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ESTUDO COMPARADO DA GLANDULA METAPLEURAL E SUA
SECRECAO EM DIFERENTES CASTAS DE TRES ESPECIES DE
Atta (HYMENOPTERA : FORMICIDAE)

Autor: LUCIANA GUERRA DE GUSMAO
Orientador: Prof. OCTAVIO NAKANO

RESUMO

Supde-se que o insucesso das inumeras tentativas de criacdo em laboratdrio de
Atta bisphaerica e A. capiguara esta relacionado com a menor capacidade de assepsia de
suas colonias em relagdo as demais espécies do género Atta. Neste sentido, um dos
caminhos importantes a ser seguido € o estudo da glandula metapleural.

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada para o estudo
morfolégico da glandula metapleural de diferentes castas femininas de Atta bisphaerica,
A. capiguara e A. sexdens rubropilosa. Ndo houve diferengas ultramorfoldgicas
interespecificas da gldndula metapleural das espécies estudadas. Porém, foi observada
diferenga intraespecifica no tamanho da glandula que aumentou a medida que aumentou
o tamanho do individuo. Os resultados ndo mostraram qualquer evidéncia, em A.
bisphaerica e A. capiguara, que possa ser correlacionada com o insucesso da criag@o
desta espécies em laboratorio.

A ultra-estrutura da glandula metapleural de rainhas (fecundadas) de Atta
bisphaerica e A. sexdens rubropilosa foi analisada por meio de microscopia eletronica
de transmissdo (MET). Os resultados mostraram a presenga de complexo de Golgi tipico
(cisternas achatadas), reticulo endoplasmético rugoso na forma lamelar (lamella
annullata), abundante reticulo endoplasmatico liso, mitocondrias de formas variadas

(arredondadas, longas, em anel e derivadas), vactiolos heterofagicos e peroxissomos. No



citoplasma encontrou-se a célula coletora fazendo interdigitagdes com a célula secretora.
O espago entre as células é fechado por jungdes septadas. Nao foram observadas
diferengas ultra-estruturais entre as glandulas das espécies estudadas. O material
examinado ndo mostrou qualquer evidéncia da presenga de glicogénio no seu
citoplasma.

Utilizando a técnica de cromatografia em fase gasosa e espectrometria de massas
(GC-MS) a composigdo quimica da secre¢ao metapleural de jardineiras, forrageadoras e
rainha de A#ta bisphaerica e forrageadoras de A. capiguara foi analisada. Na primeira
espécie, além de um éster, foram encontrados acido fenil acético, B-hidroxiacidos e
hidrocarbonetos insaturados, que foram associados a atividade microbiana da secreg3o.
Diferengas qualitativas foram observadas entre as duas espécies e comparadas com a
secre¢do de outras A#fa spp. . A auséncia do acido indolacético em ambas espécies foi

relacionada com desenvolvimento do fungo simbionte.



COMPARED STUDY OF METAPLEURAL GLAND AND ITS

SECRETION IN DIFFERENTS CASTES OF THREE SPECIES OF
Atta ( HYMENOPTERA : FORMICIDAE)

Author: LUCIANA GUERRA DE GUSMAO
Adviser: Prof. OCTAVIO NAKANO

SUMMARY

The unsuccess of A#ta bisphaerica and A. capiguara rearing in laboratory can be
caused by the low efficience of its metapleural gland against fungi and bacteria in
comparing with other A#ta spp.

Morphological differences among the metapleural glands of castes of Atta
bisphaerica, A. capiguara and A. sexdens rubropilosa were examined under scanning
electron microscope (SEM). No differences were observed in gland morphology among
the same castes of these species but there were differences of size of the metapleural
gland among castes in the same species. No evidences were found that morphological
characteristics of metapleural gland in 4. bisphaerica and A. capiguara are related with
the unsuccess of those species rearing in laboratory.

The ultrastructural characteristics of metapleural gland of A#ta bisphaerica and A.
sexdens rubropilosa mated queens were observed by transmission electron microscopy
(TEM). The cytoplasm of the secretory cells was characterized by the presence of
typical Golgi apparatus (sacs and flat vesicles), rough endoplasmic reticulum (parallel
lamelae), a lot of smooth endoplasmic reticulum, many types of mitochondria (rounded,
elongated, ring-shaped and derivated), vesicles, peroxisomes and collecting cell
interlocking with secretory cell. The space between these cells is close by septate
junctions. There were no differences between glands of these species. Glycogen deposit

were not found in the cytoplasm.



The chemical analyses of the secretions of the metapleural glands of minor
workers, workers and queen of A#ta bisphaerica and workers of A. capiguara were
carried out by using a gas cromatography-mass spectrometry (GC-MS) technique. In 4.
bisphaerica, beside an ester, were found phenylacetic acid, B-hidroxyacids and
unsaturated hidrocarbons which were related with antimicrobial activity of metapleural
secretion. There were qualitative differences in the acidic composition of secretion
between both species which were compared with other Asra spp. . The absence of

indoleacetic acid in 4. bisphaerica and A. capiguara was related with the growth of

symbion fungus.



1 INTRODUCAO

O problema “formigas cortadeiras”, que inclui varias espécies da tribo Attini,
onde o género Atfta é o mais representativo, esta situado como um dos mais importantes
da agricultura nacional. Apesar dos conhecimentos ja adquiridos e do aperfeigoamento
dos meios de combate, elas continuam sendo consideradas o inimigo numero um das
lavouras, por atacarem praticamente todas as plantas cultivadas e até mesmo a pastagem
nativa. Estdo disseminadas por todo o territorio nacional e efetuam sua acdo predadora
durante todo o ano. A primeira preocupaga@o do agricultor € a formiga, pois exige dele
gastos consideraveis com formicidas e mao-de-obra, tanto antes da instalagio da cultura,
ocupando-lhe grande parte das lides agricolas, como durante todas as fases do cultivo
(Juruena & Cachapuz, 1980).

Atualmente, ha uma crescente preocupagdo com a natureza e a defesa do meio
ambiente, desenvolvendo-se métodos de controle de pragas integrados com uma menor
utilizagdo de produtos quimicos. Segundo Vilela (1995), nenhuma substancia com agio
formicida sera comercializada se ndo for, necessariamente, de baixo impacto ambiental,
0 que certamente limitara sua capacidade de extingiiir formigueiros nos moldes antigos.
Por isso, é imprescindivel a utilizagdo do conhecimento cientifico acumulado sobre a
morfologia, biologia, o comportamento e a ecologia das formigas cortadeiras para que
haja um racional e efetivo controle das mesmas, com énfase aos processos mais
ecologicos.

As espécies Atta bisphaerica Forel, 1908 e Atta capiguara Gongalves, 1944,
conhecidas respectivamente como "sauva mata-pasto" e "sauva parda" sdo consideradas
importantes pragas no Estado de Sdo Paulo, principalmente em regides onde houve

substituicdo da vegetagdo natural por monocultivos constituidos de gramineas



(Amante,1972; Forti,1985 ; Forti & Ichinose, 1993 ). A ocorréncia A. bisphaerica, pode
ser observada também nos Estados de MG, MT e RJ enquanto que A. capiguara pode
ser encontrada em MG, MT, PR e GO (Della Lucia, 1993). O Centro de Tecnologia
Copersucar admite perdas médias de 3 toneladas de cana-de-agtcar/sauveiro/ano em
usinas do Estado de Sao Paulo ( Precetti et al., 1988).

Colonias de Atta sexdens piriventris Santschi, 1919, A. sexdens rubropilosa
Forel,1908 e A. laevigata (F. Smith, 1858) sdo mantidas sem maiores problemas em
condi¢Ges de laboratorio em Universidades do RS, SP e MG (Loeck,1982; Bento,1991;
Hebling et al.,1993; Silveira Neto et al.,1993; Brancher,1993; Anjos & Santana, 1994,
Loeck et al., 1994) mas a metodologia empregada para estas espécies nao se enquadra
para A. bisphaerica e A. capiguara.

No caso dessas espécies, estudos bioecologicos sdao dificultados devido a
auséncia de uma metodologia adequada para o desenvolvimento e estabelecimento de
colonias em laboratério. As informagdes a respeito dessas formigas sdo bastante
escassas, ja que os poucos trabalhos foram conduzidos no campo e por um nimero
muito restrito de pesquisadores.

Supde-se que o insucesso das inumeras tentativas de criagdao em laboratorio de
Atta bisphaerica e A. capiguara esta relacionado com a menor capacidade de assepsia de
suas colonias em relagao as demais espécies do género Arra. Neste sentido, um dos
caminhos importantes a ser seguido € o estudo da glandula metapleural.

Desta forma, este trabalho teve por objetivo, verificar a existéncia de diferengas
morfoldgica, ultramorfologica e ultra-estrutural, intra e interespecificas da glandula
metapleural de diferentes castas de A. bisphaerica, A. capiguara e A. sexdens
rubropilosa, bem como analisar quali-quantitativamente a composi¢do quimica da

secre¢do da glandula metapleural de A. bisphaerica e A. capiguara.



2 REVISAO DE LITERATURA

A glandula metapleural é também chamada de metasternal ou metatoracica e €
uma particularidade em Formicidae. Em varios géneros essa glandula € ausente ou
significativamente reduzida, além disso, em machos sua inexisténcia € bastante comum.

Embora esteja presente na maioria das espécies, essa estrutura tem uma grande
variagdo com relagdo ao tamanho e a forma. Presente em cada lado do metatorax, a
glandula metapleural consiste de um grupo de células, onde cada uma € drenada por um
duto até um saco coletor membranoso que conduz diretamente para uma cavidade
esclerotizada (camara armazenadora). Externamente, essa estrutura € freqiientemente
marcada por uma bula pronunciada e uma abertura em forma de fenda (Brown, 1968;
Tulloch et al., 1962; Holldobler & Engel-Siegel, 1984; Billen & Van Boven, 1987,
Fanfani & Dazzini, 1991).

A ultra-estrutura da glandula metapleural tem sido, at¢ o momento, pouco
estudada. Foram relatados trabalhos envolvendo Myrmecia nigrocincta (Tulloch et al,,
1962), Diacamma rugosum , D. vagans (Schoeters & Billen, 1992), Atta bisphaerica, A.
laevigata, A. sexdens sexdens e A. sexdens rubropilosa (Schoeters & Billen, 1993).

Segundo Noirot & Quennedey (1974), trés classes de células glandulares podem
ser definidas no que diz respeito a cuticula e o caminho de saida da secre¢@o. A glandula
metapleural é formada por células glandulares do tipo 3. Para as glandulas compostas de
células da classe 3, a presenga de compartimentos extracelulares pode ser considerada
uma boa adaptac¢do para a produg@o de produtos mais ou menos toxicos. As organelas
celulares podem elaborar e secretar precursores ndo toxicos, 0s quais eventualmente
conduzirdo a produtos finais, por meio de sucessivas reagdes em um ou varios niveis.

As secregOes das glandulas exocrinas tém reconhecida importancia no
comportamento e fisiologia dos insetos. Entre varias hipoteses sugeridas para a fungdo
da glandula metapleural, Tulloch et al. (1962) e Brown (1968) propuseram que essa
produziria um feroménio de reconhecimento entre os membros da mesma colonia que
seria liberado sobre o tegumento e espalhado para o resto do corpo com as tibias e

tarsos. Maschwitz et al. (1970) efetuaram alguns ensaios com operarias e rainhas de



Myrmica laevinodis, M. rubida, Formica rufa e F. polyctena e constataram nio haver
efeito, interespecifico ou intraespecifico, da secre¢do sobre o reconhecimento de
individuos.

Existem algumas espécies de formigas em que a secre¢do da glandula
metapleural atua como uma poderosa substancia anti-séptica que protege a superficie do
corpo do inseto e seu ninho contra microrganismos, como acontece em Affa sexdens,
Myrmica laevinodis e M. rubida ( Maschwitz et al., 1970; Maschwitz, 1974). Em
Crematogaster difformis a secre¢do serve como anti-séptico, mas quando liberada em
grandes quantidades também pode repelir outros animais (Attygalle et al., 1989). Ja em
C. inflata, a secregdo atua como substancia de alarme/defesa ( Maschwitz et al., 1970;
Maschwitz, 1974).

Schildknecht & Koob (1971) isolaram compostos de Atta sexdens, Myrmica
laevinodis, Messor barbarus e Acromyrmex subterraneus que inibiram o crescimento de
algumas bactérias patogénicas e alguns fungos de solo. A secre¢do metapleural de
Myrmecia nigriscapa teve um efeito supressor sobre o desenvolvimento micelial de
alguns fungos de solo e fungos entomopatogénicos (Beattie et al ,1985, 1986). Em M.
urens (Peakall et al., 1990) e em Iridomyrmex sp. (Ramsey, 1995) essa mesma
substancia afetou a germinagio e qualidade de graos de polen.

Segundo Veal et al. (1992), a secre¢dao da glandula metapleural de M. gulosa
apresentou propriedades antimicrobianas, afetando bactérias gram-positivas, gram-
negativas e leveduras do género Candida.

De acordo com Brown (1968), a auséncia, ndo funcionalidade ou tamanho
reduzido da glandula metapleural, seriam justificados pela necessidade de acasalamento
entre machos e rainhas virgens da mesma espécie, mas de colOnias diferentes (Dorylinae
e Myrmicinae), penetragdo de rainhas parasitas que invadem outros ninhos para que as
operarias destes criem sua prole (grupo que inclui pelo menos 35 espécies) e formigas
escravagistas (Polyergus spp.).

Em 27 espécies de Camponotus e seis de Polyrhachis investigadas por
Holldobler & Engel-Siegel (1984), apenas C. gigas possuia glandula metapleural. A

auséncia dessa glandula em formigas parasitas ( Oecophylla, Polyrhachis,



th

Dendromyrmex e a maioria das Camponotus) deve-se ao fato de que essas fariam uso
das secregOes das formigas hospedeiras, além disso, essas formigas arboricolas estariam
muito menos expostas a microrganismos do que espécies terrestres, e portanto, uma
glandula metapleural com fungdo de assepsia seria desnecessaria.

Varias espécies nas quais operarias e rainhas apresentaram essa glandula bastante
desenvolvida, os machos ndo possuiam esse Orgdo, provavelmente porque esses
individuos vivem um periodo de tempo relativamente curto dentro do ninho e sdo muito
menos numerosos do que as operarias, ndo havendo necessidade deles produzirem
secre¢des anti-sépticas (Holldobler & Engel-Siegel, 1984).

A hipétese de que a secregdo metapleural, ausente em larvas e machos, €
transferida das operarias para esses individuos contribuindo para a inibigio da
microbiota cuticular, foi confirmada por Mackintosh et al. (1999) ao estudar Myrmecia
gulosa.

As glandulas exocrinas tiveram muitas de suas fungdes primitivas modificadas ao
longo do processo evolutivo e a maioria delas passou a produzir feromdnios (Baiocco &
Cunha, 1992). No caso de Solenopsis geminata, a secre¢do da glandula metapleural atua
como feromonio territorial (Jaffe & Puche, 1984). O mesmo foi observado em Pheidole
pallidula onde apenas as operarias minimas apresentaram forte atividade de marcagdo
territorial (Cammaerts & Cammaerts, 1998).

Monomorium pharaonis provavelmente sintetiza feromoénio de alarme, pois
rainhas virgens apresentaram células secretoras maiores e com dutos coletores mais
carregados de secre¢do em relagdo as rainhas fecundadas, podendo refletir uma maior

atividade fisiologica dessas estruturas em uma determinada fase da vida das rainhas
(Baiocco & Cunha, 1992).



ULTRAMORFOLOGIA COMPARADA DA GLANDULA
METAPLEURAL DE DIFERENTES CASTAS DE TRES ESPECIES
DE Afta (HYMENOPTERA: FORMICIDAE)

RESUMO

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada para o estudo
morfologico da glandula metapleural de diferentes castas femininas de Atta bisphaerica,
A. capiguara e A. sexdens rubropilosa. Nao houve diferengas ultramorfologicas
interespecificas da glandula metapleural das espécies estudadas. Porém, foi observada
diferencga intraespecifica no tamanho da glandula que aumentou a medida que aumentou
o tamanho do individuo. Em rainhas ela foi expressivamente maior que nas demais
castas. Os resultados ndo mostraram qualquer evidéncia, em A. bisphaerica e A.

capiguara, que possa ser correlacionada com o insucesso da criagdo desta espécies em

laboratorio.

Palavras-chave: Arta, formiga cortadeira, glandula exdcrina, morfologia



ULTRAMORPHOLOGY OF THE METAPLEURAL GLAND IN

DIFFERENT CASTES OF THREE SPECIES OF Awa
(HYMENOPTERA:FORMICIDAE)

SUMMARY

Morphological differences among the metapleural glands of castes of A#a
bisphaerica, A. capiguara and A. sexdens rubropilosa were examined under scanning
electron microscope (SEM). No differences were observed in gland morphology among
the same castes of these species but there were differences of size of the metapleural
gland among castes in the same species. No evidences were found that morphological
characteristics of metapleural gland in 4. bisphaerica and A. capiguara are related with

the unsuccess of those species rearing in laboratory.

Key words: Atta, exocrine gland, leaf cutter ant, morphology

3.1 INTRODUCAO

A glandula metapleural estd presente na grande maioria das formigas, podendo
produzir uma substancia propria com diferente fung@o para cada espécie. Embora essa
glandula seja considerada uma caracteristica exclusiva de Formicidae, sio poucos os
estudos de morfologia existentes .

A estrutura geral dessa glandula € uniforme entre muitas subfamilias, sendo
formada basicamente por um conjunto de células secretoras, cada uma contendo dutos
individualizados e por um grande reservatério. O nimero de células secretoras, bem

como o tamanho e a forma do reservatorio sdo variaveis (Brown, 1968; Tulloch et al.,



1962; Holldobler & Engel-Siegel, 1984; Billen & Van Boven, 1987, Fanfani & Dazzini,
1991; Schoeters & Billen, 1992, 1993).

A presenga de uma camara coletora cuticular em A#fa spp. leva a um dos mais
elevados graus de desenvolvimento em formigas. Em alguns Ponerinae e Formicinae, a
presenga de uma camara coletora parece ser menos importante (Schoeters & Billen,
1993). Segundo Baiocco & Cunha (1992), as c€lulas secretoras abrem-se no interior da
camara coletora, liberando suas secregdes através de um disco poroso na cuticula, que
em Diacamma vagans aparece como uma unica e grande placa na parte anterior da
parede do atrio contendo em torno de 500 orificios (Schoeters & Billen, 1992) e em
Myrmecia nigrocincta caracteriza-se por varios discos perfurados que variam muito no
tamanho (5 a 20y) e no nimero de dutos que acomodam (1 a + 13) (Tulloch et al,
1962).
| Ao contrario do que acontece com a maioria das outras glandulas em A#a, a
glandula metapleural ndo apresenta nenhum suprimento muscular proximo ao orificio de
saida da secrec@o, sugerindo que a liberagdo da secreg@o € facilitada pela existéncia de
uma aresta cuticular entre a abertura glandular e as pernas posteriores. Essa
caracteristica, segundo Schoeters & Billen (1993), ndo € observada em espécies mais
primitivas pertencentes a Myrmicinae e Ponerinae.

A secre¢do da glandula metapleural atua como uma poderosa substancia anti-
séptica que protege a superficie corporal de diferentes espécies de formigas cortadeiras e
seus respectivos ninhos contra microrganismos (Maschwitz at al., 1970; Schildknecht &
Koob, 1971; lizuka et al., 1979; Nascimento et al., 1996).

Acredita-se que uma das provaveis causas do insucesso das inimeras tentativas
de criag@o de A. bisphaerica e A. capiguara, em laboratorio, reside no fato de que a
glandula metapleural dessa espécie ndo atue de forma tdo eficiente na assepsia da
coldnia, como nas demais espécies do género A#fa. Nesse sentido, este trabalho teve
como objetivo verificar a existéncia de diferengas morfoldgica e ultramorfologica, intra
e interespecifica da glindula metapleural de diferentes castas de A. bisphaerica, A.

capiguara € A. sexdens rubropilosa.



3.2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Microscopia Eletronica do

Departamento de Biologia, do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual

Paulista-UNESP- Campus de Rio Claro, SP.
3.2.1.Coleta de material

Com exce¢do das rainhas fecundadas (25 mm) e das jardineiras (3 mm) que
foram coletadas em sauveiros jovens (3-4 meses, com panela unica) localizados no
campo, as forrageadoras (10 mm) e os soldados (15 mm) de Atta sexdens rubropilosa
foram coletados no sauveiro artificial do Departamento de Entomologia da
ESALQ/USP, Piracicaba-SP.

Todos os exemplares de A. bisphaerica, A. capiguara foram coletados no campo,
de ninhos jovens e/ou adultos e suas medidas seguiram o padrdo da espécie anterior. As
coletas foram efetuadas em localidades onde ocorreu a revoada a partir do més de
outubro, do ano anterior, proximas ao municipio de Piracicaba, SP, para facilitar o
transporte e evitar o “‘stress” do material coletado.

Todas as formigas, assim obtidas, foram levadas vivas para o laboratorio. No
caso dos ninhos jovens, esses foram coletados integralmente (fungo + formigas) com o
auxilio de enxada e colher, e acondicionados em potes plasticos de 300 ml, com tampa
perfurada, permitindo assim melhor preservag@o do material vivo, principalmente no que
diz respeito as rainhas. Do material obtido de sauveiros adultos, acondicionaram-se
apenas as formigas (+ SO/recipiente) em potes plasticos de 300 ml, com os bordos
internos recobertos com vaselina liquida (faixa de + 1 cm). Tal precaugdo foi tomada

para evitar a fuga dos individuos.
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3.2.2 Ultramorfologia

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada para o estudo
morfologico da glandula metapleural das varias castas femininas de A#ta sexdens
rubropilosa A. bisphaerica e de A. capiguara. A remogdo da glandula foi feita por meio
de dissecag@o das formigas vivas mergulhadas em fixador Karnovsky (tampao fosfato de
sodio 0,08M, pH 7.3; paraformaldeido 4% e glutaraldeido 2,1%) com o auxilio de
tesoura de dissecagdo para insetos, pingas de ponta fina e estereomicroscopio (Zeiss). Os
insetos foram previamente anestesiados com choque térmico a uma temperatura de
aproximadamente -20 °C e posteriormente imobilizados com alfinetes entomoldgicos,
em placa de Petri com mistura de cera de abelha com parafina corada.

Apos a dissecagdo, as glandulas foram transferidas para recipientes contendo o
mesmo fixador, onde permaneceram por um periodo minimo de 2 horas. Posteriormente
todo o material foi desidratado em série crescente de solugdes de alcool (70, 80, 90, 95,
100%), por 15 minutos cada, sendo que no alcool 100% foram 3 banhos. Em seguida, as
glandulas foram transferidas para uma mistura de alcool e acetona (1:1) e finalmente
acetona 100% P.A., também com duragdo de 15 minutos cada banho.

Terminada essa etapa, o material foi levado ao ponto critico (Balzers CPD/030),
para completar a desidratagdo, e adequadamente fixado em suportes cilindricos de
aluminio, com o auxilio de fita dupla face. Por meio de vaporizador (Balzers SCD 050),
as glandulas foram revestidas com ouro-paladium e levadas ao microscopio eletronico

de varredura (Jeol JMS P15) e com voltagem de aceleragdo de 15 Kv, onde foram

analisadas e fotografadas ( filme Neopan-SS-120).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todas as castas de Atta bisphaerica, A. capiguara e A. sexdens rubropilosa a
abertura da gldndula metapleural apresentou a forma de uma fenda semi-circular
localizada proxima as coxas posteriores. No caso de jardineira, forrageadora e soldado,

ndo houve diferenga entre as espécies (Figura 1), mas as rainhas de A. sexdens
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rubropilosa apresentaram o orificio de saida com aproximadamente o dobro do tamanho
do orificio de 4. bisphaerica (Figura 2). Essa diferenga ndo foi observada em rainhas de
Myrmecia gulosa e M. urens (Angus et al., 1993).

Assim como foi relatado por Schoeters & Billen (1993), a regido circunvizinha
ao orificio de saida mostrou-se lisa, sem nenhum tipo de esculturagdo, como o modelo
hexagonal tipico da reticulagdo conspicua encontrada no resto do corpo de Atfa spp.
(Figural) .

Verificou-se que a area ao redor da abertura da glindula forma uma espécie de
sulco cuja fungd@o, provavelmente, é permitir o escoamento da secre¢do em direg@o as
coxas posteriores (Figura 1), de modo que o movimento destas ultimas facilite o
espalhamento da secre¢do metapleural pelo resto do corpo, protegendo, por exemplo,
regides intersegmentais que sio mais susceptiveis a penetragdo de microrganismos
entomopatogénicos.

Nao foram encontrados pélos associados ao orificio de saida da glandula
metapleural, como no caso de Camponotus gigas, Catalacus intrudens, Crematogaster
sp., Podomyrma pulchra (Holldobler & Engel-Siegel, 1984), Crematogaster striatula
(Fanfani &Dazzini, 1991), Diacamma rugosum e D. vagans (Schoeters & Billen, 1992).

Diferente do que foi descrito para D. rugosum e D. vagans (Schoeters & Billen,
1992), que apresentaram no centro da glandula metapleural células secretoras
arredondadas e, na periferia, células alongadas ou cilindricas; as células glandulares em
Atta spp. apresentaram-se, de maneira geral, arredondadas, independente de sua
localizagdo (Figuras 3C e D, 4D, 5).

Enquanto Schoeters & Billen (1993) encontraram para A. laevigata, A.
bisphaerica, A. sexdens sexdens e A. sexdens rubropilosa, células secretoras usualmente
agrupadas em cachos de aproximadamente 20 células, neste trabalho, ndo houve
uniformidade intra ou interespecifica no numero de células por cacho nem quanto ao
numero de cachos por glandula nas diferentes castas de A. bisphaerica, A. capiguara e
A. sexdens rubropilosa (Figuras 3 e 4).

De acordo com o relatado por Schoeters & Billen (1993), as jardineiras

apresentaram um numero menor de células secretoras quando comparadas com as
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demais castas, entretanto, quando se comparou o tamanho da glandula metapleural com
o tamanho do torax, foi nas jardineiras que ela se mostrou mais desenvolvida (Figura
3A). Esta observagdo € pertinente quando analisada sob o ponto de vista funcional da
glandula metapleural, pois se for considerada uma colonia recém fundada, onde
inicialmente existe apenas a rainha e uma pequena massa micelial do fungo simbionte, e
que as primeiras operarias que emergem na coldnia sdo as minimas (Holldobler &
Wilson, 1990), serdo estes individuos os principais responsaveis pelo estabelecimento e
desenvolvimento de novos ninhos, através da liberagdo continua da secregdo da glandula
metapleural cuja fung@o € inibir o crescimento de microorganismos do solo e estimular o
desenvolvimento do fungo simbionte.

Bot & Boomsma (1996) tiveram duas interpretagdes para o tamanho
relativamente grande da glandula metapleural em operarias minor de formigas
cortadeiras. Uma € que o excesso de antibidtico produzido pelas jardineiras € usado para
protecdo do fungo simbionte diretamente contra outros microrganismos € a outra € que
as jardineiras necessitam de mais prote¢do que as outras castas, pois sua principal tarefa
¢ a limpeza do jardim de fungo, e portanto, seu contato com microrganismos € maior.

Caetano (1984) relatou que as jardineiras de 4. bisphaerica, A. capiguara, A.
laevigata e A. sexdens rubropilosa apresentaram, proporcionalmente ao tamanho do
tubo digestivo, o maior papo dentre as castas estudadas. Segundo o autor, as diferengas
encontradas de casta para casta, admitindo-se que todas t€m a mesma alimentagdo,
devem ser atribuidas as suas fungoes.

A glandula metapleural da rainha mostrou-se bastante desenvolvida (Figura 3D),
o que ndo surpreendeu, devido ao seu tamanho ( + 25 mm) e a fungdo que desempenha
na coldnia inicialmente fundada. Nessa casta, o numero de células secretoras foi superior
as 400 unidades relatadas por Schoeters & Billen (1993) (Figuras 3D e 4D). O tamanho
da glandula metapleural aumentou a medida que aumentou o tamanho do individuo,
sendo que em rainhas ela foi expressivamente maior que nas demais castas ( Figura 3).

Os resultados obtidos por Angus et al. (1993) juntamente com dados,
previamente publicados, de operarias de 13 outras espécies de formigas (Tulloch et al,,

1962; Holdobler & Engel-Siegel, 1984), permitiram aos autores, por meio de uma



Figura 1. Abertura da glandula metapleural (seta). A- jardineira (Atta sexdens
rubropilosa), B- soldado (A. capiguara) e C- forrageadora ( Atta sexdens

rubropilosa).
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Figura 2. Abertura da glandula metapleural de rainha. A- Atta bisphaerica e B- Atta

sexdens rubropilosa.
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Figura 3. Glandula metapleural de Atta sexdens rubropilosa. A- jardineira, B- forrageadora,

C- soldado e D- rainha. R- reservatdrio.
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Figura 4. Glandula metapleural de Atta sexdens rubropilosa. A- jardineira, B- forrageadora,
C- soldado e D- rainha. R- reservatdrio € gm- glandula metapleural recoberta por

tecido conjuntivo.
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Figura 5. Cachos de células secretoras da glandula metapleural de Atta sexdens

rubropilosa (soldado).



Figura 6. Superficie interna da cimara coletora. A e C- Atta bisphaerica, B e D- Atta

sexdens rubropilosa.
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analise de regressdo, obter uma correlagdo positiva e significativa entre o numero de
células da glandula metapleural e o tamanho do corpo, sugerindo que a variagdo no
tamanho da glandula € funcionalmente relacionado a area de superficie. Estes autores,
contudo, ndo apresentaram o nimero de células de cada glandula.

Além disso, Angus et al. (1993) verificaram que a rainha, tanto de M. gulosa
quanto M. urens, apresentou aproximadamente duas vezes mais células do que as
operarias, atribuindo uma fun¢@o de assepsia preventiva do local de postura. O mesmo
foi observado por Holldobler & Engel-Siegel (1984) em outros géneros, refor¢cando a
hipotese de Wilson (1980) citada por Bot & Boomsma (1996) de que os orgdos das
formigas sdo mais desenvolvidos nas castas onde sdo mais cruciais.

Em todas as castas observadas, a cdmara coletora sempre esteve recoberta pelas
células glandulares e o reservatorio esteve sempre visivel (Figuras 3, 4B e 4C). No caso
das rainhas, observou-se que a superficie interna da camara coletora € bastante irregular
e apresentou estruturas circulares perfuradas semelhantes as descritas por Tulloch et al.
(1962) (Figura 6). O mesmo deve ocorrer nas demais castas ja que morfologicamente
suas glandulas metapleurais sdo semelhantes.

As estruturas de Atta cephalotes, A. sexdens (Holldobler & Engel-Siegel, 1984),
operarias minor de A. sexdens sexdens, soldados de A. bisphaerica, rainhas de A.
laevigata, operarias e operarias minor de A. sexdens rubropilosa (Schoeters & Billen,
1993), quando comparadas com as observadas neste trabalho, demonstraram que, nas
espécies de Atta até agora estudadas, ndo ha diferengas morfologicas interespecificas

mas existe diferenga entre o tamanho da glandula metapleural nas diferentes castas.

3.4 CONCLUSOES

Nio ha diferengas ultramorfoldgicas interespecifica da glandula metapleural de
jardineiras, forrageadoras, soldados e rainhas de Ata bisphaerica, A. capiguara e A.
sexdens rubropilosa.

O tamanho da glandula metapleural aumenta a medida que aumenta o tamanho

do individuo, sendo que em rainhas ela é expressivamente maior que nas demais castas.
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As caracteristicas ultramorfologicas da glandula metapleural de 4. bisphaerica e
A. capiguara ndo mostram qualquer evidéncia que possa ser correlacionada com o

insucesso da criag@o destas espécies em laboratorio.



4 ULTRA-ESTRUTURA COMPARADA DA GLANDULA
METAPLEURAL DE RAINHAS DE Atta bisphaerica FOREL, 1908 E

Atta sexdens rubropilosa FOREL, 1908 (HYMENOPTERA:
FORMICIDAE)

RESUMO

A ultra-estrutura da glandula metapleural de rainhas (fecundadas) de Afa
bisphaerica e A. sexdens rubropilosa foi analisada por meio de microscopia eletronica
de transmissdo (MET). Os resultados mostraram a presenga de complexo de Golgi tipico
(cisternas achatadas), reticulo endoplasmatico rugoso. na forma lamelar (lamella
annullata), abundante reticulo endoplasmatico liso, mitocondrias de formas variadas
(arredondadas, longas, em anel e derivadas), vacuolos heterofagicos e peroxissomos. No
citoplasma encontrou-se a célula coletora fazendo interdigitagdes com a célula secretora.
O espago entre as células € fechado por jungGes septadas. Ndo foram observadas
diferengas ultra-estruturais entre as glandulas das espécies estudadas. O material

examinado n3o mostrou qualquer evidéncia da presenca de glicogénio no seu

citoplasma.

Palavras-chave: Atta, formiga cortadeira, glandula exocrina, ultra-estrutura
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ULTRASTRUCTURE OF METAPLEURAL GLAND OF QUEENS

OF Atta bisphaerica FOREL, 1908 AND Arta sexdens rubropilosa
FOREL, 1908 (HYMENOPTERA: FORMICIDAE)

SUMMARY

The ultrastructural characteristics of metapleural gland of Arta bisphaerica and A.
sexdens rubropilosa mated queens were observed by transmission electron microscopy
(TEM). The cytoplasm of the secretory cells was characterized by the presence of
typical Golgi apparatus (sacs and flat vesicles), rough endoplasmic reticulum (parallel
lamelae), a lot of smooth endoplasmic reticulum, many types of mitochondria (rounded,
elongated, ring-shaped and derivated), vesicles, peroxisomes and collecting cell
interlocking with secretory cell. The space between these cells is close by septate
junctions. There were no differences between glands of these species. Glycogen deposit

were not found in the cytoplasm.

Key words: Atta, exocrine gland, leaf cutter ant, ultrastructure

4.1 INTRODUCAO

A glandula metapleural estd presente na grande maioria das formigas, podendo
produzir uma substancia propria com diferente fungdo para cada espécie. Embora essa
glandula seja considerada uma caracteristica exclusiva de Formicidae, sua ultra-estrutura
tem sido, até o momento, pouco estudada.

A estrutura geral da glandula metapleural é uniforme entre muitas subfamilias,
sendo formada basicamente por um conjunto de células secretoras, cada uma contendo

dutos individualizados e por um grande reservatorio (Brown, 1968; Tulloch et al., 1962;
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Holldobler & Engel-Siegel, 1984; Billen & Van Boven, 1987; Fanfani & Dazzini, 1991;
Schoeters & Billen, 1992, 1993).

Tulloch et al. (1962) ao estudarem a ultra-estrutura da glandula metapleural de
Myrmecia nigrocincta, deram énfase ao canaliculo, considerado uma conecgdo
independente entre as células secretoras e o saco reservatorio. Segundo os autores, essa
estrutura intracelular € bem adaptada para a coleta e o transporte da secregdo
metapleural. O canaliculo percorre o interior da célula de maneira tortuosa, permitindo
atraves dos cortes ultra-finos, uma visdo tanto transversal quanto longitudinal do mesmo
( Tulloch et al., 1962; Schoeters & Billen, 1992, 1993 ). Esse duto coletor faz contatos
sinuosos, como microvilosidades, com a célula secretora e podem sofrer deformagdes de
acordo com o volume de secregdo ( Schoeters & Billen , 1992).

Em M. nigrocincta, um grande naimero de mitocondrias distribuidas em altas
concentragdes ao lado de numerosas goticulas de secre¢do ao redor do canaliculo foram
observadas por Tulloch et al. (1962). Segundo Schoeters & Billen (1992), que estudaram
a glandula metapleural de Diacamma rugosum e D. vagans, a apar€ncia e abundancia de
mitocondrias variam durante o processo secretor. Essas organelas podem apresentar-se
longas, delgadas e mais eletrondensas ou arredondadas e mais eletronlucidas.

Tulloch et al. (1962) ndo encontraram complexo de Golgi nas células da glandula
metapleural de operarias de M. nigrocincta . Entretanto, em D. rugosum e D. vagans a
presenga dessa organela foi bastante comum (Schoeters & Billen, 1992). Embora
encontrado, o complexo de Golgi ndo foi uma constante nas células da glandula
metapleural de operarias minor de A. sexdens sexdens, soldados de A. bisphaerica,
rainhas de A. laevigata, operarias e operarias minor de A. sexdens rubropilosa
(Schoeters & Billen, 1993).

O citoplasma das células secretoras de D. rugosum e D. vagans foi caracterizado
pela presenga de reticulo endoplasmatico liso bem desenvolvido (Schoeters & Billen,
1992). Em operarias de 4. sexdens rubropilosa, Schoeters & Billen (1993) encontraram
reticulo endoplasmatico rugoso bastante desenvolvido com tipica organizagdo paralela.

Os autores atribuiram a presenca dos diferentes reticulos a produgio substdncias com

volatilidade diferente.
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A secre¢do da glindula metapleural atua como uma poderosa substincia anti-
séptica que protege a superficie corporal de diferentes espécies de formigas cortadeiras e
seus respectivos ninhos contra microrganismos (Maschwitz at al., 1970; Schildknecht &
Koob, 1971; lizuka et al., 1979; Nascimento et al., 1996).

Supde-se que o insucesso das inumeras tentativas de criagdo em laboratorio de
Atta bisphaerica e A. capiguara esteja relacionado com a menor capacidade de assepsia
de suas colonias em relagdo as demais espécies do género Affa. Neste sentido, um dos
caminhos importantes a ser seguido € o estudo da glandula metapleural.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo, verificar a existéncia de
diferengas ultra-estruturais da glandula metapleural de rainhas (fecundadas) de A.

bisphaerica e A. sexdens rubropilosa.
4.2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Microscopia Eletrénica do
Departamento de Biologia, do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual

Paulista-UNESP- Campus de Rio Claro, SP.

4.2.1 Coleta de material

Rainhas fecundadas (25 mm) foram coletadas em sauveiros jovens (3-4 meses,
com panela unica) de Afta sexdens rubropilosa e A. bisphaerica, respectivamente, nos
municipios de Charqueada, SP e Conchas, SP. Com exceg¢dio de Atta sexdens
rubropilosa, o material foi identificado pela técnica de eletroforese horizontal em gel de
poliacrilamida para diferenciagio de espécies por meio de padrdes isoenzimaticos
(Augustin et al., 1998).

As coletas foram efetuadas em localidades onde a revoada ocorreu a partir do
més de outubro do ano anterior, proximas ao municipio de Piracicaba, para facilitar o
transporte e evitar o “stress” das formigas. Os ninhos foram coletados integralmente

(fungo + formigas) com o auxilio de enxada e colher, e acondicionados em potes
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plasticos de 300 ml, com tampa perfurada, permitindo assim melhor preservacdo das

rainhas.
4.2.2 Ultra-estrutura

A microscopia eletronica de transmissao (MET) foi utilizada para o estudo ultra-
estrutural do epitélio secretor da glandula metapleural de A#ta sexdens rubropilosa e Atta
bisphaerica. A remogio da glandula foi feita por meio de dissecagdo de formigas vivas
mergulhadas em fixador Kamovsky (tampdo fosfato de sddio 0,08M, pH 7,3;
paraformaldeido 4% e glutaraldeido 2,1%) com o auxilio de tesoura de disseca¢do para
insetos, pingas de ponta fina e estereomicroscopio (Zeiss). Os insetos foram previamente
anestesiados com choque térmico a uma temperatura de aproximadamente -20 °C e
posteriormente imobilizados com alfinetes entomologicos, em placa de Petri com
mistura de cera de abelha com parafina corada.

ApOs a dissecagdo, as glandulas foram transferidas para recipientes contendo o
mesmo fixador, permanecendo por um periodo minimo de 2 horas.

Apos a fixagdo o material foi lavado em tampao fosfato 0,1M, trés vezes, por 15
minutos cada banho. A seguir o material foi pos-fixado em tetroxido de 6smio (OsQO4) a
1% com tampao fosfato 0,1M por duas horas no escuro, apds o que se seguiu lavagem
em tampdo fosfato 0,1M por duas vezes, por 15 minutos cada. O material assim
preparado foi levado para solugdo de acetato de uranila a 2% ( preparada com alcool
10%), mantido por duas horas a temperatura ambiente, sendo posteriormente
encaminhado para desidrata¢do em série de acetona com concentragdes de 50, 70, 90, 95
e 100% (duas vezes nesta ultima), por cinco minutos cada banho.

Terminado esse procedimento, todo o material foi embebido em resina Epon-
Araldite mais acetona (1:1), onde permaneceu por 24 horas. Passado esse periodo, o
material foi colocado em resina pura por, no minimo, 12 horas e incluido em resina
Epon-Araldite pura, em moldes de borracha especificos, no qual foi orientado para
futuras sec¢des, e levado para estufa (+ 60 °C) por, no minimo, 24 horas, para

polimerizagdo.
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Os blocos contendo as glandulas foram cortados com o auxilio de um ultra-
micrétomo (Porter Blum), utilizando-se navalha de vidro, tanto para os cortes grossos
(0,6 um), quanto para os cortes ultra-finos (0,15 a 0,2um). Os cortes grossos foram
corados com Azur II (1%) e Azul de Metileno (1%) e os cortes ultra-finos foram
tranferidos para grades de cobre e contrastados com acetato de uranila e citrato de
chumbo, utilizando-se um contrastador (Reichert Ultrostainer Leika).

Visto que o processo de rotina ndo denuncia a presenga de glicogénio na célula,
efetuou-se o teste de Afzellius com parte do material. Nesta técnica, os cortes ultra-finos
foram recolhidos em grade de cobre e tratados com solugio de acido tanico (1% em agua
destilada) por 30 minutos. Posteriormente, o material foi lavado com agua destilada e
corado com acetato de uranila ( 4% em agua destilada) por 1 hora. As grades foram
novamente lavadas com agua destilada, secas e examinadas sem qualquer contrastagio.

As liminas com os cortes grossos foram examinadas em microscopio Optico

(Zeiss) e as grades de cobre foram examinadas e fotografadas ao microscdpio eletronico
de transmiss@o (Philips CM100).

4. 3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O epitélio secretor da glandula metapleural de A#ra bisphaerica e A. sexdens
rubropilosa € composto por células secretoras com intima associagdo com c€lulas
coletoras (Figuras 1 e 8). Cada célula coletora € constituida de uma porg¢do que se coloca
no interior da célula secretora, contudo sem estar dentro desta. Isto quer dizer que nas
interdigitagcOes de contato entre as duas c€lulas existe espago intercelular (Figura 2A e
B). Esta por¢do continua como um duto coletor que desemboca no reservatorio (Capitulo
3).

Embora esse duto ndo seja uma organela intracelular da célula secretora, como
foi considerado por Tulloch et al. (1962), Schoeters & Billen (1992) e Schoeters &
Billen (1993), foi possivel visualiza-lo transversal e longitudinalmente (Figuras 2, 3A e
C), pois a célula faz uma invaginagdo com a célula secretora de maneira a permitir um

contato maior e mais intimo. Isto também € conseguido, e ampliado, pelas
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microvilosidades de ambas as células (Figuras 3B e D, 8B). O caminho percorrido por
esta por¢do € sinuoso (Figura 8A) o que permite, em certas circunstancias, a visualiza¢do
de cortes transversais e longitudinais na mesma célula secretora.

O citoplasma da célula secretora possui um grande nimero de mitocondrias ao
redor da célula coletora (Figura 1B, 8B, 9A) o que indica a alta demanda energética
nessa regido. Segundo Tulloch et al. (1962), provavelmente as préprias mitocondrias
estariam envolvidas na sintese de goticulas da secreg¢@o e o transporte ativo, mais do que
a permeabilidade passiva, seria o mecanismo responsavel pela transferéncia dos
produtos da secreg@o da célula secretora para a célula coletora.

As mitocondrias apresentam formas arredondadas, alongadas e em forma de anel
(Figuras 4, 5A, 10A). Algumas delas possuem cristas tubulares (Figura 5B) cuja
presenca caracteriza células com produgdo de esteroides.

Também observou-se estruturas semelhantes as descritas por Caetano (1998)
quando estudou a glandula pos-faringea de Dinoponera australis. O autor as denominou
de mitocondrias derivadas pois essas estruturas sugeriram mitocondrias transformadas,
muito grande, com alta eletrondensidade e com arranjo delicado de membrana no seu
interior (Figuras 5C e D).

Apresentando-se como aglomerados ao redor do nuacleo, o reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) € bastante desenvolvido, sempre no arranjo de lamelas
paralelas, que lembram as lamellae anmullata, com grande quantidade de ribossomos
aderidos a sua membrana (Figura 6A, 9B). Em alguns casos o RER encontra-se dentro
de invagina¢des das membranas nucleares (Figura 6B).

Schoeters & Billen (1993) também encontraram reticulo endoplasmatico rugoso
bastante desenvolvido em operarias de A. sexdens rubropilosa, e Nascimento et al.
(1996), por meio de espectrometria infra-vermelho e teste de ninidrina, verificaram que
a secrecdo metapleural de operarias e soldados de A. sexdens rubropilosa contém
principalmente proteinas. Esses dados juntamente com os resultados deste trabalho
comprovam a sintese de proteinas pelas células da glandula metapleural.

O reticulo endoplasmatico liso (REL) € muito mais abundante que o RER e

encontra-se disperso por todo citoplasma (Figuras 7A e B, 10A). Sabe-se que o REL esta
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envolvido na biossintese de lipidios e que sua quantidade na c€lula € indicativo de sua
fungdo. O complexo de Golgi possui forma tipica de cisternas achatadas com vesiculas
nas extremidades (Figura 7D, 9A).

Estudando a glandula salivar do quarto estagio larval de Neoponera villosa, Zara
(1998) encontrou reticulo endoplasmatico liso apenas em células com complexo de
Golgi tipico e reticulo endoplasmatico rugoso lamelar, associando sua presenga com
diferentes estados fisiologicos da c€lula.

Tal como identificado por Caetano (1998) na glandula pds-faringea de
Dinoponera australis, a presenga de grande quantidade de vacuolos heterofagicos
(Figura 7C, 10B) deve estar associada a reciclagem de material celular. Tais vactolos
podem ser lisossomos como o verificado por Falco (1992) para a glandula pds-faringea
de Camponotus rufipes, contudo, no presente trabalho nédo foi realizada a técnica para a
detecgdo desta organela ao microscopio eletronico de transmissdo (MET).

A existéncia de granulos com diferentes eletrondensidades (Figura 7C) mostra a
produgdo de diferentes secreg¢oes. Segundo Zara (1998), no lumen da glandula salivar do
quarto estagio larval de Neoponera villosa, ocorrem dois tipos de secre¢do, o primeiro
tipo, menos comum, eletrondenso, e o segundo, mais comum, formado por vesiculas de
secrec¢do eletronlicidas.

Em geral, as glandulas exdcrinas sdo ricas em organelas e podem apresentar
inimeras inclusdes multilamelares (figuras mielinicas) (Figura 10C) as quais
correspondem, provavelmente, a material de secre¢do que sera liberado por entre as
microvilosidades (Billen, 1991 citado por Caetano, 1998).

Além dessas organelas, foram encontrados peroxissomos (Figura 10D) que,
segundo Alberts et al. (1997) citado por Caetano (1998), por meio de suas catalases
utilizam o perdxido de hidrogénio para a oxidagdo de grande variedade de substratos
(fendis, acido formico, formaldeido e alcool) e cujo objetivo principal € a quebra dos
acidos graxos. Desse modo, os peroxissomos podem estar envolvidos na produgdo dos
compostos (identificados no Capitulo 5) que fazem parte da secre¢do metapleural das

espécies de Atta aqui estudadas e que sdo produtos de reagdes oxidativas.
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Figura 1. Atta bisphaerica. A- vista geral do epitélio secretor mostrando cortes de
células coletoras (CC) no interior de células secretoras (CS). (1850x) B- célula secretora
tipica (CS) mostrando corte do nucleo (N), mitocOndrias (M), vacuolos heterofagicos
(V) e corte obliquo da célula coletora (CC). (3480x)
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Figura 2. Atta bisphaerica. A- corte transversal do duto coletor (D). (23220x) B- corte
transversal do duto coletor (D), (35260x) C- grupos de dutos coletores proximos
ao reservatorio. (4940x) M - mitocdndria, CG- complexo de Golgi, JS - jungéo

septada.
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Figura 3. Atta bisphaerica. A- célula secretora (CS) mostrando corte da célula coletora
(CC) e corte longitudinal do duto coletor (D). (4940x) B- detalhe de
microvilosidades (MI) da célula coletora. (11390x) C - corte longitudinal do
duto coletor (D). (4940x) D - célula secretora mostrando corte do nucleo (N) da

célula coletora e suas microvilosidades (MI). (11390x)
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Figura 4. Tipos de mitocondrias (M) encontradas na célula secretora de Ata
bisphaerica. A- arredondadas e alongadas. (23220x) B - em anel.(MA) (8380x)
C, D e E - sequéncia da formag@o das mitocondrias em anel. Observe que parte
do citoplasma € englobado por elas. (49450x) RL -reticulo endoplasmatico

liso, F- figura mielinica.



Figura S. Tipos de mitocondrias (M) encontradas na célula secretora de Atta
bisphaerica. A- em anel. (MA) (19780x) B - arredondadas (M). Observe a
presenca de cristas tubulares. (36120x) C - presenga de arranjos membranosos
delicados (setas) no interior da denominada mitocondria derivada (MD).

(45150x) D - detalhe dos arranjos membranosos da figura anterior. (133300x)
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Figura 6. Atta bisphaerica. A - vista geral do citoplasma da célula secretora mostrando

reticulo endoplasmatico liso (RL), reticulo endoplasmatico rugoso (RR),
vacuolo heterofagico (VH) e mitocOndria (M). (35260x) B - detalhe do nucleo
(N) de uma célula secretora (CS) mostrando dois nucléolos (NU) grandes e
invagina¢des das membranas nucleares contendo reticulo endoplasmatico

rugoso (RR). (8810x)



Figura 7. Citoplasma da célula secretora de Atta bisphaerica. A e B - detalhe do reticulo
endoplasmatico liso (RL). (23220x e 58050x) C - vacuolos heterofagicos (VH)
e granulos (GR) com diferentes eletrondensidades. (8380x) D - complexo de
Golgi tipico (CG) com cisternas achatadas e vesiculas nas extremidades

circundado por um grande numero de mitocondrias (M). (35260x)



Figura 8. Atta sexdens rubropilosa. A - célula secretora tipica (CS) mostrando corte do
nucleo (N) e cortes obliquos da célula coletora (CC). (2400x) B - detalhe do
citoplasma da célula secretora mostrando microvilosidades (MI) da célula

coletora circundada por mitocondrias (M). (18060x) MT- microtubulo



Figura 9. Detalhe do citoplasma da célula secretora de Arta sexdens rubropilosa. A-
nicleo (N), mitocondrias (M), complexo de Golgi (CG) tipico, vaciolos
heterofagicos (VH) e célula coletora (CC). (18060x) B - reticulo
endoplasmatico liso (RL), reticulo endoplasmatico rugoso (RR) e mitocondria

(M). (45150x)



Figura 10. Detalhe do citoplasma da célula secretora de Atta sexdens rubropilosa. A e B-
reticulo endoplsmatico liso (RL), mitocondrias (M) e vactolos heterofagicos
(VH). (23220x) C - detalhe de uma figura mielinica (F). (49450x) D-

peroxissomo (P) proximo a mitocddrias (M). (92450x)
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O material no qual foi aplicada a técnica de Afzellius ndo mostrou qualquer

evidéncia da presenca de glicogénio no seu citoplasma.

4. 4 CONCLUSOES

A glandula metapleural de rainhas fecundadas de Atta bisphaerica e A. sexdens

rubropilosa apresenta grande atividade de biossintese de proteinas e lipidios.

Nado ha diferengas ultra-estruturais da glandula metapleural de rainhas

fecundadas de Atta bisphaerica e A. sexdens rubropilosa.



5 COMPOSICAO QUIMICA DA SECRECAO DA GLANDULA
METAPLEURAL DE Atta bisphaerica FOREL, 1908 E Atta capiguara
GONCALVES, 1944 (HYMENOPTERA: FORMICIDAE)

RESUMO

Utilizando a técnica de cromatografia em fase gasosa e espectrometria de massas
(GC-MS), a composigdo quimica da secre¢do metapleural de jardineiras, forrageadoras e
rainha de Atta bisphaerica e forrageadoras de A. capiguara foi analisada. Na primeira
espécie, além de um éster, foram encontrados acido fenil acético, f-hidroxiacidos e
hidrocarbonetos insaturados, que foram relacionados com a atividade microbiana da
secre¢do. Diferengas qualitativas foram observadas entre as duas espécies e comparadas
com a secregdo de outras A#fa spp. . A auséncia do acido indolacético em ambas espécies

foi relacionada com desenvolvimento do fungo simbionte.

Palavras-chave: cromatografia de gases, espectrometria de massas, formigas

cortadeiras, glandula exocrina
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CHEMICAL COMPOSITION OF METAPLEURAL GLAND
SECRETION FROM Atta bisphaerica FOREL, 1908 AND Atta
capiguara GONCALVES, 1944 (HYMENOPTERA: FORMICIDAE)

SUMMARY

The chemical analyses of the secretions of the metapleural glands of minor
workers, workers and queen of Atfa bisphaerica and workers of A. capiguara were
carried out by using a gas cromatography-mass spectrometry (GC-MS) technique. In A.
bisphaerica, beside an ester, were found phenylacetic acid, P-hidroxyacids and
unsaturated hidrocarbons which were related with antimicrobial activity of metapleural
secretion. There were qualitative differences in the acidic composition of secretion
between both species which were compared with other Affa spp. . The absence of

indoleacetic acid in A. bisphaerica and A. capiguara was related with the growth of

symbion fungus.

Key words: gas chromatography, exocrine gland, leaf cutter ant, mass spectrometry

5.1 INTRODUCAO

Em varias espécies de formigas a glandula metapleural produz uma secre¢do
antibidtica que protege a superficie do corpo do inseto e seu ninho, inibindo o
crescimento de bactérias (Maschwitz et al., 1970; Schildknecht & Koob, 1971; lizuka et
al., 1979; Veal et al., 1992; Mackintosh et al., 1995; Nascimento et al., 1996), o
crescimento micelial e a germinagdo de esporos de fungos (Maschwitz et al., 1970;

Schildknecht & Koob, 1971, Beattie et al., 1985; Beattie et al., 1986; Nascimento et al.,
1996).
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Em algumas situagdes, onde a secrecdo metapleural inibiu a germinagdo ou
diminuiu a qualidade de graos de polen, alguns autores procuraram relacionar o fato com
algum propdsito evolutivo ( Beattie et al., 1985; Peakall et al., 1990; Ramsey, 1995).
Outras hipoteses, como a fun¢do de feromodnio territorial (Jaffe & Puche, 1984,
Cammaerts & Cammaerts, 1998) e feromonio de alarme (Maschwitz et al., 1970;
Maschwitz, 1974; Baiocco & Cunha, 1992), foram demonstradas e discutidas.

Veal et al. (1992) encontraram dois tipos de secre¢io em Myrmecia gulosa:
leitosa e clara, mas ndo observaram diferengas nas suas propriedades microbianas. Os
autores associaram a secrecdo leitosa, mais viscosa, a natureza lipoidea da mesma, que
pode apresentar uma interagdo com as ceras epicuticulares do corpo das formigas,
prevenindo, desse modo, epizootias dentro da colonia. Essa mesma coloragdo branco-
leitosa foi relatada para a secre¢do metapleural de A. sexdens rubropilosa, A. cephalotes
e Acromyrmex octospinosus (Nascimento et al., 1996).

A natureza quimica dos agentes antimicrobianos na secre¢do metapleural ndo
tem sido claramente identificada (Mackintosh et al., 1995).

Fanfani & Dazzini (1991) relataram varios trabalhos envolvendo a analise
quimica dessa secre¢do:

- Em Arna sexdens identificaram-se os acidos fenilacético (Maschwitz et al.,
1970; Schildknecht & Koob, 1971, 1973), indolacético (Schildknecht & Koob, 1970,
1971, 1973), B-hidroxi-hexanoico, -hidroxioctandico e D-B-hidroxidecanoico
(mirmecacina) (Schildknecht & Koob, 1971).

- A secreg¢do de Myrmica laevinodis foi caracterizada pela presenga dos acidos
fenilacético, D-B-hidroxidecandico (mirmecacina) (Schildknecht & Koob, 1971) e
indolacético (Schildknecht & Koob, 1970, 1971), sendo que os dois primeiros foram
identificados também em Messor barbarus e os dois ultimos em Acromyrmex sp.
(Schildknecht & Koob, 1971).

Varios compostos fenolicos, incluindo 3-propilfenol, 3-pentilfenol, 3,4-dihidro-
8-hidroxi-3-metilisocumarina (meleina), 5-propilresorcinol e 5-pentilresorcinol, foram

encontrados na secre¢do metapleural de Crematogaster difformis (Attygalle et al., 1989).
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Os resultados de Mackintosh et al. (1995) indicaram que a secreg¢do de Myrmecia gulosa
€ rica em acidos carboxilicos mas que ndo foram identificados.

O acido fenilacético foi o principal componente detectado na secre¢ao
metapleural de operarias e soldados de Atta sexdens rubropilosa e A. cephalotes.
Também foram encontrados outros acidos como o indolacético, [3-hidroxidecanodico
(mirmecacina), 3-hidroxi-octanoico e B-hidroxidodecanoico, sendo que os trés ultimos
nao foram observados em operarias de A. cephalotes (Nascimento et al., 1996). Os
mesmos autores constataram a presenc¢a dos acidos [3-hidroxidecanoico e indolacético e
auséncia do acido fenilacético na secre¢d@o de Acromyrmex octospinosus.

O acido indolacético € um hormodnio reconhecido como a principal auxina das
plantas superiores, sendo utilizado como regulador de crescimento, atuando no
alongamento celular (Ferri, 1986). Schildknecht & Koob (1971) mostraram que,
enquanto o acido fenilacético inibiu o crescimento bacteriano no jardim de fungo de 4.
sexdens, o acido indolacético manteve seu crescimento micelial. Portanto, apenas o
fungo simbionte seria capaz de progredir na funda¢do de uma nova colonia porque ele €
trazido como micélio pela rainha apos o voo nupcial. Todos os outros fungos

introduzidos como esporos permaneceriam sem se desenvolver. Nascimento et al. (1996)

Em A. cephalotes e A. sexdens rubropilosa foram encontrados em média,
respectivamente, 0,01 e 0,95ug de secre¢do/operaria maxima e 0,20 e 0,95ug de
secre¢do/soldado (Nascimento et al.,, 1996). Enquanto Maschwitz et al. (1970)
encontraram 1,4 pg de acido fenilacético por operaria de A. sexdens, Nascimento et al.
(1996) obtiveram 0,54 ug/ operaria maxima e 0,82 pg/ soldado de A. sexdens

rubropilosa, sugerindo que a diferen¢a nos resultados residiu na incompleta remog¢ao da

secre¢do pelo método empregado.

Pequenas quantidades de certos acidos graxos de cadeia longa tém demonstrado

& Johnson, 1992; Ribeiro et al., 1998 ).
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O fungo simbionte cultivado por Afta sexdens teve seu desenvolvimento
fortemente inibido por uma mistura de acidos graxos, que ao serem separados por
fracionamento perderam ou diminuiram essa atividade. Provavelmente a inibigio
observada foi consequiéncia da a¢@o conjunta de alguns dos compostos e ndo de uma
unica substancia (Ribeiro et al.,1998). O mesmo se aplica para outras secregdes como,
por exemplo, feromonios, onde diferentes propor¢des dos mesmos compostos resultam
em diferentes misturas com diferentes fungdes em diferentes insetos (Salzemann et al.,
1992).

O modo de agdo da secre¢do metapleural sobre microorganismos tem sido pouco
explorado. Wang & Johnson (1992) relataram que acidos graxos poli-insaturados inibem
organismos através da auto-oxidagio e formacdo de peroxidos e radicais. Em algumas
bactérias a membrana citoplasmatica € o primeiro sitio de a¢do da secre¢do metapleural,
que provoca a perda da permeabilidade seletiva (Wang & Johnson, 1992; Mackintosh et
al., 1995).

Acredita-se que uma das provaveis causas do insucesso das inumeras tentativas
de criagdo de A4. bisphaerica e A. capiguara, em laboratorio, reside no fato de que a
secre¢do da glandula metapleural dessas espécies ndo atue de forma tao eficiente, como
nas demais espécies de saivas até agora estudadas. Portanto, este trabalho teve como
objetivo analisar quali-quantitativamente a composi¢@o quimica da secre¢@o da glandula

metapleural dessas espécies.

5. 2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Microscopia Eletronica do
Departamento de Biologia, do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual
Paulista-UNESP- Campus de Rio Claro, SP e no Departamento de Biologia de

Organismos, da Universidade Simon Bolivar - Caracas, Venezuela.



5.2.1 Coleta de material

Rainhas fecundadas (25 mm), forrageadoras (10 mm) e jardineiras (3 mm) foram
coletadas em sauveiros jovens (3-4 meses, com panela unica) de Aita spp. cortadoras de
gramineas, no municipio de Conchas, SP. O material foi identificado pela técnica de
eletroforese horizontal em gel de poliacrilamida para diferenciagido de espécies por meio
de padrdes isoenzimaticos (Augustin et al., 1998).

Forrageadoras de 4. capiguara foram coletadas em sauveiros adultos. Ndo foram
coletados soldados (15 mm), pois os mesmos ndo foram encontrados na €poca de coleta.

As coletas foram efetuadas em localidades onde foi registrada a ocorréncia de
revoadas a partir do més de outubro, do ano anterior, proximas ao municipio de
Piracicaba, para facilitar o transporte e evitar o “stress” das formigas.

Todas as formigas, assim obtidas, foram encaminhadas vivas para o laboratdrio.
No caso dos ninhos jovens, esses foram coletados integralmente (fungo + formigas) com
o auxilio de enxada e colher, e acondicionados em potes plasticos de 300 ml, com tampa
perfurada, permitindo assim melhor preservagdo do material vivo, principalmente no que
diz respeito as rainhas. Do material obtido de sauveiros adultos, acondicionou-se apenas
as formigas (+ 50/recipiente) em potes plasticos de 300 ml, com os bordos internos

recobertos com vaselina liquida (faixa de + 1 cm) para evitar a fuga dos individuos.
5.2.2 Cromatografia em fase gasosa e espectrometria de massas (GC-MS)

A remogdo da glandula e do reservatorio foi feita por meio de dissecagdo de
formigas vivas, com o auxilio de tesoura de dissecagdo para insetos, pingas de ponta fina
e estereomicroscopio (Zeiss), porém fora de qualquer meio liquido, a seco. Os insetos
foram previamente anestesiados com choque térmico a uma temperatura de
aproximadamente -20 °C e posteriormente imobilizados com alfinetes entomoldgicos,
em placa de Petri com mistura de cera de abelha com parafina corada. Foram dissecadas

50 rainhas, 150 forrageadoras e 200 jardineiras de cada espécie.
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Apos a dissecagdo de cada individuo, suas glindulas e reservatorios
(acompanhados de restos de tegumento, musculos e corpos gordurosos) foram
transferidas para frascos de vidro (Hewlett-Packard-2 ml) contendo 0,5 ml de hexano
P.A. [CH3(CH)4CHj3]. Cada frasco foi lacrado com tampa de aluminio, revestida com
septo de borracha para evitar vazamentos, utilizando-se um lacrador (Hewlett-Packard).
Para neutralizar a interferéncia de contaminantes, na analise dos resultados, apos o
processamento das amostras, foi montado um frasco contendo apenas o solvente (prova
em branco) e frascos contendo solvente mais restos de tegumento, musculos e corpos
gordurosos (uma amostra/casta/espécie).

Todos os frascos foram devidame nte identificados e enviados para a Universidade
Simon Bolivar (Caracas-Venezuela), onde foram efetuadas as analises cromatograficas.

Por meio de fluxo moderado de nitrogénio, os extratos foram concentrados até
que seus volumes fossem reduzidos a, aproximadamente, 20ul. Seguiu-se 0 mesmo
procedimento com o solvente puro. Com o objetivo de derivatizar os hidroxiacidos
presentes fo1 necessario acrescentar aproximadamente 500 ul de BFs/Metanol, aquecer a
60 °C durante 5 minutos, em seguida, resfriar e acrescentar 500 ul de agua para separar a
fase orgdnica. Desses extratos concentrados, fragdes de 1ul foram sequiencialmente
injetadas no sistema cromatografico em fase gasosa (Perkin Elmer Autosystem 2000)
composto de espectrometro de massas (Qmass-910/GC-MS) e integrador (Qmass-910)
com sistema de analise de dados. Todas as variaveis instrumentais do sistema
cromatografico foram ajustadas de acordo com Nascimento et al. (1996), sendo a
identificagdo dos compostos feita por comparagdo direta a biblioteca de compostos

obtida junto a NIST-EPA-MSCD (1994) e confirmadas na literatura especializada.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAQ

Todos os exemplares obtidos de sauveiros novos foram identificados como 4.

bisphaerica.
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A secre¢do da glandula metapleural de Arta capiguara e A. bisphaerica
apresentou colora¢do branco-leitosa similarmente ao que foi observado por Veal et al.
(1992) e Nascimento et al. (1996).

Com relagdo a composi¢do quimica da secre¢do metapleural, em A. capiguara
identificou-se apenas o acido fenilacético, enquanto em A. bisphaerica foram
encontrados os acidos fenilacético, f-hidroxidecandico (mirmecacina) e f-
hidroxidodeconodico (Tabela 1). Em ambas espécies, verificou-se a auséncia do acido
indolacético, um dos componentes encontrado na secre¢do de 4. sexdens rubropilosa
(Schildknecht & Koob, 1970, 1971, 1973; Nascimento et al,, 1996) e que segundo
Schildknecht & Koob (1971) tem importante fun¢do no crescimento micelial do fungo
simbionte.

Dessa forma, a auséncia do acido indolacético na composi¢do da secregdo
metapleural de 4. capiguara e A. bisphaerica pode explicar a pouca quantidade de
fungo e a grande quantidade de material vegetal cortado encontrados nos ninhos dessas

especies quando comparados com o existente em ninhos de A. sexdens rubropilosa.

Tabela 1. Composi¢do quimica da secre¢do metapleural de diferentes castas de Atta

bisphaerica e forrageadoras de A. capiguara.

Componentes da secregdo  Atta capiguara Atta bisphaerica
(ng/ individuo) Forrageadora  Jardineira Forrageadora  Rainha
Acido fenilacético 46,7 425 50,0 11.980,0
Acido B-hidroxidecanoico 0,0 17,5 20,0 2.870,0
Acido B-hidroxidodecandico 0,0 2,5 30,0 2.100,0
Pentacoseno 0,0 10,0 47,0 340,0
Heptacoseno 0,0 425 1270 920,0
Nonacoseno 0,0 0,0 0,0 210,0
Butilpalmitato 0,0 0,0 0,0 260,0

Provavelmente a presenga de penta, hepta e nonacoseno na secre¢do de A.

bisphaerica (Tabela 1) auxilia o acido fenilacético na prote¢do do corpo das formigas
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por meio de sua atividade antimicrobiana, uma vez que hidrocarbonetos ndo sdo
tacilmente digeridos pela maioria dos microrganismos (Bagneres & Morgan, 1991).

Segundo Cabrera', o butilpalmitato pode ser algum intermediario quimico
derivado do acido palmitico que esta sempre presente em todos os tecidos, de todos os
insetos com que se tem trabalhado. Sua presenga pode estar relacionada com algum
processo de biossintese e o fato de ser encontrado apenas na rainha € atribuido ao maior
tamanho desse individuo.

Com os resultados obtidos da analise quali-quantitativa da secre¢d@o metapleural
de forrageadoras de 4. capiguara nio é possivel inferir a respeito das demais castas da
mesma espécie. Entretanto, se for feita uma analogia com as castas de A. bisphaerica,
apenas a presen¢a do acido fenilacético na secreg¢do de A. capiguara talvez nao seja
suficiente para manter o bom desenvolvimento do fungo e proteger os individuos da
colonia, fazendo com que essa espécie torne-se menos competitiva do que outras sativas
encontradas na mesma regiao.

Quantitativamente os resultados obtidos para forrageadoras de A. capiguara e A.
bisphaerica com relagdo ao acido fenilacético diferiram dos relatados por Maschwitz et
al. (1970) para A. sexdens e Nascimento et al. (1996) para A. sexdens rubropilosa e A.
cephalotes, demostrando a existéncia de uma grande variabilidade entre espécies.

Embora com tamanho trés vezes menor do que as forrageadoras, as jardineiras de
A. bisphaerica produziram quantidade semelhante de acido tenilacético por individuo
(Tabela 1). Esse fato € justificado pela fungdo primaria que essa casta desempenha

dentro da colonia e pode estar associado aos resultados obtidos e discutidos no Capitulo

3 deste trabalho.

' CABRERA. AC. G. Comunicagdo pessoal. 2000.
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5.4 CONCLUSOES

O acido fenilacético é o unico componente da secregdo metapleural de

forragedoras de Atta capiguara.

A secre¢io metapleural de forragedoras de A. capiguara, jardineiras,

forragedoras e rainhas de A. bisphaerica ndo contém acido indolacético



6 CONCLUSOES GERAIS

Nao ha diferengas ultramorfologicas interespecifica da glandula metapleural de

jardineiras, forrageadoras, soldados e rainhas de Affa bisphaerica, A. capiguara e A.

sexdens rubropilosa.

O tamanho da glandula metapleural aumenta a medida que aumenta o tamanho

do individuo, sendo que em rainhas ela é expressivamente maior que nas demais castas.

As caracteristicas ultramorfoldgicas da glandula metapleural de 4. bisphaerica e

A. capiguara ndo mostram qualquer evidéncia que possa ser correlacionada com o

insucesso da criagdo destas espécies em laboratorio.

Nao ha diferencas ultra-estruturais da glandula metapleural de rainhas

fecundadas de Atta bisphaerica e A. sexdens rubropilosa.

A glandula metapleural de rainhas fecundadas de Affa bisphaerica e A. sexdens

rubropilosa apresenta grande atividade de biossintese de proteinas e lipidios.

O acido fenilacético é o unico componente da secrecdo metapleural de

forragedoras de Atta capiguara.

A secregdo metapleural de forragedoras de A. capiguara, jardineiras,

forragedoras e rainhas de A. bisphaerica ndo contém acido indolacético
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