefanini et al., 1967). As Attini foram identificadas e cedidas pela Professora Dra.
Terezinha M. C. Della Lucia do Laboratério de formigas cortadeiras da Universidade
Federal de Vicosa (UFV). As Ponerini foram levadas ao laboratério de Mirmecologia do

Centro de Pesquisa do Cacau (CEPEC), Ilhéus, Bahia, e identificadas pelo Professor Dr.

Jacques H. C. Delabie.

Tabela 1. Lista de espécies de formigas analisadas e seus respectivos locais de coleta

Espécies

Local de coleta

Myrmicinae
Attini

Acromyrmex subterraneus brunneus Forel, 1911

Acromyrmex niger (Fr. Smith, 1858)

Acromyrmex subterraneus molestans Santschi, 1925

Atta bisphaerica Forel, 1908

Atta laevigata (Fr. Smith, 1858)

Atta sexdens rubropilosa Forel, 1908
Ponerinae

Ponerini

Hypoponera sp.

Leptogenys arcuata Roger, 1861
Leptogenys sp.

Odontomachus haematodus (Linnaeus, 1758)
Pachycondyla sp.

Pachycondyla crassinoda (Latreille, 1802)
Pachycondyla harpax (Fabricius, 1804)
Pachycondyla impressa Roger, 1861
Pachycondyla stigma (Fabricius, 1804)
Pachycondyla veranae (Forel, 1922)
Pachycondyla villosa (Fabricius, 1804)
Formicinae

Camponotus rufipes Fabricius, 1775

Paraopeba-MG
Vigosa-MG
Teixeiras-MG
Teixeiras-MG
Teixeiras-MG
Teixeiras-MG

Vicosa-MG
[Théus-BA
Ilhéus-BA
[tajuipe-BA
Ibicui-BA
Porto Seguro-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Boa Nova-BA
Guaratinga-BA
[tajuipe-BA

Itajuipe-BA




2.2. Histologia

No estudo histologico, as espécies previamente fixadas em solucdo Zamboni, tiveram
as mandibulas removidas. Em seguida, estas foram desidratadas em uma série de
concentragdes de etanol (70%, 80% e 95%) por 5 minutos em cada concentracdo e
embebidas em historesina Leica. Apds a polimerizacdo, as pecas foram seccionadas

longitudinalmente, com 3 pm de espessura e coradas com hematoxilina e eosina.
2.3. Histoquimica

Algumas sec¢des das mandibulas foram submetidas aos seguintes testes
histoquimicos: Merctrio-bromofenol para evidenciagdo de proteinas, PAS (Acido Periddico
de Schiff) para evidenciacdo de polissacarideos e glico-conjugados e azul do Nilo para

identificagdo de lipidios (Pearse, 1985).
2.4. Microscopia Eletrénica de Varredura

As mandibulas das formigas foram removidas, desidratadas em séries alcodlicas,
transferidas para hexametildilazane (HMDS) durante 5 minutos e secas ao ar livre. A seguir,
foram coladas em suportes de aluminio com as faces superiores e inferiores voltadas para
cima, metalizadas com ouro (20 nm) e observadas no Microscépio Eletronico de Varredura
LEO VP1430 do Nucleo de Microscopia e Microanalise da Universidade Federal de Vigosa

(UEV).
2.5. Analises filogenéticas

A comparagdo das glandulas intramandibulares entre as espécies de formigas
analisadas resultou em uma matriz com sete caracteres que foram avaliados para

comparagdes filogenéticas. Os caracteres foram polarizados com base na comparacdo com



grupo-externo (Watrous & Wheeler, 1981; Maddison et al., 1984; Nixon & Carpenter,

1993).

Os caracteres presentes no grupo-externo foram considerados como plesiomorficos e
codificados como (0), (1) e (2). A analise cladistica foi realizada usando-se o programa de
computador PAUP, versao 4.0b10 (Swofford, 1998) com busca heuristica e algoritmo TBR.
Os resultados foram analisados com auxilio do programa TreeView, versao 16.6.

Os caracteres das glandulas intramandibulares avaliados foram:

1 - tipo do epitélio: achatado (0), cubico (1), colunar (2);

2 - tamanho do nucleo das células epiteliais: grande (0), pequeno (1);

3 - glandula tipo III: sem vactolo (0), muito vacuolizada (1), pouco vacuolizada (2);
4 - tamanho do nucleo da célula da glandula tipo III: pequeno (0), grande (1);

5 - reservatorio glandular: ausente (0), presente (1);

6 - outros tipos de células: ausente (0), presente (1);

7 - granulos citoplasmaticos: ausente (0), presente (1).



3. RESULTADOS
3.1 Histologia

De maneira geral, as glandulas intramandibulares das formigas estudadas podem ser
divididas em trés categorias: 1) glandulas da classe I: caracterizadas por células epidérmicas
que se tornam cubicas ou colunares, ii) glandulas unicelulares da classe III: formadas por
células isoladas na cavidade interna da mandibula, caracterizadas pela presenca de
canaliculos que se abrem em poros na superficie da mandibula e, iii) células epiteliais
secretoras com reservatorio, formadas pela hipertrofia das células epidérmicas contendo um
amplo reservatorio em regioes especificas da mandibula (Figura 1). Caracteristicamente, os
poros das glandulas da classe III estdo presentes apenas na face superior da mandibula
(Figuras. 2, 3 e 4). Entretanto, de acordo com a espécie de formiga, ha variagdes na presenca

e na estrutura dos trés tipos glandulares acima, as quais serdo descritas a seguir.

Célulasecretora tipo |11 Célula secretora tipo 11l
S.frlrl.c:a\.i?:gm:zf.ﬂz muitu’ vacuolizada Célula secretora tipo 1l
9 com niicleo pequeno

pouco vacuolizada

Célula secretora tipo 111 o
com niicleo pequeno

sem vaciiolo
com nicleo pegueno

Célula epitelial secretora

e Célula secretora tipo 111
com reservatdrio

muito vacuolizada
com niicleo grande

Célula secretora tipo 11l
com granulos Célula secretora tipo 11l
sem vaciolo

com nicleo grande

Qutros tipos
de células

Célula secretora tipo | Hemocele
Epitélio de células
cibicas Cuticula

Epitélio de células
achatadas

Célula secretora tipo |1 '\
Epitélio de células
colunares

Figura 1: Detalhe das estruturas intramandibulares de formigas. Desenhado sem escala.
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Figuras 2-4: Mandibulas de formiga. 2: Seccdo longitudinal da mandibula de Leptogenys sp. Barra=
100 pm. 3: Face superior da mandibula de Leptogenys sp. vistas ao MEV mostrando os poros
externos (setas). Barra= 100 pum. 4: micrografia mostrando a face inferior da mandibula de
Pachycondyla crassinoda evidenciando a auséncia de poros. Barra= 200 pm. Cu: cuticula, Ep:

epitélio, G: glandula intramandibular, He: hemocele.
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Na Tribo Attini, todas as espécies de Acromyrmex e Atta estudadas apresentaram a
epiderme intramandibular, formada por células achatadas, glandula epitelial com
reservatorio (Figuras 5 e 6) e glandulas unicelulares com células secretoras tipo III (Figura
7).

Nas células achatadas do epitélio intramandibular de Acromyrmex, foram evidenciados
nucleos celulares pequenos em relagdo as suas células correspondentes em A. subterraneus
brunneus e A. niger, enquanto que A. subterraneus molestans apresentou células com niicleo
mais volumoso. Em certas regides do epitélio intramandibular as células achatadas tornam-
se hipertrofiados, apresentando assim, reservatorio. Essa caracteristica glandular, foi
identificada em todas as espécies de Acromyrmex. Em A. subterraneus molestans e A.
subterraneus brunneus o nuacleo da célula secretora tipo III ¢ bem desenvolvido
relativamente, ¢ a cromatina ¢ predominantemente descondensada em todas as espécies
(Figura 6). As células secretoras tipo III, apresentam-se muito vacuolizadas apenas em A.
niger, com a presenga de nicleo menor em relagdo as outras espécies (Figura 7). Com
excecdo de A. subterraneus brunneus, as células secretoras tipo III das demais espécies
apresentam actimulo de granulos secretores no citoplasma. Outros tipos de células,
provavelmente hemocitos e trofécitos foram observados no interior da mandibula de A.
niger e A. subterraneus molestans.

As espécies de Atta apresentam células epiteliais secretoras com reservatorio (Figura
8). As células secretoras tipo III, apresentam-se muito vacuolizadas em A. bisphaerica
(Figura 9), pouco vacuolizada em A. laevigata e sem vactolos em A. sexdens rubropilosa
(Figuras 10 e 11). O nucleo da célula secretora tipo III apresenta predominio de cromatina
descondensada (Figuras. 9, 10, 11) em todas as espécies, e seu volume ¢ menor em A.
laevigata em relagdo as demais espécies. Nao foi observada a presenca de granulos no

citoplasma das células glandulares tipo III nas espécies de Atta.
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Figuras 5-7: Seccdes histologicas da mandibula em espécies de Acromymex. 5: Detalhe do epitélio
achatado (Ep) em A.subterraneus brunneus; 6: Células glandulares com reservatorios (R) e células
glandulares tipo III (G) em A. subterraneus molestans; 7: células glandulares do tipo III (G) muito

vacuolizadas em A. niger. Barra: 5um. N: ntcleo, Cu: cuticula.
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Figuras 8 ¢ 9: Seccdes histologicas da mandibula em espécies de Atta. 8: Reservatdrios glandulares
(R) no epitélio de A. laevigata. Barra= 10um; 9: Células glandulares tipo III muito vacuolizadas

(Va) e com nucleo (N) desenvolvido em A. bisphaerica. Barra:5um. Cu: cuticula, Ep: epitélio.
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Figuras 10 e 11: Secgdes histoldgicas das mandibulas de espécies de Atta. 10: Células tipo III pouco
vacuolizadas (Va) em A. laevigata. Barra= 10um. 11: Células glandulares tipo III (G) sem vacuolo e

presenca de hemocitos (seta larga) em A. sexdens rubropilosa. Barra= Spm. Cu: cuticula, N: nucleo.
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Em todas as espécies de Atta foram observados outros tipos de células no interior da
mandibula, provavelmente hemocitos e trofocitos no interior da mandibula (Figura 11). Em
todas as espécies de Attini, a saida da secrecao € através de poros presentes na face superior
da mandibula.

Dentre os Ponerini, Hypoponera sp. apresentou epitélio com células cubicas
caracterizando células secretoras do tipo I (Figura 12) e células secretoras tipo III muito
vacuolizadas (Figura 13). Os nucleos das células secretoras tipo I e III apresentam cromatina
descondensada e aparéncia volumosa (Figura 13); granulos sdo vistos espalhados por todo o
citoplasma das células secretoras tipo III (Figura 14).

As duas espécies de Leptogenys apresentaram epiderme intramandibular achatada com
nucleos volumosos e as células secretoras do tipo III s3o muito vacuolizadas e os respectivos
nucleos celulares com cromatina descondensada (Figura 15). Em Leptogenys sp. foram
vistos granulos no citoplasma das células secretoras tipo III (Figura 16) e outros tipos de
células, provavelmente hemocitos e trofocitos no interior da mandibula.

Nas espécies de Pachycondyla a epiderme ¢ formado por células achatadas em
Pachycondyla sp. e P. stigma (Figura 17), células cubicas (células glandulares tipo I) em P.
veranae e P. villosa (Figura 18) e células colunares (também células glandulares tipo I), em
P. crassinoda, P. harpax e P. impressa (Figura 19). Nas células glandulares do tipo I, o
nucleo tem aparéncia volumosa em todas as espécies estudadas.

As células secretoras do tipo III, apresentaram-se muito vacuolizadas em
Pachycondyla sp., P. crassinoda, P. harpax, P. veranae e P. villosa (Figuras 17 e 20).
Somente em P. impressa e P. stigma ndo sdo vistos vacuolos (Figura 21). O tamanho do
nucleo da célula glandular tipo III ¢ menor em P. crassinoda, P. harpax, P. stigma e P.
villosa em relagdo nucleo de Pachycondyla sp., P. impressa e P. veranae. Granulos no

citoplasma das células secretoras tipo I1I foram observados em P. crassinoda, P. harpax ¢ P.
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stigma (Figura 22). Outros tipos de células, provavelmente hemocitos e trofocitos, foram
vistos em P. crassinoda, P. impressa, P. stigma ¢ P. veranae. Em todas as espécies de
Pachycondyla, os nucleos das células secretoras do tipo I e III apresentaram cromatina
predominantemente descondensada (Figuras 17 ¢ 19).

Em nenhuma espécie de Ponerini foram observadas células epiteliais glandulares com

reservatorio.
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Figuras 12-14: Secg¢des histologicas das mandibulas de Hypoponera sp. 12: Epitélio glandular cubico
(Ep). Barra= 10um. 13: Célula glandular tipo III muito vacuolizada (Va). Barra= 10um. 14: Detalhe
dos vactolos (Va) da célula glandular tipo III. Barra= 10pm. Notar nticleos (N) bem desenvolvidos e

com cromatina descondensada nos diversos tipos glandulares. Cu: cuticula.
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Figuras 15-16: Seccdes histologicas das mandibulas em espécies de Leptogenys. 15: Epiderme com
células cubicas (Ep) e células glandulares tipo III muito vacuolizadas (Va) em L. arcuata. Barra=
10pm. 16: Detalhe da célula glandular evidenciando a presenca dos granulos (Gr). Barra= 10pm. Cu:

cuticula, He: Hemocele, N: nucleo, S: sensila.
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Figuras 17-19: Secgdes histologicas das mandibulas em espécies de Pachycondyla. 17: Epiderme
com células achatadas (Ep) e células glandulares tipo III muito vacuolizadas (Va) e nucleo grande
(N) em Pachycondyla sp. Barra= 10um. 18: Epitélio ctibico (Ep) com ntcleo (N) bem desenvolvido
em P. veranae. Barra= Spm. 19: Epitélio colunar (Ep) com niicleos grandes (N) em P. crassinoda.

Cu: cuticula. Barra= 10pum.

20



Figuras 20- 22: Sec¢odes histologicas das mandibulas em espécies de Pachycondyla. 20: glandulas
intramandibulares tipo III, muito vacuolizada (Va) e nucleos pequenos (N) com predominio de
cromatina descondensada em P. harpax. Barra= 10um. 21: Células glandulares tipo III (G) sem
vactolo, nucleo amebodide (N) bem desenvolvido em P. impressa. Barra= 5um. 22: Detalhe dos
granulos citoplasmaticos (setas largas) e vactolos (Va) nas células glandulares tipo III, em P.

crassinoda.  Nucleo grande com  cromatina  descondensada  (N).  Barra=10pm.
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3.2 Histoquimica

O teste histoquimico com mercurio-bromofenol para proteinas e PAS para
evidenciacdo de carboidratos foi positivo para células secretoras tipo III em todas as
espécies de Attini (Figiras 23 e 24). Entretanto, o teste com azul do Nilo ndo evidenciou

lipidios apenas nas células glandulares tipo IIT em A. sexdens rubropilosa (Figuras 25).

Os resultados histoquimicos com azul do Nilo, PAS e merctrio bromofenol para as
seis espécies de Ponerini foram semelhantes para ambas as células secretoras tipo I e III.
Sendo assim, a presenga de lipidio foi positiva em: Hypoponera sp., P. crassinoda, P.
veranae e P. villosa (Figura 26). A positividade de carboidrato foi apenas para P. veranae, e
a marcagao de proteina foi negativa somente para esta espécie.

Para as espécies de Ponerini que apresentaram apenas c€lulas glandulares tipo III, o
teste com azul do Nilo foi positivo em Pachycondyla sp., P. stigma, Leptogenys sp., L.
arcuata e O. haematodus. O PAS foi positivo em P. stigma e¢ o teste com mercurio-
bromofenol mostrou a presenca de proteinas em Leptogenys sp., L. arcuata e O. haematodus
(Figura 27).

Nao foi possivel realizar os testes para evidenciar carboidratos em L. arcuata e
Leptogenys sp; e para proteina em Pachycondyla sp. e P. crassinoda.

Os resultados dos trés testes histoquimicos realizados estao resumidos na Tabela 2.
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Tabela 2. Resultados dos testes histoquimicos nas diferentes glandulas intramandibulares de

espécies de formigas Attini e Ponerini

Celulas secretoras tipo | Celulas secretoras tipo 111
Tribo/Espécie Lipidio Carboidrato Proteina Lipidio Carboidrato Proteina
Attini
Acromyrmex subterraneus
brunneus na na na + +++ +++
Acromyrmex niger na na na + ++ -
Acromyrmex subterraneus
molestans na na na ++ +++ +
Atta bisphaerica na na na ++ + +
Atta laevigata na na na + +++ ++
Atta sexdens rubropilosa na na na - + +
Ponerini

Hypoponera sp. + - + + - +
Leptogenys arcuata na na na + nr +
Leptogenys sp. na na na + nr ++
Odontomachus haematodus - - na + - +
Pachycondyla sp. na na na + - nr
Pachycondyla crassinoda ++ - + - nr
Pachycondyla harpax - - + - - +
Pachycondyla impressa - - +++ - - +++
Pachycondyla stigma na na - + + -
Pachycondyla veranae ++ + - + + -
Pachycondyla villosa ++ - + ++ - ++

- auséncia de reacdo, + reagcdo fracamente positiva, ++ reacdo positiva, +++ reagdo

fortemente positiva, na — ndo se aplica, nr — ndo realizado.
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Figuras 23-25: Seccdes histologicas das mandibulas com testes histoquimicos. 23. Reagdo positiva
para proteinas (mercurio-bromofenol) (seta) em células secretoras tipo III em Atta laevigata. Barra=
10pum. 24: Reagdo positiva para carboidratos (PAS) (seta) em Acromyrmex subterraneus brunneus.
Barra= 10um. 25: Reacdo negativa para detecgdo de lipidios (azul do Nilo) em Atta sexdens

rubropilosa Barra= 10um. Cu: cuticula, G: glandula, N: nucleo, R: reservatorio.
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Figura 26 e 27: Secgdes histologicas das mandibulas com testes histoquimicos. 26. Reagdo positiva
para lipidio (azul do Nilo) (seta) em células secretoras tipo IIT em P. crassinoda. Barra= Sum. 27:
Reagdo positiva para proteinas (mercurio-bromofenol) (seta) em células secretoras tipo III em

Leptogenys sp. Barra= 10pum. G: glandula, N: ntcleo, Va: vacuolo.
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3.3 Analises filogenéticas

Os caracteres avaliados das glandulas intramandibulares tém a sua distribui¢do entre
as espécies estudadas listadas na Tabela 3. A andlise de parcimoénia resultou em 75 arvores,
sendo a arvore de consenso mostrada na Figura 29.

De acordo com a topologia resgatada, pode-se observar a formacao de uma politomia
agrupando todas as espécies utilizadas, com exceg¢dao de Camponotus, que foi utilizado como
grupo externo. Essa politomia indica a ndo resolugdo desses grupos, ndo indicando nenhum
tipo de padrdo a partir de tal ancestral. Apesar da politomia, pode-se observar trés clados
diferenciados, um contendo espécies de Attini, que ¢ suportado pela presenca de glandulas
intramandibulares com reservatério (caracter 5) e os outros dois com espécies de Ponerini,
sendo o clado Leptogenys, P. crassinola, P. harpax e P. stigma suportado pela presenga de
granulos citoplasmaticos (caracter 7).

Dentro do clado de Attini, houve o agrupamento de A. subterraneus brunneus e A.
laevigata, com A. sexdens rubropilosa como grupo irmao. Para Ponerinae, houve a distingao
de dois clados, e dentro de cada um desses clados, houve a presenca de nova politomia. As
duas espécies de Leptogenys estudadas ndo permaneceram no mesmo clado, assim como as
espécies de Pachycondyla. Dentre essas espécies, houve o agrupamento de P. impressa e P.
veranae em um clado e P. crassinola e P. harpax em outro. Para as outras espécies ndo se

pode observar uma resolugdo, devido a presenca de politomias anteriormente citadas.
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Tabela 3. Matriz de caracteres e estados de caracteres quanto as caracteristicas morfoldgicas intramandibulares das espécies de Attini e Ponerini

estudadas
Espécie Caracteres

1 2 3 4 5 6 7
Acromyrmex subterraneus brunneus 0 1 2 1 1 0 0
Acromyrmex niger 0 1 1 0 1 1 1
Acromyrmex subterraneus molestans 0 0 2 1 1 1 1
Atta bisphaerica 0 1 1 1 1 1 0
Atta laevigata 0 1 2 0 1 1 0
Atta sexdens rubropilosa 0 1 0 1 1 1 0
Hypoponera sp. 1 0 1 1 0 1 1
Leptogenys arcuata 0 0 1 0 0 0 0
Leptogenys sp. 0 0 1 0 0 1 1
Odontomachus haematodus 0 1 0 0 0 0 0
Pachycondyla sp. 0 0 1 1 0 0 0
Pachycondyla crassinoda 2 0 1 0 0 1 1
Pachycondyla harpax 2 0 1 0 0 0 1
Pachycondyla impressa 2 0 0 1 0 1 0
Pachycondyla stigma 0 0 0 0 0 1 1
Pachycondyla veranae 1 0 1 1 0 1 0
Pachycondyla villosa 1 0 1 0 0 0 0
Camponotus rufipes 0 0 1 1 0 1 1
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Camponofis nmfpes
Hypoponera sp
Pacycondyla sp.
Leptogenys arcuata
Odontomachus haematodis
— Pachycondyla villosa
— Pachycondyla impressa
L Pachycondyia veranae
Leptogenys sp
Pachycondyla stigma
Pachycondyla crassmoda
{ Pachycondyla harpax
Acromyrmex subterranets molestans
Acromyrmex niger

Figura 29- Relacoes filogenéticas entre espécies das Myrmicinae e Ponerinae baseadas nas

caracteristicas das glandulas intramandibulares.
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4. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que as glandulas intramandibulares
apresentaram células secretoras tipo I e III segundo classificagdo de Noirot & Quennedey
(1974, 1991) e suas substancias sdao liberadas para o meio externo através de poros
cuticulares e canais condutores que se abrem nos poros das cuticulas, respectivamente, e
células epiteliais secretoras com reservatorios, reconhecidas por Amaral & Caetano (2006) e
Billen (2008). As glandulas intramandibulares apresentam histologia distinta em todas as
espécies estudadas, variando a sua localizagdo, grau de desenvolvimento, estruturas internas
e substancias quimicas. Em Formicidae, as glandulas intramandibulares foram relatadas em
varias espécies, porém seu papel € incerto (Schoeters & Billen, 1994; Ribeiro & Caetano,
2000; Billen & Espadaler, 2002; Grasso et al., 2004; Amaral & Caetano, 2006,).

A ocorréncia de células secretoras tipo I e III em uma mesma regido do corpo foram
relatadas em abelhas (Costa-Leonardo, 1978; Smith et al., 1993; Wossler & Crewe, 1999;
Wossler et al., 2000; Cruz-Landim & Abdalla, 2002; Romani et al., 2002, 2003), vespas
(Romani et al., 2005) e formiga (Silva et al., 2006). Este trabalho corrobora os trabalhos
acima citados, porém, diferem daqueles realizado por Schoeters & Billen (1994) que
afirmam que a glandula intramandibular em formigas é simplesmente composta por células
secretoras tipo Il em 11 subfamilias de formigas.

Billen & Espadaler (2002) relataram pela primeira vez a ocorréncia de célula secretora
tipo I (intramandibular) em Pyramica membranifera (Myrmicinae: Dacetini). No presente
trabalho, algumas espécies de Ponerini apresentaram esse tipo de célula glandular, tais
como: Hypoponera sp., P. crassinoda, P. harpax, P. impressa, P. veranae ¢ P. villosa. A
glandula tipo I pode estar relacionada com secregdes de substancias para a alimentagdo, uma
vez que P. membranifera e as espécies de Ponerinae supracitadas sdo predadoras (Bolton,

1998), e as espécies de Attini aqui estudadas, que se alimentam de fungos em nenhum caso
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apresentou células tipo I. Billen & Espadaler (2002), além de ressaltarem que as células
secretoras intramandibulares estdo associadas ao habito predador em Dacetini, sugerem que
as c¢lulas epiteliais glandulares tipo I podem ser fonte de alomonios.

Somente as espécies de Attini estudadas apresentaram células epiteliais secretoras com
reservatorio, juntamente com células secretoras tipo III, conforme observado por Amaral &
Caetano (2006). Estes estudaram a glandula intramandibular de A. sexdens rubropilosa e
identificaram que a espécie apresenta uma epiderme de células achatadas, com certas regides
hipertrofiadas, caracterizando células epiteliais secretoras com reservatorio e as células
secretoras tipo III, presentes no interior da mandibula. A abertura das células glandulares
secretoras de diferentes classes em um reservatorio comum, pode resultar em liberagdo de
diferentes substincias na secre¢do (Staddon, 1979), mas quando classes de células
glandulares diferentes ndo t€ém um reservatério comum suas secregoes podem ter diferengas
de volatilidade e / ou no tempo de liberagdo (Romani et al., 2005).

Em Attini, as células glandulares tipo III apresentam alguns vactolos e citoplasma
contendo proteinas, lipidios e carboidratos, sugerindo alta atividade secretora destas células.
A presenga de todas essas substancias quimicas provavelmente ocorre pelo fato das Attini
possuirem espécies de maior complexidade com respeito ao nimero de individuos por
coldnia, sofisticagdo do ninho e divisdo de trabalho e utilizarem para sua comunicagio quase
que exclusivamente, os sinais quimicos (Jaffé, 1984b).

Os resultados histoquimicos das células glandulares tipo I e III foram similares para
todas as espécies de Ponerini. Em nenhuma das espécies houve a presenca de carboidrato e
proteina juntos no citoplasma das células glandulares; no entanto, houve predominancia de
proteina e lipidio nessas células. A reagdo positiva do mercurio bromofenol e azul do Nilo
evidenciando a predominancia de proteina e lipidio respectivamente, no citoplasma nas

células secretoras tipo I e III se deve, provavelmente, as proteinas que fazem parte da
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maquinaria metabdlica da glandula, mostrando a existéncia de um aparato sintetizante bem
desenvolvido. Sendo assim, sugere-se que as glandulas em Ponerini liberam substancias que
sdo de natureza protéica e¢/ou lipoproteica. Apenas em P. veranae e P. stigma houve
positividade para PAS, porém esta se mostrou fracamente positiva, o que pode ser devido a
outros componentes glicoprotéicos que nao as substancias secretadas.

O alto niimero de glandulas exdcrinas acompanha as varias fungdes que suas secre¢des
desempenham em relagdo as caracteristicas morfoldgicas. De acordo com Quennedey
(1998), as células glandulares tipo III produzem feromonios de atragdo e repulsa. Amaral &
Caetano (2006) sugerem que, pelo fato da célula secretora tipo III ter resultado em uma forte
positividade para carboidratos e proteinas, a secre¢do liberada por esse tipo de célula esta
relacionada com a producdo de enzimas, como também com a producao de muco. Schoeters
& Billen (1994) afirmaram que as células glandulares tipo III estdo diretamente relacionadas
com liberagdo de todas as secregdes da glandula intramandibular. Contrariamente, Amaral &
Caetano (2006) propdem que as células secretoras presentes no epitélio cuticular da
mandibula (tipo I), s3o os principais responsaveis para liberacdo das secre¢des das glandulas
intramandibulares.

No abdémen de abelhas, sdo encontradas glandulas tipo I e III para liberagdo
hidrocarbonetos, alcoois e acidos graxos utilizados na comunicagdo desses insetos (Smith et
al., 1993; Wossler & Crewe, 1999; Wossler et al., 2000). Em formigas, hidrocarbonetos
cuticulares s3o utilizados para o reconhecimento de coespecificos (Holldobler & Wilson,
1990. Sendo assim Silva et. al (2006) sugeriram que as glandulas antenais tipo I e III de
Dinoponera lucida, podem desempenhar um papel na produgdo de pelo menos, alguns
destes hidrocarbonetos cuticulares.

Grasso et al. (2004), em seu trabalho com a parasita social Polyergus rufescens

identificaram a presenca de células glandulares tipo III e relataram que até agora a fungao
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das glandulas intramandibulares permanece desconhecida e que sua presenca generalizada
entre os Formicidae, funciona como importante fonte de secre¢des relacionadas com
aspectos gerais da sua biologia. O fato de todas as Attini e Ponerini aqui estudadas
possuirem células glandulares tipo III sugere que provavelmente essa glandula esta
relacionada com fungdes comuns aos Formicidae, assim como fisiologicas (alimentacao,
limpeza e hidratacdo) e/ou comportamentais (comunicacdo). Attini e Ponerini sio
considerados grupos derivados e basais de formigas respectivamente, (Wheeler, 1910;
Kusnezov, 1955; Taylor, 1978; Peeters, 1991; Wilson & Holldobler, 2005). A evolugdo de
sua comunicagdo ¢ uma adaptagdo das coldnias para explorar recursos troficos no habitat
(Fowler et al., 1991). Para as duas tribos estudadas, existem dois tipos de marcagdo de trilha
distinta: trilha exploratoria, e trilha de recrutamento (Wilson, 1963). A primeira ¢ encontrada
em formigas de correi¢do entre as Ponerinae e Dorylinae e sdo depositadas mais ou menos
continuamente, por operarias que estdo explorando na vanguarda, e a segunda, encontrada
em Myrmicinae, Dolichoderinae ¢ Formicinae (Wilson, 1971). As trilhas de recrutamento
sdo depositadas somente por operarias que estdo retornando ao ninho apods a descoberta de
alimento. Provavelmente essas substancias possuem concentragdes € compostos quimicos
diferentes.

Alguns estudos em formigas utilizam estruturas especificas para elaboragdo de novas
hipdteses em evolugdo e filogenia (Gotwald, 1969; Hermann, 1969; Hashimoto, 1991a,
1991b, 1996 e Perrault, 1999). Diante dos resultados aqui encontrados, sugere-se que as
diferengas estruturais das glandulas intramandibulares possam contribuir para estudos
filogenéticos de Formicidae. No entanto, algumas dessas diferengas podem estar envolvidas
com a idade e o estado fisioldgico do inseto, como por exemplo, a vacuoliza¢do das células
glandulares intramandibulares, influenciando na colocacdo das espécies dentro da arvore

filogenética. Apesar da ocorréncia de politomias na analise filogenética indicarem uma nao
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resolucao dos grupos de Attini e Ponerini, os clados separaram as duas tribos pertencentes as
duas subfamilias, e isso pode ser causado pela presenga de caracteristicas como, a presenga
exclusiva de células epiteliais secretoras com reservatorios nas Attini, e os diferentes tipos
de celulas epiteliais nas Ponerinae. Sugere-se que trabalhos futuros sejam realizados,
utilizando um nimero maior de caracteres morfoldgicos intramandibulares, com
padronizagdo do estado fisioldgico, idade e habitos alimentares, a fim de se obter uma
resolugdo mais definida para a separacao desses grupos. Possivelmente naturezas quimicas
de constituintes celulares possam suportar de forma mais eficiente a resolugdo desses grupos
estudados, conforme observado em vespas Bethylidae (Goulbault et al., 2008).

A morfologia, ultra-estrutura e fisiologia das glandulas intramandibulares ja foram
estudadas em vérias espécies de Hymenoptera (Nedel, 1960; Toledo, 1967; Costa-Leonardo,
1978; Schoeters & Billen, 1994; Ribeiro & Caetano, 2000; Billen & Espadaler, 2002; Cruz-
Landin & Abdalla, 2002; Grasso et al., 2004; Amaral & Caetano, 2006), mas nenhum
trabalho compara as estruturas intramandibulares em subfamilias distintas com ferramentas
cladisticas. Os resultados encontrados nas espécies de Attini sugerem que por fazer parte de
uma subfamilia mais derivada, a presenca dos dois tipos de células secretoras
intramandibulares (com reservatérios, ¢ a tipo III) juntas no interior da mandibula, ¢ a
positividade para os trés testes histoquimicos, ocorra provavelmente devido a maior
especializacdo das castas. Essas caracteristicas histoquimicas poderiam contribuir para
divisdo do trabalho dentro da coldnia, o recrutamento em massa e o forrageio em grupos.
Nesse sentido, essas glandulas poderiam produzir substancias necessarias para liberagdo de
sinais quimicos fundamentais para sua comunicagdo. Em contrapartida, as espécies de
Ponerini por ndo apresentarem castas bem definidas, e possuirem recrutamento por contato

fisico e forragearem individualmente, talvez ndo desenvolveram mecanismos
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comportamentais de recrutamento por sinais quimicos, € conseqlientemente, nao apresentam
células secretoras com reservatério, por ndo depender de uma comunicagao efetiva.

Neste trabalho a glandula tipo III, foi identificada em duas tribos consideradas
filogeneticamente distintas, Ponerini considerada primitiva e Attini derivada (Wheeler,
1910; Kusnezov, 1955; Taylor, 1978; Peeters, 1991; Wilson & Holldobler, 1995).
Provavelmente, essa glandula se manteve nos grupos mais derivados, o que pode implicar
que assim como nao houve mudangas do tipo glandular, possivelmente nao houve mudangas
funcionais dessa glandula. E uma resposta para as provaveis divergéncias em relagdo a
funcao das glandulas exdcrinas, seriam as glandulas tipo III agindo conjuntamente com o
tipo I, como ¢ o caso da maioria das Ponerinae; e as glandulas tipo III agindo conjuntamente
com as células epiteliais secretoras com reservatorio em Attini, e assim, desempenharem
diferentes fungoes.

Com os resultados morfologicos e histoquimicos das diferentes glandulas
intramandibulares, € possivel conjecturar que essas glandulas de Attini e Ponerini produzem
substancias de naturezas distintas, ¢ isso pode indicar fungdes diversas, dependendo da

natureza quimica (substancias glandulares) e ocorréncia das glandulas (tipos).

34



5. CONCLUSAO

O estudo das glandulas intramandibulares em Attini e Ponerini, por meio de métodos
histoldgicos, histoquimicos e filogenéticos, possibilitou concluir que ha trés tipos de
glandulas intramandibulares em formigas, cuja presenca varia de acordo com a Tribo e

podem ser utilizados como caracteres de valor filogenético.
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