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RESUMO

As formigas-cortadeiras, pertencentes ao género Atta e Acromyrmex, sdo insetos dominantes
da regido Neotropical. Essas formigas coletam materiais vegetais que servem de substrato
para o crescimento de seu fungo simbionte Leucogaricus gongylophorus. Esses insetos sdo
chamados de eussociais e, portanto, possuem castas reprodutivas e estéreis, cuidado com a
prole e sobreposi¢do de geragdes. Por serem insetos holometabolos, apresentam as seguintes
etapas de desenvolvimento: ovo, larva, pupa, imago recém-emergido e imago adulto. Em seu
sistema excretor, o 6rgdo mais importante sdo os tubulos de Malpighi: filamentos delgados e
longos que estdo localizados na parte posterior do gaster. O objetivo da presente pesquisa foi
caracterizar morfologicamente, a partir de microscopia Optica e eletronica de varredura, os
tabulos de Malpighi de Atta sexdens em diferentes fases de desenvolvimento. Os grupos
definidos para esse estudo foram: larva, pupa de olho escuro e imago adulto. Para anélise
morfologica, os tibulos de Malpighi foram dissecados sob estereomicroscopio e o material
foi processado de acordo com as etapas de rotina para microscopia optica, em que foram
corados com hematoxilina-eosina, e para microscopia eletronica de varredura. As técnicas
histolégicas utilizadas permitiram comparar a morfologia dos tibulos de Malpighi nas
diferentes fases de desenvolvimento desta espécie de formiga-cortadeira. Verificou-se que o
tamanho e o numero de tubulos variam nos diferentes estdgios de desenvolvimento e que o
intestino posterior estd ausente no estdgio larval. Estudos de base acerca dos 6rgdos internos
dessa espécie de formiga podem contribuir para o esclarecimento de seu sistema excretor e
suas fungdes durante o desenvolvimento desse inseto.

Palavras-chave: formigas-cortadeiras; sistema excretor; insetos holometabolos; andlise
morfologica.



ABSTRACT

Leaf-cutting ants, which belong to the genus Atfta and Acromyrmex, are dominant insects in
the Neotropical region. These ants collect plant materials that serve as a substrate for the
growth of their symbiotic fungus Leucogaricus gongylophorus. These insects are called
eussocial and therefore, have reproductive and sterile castes, care for offspring, and
overlapping generations. Because they are holometabolous insects, they present the following
stages of development: egg, larva, pupa, newly emerged imago and adult imago. In its
excretory system the most important organ are the Malpighian tubules, which are thin and
long filaments located in the rear end of the gaster. The objective of this research is to
characterize, morphologically, using optical and scanning electron microscopy, the
Malpighian tubules of Atta sexdens in different stages of development. The groups defined
for this study were: larva, dark-eyed pupa and adult imago. For morphological analysis,
Malpighian tubules were dissected under a stereomicroscope and the material was processed
according to the routine steps for optical microscopy, in which they were stained with
hematoxylin-eosin, and for scanning electron microscopy. The histological techniques used
make it possible to compare the morphology of the Malpighian tubules in the different stages
of development of this species of leafcutter ant. It was found that the size and number of
tubules vary at different stages of development and that the posterior intestine is absent in the
larvae stage. Basic studies on internal organs of this type of form can contribute to the
understanding of its excretory system and its functions during the development of this insect.

Key-words: Leaf-cutting ants; excretory system; holometabolous insects; morphological
analysis.
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1 INTRODUCAO

Constituindo o maior grupo de animais existentes atualmente, com aproximadamente
um milhdo de espécies, os insetos sdo invertebrados com grande sucesso evolutivo e, devido
as suas capacidades adaptativas, ocupam todos os ecossistemas terrestres, habitando a
vegetacdo, locais umidos e até o corpo de outros animais (GULLAN & CRANSTON, 2000;
TRIPLEHORN & JOHNSON, 2005).

As formigas sdo insetos dominantes da regido Neotropical, habitam diferentes
ambientes terrestres, exceto os pélos e em altitudes de até 2.500 metros. Segundo o catalogo
Mundial de Bolton, mais de 16.000 espécies e 283 géneros de formigas foram catalogadas
(HOLLDOBLER; WILSON, 1990; AntWeb, 2020).

A familia Formicidae agrupa 17 subfamilias, a subfamilia Myrmicinae é a mais
diversa, compreende 6.772 espécies, 143 géneros e 6 tribos. Dentre elas, a maior é a tribo
Attini, que inclui a subtribo Attina, constituida por 17 géneros de formigas cultivadoras de
fungo. Dentre os géneros, trés deles s@o considerados os mais derivados, Afta, Acromyrmex e
Amoimyrmex, com ninhos grandes contendo milhares de operarias, cultivam seu fungo
simbionte utilizando material vegetal fresco como substrato. Devido ao comportamento de
corte de material vegetal, esses trés g€neros s@o conhecidos popularmente como
formigas-cortadeiras ou satvas (WARD et al., 2014; BACCARO et al., 2015; WARD
AntWeb, 2020; CRISTIANO et al., 2020).

As formigas-cortadeiras desempenham um papel importante no ecossistema, em
termos de diversidade, fluxo de energia e ciclagem de nutrientes. O forrageamento das
formigas a procura de folhas frescas e a criacdo dos formigueiros alteram as propriedades do
solo, melhorando a aeragcdo e drenag@o que, consequentemente, otimiza a penetracdo de
raizes, e também aumenta a gama de mineralizacdo de nutrientes e matéria organica
(HOLLDOBLER; WILSON, 1990; PERFECT; VANDERMEER, 1993; DELLA LUCIA,
2014; WILSON, 1971).

Consideradas como “pragas agricolas”, as sauvas sdo assim chamadas pelos
agricultores por apresentarem forte atividade de corte de materiais vegetais frescos. As perdas
econdmicas ocasionadas pelas formigas podem atingir bilhdes de dolares, segundo
estimativas globais. Para controlar essa grande perda, o método mais eficaz utilizado
atualmente, é o controle quimico, seja por nebulizagdo ou por iscas toxicas. Mas, devido a alta

toxicidade nido-seletiva, alguns inseticidas foram proibidos em paises da América Latina
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(HOLLDOBLER; WILSON, 1990; NOGUEIRA-NETO, 1997; SILVA, 2006;
MONTOYA-LERMA et al., 2012; DELLA LUCIA, 2014;).

Diversos estudos buscam métodos alternativos de controle capazes de minimizar os
prejuizos causados pelas formigas-cortadeiras, dentre eles estdo o controle biologico, controle
microbiologico e controle quimico com compostos menos agressivos ao ambiente, como
extratos vegetais por exemplo. Estudos bésicos que investigam a morfologia externa e interna
e os padrdes comportamentais desses insetos podem contribuir para o entendimento dessa
sociedade complexa, possibilitando discussdes acerca do tema no meio cientifico e, até, o
surgimento de novas estratégias de controle (BOARETTO; FORTI, 1997; DELLA-LUCIA,
2014; BRITTO et al., 2016).

1.1 Insetos sociais

Os insetos eussociais, como formigas, algumas vespas, cupins e abelhas apresentam
castas reprodutivas e estéreis, sobreposi¢do de geragdes, divisdo de trabalho e cuidado com a
prole. Viver em sociedade favorece a luta pela sobrevivéncia, uma vez que facilita aspectos
como a busca por alimento, cuidado com a prole e prote¢do do ninho. Em contrapartida, a
vida em grupo favorece a disseminagdo de patogenos e, por isso, as formigas adquiriram
diferentes mecanismos de defesa, inclusive alguns comportamentos que caracterizam a
imunidade social. Na comunidade, cada individuo desempenha uma fung¢do especifica em
beneficio da colonia (HOLLDOBLER; WILSON, 1971; SCHMIDT, 1986; CAETANO, 2002;
MORGAN, 2008; OTTI et al., 2014; BACCARO et al., 2015).

As formigas-cortadeiras apresentam castas morfoldgicas, quimicas, comportamentais e
temporarias. As castas morfologicas sdo formadas por operarias polimorficas, minima, média
e grandes, divididas em castas comportamentais de acordo com as fungdes que desempenham.
A casta quimica envolve sinais quimicos emitidos entre os individuos da mesma colonia. A
casta tempordria ¢ caracterizada, na maioria das vezes, quando a formiga mais jovem trabalha
ao redor da formiga mais velha dentro do formigueiro. As colonias do género Atta podem
chegar a uma populagdo composta por milhdes de individuos, em que as operarias minimas
sdo responsaveis pela manuten¢do do jardim de fungo, as médias e grandes fazem a coleta de
material vegetal e protegem a coléonia (HOLLDOBLER; WILSON, 1990; DELLA LUCIA,
2011).

A casta reprodutiva compreende as fémeas aladas, conhecidas por rainhas ou igas, € os
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machos alados denominados bitus. Durante um certo periodo, ambos deixam os formigueiros
e acasalam no voo nupcial, também conhecido como revoada. As fémeas aladas acasalam
com 5 a 7 bitus, armazenando o liquido espermatico na espermateca, assegurando a reposicao
de ovos durante a vida da coldnia. No final da revoada, os bitus morrem e as igas retiram suas
asas para assim comecarem a cavar o solo para formagdo de um novo ninho (HOLLDOBLER
e WILSON, 1990).

Quanto ao desenvolvimento, as formigas sdo insetos holometabolos, ou seja, possuem
metamorfose completa e podem apresentar estagios de ovo, larva, pupa e adulto. Os ovos
podem ser brancos ou amarronzados; as larvas nfo possuem pernas e passam por 3 a 6
subestagios de desenvolvimento e o crescimento ocorre a cada troca do exoesqueleto. As
larvas s@o totalmente dependentes das formigas adultas e s@o alimentadas na boca pelas
operarias. Apos o estagio larval, inicia-se o estdgio de pupa, em que os individuos ja
apresentam aparéncia de formiga adulta, porém no inicio do estagio ainda sdo iméveis. E
possivel diferenciar trés estagios de pupa: olho branco, rosa e preto. Apos as fases imaturas, o

individuo que completa a metamorfose ¢ chamado de imago (BACCARO, 2015).

1.2 Relacio de simbiose e composicio do formigueiro

Todas as espécies da subtribo Attina cultivam no interior do formigueiro um jardim de
fungo, mas apenas os géneros Atta, Acromyrmex e Amoimyrmex cortam e incorporam material
vegetal fresco para alimentar o fungo simbionte. A espécie Atta sexdens cultiva em seu ninho
o fungo Leucogaricus gongylophorus, fonte alimentar da coldnia. Para isso, adquiriram ao
longo do tempo comportamentos de preparo do material vegetal a ser incorporado no jardim
de fungo. As operarias médias e grandes saem em forrageio, coletam folhas e galhos e, com
uso das pecas bucais, preparam e incorporam o material sobre o jardim de fungo. Este fungo ¢
capaz de incorporar nutrientes da biomassa vegetal para seu crescimento e, também, os
disponibiliza para formigas (SCHULTZ, 1999; DINIZ; BUENO, 2009; DINIZ; BUENO,
2010; AYLWARD et al., 2013; CRISTIANO et al., 2020).

Além das formigas fornecerem ambiente umido e substrato vegetal para o fungo,
servindo de alimento para as larvas e parte da fonte alimentar dos adultos, o fungo também se
beneficia por estar livre de outros fungos ou bactérias, porque as sauvas produzem compostos
antibioticos, e as formigas se beneficiam porque o fungo quebra as enzimas que podem causar

detoxificag@o de compostos secundarios provenientes dos materiais vegetais (LITTLEDYKE;
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CHERRETT, 1978; HOLLDOBLER; WILSON, 1990; NORTH et al., 1997; NORTH et al.,
1999; CURRIE; STUART, 2001; MUELLER, 2002).

Entre tantos animais, as formigas cultivadoras de fungo tém a mais complexa simbiose
microbiana, porque tanto a formiga quanto o fungo apresentam uma abundante comunidade
de microrganismos associados com fun¢des nutricionais. Muitas bactérias estdo presentes no
trato digestivo das formigas, podendo ser responsaveis pela producdo de antibidticos. A
comunidade bacteriana difere entre os taxons das formigas, niveis tréficos e diferentes érgéos
(RUSSELL et al., 2009; SEN et al., 2009; KELLNER et al., 2015; VIEIRA et al., 2017).

A ingestdo de alimentos ocorre de forma variada nas diferentes castas da colonia.
Segundo Fisher (1994), a estrutura conhecida como gongilidios, um micélio vegetativo do
fungo simbionte, é a Gnica fonte alimentar das larvas das formigas-cortadeiras e que, também,
fornece 9% de energia para as operarias, sendo essas as responsaveis por manter o jardim de
fungo sempre limpo. Ao realizar o corte das folhas, as operarias alimentam-se da seiva
presente na planta, e ndo diretamente da colonia de fungo. A raspagem da superficie da folha
para obtencdo de nutrientes como forma de fonte alimentar, também ¢ utilizada pelas
operarias. Esse comportamento auxilia no processo de decomposi¢do realizado pelo fungo
(WEBER, 1966; FORTI; ANDRADE, 1999).

O ninho dessa espécie de formiga € constituido por cAmaras subterraneas, as quais sao
interligadas por tuneis. No interior dessas camaras ha o jardim de fungo, bem como as larvas,
pupas e formigas adultas. Algumas dessas camaras s@o destinadas exclusivamente ao descarte
de residuos. Dentre esses residuos encontram-se fragmentos de fungo velho, individuos
mortos e fragmentos vegetais ndo incorporados. A construg¢@o dos ninhos aumenta a aeragéo e
drenagem do solo, o que ajuda na fixacdo de raizes de espécies vegetais. Além disso, promove
o acumulo de matéria organica em decomposi¢do nas camaras de descarte, o0 que melhora a

troca cationica do solo (SILVA, 2006; LACERDA et al., 2014).

1.3 Aspectos morfologicos

Externamente, o corpo da formiga é revestido por uma fina e dura camada de quitina,
que compde seu exoesqueleto e exerce importante fungdo de protecdo contra impactos fisicos,
desidratagdo e o ataque de patdgenos. A presenca de exoesqueleto € considerado um fator
favoravel ao sucesso evolutivo dos insetos. Seu corpo € dividido em: cabega, térax, pedicelo e

gaster. A cabega é composta por um par de antenas, 6rgdo com funcdo sensorial; um par de
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olhos; um par de mandibulas desenvolvidas, responsaveis pela alimentagdo e protecdo, que
nas formigas-cortadeiras tém aspecto serrilhado. No torax estdo fundidos os trés pares de
pernas e as asas, presentes apenas nas castas reprodutivas (ica e bitu) (CAETANO et al.,
2002).

A anatomia interna é alvo de diversos estudos cientificos. O sistema circulatorio das
formigas ¢ aberto, formado por um coragdo e uma aorta, ambos localizados dorsalmente no
corpo. O fluido sanguineo dos insetos ¢ chamado hemolinfa e apresenta células, hemocitos,
que participam das respostas imunoldgicas inatas (CAETANO et al., 2002).

No gaster s@o encontrados o sistema excretor, sacos aéreos, ramos da traquéia, parte
do esdfago, ventriculo, ileo e reto, as quatro ultimas estruturas constituem o sistema
digestorio. Dentre os componentes do sistema excretor, os tibulos de Malpighi constituem o
orgdo mais importante, ja que desempenham a funcdo de excretar o filtrado da hemolinfa
transportando ions, como potdssio, acido urico, amonia, entre outras substancias até o reto e
reabsorvendo outros essenciais a estrutura corporal. E, por isso, sdo responsaveis pela
homeostase corporal. Localizados na parte posterior do corpo dos insetos, com filamentos
longos, delgados e composto de fibras musculares, sdo inseridos entre a regido do ventriculo
e intestino posterior, mas especificamente no ileo (CHAPMAN, 1975; WIGGLESWORTH,
1974; GILLOTT, 1980; MELLO, 1979).

O principal 6rgdo do sistema excretor dos insetos sdo os tubulos de Malpighi. Esses
desempenham a fungéo de reabsor¢do e secrecdo, colaborando na producdo de urina primaria
e retirando material toxico presente no corpo. Os tubulos s3o essenciais para estudo
toxicologico em insetos, uma vez que respondem rapidamente as mudangas no ambiente
(NOCELLI et al., 2016).

A quantidade de ttibulos de Malpighi na fase adulta varia entre as diferentes castas; a
rainha apresenta maior numero, aproximadamente 34 tubulos, decrescendo até chegar nas
operarias minimas, com 8, sendo sempre multiplos de 2. Em sua fase larval, os tubulos de
Malpighi ja sdo aparentes, logo no inicio do desenvolvimento do embrido (CAETANO, 1990;
CAETANO, 1994; CAETANO et al. 2002).

Nos insetos, & medida que os estagios larvais sucedem, os tubulos de Malpighi passam
por transformagdes, crescendo em tamanho ou ocorrendo a produ¢do de novos tibulos, para
ter capacidade de suprir as necessidades do individuo. Morfologicamente, os tubulos
consistem em uma Unica camada de células, podendo apresentar um unico tipo de célula ou

mais. As células presentes sdo cubicas ou piramidais, com nucleos dispostos no centro ou na
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periferia, cada um incluindo de 1 a 3 nucléolos e ambas com granulos mineralizados no
citoplasma em diferentes estagios de desenvolvimento (NOCELLI, 2016; POIANI, 2020).

Em muitos insetos, os tubulos de Malpighi sdo divididos em trés regides, a proximal,
intermedidria e distal, compostas por células distais. Cada regido é responsavel por fun¢des
especificas na filtracdo da hemolinfa e na formacdo da urina primaria, passando por todas as
regides do tubulo. Ha indicios que a regido distal estd responséavel pela filtracdo dos fluidos
corporais e a regido proximal pela reabsor¢do de ions e d4gua (BERRIDGE; OSCHAMANN,
1972; CRUZ-LANDIM, 1998).

Sabe-se que, nesta espécie de formiga, nas fases larvais ndo estd presente o intestino
posterior e que os tubulos de Malpighi, presentes na larva, sofrem regressdo durante os
processos de metamorfose e sdo substituidos durante a formagdo da pupa de olho escuro.
Investigar a morfologia dos tubulos de Malpighi e as modifica¢cdes que ocorrem em seu
estabelecimento durante a metamorfose pode contribuir para o esclarecimento de sua funcdo

nos diferentes estagios de desenvolvimento das formigas-cortadeiras.

2 OBJETIVO

Caracterizar morfologicamente, a partir de microscopia Optica e eletronica de
varredura, os tubulos de Malpighi de Atta sexdens nos diferentes estagios de desenvolvimento

p6s embrionario: larva, pupa de olho escuro e imago adulto.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material biolégico

Larvas, pupas e operarias médias de Atta sexdens foram coletadas de ninhos artificiais
mantidos no Laboratério de Formigas-cortadeiras do Departamento de Biologia Geral do
Instituto de Biociéncias do Campus de Rio Claro - UNESP, no total foram coletadas 55
formigas de cada fase de desenvolvimento. As colonias sdo alimentadas diariamente com

folhas de Eucalyptus sp., Hibiscus sp., Mangifera indica e aveia e mantidas em sala
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climatizada com temperatura entre 24 e 25°C.

Ap0s a coleta, as formigas nas diferentes fases do desenvolvimento tiveram seu gaster
dissecado, com auxilio de pingas e alfinetes entomoldgicos, em solugdo salina 0,06% sob
esteriomicroscopio Leica EZ4 para retirada dos tubulos de Malpighi. As pecas foram
mantidas em solugdo salina ap6s a disseccdo e destinadas as etapas de preparacdo do material

para analise morfologica a partir de microscopia optica e eletronica de varredura.

3.2 Registro fotografico através do estereomicroscopio

Os tubulos de Malpighi dissecados dos trés grupos experimentais (larva, pupa de olho
escuro e imago adulto) foram transferidos para ldminas de vidro a fim de serem
fotodocumentados sob estereomicroscopio Leica EZA. As fotografias foram obtidas com
camera comum posicionada na lente ocular do equipamento. Em alguns casos, foi necessaria a
introducdo de gotas do corante Azul de Metileno para facilitar a visualizagdo e manuseio da
peca. A utilizagdo do corante foi essencial para melhor observagdo do material desejado, ja
que os tubulos de Malpighi das larvas e pupas sfo translicidos e, portanto, de dificil

visualizag@o.

3.3 Analise histolégica e microtomia

Apds a dissecgdo, os tubulos de Malpighi dos trés grupos experimentais foram
mantidos em fixador paraformaldeido 4% por sete dias. A fixagdo ¢ uma importante etapa
para que o Orgdo obtenha maior resisténcia nas proximas etapas, sendo que os fixadores
quimicos utilizados ajudam a evitar a degradagdo e a conservar a morfologia (MONTANARI,
2016).

Posteriormente, o material foi desidratado em uma sequéncia de banhos com
concentragdes crescentes de alcool: 30%, 50%, 70%, 85%, 90% e 95%, substituidos no
intervalo de duas horas. Essa etapa tem a finalidade de eliminar a 4gua presente no tecido e,
assim, facilitar a penetracdo da resina. A etapa seguinte € a inclusdo. Nesse processo o
material foi infiltrado com substancias que proporcionam o aspecto rigido, e revestido pela

resina que possibilita a etapa de microtomia (GITIRANA, 2007; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
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2013).

A etapa de microtomia realiza cortes finos de 3-6 pm na resina contendo o material de
estudo, o que permite melhor observacdo ao microscopio. Os cortes foram feitos em
microtomo LEICA RM 2255 e recolhidos em laminas de vidro. As laminas foram coradas
utilizando-se os corantes hematoxilina-eosina, para isso foram mantidas em hematoxilina de
Harris por dez minutos, lavadas em agua corrente por cinco minutos, mantidas por cinco
minutos em eosina aquosa e lavadas em agua corrente. Apos secas ao ar livre, as ldminas

foram submersas em xilol e, em seguida, revestidas com béalsamo do Canada sintético e

laminula (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983).

3.4 Técnica de Microscopia Eletronica de varredura

A técnica de microscopia eletronica de varredura também foi utilizada na
caracterizagdo dos tibulos de Malpighi. Para isso, as pecas foram fixadas em Karnovsky
(paraformaldeido a 2%, glutaraldeido 2.5% em tampao cacodilato de sédio 0.1 M, pH 7.4) por
uma hora, lavadas em agua destilada e desidratadas em série crescente de alcool e secos em
temperatura ambiente. O material foi fixado com fita adesiva em estruturas metalicas (stub) e
revestidas com ouro por SputteringBalzer SCD 050. Feito isso, o material foi analisado e
fotografado com o auxilio do microscépio eletronico de varredura Philips. As
fotomicrografias obtidas nas duas técnicas de microscopia foram utilizadas para comparagao

dos tubulos de Malpighi nos diferentes grupos amostrais.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

As técnicas histoldgicas propostas na presente pesquisa possibilitaram manusear os
diferentes estagios de desenvolvimento da formiga-cortadeira 4. sexdens, larva, pupa de olho
escuro, e reconhecer as diferengas na morfologia externa ¢ interna dos diferentes grupos. As
larvas submetidas a dissec¢do possuem coloragdo entre branco e bege claro; ja as pupas,
coloragdo branca com olhos marrons escuro, nesse estagio ja apresentam os trés pares de
pernas inseridos na regido do torax; os imagos adultos, apresentam coloragdo marrom claro e
tegumento mais rigido em relagdo aos outros grupos. Abaixo estdo descritos os resultados

encontrados acerca da morfologia interna dos orgdos do sistema digestorio dessa espécie de
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formiga, com detalhe para o 6rgdo alvo desta pesquisa: os tibulos de Malpighi.

4.1 Fotografia sob estereomicroscopio

Apobs a dissecgdo do gaster, foi possivel visualizar 6rgios do sistema digestério da
formiga, além de tecidos acessérios como a ramificagdo de traqueias, células do corpo
gorduroso e sacos aéreos. Para analise mais detalhada dos tubulos de Malpighi, as pecas
foram limpas e removidas do géster com auxilio de ping¢as entomoldgicas. A Figura 1 ilustra
os tabulos de Malpighi inseridos ao ventriculo (intestino médio), mas especificamente no ileo,
além do papo e reto. As pecas mostradas nas imagens A, C e E foram coradas anteriormente

com uso do corante Azul de Metileno, para facilitar a visualizacéo.

Figura 1 - Fotografias sob estereomicroscopio dos tubulos de Malpighi nos trés estagios de desenvolvimento de
A. sexdens. A e B: tubo digestorio e tibulos de Malpighi de imago adulto com e sem coloragfo, respectivamente;
C e D: tubo digestdrio e tibulos de Malpighi de pupa de olho escuro com e sem colorag#o, respectivamente; E e
F: tubo digestorio e tibulos de Malpighi de larva com e sem colorag8o, respectivamente. Setas amarelas: papo;

setas vermelhas: ventriculo; setas pretas: tubulos de Malpighi; setas azuis: ileo e reto.
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-

Fonte: Elaborada pela autora, 2020.
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O principal 6rgdo do sistema excretor de A. sexdens consiste em tibulos longos e
delgados que se espalham pela cavidade do gaster e sua espessura varia entre os estagios de
desenvolvimento. Os tubulos de Malpighi estio localizados na parte posterior do ventriculo:
nas pupas e imagos adultos os tibulos estdo inseridos no inicio do ileo (Figura 1 - A a D); nas
larvas ndo estdo presentes o ileo e o reto (intestino posterior) e, portanto, os tubulos de
Malpighi sdo a parte mais distal do tubo digestério deste estagio de desenvolvimento (Figura
1 - E e F). Na pupa observamos grande acimulo de substancias no papo (Figura 1 - D).
Visualmente, os tibulos de Malpighi dos imagos adultos sdo mais espessos, quando
comparados aos outros grupos experimentais, enquanto que os tibulos da pupa sdo mais
longos se comparados aos demais, nas larvas os tibulos s3o curtos e mais translucidos. Outros
métodos de andlise s@o necesséarios para concluir acerca da espessura ou comprimento dos
tubulos de Malpighi.

Notou-se que o nimero de tibulos do sistema excretor varia de acordo com a fase de
desenvolvimento em que se encontra a formiga. No imago adulto, estdo presentes,
aproximadamente, 14 tubulos, na pupa de olho escuro, aproximadamente, 12 tibulos e na
larva, aproximadamente, 8 tubulos, a diferenca pode estar relacionada com a maior demanda
em filtrar a hemolinfa. Caetano (1984) verificou variagdo no niimero dos tubulos em formigas
do género Atta em castas diferentes, em que os soldados apresentam 16 tibulos, e as operarias
minimas apenas 6 tabulos.

Em abelhas da espécie Apis mellifera adansonii o nimero de tubulos também varia
nas diferentes fases do desenvolvimento, a larva apresenta apenas quatro tibulos, enquanto
que nas operarias adultas o nimero de tibulos pode chegar a 64. Em outros insetos, como o
pernilongo Aedes aegypti, os cinco tubulos presentes na fémea sdo maiores que os presentes
no macho, o que explica sua maior capacidade de secretar fluidos. Nos coledpteros a
disposi¢do dos tubulos sdo diferentes em relagdo as formigas-cortadeiras, nas larvas os
tubulos estdo localizados anteriormente sobre o intestino posterior, com sua parte distal
disposta no colon. S3o 6 tibulos simples, longos e sem ramifica¢des, organizados em dois
grupos, cada grupo contendo 3 (CRUZ-LANDIM & MELO, 1981; SILVA, 1975; PLAWNER
etal., 1991).
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4.2 Microscopia optica - técnica HE

As laminas histologicas contendo os tibulos de Malpighi das diferentes fases de
desenvolvimento da A4. sexdens foram analisadas e fotografadas em microscopio optico de luz
LEICA DM750. Essa etapa metodoldgica possibilitou observar a organizagdo tecidual dos
tabulos de Malpighi e comparar os aspectos histoldgicos nas diferentes fases do

desenvolvimento (Figura 2).
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Figura 2 - Fotomicrografias dos tibulos de Malpighi de diferentes estagios de desenvolvimento de Atta sexdens.
A, B e C: imago adulto; D, E e F: pupa de olho escuro; G, H e I: larva. Legenda: TM: tibulos de Malpighi; n:
nucleo; I: lumen; t: tecido adjacentes do ventriculo ou corpo gorduroso. A -200x (A, D e G); 400x (B, C, E, F, 1
el).

Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

Na Figura 2 é possivel analisar as diferencas na disposi¢do das células dos tibulos de
Malpighi das diferentes fases de desenvolvimento da 4. sexdens. Em todos os grupos, as

células dos tubulos apresentam formato cubico e grande nucleo central. No imago adulto e na
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pupa as células estio dispostas mais para a periferia do 6rgdo (Figura 2 - A a F), sendo que na
pupa o limen ¢é bastante visivel (Figura 2 - E). Em todas as laminas do grupo experimental
larva, notou-se maior numero de ndcleos corados ¢ em maior tamanho (Figura 2 - G aI), o
que pode ser devido a altura do corte durante a microtomia, mas que também pode ser
caracteristica morfologica deste grupo, podendo estar relacionado a maior atividade
metabdlica de excre¢do. Segundo Arabe e Caetano (2002), os insetos contém tibulos de
Malpighi com suas células dispostas em uma unica camada, podendo ser de um ou diversos

tipos, ao redor do limen.

4.3 Microscopia eletronica de varredura

Fotomicrografias obtidas em microscopio eletronico de varredura Philips,
possibilitaram verificar o local de inser¢do dos tubulos de Malpighi nos diferentes grupos
experimentais, além de ajudar na compreensdo da morfologia interna do tubo digestorio de A.

sexdens.

Figura 3 - Fotomicrografia dos tibulos de Malpighi dos adultos de A. sexdens. Legenda: TM: tubulos de

Malpighi; P: papo; V: ventriculo; IP: intestino posterior (ileo e reto).

0_8513 D10.3 x40

Fonte: Elaborada pela autora, 2020.
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Figura 4 - Fotomicrografia dos tibulos de Malpighi das pupas de olho escuro de A. sexdens. Legenda: TM:

tubulos de Malpighi; P: papo; V: ventriculo; IP: intestino posterior (ileo e reto).

Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

Figura 5 - Fotomicrografia dos tibulos de Malpighi da fase larval de A. sexdens. Legenda: TM: tubulos de
Malpighi; P: papo; V: ventriculo.

A D10.4 x50 2 mm A D10.4 x400 200 um |

Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

As pecas utilizadas nesta etapa metodologica sofreram alguns danos durante o
processamento, como perda de parte do material e agregacdo dos tubulos de Malpighi. Ainda

assim, foi possivel observar a inser¢do do sistema excretor nos diferentes grupos analisados,
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no imago adulto e na pupa os tibulos se inserem ao final do ventriculo (intestino médio) e se
espalham aderidos nos demais orgéos (Figura 3 e 4), enquanto que na larva, como o intestino
posterior ndo esta presente, os tibulos localizam-se na parte mais distal do tubo digestorio e
sdo mais curtos. Apds a fase larvaria, os tibulos aparecem como evaginacdes da parede do
fleo. Nessa regido ha a presenca de colageno, favorecendo uma maior resisténcia e
flexibilidade para os tibulos movimentarem na hemolinfa sem que haja ruptura na regifo.
Percebe-se que a literatura que descreve a morfologia interna de insetos ndo é recente, poucos
estudos t€ém abordado o tema atualmente, em especial com formigas-cortadeiras. Ainda pouco
se sabe acerca da funcdo dos tubulos de Malpighi nas fases iniciais do desenvolvimento e
tampouco sobre a reorganizagdo tecidual deste orgdos durante o processo de metamorfose

(WHEELER, 1926; JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983; LEHNINGER et al., 1993).

5 CONCLUSAO

As técnicas histoldgicas exploradas na presente pesquisa possibilitaram descrever e
comparar a morfologia interna do orgdo do sistema excretor, os tibulos de Malpighi, da
formiga-cortadeira 4. sexdens nas diferentes fases do desenvolvimento: larva, pupa de olho
escuro e imago adulto. As formigas, assim como os demais holometdbolos, sofrem
metamorfose completa durante o desenvolvimento e, sabe-se que o0s processos de
metamorfose alteram a morfologia interna e externa dos insetos. Neste estudo, verificou-se
que o intestino posterior (ileo e reto) estd ausente na fase larvaria e presente nas fases de pupa
e imago adulto, em que ¢ o local de inser¢do dos tubulos de Malpighi. O numero de tibulos e
aspectos morfoldgicos do sistema excretor variam nas diferentes fases de desenvolvimento
que foram avaliadas.

As técnicas utilizadas ndo sdo conclusivas quanto as fungdes e reorganizagdo tecidual
deste orgdo durante o desenvolvimento e, mais estudos sdo necessarios para comparar a
funcionalidade dos tubulos de Malpighi nas diferentes fases. Estudos basais de andlise
morfoldgica sio escassos atualmente e, além de possibilitar a compreensdo da morfologia
interna destes insetos, podem auxiliar em pesquisas sobre a fisiologia e as estratégias

nutricionais das formigas-cortadeiras.
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